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Resumo

O processo de criopreservacao tem uma contribui¢do importante no aumento da produgéo bovina, em rebanhos comerciais ¢ de animais de
alto valor zootécnico, nos quais a lucratividade depende da alta eficiéncia reprodutiva. Com o objetivo de conservar a capacidade fecundante
do espermatozoide, a congelagao proporciona um estado de quiescéncia ao mesmo tempo reduzindo seu metabolismo e, consequentemente,
diminuindo os gastos energéticos e da produgdo de catabdlitos, contribuindo assim para a preservagao celular, além de aumentar o numero
de fémeas fecundadas com um tnico ejaculado. Contudo, o ciclo da congelagdo/descongelacdo resulta em diminuig¢do da fertilidade quando
comparada aquela do sémen a fresco. Os fatores que afetam a sobrevivéncia do sémen congelado incluem a composi¢ao do meio diluidor,
crioprotetores, taxas de congelagao/descongelagdo, condigdes osmoticas e remocao dos crioprotetores. A presente revisao tem como objetivo
abordar informagdes da literatura acerca dos diluentes, crioprotetores e aditivos usados nos protocolos de congelagao do s€émen bovino.
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Abstract

The cryopreservation process has an important contribution in the increase of the bovine production in commercial herds and high zootechnical
value, in which the profitability depends on the high reproductive efficacy. Aiming to conserve the fertilization capacity of the spermatozoa, the
freezing process leads the spermatozoa to a quiescent state, at the same time reducing its metabolism and, consequently, decreasing expenses
of energy and production of catabolites, contributing, thus, to cellular preservation, besides increasing the number of inseminated females
with only one ejaculate. However; the freezing/defrosting cycle results in reduction of fertility when compared to the one of the fresh semen.
The factors that affect the survival of the frozen semen include composition of the diluting environment, cryoprotectants, rates of freezing/
defrosting, osmotic conditions, and removal of cryoprotectants. The aim of this review was to approach information of literature concerning
extenders, cryoprotectants and additives used in the protocols of bovine semen cryopreservation.

Keywords: Freezing. Spermatozoa. Insemination, Artificial. Cattle.

1 Introducio populagdo sobrevivente?’.

A congelacao de sémen tem sido amplamente utilizada Alguns dos fatores que afetam a sobrevivéncia do

. . sémen congelado sdo: a composicdo do meio diluidor e
para aumentar o potencial reprodutivo de touros de alto valor

genético, sendo ferramenta imprescindivel em programas de
inseminagdo artificial, transferéncia e producdo in vitro de
embrides. O uso do sémen congelado permite rapido avanco
genético dos rebanhos comerciais, permitindo a escolha
de reprodutores que melhor atendam as necessidades de
producdo.

Embora seja um procedimento rotineiro na industria da
inseminagao artificial, os protocolos de congelagao utilizados
ainda resultam em consideravel nimero de espermatozoides
que ndo resistem ao processo, 0 que compromete a fecundagao
do ovocito!. Durante a criopreservagio o espermatozoide passa
pelas etapas de resfriamento, congelacdo e descongelacdo.
Estas sdo capazes de causar diversos graus de dano celular,
reduzindo a fertilidade quando comparada aquela do sémen
a fresco. Esta redu¢do se deve a combinacdo entre perda
da viabilidade espermatica ¢ do padrdo de motilidade da
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crioprotetores, taxas de congelagao/descongelagdo e remogao
dos crioprotetores®. Mesmo sob as melhores condigdes de
criopreservagao, cerca de metade da populacao inicialmente
movel morre apos a descongelagdo e, naquela que sobrevive
podem ocorrer alteragdes que comprometem a atividade
funcional dos espermatozoides descongelados®.

Se o numero total de espermatozdides funcionais a
inseminagdo artificial com sémen congelado for menor
que 0 numero necessario para atingir alta probabilidade de
fecundacio (20x106), as chances de sucesso serdo reduzidas?. E
necessaria concentrago oito vezes maior de espermatozoides
congelados para se atingir uma taxa de fecundagdo
equivalente aquela obtida in vivo®, para compensar a perda
de gametas. Além disso, o sémen sujeito a criopreservagao ¢
exposto a condi¢des de diluigdo do plasma seminal e baixas
temperaturas. Estas levam a perda e reorganizacdo dos
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componentes da membrana plasmatica de forma semelhante
ao que ocorre durante a capacitagdo. Tais alteragdes resultam
na diminui¢ao do tempo de sobrevivéncia do espermatozoide,
bem como da sua habilidade de interagir com o ambiente do
trato reprodutor feminino®.

Para minimizar os efeitos deletérios da criopreservagao
vém sendo testados, através das décadas, iniimeros diluentes
e crioprotetores, além de aditivos para proteger as células e
fornecer substratos para sua manutengdo durante e apds a
congelacdo.

A presente revisdo tem como objetivo compilar
informagdes da literatura acerca dos diluentes, crioprotetores
e aditivos usados nos protocolos de congelagdo do sémen
bovino.

2 Desenvolvimento

2.1 Danos espermaticos causados pela criopreservagao

O espermatozoide de mamiferos ¢ muito sensivel ao
resfriamento rapido, ou seja, da temperatura ambiente até
proximo ao ponto de congelacdo da dgua. O dano causado pela
redugdo da temperatura durante o resfriamento até 4° ou 5°C ¢
denominado choque térmico e ocasiona perda irreversivel da
viabilidade dos espermatozdides, pela rapida diminuicao da
motilidade ou surgimento de padrao anormal da mesma, que
passa a ser circular ou retrograda. Ha também redugao da taxa
de glicdlise, da respiragdo celular e da frutélise, aumento dos
danos ao DNA e liberagéo de material intracelular°,

A redug@o da temperatura leva a fase de transi¢do dos
lipideos da membrana, passando da fase liquida ou fluida
para a cristalina ou gel, resultando em uma organizagao mais
rigida da membrana’®. Se fosse possivel eliminar a fase de
transi¢ao dos lipideos, ou a0 menos diminuir a temperatura na
qual a mesma ocorre, as membranas permaneceriam fluidas
a baixas temperaturas e os danos subsequentes a ela seriam
diminuidos’.

Outro aspecto a ser considerado ¢ a presenga no plasma
seminal, dentre outras, das proteinas BSP-A1/-A2, BSP-A3 e
BSP-30 kDa, coletivamente denominadas de bovine seminal
proteins (BSP). Estas constituem um grupo de moléculas
que se liga aos fosfolipideos da membrana espermatica e
atuam como fatores reguladores da capacitagdo espermatica,
estimulando o efluxo de colesterol e lipoproteinas da membrana
plasmatica. A preservacdo do plasma seminal a congelagdo
expde os espermatozoides as BSP e estas, ao promoverem
o efluxo de colesterol, tornam os gametas mais suscetiveis
a criopreservacdo. Tal efeito pode ser minimizado pelas
lipoproteinas de baixa densidade presentes nos crioprotetores
extracelulares como a gema de ovo, pois estas se ligam de
forma estavel as BSP impedindo sua agao prejudicial sobre a
membrana plasmatica.

Além das mudangas fisicas por que passam os fosfolipidos
da membrana durante o resfriamento, a regulagdo do influxo
de calcio também ¢ afetada por ele, com graves consequéncias
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em termos de fungdo celular, podendo até ser incompativel
com a viabilidade do espermatozdide. O influxo de calcio
durante o resfriamento contribui tanto para o inicio da
capacitagdo quanto para o inicio da fusdo das membranas
plasmatica e acrossomal externa, evento denominado de
reacdo do acrossomo?.

Um passo critico do processo envolve a adi¢do e
remogdo do crioprotetor, que causa estresse osmotico a
célula espermatica e define a propor¢do de células que
sobrevivem a congelacao. Este estresse pode ser minimizado
se os procedimentos de adi¢ao/remocao do crioprotetor forem
feitos de forma gradual®’.

Em virtude do processo de criopreservacdo se da a
peroxidagdo lipidica das membranas espermaticas, com
geracdo de espécies reativas ao oxigénio que contribuem
para a ocorréncia de danos celulares'. Estes eventos serdo
abordados no tdpico relativo aos antioxidantes.

No tocante a curva de congelagdo, esta pode ser rapida
ou lenta. Quando um diluidor com crioprotetor alcanca
temperatura ao redor de -5°C, a 4gua intra e extracelular
permanece em estado de super resfriamento. Entre —5 °C
e —10 °C inicia-se a formagdo de cristais de gelo no meio
extracelular, mas a 4agua intracelular permanece super
resfriada, resultando no aumento da concentracdo de solutos
no fluido remanescente fora da célula, levando a desidratagdo
da mesma*.

Na curva rapida ndo havera tempo para ocorrer a
desidratagdo da célula e a concentragdo dos meios extra e
intracelular serdo semelhantes. No resfriamento lento havera
a desidratagdo do espermatozoéide, evitando a formacao de
gelo intracelular. Porém, a alta concentrag@o de solutos pode
causar danos as células. A formagao de cristais de gelo leva ao
estresse osmotico, visto que quando uma solugdo ¢ resfriada
abaixo da temperatura de congelagdo, estes sdo formados, e
os solutos se dissolvem no liquido remanescente, aumentando
a forga osmotica da solugdo’. Mesmo a temperatura de
-196 °C, canais de agua ndo congelada persistem, com altas
concentragdes de soluto, onde ficam os espermatozdides'!.
Assim, a taxa de congelagdo ideal deve ser lenta o bastante
para evitar a formacgdo de gelo intracelular, porém rapida
o bastante para evitar os danos causados pela exposi¢ao
prolongada as altas concentragdes de soluto'?.

A descongelagdo, por outro lado, deve ser realizada de
acordo com a taxa de congelacao que foi adotada, a fim de nao
causar danos letais as células. Se o sémen congelado em taxa
lenta for descongelado rapidamente, podera ocorrer grande
influxo de 4gua, que causard o rompimento da membrana
plasmatica. Por outro lado, se a taxa de congela¢do for
rapida e a descongelagdo lenta, o gelo intracelular podera se
recristalizar em cristais maiores, provocando a lesdo mecanica

da membrana''.
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2.2 Diluentes para congelagao de sémen bovino

A composi¢do do diluente ¢ de extrema importancia para
a sobrevivéncia do espermatozoide durante a criopreservagao.
Virias caracteristicas do meio devem ser consideradas como a
concentragdo de crioprotetor, concentra¢ao de sais e inclusdo
de detergentes'.

Os componentes basicos dos diluentes de congelag@o sao
substancias i6nicas e ndo-idnicas que mantém a osmolaridade
e tamponam o meio; uma fonte de lipoproteina de alto peso
molecular para proteger contra o choque térmico, como a
gema de ovo e o leite; agucares, glicerol, 1,2-propanodiol
ou dimetilsulfoxido (DMSO) como crioprotetores; ¢ outros
aditivos como enzimas antioxidantes e antibioticos'.

Um sistema tampdo deve ser um dos constituintes do
diluidor para neutralizar os ions hidrogénio produzidos pelo
metabolismo dos espermatozo6ides, mantendo o pH da solugao
proximo a neutralidade (6,8 a 7,1). Os meios tampdes mais
utilizados nos diluentes para sémen de bovinos sdo o citrato,
pois suas propriedades tamponantes melhoram a solubilidade
das fragdes protéicas da gema do ovo e o tris-hidroximetil
aminometano (TRIS).

Os diluentes mais usados sdo a base de gema de ovo
ou leite, sendo neste Gltimo caso necessdrio atentar para a
inativagdo da lactenina, substancia bacteriostatica que age
como fator toxico ao espermatozoide'*'®. Amaior desvantagem
do uso de diluentes a base de leite ¢ a baixa visibilidade do
espermatozoide ao microscopio, tornando as avaliagdes pos-
descongelagdo mais dificeis. A gema de ovo em combinagao
com o TRIS ¢ o citrato é a formulagdo mais utilizada.

Estudo recente comparou diluentes a base de leite
(Skimmed Milk Egg Yolk - SMEY) e TRIS-gema de ovo
(Triladyl®) quanto a preservagédo da integridade da cromatina
espermatica. Apds a descongelagdo o Triladyl® mostrou-se
superior ao SMEY, apresentando valores de fragmentacao
do DNA 6,2 vs 8,9%,
respectivamente)!’.

Os resultados de testes com TRIS-gema de ovo-frutose
(TRIS) e Botu-Bov®, uma inovag@o nacional na congelagdo

significativamente menores

de sémen bovino, também a base de gema de ovo, indicaram
que os mesmos ndo diferiram quanto a motilidade total e
integridade da membrana plasmatica. Porém, o Botu-Bov®
mostrou-se mais eficaz na preservagdo da linearidade do
movimento espermatico apos a descongelagdo, atributo este
que por ter possivel associacdo com a fertilidade in vivo
sugeriu, segundo os autores, sua superioridade como diluente
para congelacdo do sémen de touros'®.

No entanto, deve-se atentar para o fato de que os diluentes
contendo compostos de origem animal sdo mais dificeis
de padronizar, além do risco adicional da contaminagdo
microbiana. Desta forma, foi proposto como alternativa o uso
do extrato de soja em substitui¢do a gema de ovo, componente
este usado no diluente Biociphos-Plus®. Contudo, pesquisas
comparando os diluentes TRIS-citrato-gema e Biociphos-

UNOPAR Cient Ciénc Biol Saude 2011;13(4):279-86

Leite PA, Schreder GG, Almeida CLR, Zuccari CESN, Silva EVC

Plus® demonstraram que, considerando fatores como custos
com reagentes, preparacdo do diluente, temperatura de
envasamento, dentre outros, o TRIS apresentou resultados
superiores de qualidade seminal ap6s a descongelagdo e de
fertilidade a campo'*®*. Da mesma forma, ao utilizarem
diluentes a base de extrato de soja AndroMed® e Biociphos-
Plus® e o Biladyl® a base de gema de ovo, os autores
encontraram melhores resultados para o Biladyl® quanto a
integridade das membranas plasmatica e acrossomais®'.

Outros relatos, no entanto, apontam resultados
controversos quanto a presenca ou nao de produtos de origem
animal nos diluentes e a qualidade do sémen congelado.

Utilizando um diluente a base de extrato de soja
(AndroMed®) e TRIS-gema de ovo na congelagdo do sémen
de touros leiteiros, foi observada maior motilidade para o
primeiro (73,54% vs 59,57% - p<0,01, respectivamente). Ja,
para a integridade acrossomal, indugdo da reagdo acrossomica
e capacidade de ligagdo a zona peltcida, ndo foi detectada
diferenca significativa. Na avaliacdo da fertilidade, através da
taxa de ndo-retorno ao cio aos 56 dias (TNR-56 d), os resultados
foram inferiores para o s€émen congelado com TRIS (67,85%
vs 70,45% - p<0,0001; respectivamente). Desta forma, os
autores concluiram que o uso de diluentes livres de proteina
animal pode contornar problemas associados ao uso da gema
do ovo, incluindo contaminacdo bacteriana e variagdes na
composi¢do do meio?. Resultados similares foram obtidos
ao se comparar um diluente a base de gema e outro livre de
produtos de origem animal (Bioxell®), com melhor motilidade
(44,3% vs 41,8%), maior propor¢do de espermatozdides nio
capacitados (68,3% vs 63,3%) e menor populagao de células
com reacdo acrossomica (3,8% vs 6,2%), respectivamente,
quando usado o Bioxell®'°.

Por outro lado, usando os diluentes Bioxcell® e o Botu-
Bov®, constatou-se que a morfologia espermatica ndo
diferiu entre diluentes, ja para a integridade das membranas
plasmatica, acrossomal e a fun¢do mitocondrial, o diluente
Botu-Bov® apresentou melhores resultados. A motilidade
espermatica apds descongelacdo, determinada pela analise
computadorizada, também foi mais bem preservada com o
diluente Botu-Bov® (40,1 + 1,9%) que pelo Bioxcell® (24,1 +
1,4%; p<0,01), possivelmente, pelas diferengas de densidade
dos diluentes ou pela presenga de particulas maiores no diluidor
Bioxcell®, o que influenciaria na velocidade do movimento
dos espermatozdides. Assim, constatou-se a superioridade do
diluente Botu-Bov® na preservagdo da célula espermatica de
touros expostas ao processo de criopreservagio?.

2.3 Taxas de resfriamento durante o tempo de equilibrio

Inicialmente, acreditava-se que o tempo de equilibrio era
necessario para a penetragdo do glicerol no espermatozodide
bovino, porém hoje se sabe que esta penetracdo € rapida.
Assim, o tempo de equilibrio parece ser necessario, em

especial, para que as membranas espermaticas se adaptem

281



Criopreservagao do Sémen Bovino

as baixas temperaturas mais do que para a penetragdo do
glicerol?'.

O objetivo do tempo de equilibrio a certas temperaturas
¢ permitir a translocacdo da agua e reduzir o efeito negativo
da formagdo de cristais de gelo durante a congelagdo e
descongelacdo. A armazenagem do sémen a 5 °C reduz
a atividade metabolica, mas nem todas as mudangas que
ocorrem sao benéficas ao espermatozoide. Os autores citam
como exemplo a atividade da bomba Na”/K* ATPase, que ¢
diminuida a baixas temperaturas, com consequente aumento
da concentracdo intracelular de sodio, o que ¢é prejudicial para
0 espermatozoide’.

Foram comparados dois diluentes (TRIS-glicerol-gema de
ovo e Bioxcell®) e diferentes tempos de equilibrio (TO - 0 h;
T2 -2 h e T4 - 4 h) sobre a fungdo mitocondrial, motilidade
espermatica e integridade das membranas plasmatica e
acrossomais do sémen criopreservado de touros Gir. A fungao
mitocondrial ndo sofreu qualquer alteragdo. De acordo com os
resultados obtidos, a combinag@o TRIS e tempo de equilibrio
de 4 horas forneceram as melhores taxas de motilidade e
integridade das membranas plasmatica e acrossomais®.

Ao testar duas taxas de resfriamento, uma rapida de 4,2
°C/ min. e outra lenta de 0,1 °C/ min., usando o diluente
Triladyl®, a base de gema de ovo, notou-se que a motilidade
avaliada pelo sistema automatizado foi significativamente
maior para o sémen congelado apods resfriamento rapido
(72,5% vs 69,0%). Também houve diferenga significativa
quanto a cinética do movimento, sendo que quando a taxa de
resfriamento foi lenta, os espermatozo6ides mostraram padroes
de hiperativagdo, um tipo de movimento vigoroso que se
caracteriza por ser pouco progressivo € menos linear que ¢
apresentado pelos espermatozodides capacitados, em relagao
aqueles congelados a taxa rapida de resfriamento. Entretanto,
nao foi encontrada diferenga significativa quanto a motilidade
subjetiva, integridade da membrana plasmatica, capacitacao
¢ integridade acrossomal, bem como na fertilidade avaliada
pela TNR — 56 d. Desta forma, concluiu-se que, quando usado
o diluente Triladyl®, a taxa de refrigeragdo lenta ¢ menos
benéfica que a rapida, quando sdo analisados os parametros de
viabilidade seminal pds-descongelagdo®.

2.4 Crioprotetores

Agucares, proteinas e polimeros sintéticos sao

crioprotetores extracelulares, ou seja, ndo conseguem
penetrar na célula espermatica. Ao agir no meio extracelular,
aumentando a pressdo osmotica, induzem a desidratacdo da
célula, diminuindo a formagao de cristais de gelo intracelular®.
Os mais comuns sdo os agUcares, o leite e a gema de ovo.
Porém, uma desvantagem do uso da gema de ovo ou leite ¢ o
risco de contaminagdo por patogenos associados aos produtos
de origem animal, além da dificuldade de padronizar o meio
diluente'?!. Assim, surgiram aqueles livres de produtos de

origem animal, como os preparados a base de lecitina de soja.

282

Apesar do mecanismo de protecao conferido pela gema de
ovo nao estar esclarecido, pesquisas citam que suas proteinas
de baixa densidade interagem com proteinas presentes no
plasma seminal de touros, como as BSP, sequestrando-as e,
desta forma, impede o efluxo de colesterol e fosfolipideos do
plano da membrana®.

Combase nos estudos que indicam que as proteinas de baixa
densidade conferem prote¢do ao sémen durante a congelagao,
foram testados diluentes com gema de ovo integral (Optidyl®)
e com proteina de baixa densidade (low-density lipoprotein —
LDL). Valores de motilidade foram significativamente maiores
para o diluente com LDL (54,4% vs 30,2%). Em relacdo a
integridade acrossomal ¢ da membrana plasmatica, nao
houve diferenga significativa entre os diluentes. Na avaliagdo
da fertilidade, medida através da taxa de clivagem, valores
significativamente mais altos (p<0,05) foram encontrados
para o sémen congelado com LDL (63,0% vs 54,8%), porém
nao houve diferenca entre diluentes para a taxa de blastocisto.
Todavia, os autores relatam que estes resultados de fertilidade
também podem ter sido influenciados pela distribuigdo
aleatoria dos odcitos, os quais foram coletados de foliculos de
diferentes tamanhos, e sabe-se que o tamanho do foliculo esta
diretamente relacionado com a fertilidade'®.

Estudo recente foi realizado para comparar a atividade
crioprotetora da LDL isolada da gema de ovo com a atividade
da gema de ovo integral’’. Foram testadas diferentes
concentragdes de LDL no diluente, sendo elas de 7, 8, 9 ou
10%, enquanto o grupo controle continha 20% de gema de
ovo integral. A motilidade espermatica foi significativamente
maior para a concentragdo de 8% de LDL (55,8 + 12,8%). A
gema de ovo a 20% apresentou maiores alteragdes no padrdo
de movimentagdo dos espermatozoides (41,4 + 15,2%) nao
diferindo estatisticamente das concentragdes de 7 ¢ 10% de
LDL.

Os diluentes TRIS glicerol (TG), TRIS-glicerol-gema de
ovo (egg-yolk TRIS — EYT) e fracdo lipoprotéica de baixa
densidade (LDL) foram comparados a fim de testar a hipotese
de que a LDL ¢ o constituinte da gema de ovo responsavel por
prevenir a ligagao das proteinas do plasma seminal 8 membrana
do espermatozoide. Apds incubacdo a 4 °C do sémen diluido,
observou-se ganho gradual de colesterol e colina apds 8 horas
para os diluidores EYT e LDL, com aumento significativo
apos 24 horas (p<0,01). Em relagdo a motilidade, apés 24
horas de incubacdo, valores significativamente maiores foram
encontrados para LDL (p<0,05), em relagdo ao EYT, que por
sua vez foi significativamente superior quando comparado ao
TG (p<0,05). Tais resultados levaram os autores a concluir que
a associagdo das lipoproteinas de baixa densidade, presentes
na gema do ovo, com as proteinas do plasma seminal, protege
o0 sémen contra o efluxo de colesterol e dos fosfolipideos?.

Visando conferir maior protecao ao sémen bovino durante
a criopreservagao foi testado o efeito crioprotetor da glutamina
em combinagdo com a LDL¥. Os autores concluiram que
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altas concentragcdes de glutamina apresentam efeito toxico
para os espermatozoides de touro, provavelmente devido ao
aumento da pressdo osmdtica do meio, que esta diretamente
relacionada com o aumento da concentracdo do aminoacido.
A associacao glicerol, LDL e glutamina na concentragdo de
10 mM apresentaram efeitos benéficos sobre a motilidade
espermatica e pode ser utilizada para otimizar a preservagao
da viabilidade dos gametas masculinos.

O crioprotetor intracelular mais utilizado na congelagao do
sémen bovino ¢ o glicerol. Apesar do mecanismo crioprotetor
deste agente ainda ndo estar claro®, sabe-se que o mesmo
exerce efeitos extra e intracelulares. Caracteriza-se como
acdo extracelular sua participa¢@o na desidratacdo osmotica
da célula com consequente diminui¢do do volume de agua
intracelular no momento da congelagdo e efeito intracelular
decorre da habilidade de permear a membrana celular e
assim reduzir o estresse osmotico intracelular decorrente da
desidratagdo. Isto ocorre pela substituicao da dgua intracelular,
necessaria para a manutencdo do volume celular, interagdo
com ions e macromoléculas e, em especial, pela redu¢ao do
ponto de congelagdo da agua*™.

Outros crioprotetores intracelulares utilizados em menor
escala sdo o dimetilsulfoxido, 1,2-propanodiol e o etilenoglicol.
Asubstitui¢do do glicerol por crioprotetor de menor toxicidade
aumenta a sobrevivéncia dos espermatozoides sem reduzir sua
capacidade fecundante apds a descongelacdo. Varios agucares
agem como crioprotetores extracelulares e podem prevenir
danos as células por desidrata-las antes da congelagdo,
inibindo a formagao de gelo intracelular, porém os resultados
sd0 contraditorios.

Para avaliar o efeito da presenca de agticar foram utilizados
ejaculados de touros de raca leiteira para a congelagdo com
diluente a base de leite integral, acrescido ou ndo de frutose
como crioprotetor extracelular. Os melhores resultados de
motilidade (p<0,01) foram obtidos para o sémen congelado
com diluente contendo frutose em sua composic¢ao (46,0% vs
44,2%)%. Ja, o uso da sacarose em lugar do glicerol também
poderia beneficiar a sobrevivéncia dos espermatozodides
descongelados, particularmente nas espécies mais sensiveis
ao choque osmoético como a ovina e bovina. No entanto, ao
testar ambos como crioprotetores, observou-se que quando
usada apenas a sacarose, a motilidade nao foi mantida apds
a descongelacdo, sendo o contrario obtido para o glicerol
(p<0,05)*'. Portanto, verifica-se que a associac¢do entre eles é
que resulta em maior protecdo aos espermatozoides.

Diluentes agentes  crioprotetores

contendo  varios

foram divididos nos seguintes grupos: crioprotetores
intracelulares (glicerol e 1,2-propanodiol); crioprotetores
extracelulares (polivinilpirrolidona — PVP e sacarose); e
agentes estabilizadores de membrana (gema de ovo, vesiculas
lipidicas e albumina sérica bovina — BSA), em diferentes
concentragdes. Para a integridade da membrana plasmatica

nao foi detectada diferenca significativa quanto a porcentagem
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de células intactas nas concentra¢des de 0 a 8% de glicerol e
foi observada alta percentagem de espermatozoides lesados
quando usado o 1,2-propanodiol (59,0% vs 35,0%). Dentre os
crioprotetores extracelulares o PVP apresentou menor taxa de
espermatozoides lesados quando comparado ao glicerol a 6%
(32,0% vs 56,0%), enquanto a sacarose ndo diferiu do glicerol
e, diluentes contendo gema de ovo apresentaram melhores
resultados para viabilidade. Os pesquisadores concluiram
que a reducdo da concentragdo de glicerol ndo afeta
negativamente a integridade da membrana plasmatica, pois
ndo encontraram diferenca significativa para concentragoes de
0 a 8% de glicerol, para taxas iguais de resfriamento, porém
recomendam mais estudos para verificar a necessidade da
adi¢do deste crioprotetor®.

Testando os crioprotetores glicerol, etilenoglicol e
dimetilformamida, usando diluente a base de gema de ovo,
foram encontrados melhores resultados (p<0,05) para o
glicerol, respectivamente, quanto a motilidade (30,67% vs
21,17% e 8,33%), vigor (2,52 vs 1,70 e 1,68) e integridade
das membranas plasmatica (15,58% vs 9,70% e 5,33%),
acrossomais (52,1% vs 32,52% e 29,23%) e mitocondrial
(18,07% vs 11,55% e 6,70%)*.

Uma substancia pouco utilizada na criopreservagao
¢ o iodixanol, originalmente desenvolvida como agente
de contraste radiologico, mas atualmente, devido as suas
propriedades fisico-quimicas, foi adotado como gradiente
de densidade durante a centrifugac@o para sele¢@o de células
vidveis e, em trabalho recente, esta substancia (OptiPrep®)
também foi testada como op¢do de crioprotetor’**. No
estudo foi utilizado o diluente Andromed®, acrescido de 0%
(controle); 1,25%; 2,5% e 5% de OptiPrep®. Os resultados
mostraram que o iodixanol a 2,5% preservou a integridade e
funcionalidade da membrana plasmatica durante o processo
de criopreservagao, além de manter a motilidade espermatica,
enquanto a concentragdo de 5% foi prejudicial as células,
mesmo a fresco.

2.5 Outros aditivos

2.5.1 Antioxidantes

Os efeitos da criopreservag@o sobre a fungdo espermatica
sdo similares aqueles da capacitagdo espermatica e ambos
levam ao aumento da permeabilidade da membrana e a geracao
de espécies reativas ao oxigénio (ROS)*. Os autores acreditam
que a adigdo de colesterol ao sémen visando melhorar a
estabilidade das membranas e o uso de antioxidantes para
minimizar os efeitos deletérios dos radicais livres, podem
melhorar a qualidade do sémen congelado.

O evento deletério da peroxidagao lipidica das membranas
ocorre devido ao estresse oxidativo causado pela produgao
excessiva de radicais livres gerados pelo choque térmico e
congelacdo. Seus efeitos incluem deple¢do de adenosina-tri-
fosfato (ATP), com perda irreversivel da motilidade, danos
ao DNA e reducdo da fusdo com o ovoécito'’. Os autores
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mencionam que no sémen h4 um delicado equilibrio entre o
potencial antioxidante do plasma seminal e espermatozoéides,
sendo que as atividades pro-oxidantes do metabolismo
espermatico, especialmente ativo em condi¢des nao
fisiologicas como a manipulagdo in vitro, determinam a taxa
média de peroxidagao lipidica.

Ao analisarem algumas enzimas antioxidantes no sémen
de touros de corte, e a extensdo do estresse oxidativo®
os autores encontraram alta correlagdo negativa entre
peroxidagao lipidica e motilidade (r =-0,90) e viabilidade (r =
-0,93) espermaticas, o que indica declinio destes parametros
com o aumento da peroxidagdo. Também encontraram
alta correlacdo entre a presenca de enzimas antioxidantes e
motilidade (r = 0,93 a 0,98) e viabilidade (r = 0,94 a 0,98).

Estudo recente indica que a enzima hidroperdxido
glutationa peroxidase fosfolipideo (PHGPx) confere protecao
ao espermatozoide contra o estresse oxidativo e, os resultados
revelaram que amostras com atividade enzimatica superior a
130 mU/mg obtiveram maior motilidade progressiva (61,6
+ 8,1%) e menor percentual de anormalidades espermaticas
totais (19,0 = 12,6%), quando comparadas aquelas contendo
espermatozoides com atividade enzimatica menor (30,0 +
15,1% e 39,4 £ 21,3%, respectivamente; p<0,01). Assim,
a avaliacdo da atividade da enzima PHGPx é um método
alternativo para a determinagdo mais acurada da viabilidade
potencial dos espermatozdides™.

Mecanismos enzimaticos de defesa contra a peroxidagao
lipidica incluem a superoxido dismutase (SOD), catalase e
glutationa redutase e peroxidase. Ja, entre os antioxidantes
nao enzimaticos estdo o urato, acido ascorbico, vitamina E,
taurina, hipotaurina, carotendides e piruvato'’.

A enzima glutationa (GSH) € um peptideo distribuido
ubiquamente nas células vivas, exercendo papel importante no
mecanismo intracelular de prote¢ao contra o estresse oxidativo.
Pode reagir com muitas espécies reativas ao oxigénio ou
agir como co-fator para a enzima glutationa peroxidase, que
catalisa a redugdo de H,0, toxica e hidroperoxidos®.

Pesquisando a concentragdo de GSH em dois diluidores,
a base de gema de ovo e sem produtos de origem animal
(Bioxell®), foi observado decréscimo na concentragio de GSH
para o diluente a base de gema de ovo. O Bioxell® manteve os
niveis do peptideo apds a diluigdo, resfriamento e congelagdo
do sémen (p<0,05). De fato, ao analisarem a concentragdo do
peptideo nos dois diluentes, foi detectada concentragao de 450
UM no Bioxell® e 40 uM no diluente com gema de ovo'’.

Ao testar a adi¢do de antioxidantes ao sémen sexado
foi observado que, apds 24 e 48 horas sob refrigeragao a 15
°C, houve redugdo significativa (p<0,05) da motilidade para
os grupos catalase + piruvato de sodio (Grl) e catalase +
piruvato de sodio + albumina sérica bovina (Gr2) em relagao
ao controle (56,7% e 58,9% vs 63,9%, respectivamente).
Também nao houve diferenga significativa entre grupos
para a taxa de prenhez. No entanto, a percentagem de
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espermatozoides com acrossomo lesado foi menor (p<0,05)
para o Gr2 (3,2%) quando comparado ao controle (8,0%).
Assim, concluiu-se que, por ser o sémen sexado mais
propenso a lesdo peroxidativa, a adi¢ao de antioxidantes pode
ser benéfica a preservacdo dos espermatozoides®®.

A diferenga entre as concentragdes ROS e antioxidantes
presentes no plasma seminal leva ao estresse oxidativo, com
consequente lesdo da membrana do espermatozoide.

O manganés adicionado aos diluidores durante a
criopreservagdo tem efeito antioxidante devido a sua
capacidade de sequestrar radicais peroxil conforme a reacao:
R-OO +Mn"*+ H®) — ROOH" + Mn. O efeito antioxidante do
manganés foi testado mediante sua adi¢do ao diluidor a base
de gema de ovo-citrato-glicerol, em diferentes concentragdes
de MnCl,. Apés a descongelagdo os maiores percentuais de
motilidade espermatica e integridade da membrana plasmatica
foram obtidos para a concentragdo de 150 uM que diferiu
(p<0,05) das concentragdes de 0, 100 e 200 pM*.

2.5.2 Inibidores da capacitacdo espermatica prematura

Os espermatozoides submetidos a criopreservagao estdo no
inicio do processo de capacitagdo e, ao serem descongelados,
apresentam caracteristicas tipicas de estagios avangados
da capacitagao®. Um dos passos iniciais desta ¢ a perda de
colesterol da membrana plasmatica, desestabilizando-a
e aumentando a capacidade de fusdo com a membrana
acrossomal externa®.

Verificando se diluidores a base de gema de ovo levam
a capacitagdo prematura, pesquisadores testaram diferentes
curvas de resfriamento do sémen até 4 °C e posterior
congela¢do, em um meio contendo gema de ovo e outro
ndo capacitante (Tyrode’s modificado + PVA). Foi feita a
incubagao do sémen por 6 horas, em meio capacitante contendo
heparina, a fim de mimetizar as condi¢cdes encontradas no
trato reprodutivo feminino. Os resultados mostraram valores
trés vezes maiores de espermatozdides capacitados no sémen
congelado (p<0,05). Ap6s 3 e 6 horas de incubagdo ndo houve
diferenca entre os tratamentos que utilizaram gema de ovo,
entretanto apos 6 horas todos os grupos apresentaram aumento
significativo no numero de células capacitadas (p<0,05).
Assim, concluiu-se que diluidor a base de gema de ovo nao
apresentou boa capacidade de inibir a capacitacdo prematura
do sémen criopreservado®'.

Posteriormente, ao testarem a glicose como inibidor
da capacitacdo induzida pela congelagdo, ndo encontraram
diferenca significativa para o numero de espermatozoides
capacitados nem para viabilidade espermatica entre o diluidor
contendo glicose e aquele contendo frutose*.

Partindo da premissa de que o colesterol desempenha papel
importante na estabilizagdo das membranas espermaticas’,
foi avaliado o tratamento do sémen bovino com o complexo
ciclodextrina-colesterol (CLC). Utilizando como diluentes o
TRIS-gema de ovo e outro composto de citrato de sodio, foi
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encontrado aumento significativo (p<0,05) da motilidade para
o TRIS com CLC (60,0% vs 42,0%). Para o diluidor composto
de citrato de sddio nao houve efeito da adigdo do CLC.
Quanto a viabilidade, analisada pela coloragdo fluorescente
SYBR-14/P1, a adigdo de 1,5, 3,0 e 4,5 mg de CLC / ml ao
TRIS, ocasionou aumento significativo (p<0,05) no niimero
de espermatozdides viaveis. Desta forma, concluiram ser
benéfica aos espermatozodides a incubagdo do sémen com
CLC antes da criopreservagao.

2.5.3 Proteinas anticongelantes

Em 1969 foi descoberto que algumas espécies de peixes
antarticos podem resistir a congelacdo, caracteristica esta
atribuidaapresenca de proteinas especificas que posteriormente
foram denominadas de proteinas anticongelantes. No sentido
de estudar a agdo dessas proteinas anticongelantes na
prevencao da formagao de cristais de gelo, foi testada a adigdo
de trés delas (AFPI, AFPIII e AFGP) ao sémen diluido em
TRIS-gema de ovo. Nao foi encontrada diferenga significativa
para viabilidade espermatica e percentagem de acrossomos
integros. Quanto a resisténcia osmotica, um indicador do
grau de estabilidade da membrana, a proteina AFPI aumentou
significativamente a propor¢ao de células vidveis, quando
adicionada nas concentragdes de 0,1, 1,0 e 10 pg/ml (p<0,01).
Ao examinar a agao das proteinas na formacao de cristais de
gelo, somente o AFPI promoveu alteracdo na estrutura dos
cristais. Assim, concluiu-se que a AFPI ¢ a proteina mais
importante relacionada com fatores anticongelantes e, esta
mais relacionada as alteragdes na estrutura dos cristais de gelo
do que na interagdo com a membrana plamatica®.

3 Conclusao

Varios compostos sdo adicionados aos meios diluidores
de sémen buscando conferir maior crioresisténcia aos
espermatozoides durante o ciclo de congelagao/descongelagao.
Porém, apesar das inumeras pesquisas na area ¢ mesmo sendo
a espécie bovina a mais bem sucedida na criopreservacao do
sémen, cerca de 50% das células ainda se tornam inviaveis
apos o processo. Dentre os diversos diluentes utilizados na
criopreservagdo do sémen bovino, nota-se que aqueles a base
de gema de ovo sdo os mais comuns, 0 que nao € surpresa, visto
que na maioria dos experimentos, a gema de ovo apresenta
melhores resultados. Porém, existe uma preocupagao crescente
acerca do uso de componentes de origem animal nos meios
diluidores, os quais podem acarretar riscos a biosseguranga
por possibilitarem eventual transmissdo de patogenos, através
do sémen congelado, quando este é enviado a diferentes
paises. Como alternativa vém sendo utilizados diluentes
livres de proteinas de origem animal. Outros aditivos também
tém sido acrescidos buscando aumentar a qualidade e a
fertilidade do s€émen congelado como os agentes antioxidantes
inibidores da capacitagdo espermatica prematura e proteinas
anticongelantes. Assim, apesar dos grandes avancos obtidos
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desde a descoberta do glicerol, estudos sobre crioprotetores
e demais aditivos se fazem necessarios a fim de melhorar
a criorresisténcia dos gametas e, desta forma, aumentar o
rendimento de doses / ejaculado e as taxas de prenhez.
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