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Abstract

Biotechnology of boar semen cryopreservation has not succeeded due to the high sensitivity of swine sperm to the
freezing and thawing process. However, its use is highly desirable for genetic improvement and maintenance of
biosecurity. This review aims to highlight some limitations of the process and point out important advances obtained
in recent years, including the improvement of existing techniques, such as protein characterization of the ejaculate,
adjustments in the removal of seminal plasma, and use of adjuvants in the manufacture of diluents; all of which will
make cryopreservation commercially available in the near future.
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Resumen

La criopreservacion del semen de porcino es una técnica ain no consolidada debido a la alta sensibilidad del
espermatozoide de esta especie al proceso de congelacion y descongelacion, aun asi, el uso de semen criopreservado
es altamente deseable para el intercambio genético y el mantenimiento de la bioseguridad. Esta revision tiene por
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objeto poner de relieve algunos factores limitantes del proceso y sefialar las importantes avances desarrollados en
los ultimos afios, debido principalmente al mejoramiento de las técnicas existentes, entre ellas, la caracterizacion de
las proteinas de la eyaculacion, los ajustes de extraccion del plasma seminal y el uso de adyuvantes en la produccion
de los diluyentes. Todas estas técnicas haran que la criopreservacion del semen de porcino sea mas aplicable en los
proximos afios, para ser finalmente una técnica de uso comercial.

Palabras clave
antioxidantes, congelamiento, criopreservacion, diluyentes, espermatozoide.

Resumo

A criopreservacao de s€men suino ¢ uma técnica ainda nao consolidada devido a alta sensibilidade do espermatozoide
da espécie ao processo de congelamento e descongelamento. Ainda assim, a utilizagdo do sémen criopreservado €
altamente desejavel para o intercdmbio genético e manutengdo da biosseguranca. Esta revisdo tem como objetivo
ressaltar alguns fatores limitantes do processo e apontar os consideraveis avangos desenvolvidos nos tltimos anos,
principalmente devido ao aperfeigoamento das técnicas ja existentes, como caracterizagdo das proteinas do ejaculado,
ajustes na remoc¢ao do plasma seminal e uso de adjuvantes na confec¢do dos diluentes. Todas estas técnicas tornarao
a criopreservacdo do sémen suino mais aplicavel nos proximos anos para que possa ser finalmente uma técnica de

uso comercial.

Palavras-chave

antioxidantes, congelamento, criopreservagdo, diluentes, espermatozoide.

Introducao

A criopreservagdo de sémen € uma biotécnica reprodutiva
consolidada e difundida desde 19759. Contudo, com
relagdo a espécie suina, ainda existem muitas dificuldades
no processo de criopreservacdo do sémen, devido a
notdria sensibilidade dos espermatozoides ao processo
de congelamento/descongelamento.

Melhorar a fertilidade do sémen congelado/descongelado
tem sido um dos objetivos da comunidade cientifica
e da industria suina, pois a utilizagdo do sémen suino
criopreservado ¢ altamente desejavel, principalmente
para a internacionaliza¢ao de mercados da espécie, para
a manutengdo de germoplasma, preservagdo e dispersao
da diversidade genética, e o controle da transmissao de
patogenos, impedindo a disseminagdo de patologias,
como a Sindrome Multissistémica Pos-Desmame e a
Sindrome Respiratoria.

Contudo, esta tecnologia ainda ndo ¢ suficiente para
reproduzir indices de fertilidade satisfatorios apds a
inseminacao artificial (IA) quando comparada ao s€émen
resfriado @7, devido a perda da capacidade fertilizante
e da ndo sobrevida de 40-50% dos espermatozoides
durante o processo de criopreservacao. Fato que resulta
em uma diminui¢do das taxas de paricdo, em cerca de
20 - 30% e do tamanho da leitegada de 2 - 3 leitdes “°.

A biotécnica de criopreservacdo compreende todo o
processo de manipulacdo do ejaculado, correspondendo
a diluicdo, resfriamento, crioprote¢dao, congelamento,
armazenamento a - 196 °C e descongelamento ©.
Sendo dependente das interagdes de fatores internos
(caracteristicas inerentes dos espermatozoides e das
diferengas entre machos e ejaculados) e fatores externos
(composic¢ao de diluentes, tipo e concentracao de agentes
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crioprotetores, taxas de diluicdo e de refrigeracgdo,
do congelamento e do descongelamento). A relacdo
destes fatores ¢ capaz de influenciar a capacidade do
espermatozoide em sobreviver € manter suas qualidades
fertilizantes ao final do processo e, portanto, determinante
para o sucesso da técnica.

Desta forma, a presente revisdo, tem como objetivo
ressaltar alguns fatores limitantes do processo de
criopreservacgao de sémen suino, apontando as adaptacoes
realizadas até o presente momento nas distintas etapas do
processo e suas perspectivas.

Caracteristicas da célula espermatica
suina

De modo geral, o processo de criopreservagdo causa
inimeros danos a célula espermatica, reduzindo a
propor¢ao de espermatozoides viaveis, bem como sua
capacidade funcional. As lesdes ocasionadas tém sido
atribuidas a variagdo de temperatura - resultando na
formacaodecristaisde gelointracelulares e extracelulares,
danos oxidativos, alteragdes de membrana ¢ DNA - além
da toxidade de crioprotetores e estresse osmotico 4.

Em nivel celular, os danos ocasionados levam ao aumento
da permeabilidade da membrana plasmatica, inibicdo da
atividade enzimatica e alteragao do balango bioenergético
celular™, contudo cada espécies possui um potencial de
crioprote¢do distinto, devido a caracteristicas intrinsecas
de suas células *.

Um dos grandes desafios para a criopreservagdo de
sémen suino sdao as particularidades de sua célula
espermatica quando comparada com a de outras espécies.
O espermatozoide suino possui uma menor porcentagem
de moléculas de colesterol em sua membrana plasmatica,
distribuidas de forma assimétrica, com maior disposi¢ao
na monocamada interna “%. Essas diferencas estruturais
contribuem para a grande sensibilidade ao choque
térmico, caracterizado por uma reducdo da motilidade e
danos funcionais de membrana e acrossoma %49,

Outra peculiaridade ¢ a grande concentracdo de acidos
graxos insaturados nos fosfolipideos presentes na

membrana plasmadtica, com poucas ligagdes duplas do
tipo cis 9, tornando esta célula suscetivel a peroxidagdo
lipidica, devido ao estresse oxidativo produzido pelas
espécies reativas de oxigénio (EROs). A produgdo
excessiva e desequilibrada EROs resulta em numerosos
eventos indesejaveis como danos da membrana
plasmatica, inibicdo da respiracdo e vazamento de
enzimas intracelulares “”. Este fato ainda ¢ agravado
pela baixa capacidade antioxidante do plasma seminal
suino 7.

Além disso, existe uma grande variagcdo entre ragas e,
inclusive, entre ejaculados de um mesmo individuo
(1130 Tsto demonstra uma possivel relagdo genética no
processo de criopreservagdo, capaz de influenciar em
uma expressao proteica ou de lipideos da composi¢ao
da membrana diferentes, ou ainda em alteragdes na
composi¢do do plasma seminal ou funcionalidade das
glandulas acessorias ¥, Contudo essas variabilidades sdo
determinadas por varios fatores, alguns desconhecidos, e
outros ainda pouco estudados.

Desta forma, estudos que visem compreender 0s processos
bioquimicos e fisiologicos associados com a estrutura e
atividade fisioldgica do espermatozoide, principalmente
as relacionadas ao processo de crioprotecdo, sdo cruciais
para agregar conhecimento e direcionar estudos que
aperfeigoem esta biotécnica.

Manipulagdes no sémen para
congelamento e descongelamento

Como citado anteriormente, a tolerancia ao congelamento
¢ influenciado por caracteristicas individuais do macho e
ejaculado, ou até mesmo entre as por¢des coletadas de
um mesmo ejaculado “¥.

Os primeiros 10mL do ejaculado sdo considerados como
“esperma rico”, apresentando uma maior tolerancia
a criopreservagdo, pois se acredita que esta porcao
possui uma quantidade substancial de fluido da cauda
do epididimo, incluindo proteinas relevantes como a
prostaglandina sintase, com peso molecular de 10,56
kDa “® e outras com 18, 19, 44, 65, 80 ¢ 100 kDa (%
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relacionadas com melhores resultados na criopreservagao,
devendo-se priorizar esta por¢ao para o processo.

Apos a coleta, uma das etapas primordiais para o
congelamento, ¢ a remo¢do do plasma seminal,
geralmente utilizada para melhorar a motilidade do
esperma congelado/descongelado e a fertilidade in vitro.
Esta etapa ¢ recomendada principalmente para machos
considerados maus congeladores ¢, Uma pré-incubagao
com o plasma seminal ainda ¢ bastante controversa.
Alguns autores indicam uma pré-incubagdo de pelo
menos 24 ha 15°C de todo ejaculado, visto que este tempo
de estabilizacao melhora sua congelabilidade, enquanto,
ha relatos do efeito prejudicial do plasma seminal,
especialmente em espermatozoides armazenados por
pelo menos 6h antes da criopreservagao 9.

Para a remocao do plasma seminal e concentragao dos
espermatozoides de modo que eles possam ser rediluidos
com extensores de congelamento, ¢ necessario o uso
de centrifugacdes, sendo o tempo de centrifugacdo
considerado mais critico do que a for¢a G aplicada
para a indu¢dao de danos espermaticos . Carvajal et
al® testou diferentes for¢as e tempo de centrifugacao,
analisando a recuperagao espermatica com acrossoma
integros e sobrevida celular, indicando um curto prazo
de centrifugagcdo com uma forga centripeta relativamente
alta (2400xg durante 3 min) para a minimizagao de danos
apOs criopreservagao.

Uma alternativa para o processo de centrifugacdo seria a
realizacdo de didlise, removendo componentes de baixo
peso molecular, como ions livres e metabolitos, que
poderiam ter um efeito negativo na fun¢do do esperma,
mas sem perder proteinas ou componentes de interacao
presentes no plasma seminal capazes de promover uma
melhor sustentacdo a criopreservagdo ¢, contudo a
dialise ainda ¢ pouco utilizada.

Apos a remocao do plasma seminal, o pellet de
espermatozoides concentrados devido a centrifugacao ¢
resuspenso em diluentes de resfriamento e congelamento,
ajustando desta forma a concentracio de células
espermaticas de 10° a 10° espermatozoides/mL, além de

fornecer nutrientes para a sustentacdo do metabolismo
celular e componentes que irdo auxiliar na crioprotecao.

Devido aos problemas inerentes do processo, a
criopreservacdo de sémen suino ¢ realizada em duas
etapas, primeiramente ¢ realizado um resfriamento,
considerado um dos principais pontos, pois a faixa critica
de temperatura durante o processo de resfriamento varia
de +15 a 5°C, a qual ocorre a solidificagdo dos lipidios
de membrana. Nesta etapa ¢ indicado um resfriamento
lento (em torno de 4 a 30°C/min) " até a temperatura
de 5°C, na qual ¢ adicionado os crioprotetores internos e
realizado o congelamento.

Comrelacao a velocidade de congelamento, com objetivo
de diminuir os danos toxicos dos diluentes internos
utilizados, os sistemas convencionais preveem curvas
rapidas de congelamento, sendo o recomendado ser -30
°C/min e a velocidade de descongelamento de 1200°C/
min @7, O envase para criopreservagio deve ser efetuado
em palhetas de 0,5 mL ou menores, pois os resultados

sdo superiores a pellets, antiga forma de congelamento
@7

Apo6s o descongelamento, Larsson et al.?” demonstrou
que a adi¢do de 10% de plasma seminal na solugdo de
descongelamento ¢ uma alternativa interessante, pois
restauraria a competéncia da fertilizagao in vivo. Estando
relacionado a capacidade do plasma seminal em regular
diretamente funcdes uterinas, como a supressao de
células do sistema imunolédgico, levando a diminuigdo

da inflamag@o uterina “!4?

Neste ambito, fica evidente que modificagdes em
protocolos de congelamento/descongelamento sdo
necessarias para trazer novas perspectivas, tal como
o uso de recipientes criogénicos, que estdo sendo
desenvolvidos com o objetivo de uniformizar o
resfriamento e descongelamento, alcangando resultados
similares aos obtidos com o congelamento em palhetas de
0,5 mL em qualidade seminal, mas com taxas de pari¢ao
e total de leitdes vivos similares com as [A utilizando
sémen resfriado 1.
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Diluentes para resfriamento e
congelamento

Nas duas etapas dos protocolos de rotina para
criopreservacdo de sémen suino — resfriamento e
congelamento, ¢ utilizando a gema de ovo como diluente
basico. Primeiramente o sémen ¢ resfriado em diluente
a base de gema de ovo até a temperatura de 5°C, e
posteriormente dilui-se com um extensor contendo
crioprotetor interno. Essa metodologia ¢ aplicada com
o objetivo de diminuir o tempo de exposi¢ao da célula
espermatica ao crioprotetor interno, reduzindo a toxidade
deste (34).

Os ingredientes basicos para a confeccdo dos diluentes
s30 os mesmos que os utilizados ha 35 anos, incluindo
acucares, glicerol e a gema de ovo (2). Os agucares sao
substancias de grande importancia na criopreservagao,
pois além de atuarem como substrato energético para
as cé€lulas (33), criam uma pressdao osmotica externa,
induzindo a desidratacao celular e diminuindo a formagao
de gelo intracelular, preservando a membrana plasmatica

(17).

A lactose € o aglicar mais utilizado para criopreservacao
de sémen suino, devido aos bons resultados relatados
(13,43). No entanto, outros estudos mostram que
dissacarideos de forma geral, que incorporam glicose na
sua composic¢ao (lactose, sacarose, trealose e melobiose)
tém efeito crioprotetor maior do que monossacarideos
(glucose e frutose) (13,33), evidenciando que esses tipos
de agucares adaptam-se melhor com a célula espermatica
suina, mantendo a integridade estrutural e propriedades
de permeabilidade das bicamadas lipidicas.

Com relagdo ao crioprotetor interno, ou seja, permeavel
a membrana plasmatica, o glicerol ¢ o mais utilizado,
desidratando e reduzindo o ponto crioscopio do interior
das células, dificultando a formagdo de cristais de gelo
intracelular (49). O glicerol ¢ utilizado em concentragdes
baixas (inferiores a 4%), pois apresenta uma potencial
acdo de toxicidade ao ser metabolizado como fonte de
acucar pela célula, sendo responsavel pela produgdo de
metilglioxal, por exemplo - mediador da ativagdo de
fosfolipases e proteases provocando irreversiveis danos
na célula (1).

Contudo, Buhr et al. (8) mostraram que nenhuma
concentracdo de glicerol maximiza os parametros
funcionais do esperma criopreservado. Desta forma
busca-se encontrar crioprotetores para a substituicao
do glicerol, a exemplo disso, a trealose (25) e a
dimetilacetamida (5) mostram resultados promissores,
sugerindo desta forma sua utilizagao.

A gema de ovo ¢ o crioprotetor externo mais utilizado em
protocolos de congelamento de forma geral, fornecendo
protecao contra choque frio para os espermatozoides
especialmente abaixo de 15 °C (51), devido a sua
constituicdo de lipoproteinas de baixas densidades
capazes de associar-se a membrana plasmatica,
diminuindo a perda de fosfolipidios e colesterol (3). O seu
efeito protetor pode ser melhorado pela adicao de Orvus
Es Past (OEP), também conhecido como Stm Equex
(Nova Chemical, Scituate, MA), detergente sintético
baseado em sodio e laurilsulfato de trietanolamina. Tem
sido sugerido que a OEP da protecdo, pois modifica os
constituintes da gema de ovo no diluente (38).

No entanto, por ser a gema de ovo produto de origem
animal, ¢ propensa a uma variagdo em sua composi¢ao
dependente do animal, origem e nutricdo (24). Muitos
estudos buscam o preparo de meios quimicamente
definidos para sua substitui¢do, a exemplo das lecitinas
de soja (21), trealose e glicina (48) ou ainda da propria
lipoproteina de baixa densidade purificada (26), contudo
nenhum dos materiais testados demonstrou melhores
resultados do que o obtido com a gema de ovo.

Antioxidantes

A célula espermdtica suina estd propensa a agdo de
agentes oxidantes devido a sua estrutura rica em acidos
graxos poliinsaturados. A geracdo excessiva dessas
substancias acarreta em mudancas nas caracteristicas
do esperma e causa danos proteicos e estruturais 2
Devido ao baixo poder antioxidante do plasma seminal
suino torna interessante compor diluentes utilizando
antioxidantes externos 2.
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Bilodeau et al.® sugeriram que um fator importante
para a sobrevivéncia e funcionalidade da célula
espermatica, durante todo processo de congelamento e
descongelamento ¢ o balango entre a producao de EROs
e sua desintoxicac¢do, fato que exerce influéncia direta
sobre a fertilidade.

Assim, nos ultimos anos, a investigacao sobre a aplicacao
de antioxidantes para melhorar a criopreservacao do
esperma suino ¢ melhorar a qualidade pds-resfriamento
e pos-descongelamento tem sido desenvolvida. Dentre
os antioxidantes ja relatados, podemos citar alguns

compostos como a glutationa, d4cido ascorbico e
L-cisteina.

E também o uso de antioxidantes naturais, dada a sinergia
dos compostos ativos presentes - tais como o acido
rosmainico, flavonoides e polifendis, extrato de Rhodiola
(planta da familia Crassulaceae encontrada em regides
frias) e de Alecrim (planta da familia Baccharis). Essas
substancias foram capazes de incrementar a qualidade
espermatica pds-descongelamento, como podem ser
vistos na tabela 1.

Tabla 1. Antioxidantes utilizados na cripreservacao de sémen suinos e seu incremento na qualidade espermatica
p6s-descongelamento.

Substincia

Incremento

Autores

Glutationa reduzida

Aumento significativo na capacidade de

Gadea J. et al."®

fertilizacao dos espermatozoides quando
utilizada no extensor de descongelamento.

Extrato de Sacra rosea (Rhodiola)

Aumento da concentragdo de glutationa,

Zhao HW et al. *?

da atividade mitocondrial, ¢ diminui¢ao da
concentracao de malondialdeido (MDA).

Extrato de Rosmarinus officinalis
(Alecrim)

Diminui¢ao na produg¢ao de MDA e
aumento na viabilidade apds 2 horas de

Malo C et al. ¢13?

incubacao. Eficaz no sistema de
fertilizagao in vitro.

Vitamina E Trolox

Aumento na motilidade e elevacao da

Peiia FJ et al. G7

atividade mitocondrial.

L-cisteina

Aumento da motilidade progressiva, na

Kaeoket K et al.*®

viabilidade e na integridade acrosomal.

Conclusdes e perspectivas

Devido aos baixos indices de concepgdo, resultantes
de inseminagdes artificiais com doses criopreservadas,
o uso do sémen suino congelado ainda ndo ¢ uma
realidade comercialmente. Mas os recentes avangos
acerca de conhecimentos bioquimicos e fisiologicos
da célula espermatica tém possibilitado adaptacdes em
diluentes e a adicdo de adjuvantes como antioxidantes

de forma promissora. Desse modo, acredita-se que
essa tecnologia se tornard comercialmente vidvel em
pouco tempo, aumentando a produtividade do rebanho
comercial, auxiliando na manutencdo de biosseguranca
e incentivando o intercambio internacional de material
genético.
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