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Vitrificacdo de espermatozoides em pequenos ruminantes
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Resumo

A vitrificagdo ¢ uma alternativa vidvel ao método de criopreservagao classica e consiste na utilizacdo de
altas concentragdes de agente crioprotetores e rapida congelagdo, tendo como principal vantagem a nao formacao de
cristais de gelo. Esta técnica é acessivel por apresentar facilidade, rapidez e baixo custo para sua produgdo, nao
necessitando de grandes equipamentos, apresentando-se com grande potencial a ser explorado. Portanto, objetivou-
se com esta revisdo descrever as principais caracteristicas da vitrificagdo, bem como os resultados obtidos com
sémen de em caprinos e ovinos ¢ as perspectivas para a utilizagdo desta técnica.
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Abstract

Vitrification is a viable alternative to the classical cryopreservation method and consists in the use of high
concentrations of cryoprotectants and fast freezing, having as the main advantage the absence of ice crystals
formation. The feasibility of this technique is related to be easy, fast and with low cost of execution, since no
expensive equipment is needed, presenting a high potential for investigation. Therefore, the objective of this review
was to describe the characteristics of vitrification, as well as the results obtained with sheep and goat semen, and
the perspectives for the adoption of this technique.
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Introducao

A criopreservagdo das células espermaticas ¢ uma biotecnologia que proporciona o armazenamento ¢
transporte de material genético viavel por tempo indeterminado (Pegg, 2002). Atualmente, os melhores resultados
obtidos com sémen de pequenos ruminantes foram através da criopreservagdo lenta/classica, no entanto esta técnica
apresenta certas limitagdes (Bittencourt et al., 2013), trazendo também um custo relativamente alto devido a
necessidade de equipamentos para sua realizagdo. Diante desta dificuldade, novos métodos surgem na tentativa de
obter resultados satisfatorios utilizando técnicas mais rapidas e de baixo custo, capazes de manter a viabilidade de um
alto percentual de células espermaticas apds a criopreservagdo, sendo a vitrificagdo uma das técnicas mais promissoras.

A vitrificagdo € uma técnica de criopreservagdo caracterizada pela exposicdo do material a ser vitrificado
ao contato direto com o nitrogénio liquido, utilizando altas concentra¢des de agentes crioprotetores (ACP) e curvas
de congelacao ultra rapidas, com quedas de temperaturas superiores a 10.000°C/min (Carvalho et al., 2011). Estas
caracteristicas, aliadas a alta osmolaridade dos crioprotetores externos, fazem com que as células espermaticas
desidratem de forma rapida, proporcionando a mudanga do estado liquido para o estado amorfo da matéria. Nesse
estado, por conta da sua alta viscosidade, o fluido que permanece no espaco intracelular adquire uma caracteristica
vitrea, sem estrutura atomica definida, impedindo a formacdo de cristais de gelo e acomodando-se bem entre as
organelas celulares (Vizuete et al., 2014).

Esté técnica tem sido bem aplicada a embrides e o6cito de varias espécies (Dominguez et al., 2013), ja sua
utilizagdo para criopreservar sémen encontra-se bem estabelecida em humanos (Slabbert et al., 2015) e,
experimentalmente, apresenta bons resultados em algumas espécies (Rosato e laffaldano, 2013; Vizuete et al., 2014;
Caturla-Sanchez et al., 2018; Pradieé et al., 2018). Portanto, objetivo desta revisdo ¢ apresentar diferentes técnicas
de vitrificagdo, bem como os principais resultados obtidos com sémen e suas perspectivas para a utilizagdo desta
técnica em caprinos e ovinos.

Historico da vitrificaciao

O primeiro relato de vitrificagdo de s€men foi descrito por Luyet e Hodapp (1938), que obtiveram bons
resultados utilizando sacarose como crioprotetor para vitrificar sémen de sapo. Desde entdo, diversos trabalhos
demostraram resultados promissores para a vitrificagdo de sémen em peixes (Zilli et al., 2018), felideos (Swanson et
al., 2017), caes (Sanchez et al., 2011), humanos (Agha-Rahimi et al., 2016), asininos (Diaz-Jiménez et al., 2018),
ovinos (Pradieé et al., 2017) e caprinos (Pradie¢ et al., 2018).
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A vitrificagdo apresenta como vantagem a velocidade do processamento das amostras e a ndo necessidade
de equipamentos sofisticados para a criopreservagdo das amostras, o que pode reduzir os custos do processamento.
Além disso, o estresse osmoético que ocorre durante a realizagdo do processo de congelagdo classico, em virtude da
formacdo de cristais de gelo extracelulares, ¢ um dos principais responsaveis por danos celulares irreversiveis
durante a criopreservacdo (Sieme et al., 2016). Especificamente em relagdo a criopreservagdo espermatica utilizando
a técnica de vitrificagdo, ¢ importante lembrar que esse processo envolve a utilizagdo de solugdes com alta
osmolaridade associadas a curvas de congelagdo extremamente rapidas e, ao contrario do que ¢ geralmente aceito,
as lesdes espermatica quando da utilizagdo de curvas répidas de refrigeracdo/congelacdo/vitrificacdo podem ser
consequéncia do desequilibrio osmotico entre o meio extra e intracelular durante o reaquecimento, e ndo devido a
formacdo de cristais de gelo intracelulares (Morris et al., 2012; Sieme et al., 2016). Essa informacdo ¢ de grande
relevancia, considerando a variacdo na tolerancia osmética que espermatozoides de diferentes espécies apresentam
(Benson et al., 2012).

Uma das principais barreiras a serem vencidas para obter-se sucesso com a vitrificagdo ¢ minimizar os
efeitos toxicos dos crioprotetores. Inicialmente, era preconizado a utilizagdo de grandes quantidades de ACP com
uma velocidade de congelagdo relativamente baixa. A concentragdo total de ACP tinha que ser no minimo 50% do
total da amostra para obter-se pressdo atmosférica necessaria para vitrificagdo estavel (Isachenko et al., 2003). Visto
que ndo ¢ possivel aplicar essa metodologia para vitrificar espermatozoides, novas formas foram desenvolvidas afim
de obter melhores resultados reduzindo a concentragdo de ACP.

Segundo Isachenko et al. (2003) para ocorrer a vitrificagdo € necessario o equilibrio entre a quantidade
ACP e a taxa de congelacdo, sendo essas variaveis inversamente proporcionais. Em outras palavras, quanto maior a
concentragdo de ACP, menor serda a velocidade de resfriamento necessario para vitrificar a amostra. Em
contrapartida, quanto menor a concentracdo de ACP, maior sera a velocidade de resfriamento necessaria para
vitrificar a amostra, sendo esta a alternativa mais viavel encontrada para vitrificar espermatozoides, visto que as
altas concentracdes de ACP apresentam toxidade aos espermatozoides (Fahy et al., 1984).

Apos diversas pesquisas mostrarem resultados promissores em diversas espécies com a utilizagdo de
sacarose em baixas concentragdes, na espécie ovina ainda se busca determinar a quantidade ideal de crioprotetores
extracelulares e intracelulares, de forma isolada ou associada. Inicialmente, Jiménez-Rabadan et al. (2015)
investigaram a toxicidade da sacarose e do glicerol, com base em diferentes concentracdes (sacarose a 0,03 M, 0,05
M, 0,15 M e 0,25 M; e glicerol a 3%, 7%, 14% e 18%) em comparagdo a extensor comercial (Biladyl® com 20% de
gema de ovo e 7% de glicerol). Os seus resultados mostram que ambos crioprotetores apresentaram toxidade, no
entanto, foi observado que seu efeito toxico era mais brando em baixas concentragdes. Posteriormente a vitrificagdo
foi realizada com combinagdes de sacarose e glicerol (sacarose a 0,03 e 0,05 M com 3% e 7% de glicerol,
respectivamente) e comparada com a criopreservagdo classica utilizando o mesmo diluente a base de Biladyl®. O
resultado da vitrificacdo foi significativamente inferior a criopreservacao classica, entretanto foi observado que a
gema de ovo trouxe resultados benéficos. O efeito benéfico da utilizacdo da sacarose em pequenas concentracdes vai
ao encontro dos relatos de outros autores (Arando et al., 2017; Pradieé et al., 2018; Boveda et al., 2018).

Ja em caprinos, tem-se obtidos bons resultados com a técnica de vitrificagdo (Boéveda et al., 2018;
Daramola et al., 2016; Pradieé¢ et al., 2018). O primeiro relato publicado foi descrito por Pradieé et al., (2015)
utilizando sémen de Iberian ibex. De forma similar ao relatado em ovinos, foi observado que os crioprotetores
permeaveis (glicerol e DMSO) apresentavam efeito toxico para os espermatozoides. No entanto em seu experimento
ao utilizar TRIS, écido citrico, glicose (TCG) + gema de ovo como diluente e com adi¢do de sacarose em diferentes
concentracdes (100mM, 200mM e 300mM) os melhores resultados foram obtidos quando da utilizagdo de menores
concentragdes de sacarose.

Técnicas de vitrificacao

Diversas técnicas de vitrificagdo tem sido descritas, tendo suas variagdes em fungdo da reducdo da
quantidade de ACP, curva de temperatura utilizada, superficie de contato da célula/tecido com o nitrogénio liquido e
nas diferentes estratégias utilizadas para o armazenamento das amostras. Dentre os métodos que usam palhetas,
pode-se mencionar: a vitrificagdo convencional em palhetas de 0,25 ml (Cetin e Bastan, 2006), palhetas alongadas
(Chen et al., 2001), palhetas abertas (El-Gayar ¢ Holtz, 2001); pipetas de desnudamento flexipet (Liebermann et al.,
2002) e pipetas Cryotop (Mizuno et al., 2018). Estudos iniciais desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa tem
demonstrado uma baixa toxicidade dos meios de vitrificagdo a base de sacarose, sem adi¢do de crioprotetora
permeaveis, aos sémen ovino e um efeito benéfico da gema de ovo. Todavia, os resultados observados pods-
reaquecimento das amostras ainda resultam em qualidade espermatica inferior a criopreservacdo cléssica.
Estratégias de associagcdo com crioprotetores penetrantes ou que permitam o aumento da viscosidade do meio estdo
sendo adotadas para avaliar sua influéncia sobre a qualidade das amostras pos-reaquecimento (dados ndo
publicados).

Com a utilizagdo de criotubos, estdo descritos os métodos de vitrificagdo por cobertura direta (Chen et al.,
2006) e Cryoloop (Lane et al., 1999; Succu et al., 2007). Existe ainda métodos de vitrificagdo em superficie s6lida
(Xing et al., 2010; Kamath et al., 2011) e espatula (Tsang e Chow, 2009). Atualmente, os principais métodos
utilizados para vitrificagdo de sémen s3o em palhetas e gotas, tendo estes diversas variagdes, principalmente
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relacionadas ao seu volume e diametro.

O volume da gota ¢ um dos fatores que sofrem agdo direta do nitrogénio, uma vez que as cé€lulas
espermaticas da superficie da gota vitrificam em uma curva mais rapida que as células do interior da gota ao entrar
em contato com o nitrogénio liquido. Teoricamente, quanto menor a gota, melhores os resultados. Este efeito foi
demonstrado por Diaz-Jimenez et al., (2018) que ao vitrificarem s€men de asinino relataram ter melhores resultados
em palhetas com pouco volume do que em gotas. Contudo, para vitrificagdo de s€émen, o método de gotas ou esferas
estd sendo mais utilizado por apresentar facilidade na técnica e ter bons resultados (Isachenko et al., 2003; Merino et
al., 2011).

Do ponto de vista biofisico, o tamanho da gota interfere diretamente com a perda de calor observado no
momento do contado da gota com o nitrogénio liquido. Quando isso ocorre, a gota de sémen salta diversas vezes
sobre a superficie antes de imergir completamente no nitrogénio, sendo esse fenomeno de perda de calor, conhecido
como efeito Leidenfrost, e foi demostrado por Feng et al. (2018) que quanto maior a concentragdo de crioprotetores,
mais evidente ¢ a presenga deste efeito.

Crioprotetores, aditivos e fatores que influenciam a vitrificacdo

Desde o primeiro relato de vitrificagdo descrito por Luyet ¢ Hodapp (1938), a sacarose vem sendo
comumente utilizada em experimento para vitrificar sémen, obtendo sucesso e bons resultado em diversas espécies.
Em ovinos ela apresentou efeito benéfico, no entanto, os melhores resultados s6 foram observado quando houve a
presenca da gema de ovo como base nos extensores utilizados para vitrificagao.

Ao avaliar o efeito da sacarose em espermatozoides de ovinos com diversas concentragdes (0,4 M, 0,6 M e
0,8 M) e com diferentes temperaturas de estabiliza¢do (22°C e 5°C), utilizando TRIS, 4acido citrico, frutose e gema
de ovo (20%) como diluidor, Arando et al. (2017) notaram que os pardmetros espermaticos melhoravam
proporcionalmente a reduc¢do das concentra¢des de sacarose, e que quando a mesma ¢ utilizada como crioprotetor o
tempo de estabilizagdo a 5°C trouxe um efeito benéfico aos pardmetros espermaticos, quando comparado a
temperatura ambiente (22°C). Resultado semelhante foi descrito por Gao et al. (1993) que ao expor espermatozoides
a solugdes hiperosmoticas (semelhantes as usadas na vitrificacdo) observou que em baixas temperaturas as células
sofrem menor taxa de lise.

Utilizando sémen de carneiros da raca Muflon (Ovis ammon musimon), Pradieé¢ et al. (2018) avaliaram
diferentes temperaturas de descongelagdo (60°C e 37°C) utilizando tris, acido citrico, glicose (TCG), 6% gema de
ovo ¢ 100 mM sacarose. Em seus resultados, puderam observar que a temperatura de descongelagdo a 60°C
aumentou a motilidade espermatica total de maneira significativa quando comparada a 37°C (12% vs 6,5%)
respectivamente. O mesmo aconteceu para os espermatozoides com acrossoma intacto (7% vs 3%), resultados
semelhantes aos encontrados em humanos (Mansilla et al., 2016) e caprinos (Pradieé et al., 2015). Isso reforca que
para alguns pardmetros como a motilidade total (MT) a temperatura de desvitrificagdo/descongelag@o ¢ um elemento
critico a ser considerando (Mazur e Seki, 2011).

Recentemente foram obtidas boas taxas de motilidade e viabilidade espermatica utilizando a vitrificagdo de
sémen coletado do epididimo de carneiros da raga Muflon, o experimento foi conduzido por Boveda et al., (2018),
que comparou o método de criopreservacao classica utilizando como diluente TRIS, acido citrico, glicose (TCG) +
12% de gema de ovo e 5% de glicerol, com o método de vitrificagdo utilizando TRIS, 4cido citrico, glicose (TCG) +
6% de gema de ovo e 100mM de sacarose. Em seus resultados ndo houve diferenga significativa entre
criopreservacdo classica e a vitrificagdo para os principais parametros espermaticos, estando entre eles,
respectivamente, a motilidade total, viabilidade espermatica com (eosina-nigrosina) e anormalidades morfologicas,
havendo superioridade quando do uso do método classico nos paramentos de motilidade progressiva e teste
hiposmotico. Tais valores representam um avango significativo para técnica de vitrificagdo, pois os seus pardmetros
se assemelham aos da criopreservagdo classica, estando dentro dos padrdes recomendados para inseminagdo
artificial com sémen congelado nesta espécie CBRA (2013).

A adigdo da gema de ovo como crioprotetor trouxe efeito benéfico na maiorias dos trabalhos publicados
(Jiménez-Rabadan et al., 2015; Boveda et al., 2018). Todavia, por ser uma substancia ndo definida e susceptivel a
alteragdes em sua constitui¢do, a sua utilizagdo pode apresentar variabilidade nos resultados de diluentes que a
utilizam como constituinte, isso ¢ demonstrado por Nalley e Arifiantini (2011), que obtiveram melhores resultados
de congelabilidade com sé€men ovino utilizando gema de ovo de galinha suplementadas com 6mega-3 quando
comparado as ndo suplementadas. Outra possibilidade ¢ a utilizagdo de emulsificantes em diluentes a base de gema
de ovo, seu efeito aumenta a disponibilidade de fosfolipidios da gema de ovo, potencializando sua capacidade
crioprotetora (Rota et al., 1999; Maia et al., 2005).

Varios aditivos tem sido testados visando uma melhor resposta de células e tecidos ao processo de
criopreservagdo. A prolina, por exemplo, € considerada um osmoprotetor ¢ antioxidante, sendo elencada como
crioprotetor natural devido a sua alta solubilidade, pH neutro e auséncia de toxicidade mesmo em altas
concentragdes aos meios de vitrificagdo, tendo melhorado os resultados de vitrificagdo de odcitos de camundongos
(Zhang et al., 2016). A adigdo de prolina também foi capaz de aumentar a motilidade pds-descongelagdo de
espermatozoides de ovinos criopreservados pelo método cléssico (Sanchez-Partida et al., 1998).

Em humanos a adi¢do de progesterona aumentou motilidade de amostras de s€émen vitrificadas, bem como,
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os parametros de velocidade (VAP), (VLC) e (ALH) para as amostras congeladas (Saymé et al., 2018). Neste estudo
foi demonstrado que a adi¢do de 50 mM de progesterona incubada por 1 hora apds o reaquecimento e/ou
descongelagdo, incrementaram os parametros de cinética espermatica das amostras. Os autores acreditam que
receptores presentes na membrana espermatica sdo influenciados pela progesterona e esse efeito de hiperatividade
nas células espermaticas ja havia sido demostrado por Lishko et al. (2011).

Outro fator a ser estudado ¢ a utilizacdo de antioxidantes na vitrificagdo do sémen. Existem diversos
trabalhos que mostram a eficacia da sua utilizagdo no método de criopreservacao classica (Agarwal et al., 2012),
contudo ndo ha relatos da utilizacdo de antioxidantes na vitrificagdo de sémen ovino. Em caprinos, Daramola et al.
(2016) observaram que a adi¢do de leite de coco e vitamina B6 nos extensores de vitrificacdo diminuiram de forma
significativa as concentragcdes de malondialdeido e melhoraram os parametros de viabilidade do sémen de caprinos.
Nesse estudo foi demostrado os efeito benéfico dos antioxidantes do leite de coco e da vitamina B6, no entanto os
melhores resultados s6 foram obtidos nas concentra¢cdes maximas estudadas (20% e 8mM) respectivamente.

Um estudo recente demonstrou que a adicdo da vitamina C atenuou efeitos deletérios do sémen humano
vitrificado (Mangoli et al., 2018), neste trabalho foi observado a diminuig¢@o dos valores de quase todas as variaveis
deletérias ao s€men, como justificativa os autores relatam que a vitamina C supre a demanda de antioxidantes que ¢
necessaria para impedir o aumento de espécies reativas ao oxigénio (ROS), ja que no processo de vitrificagdo ¢
necessario a retirada do plasma seminal.

Consideracoes finais

A vitrificacdo de s€men ¢ uma técnica relativamente nova, promissora e que apresenta bons resultados em
diversas espécies, necessitando de estudos mais profundos para sua adocdo pequenos ruminantes. Os principais
pontos para o sucesso da técnica estdo relacionados a concentragdo espermatica utilizada nas amostra, na utilizagao
de diferentes carboidratos como crioprotetores, bem como suas concentragdes e associagdes, a diferentes
temperaturas de descongelagdo, aos aditivos e concentragdes de gema de ovo.
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