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Resumo

Ao preservar o espermatozoide suino no estado liquido ou criopreservado, os componentes do
plasma seminal (PS) contidos nos ejaculados podem alterar a capacidade de fertilizagdo desses gametas. O
PS contém substincias essenciais para a manutencao da viabilidade e fertilidade dos espermatozoides. No
entanto, esses componentes podem ser deletérios dependendo da quantidade ou duracdo do tempo de
contato entre a ejaculagdo e a remogdo do PS durante o processamento do s€émen para a conservagdo na
forma refrigerada ou congelada. Foram identificadas substdncias que prejudicam (principal proteina
plasmatica seminal PSPI) ou melhoram (espermadesina PSP-I) a capacidade de fertilizagdo dos
espermatozoides. Dependendo dos cachagos e dos procedimentos de colheita de sémen, a remogdo do PS
pode ser benéfica antes da preservacdo no estado liquido ou criopreservado. Em alguns casos, o PS
removido antes da congelagdo pode ser adicionado de volta ao diluente de descongelamento, com efeitos
positivos no sémen descongelado e na viabilidade do espermatozoide no trato reprodutivo da porca. Neste
texto, ha um foco nos diferentes efeitos de PS em amostras de sémen refrigerado e criopreservado de suinos
com énfase em como PS modula a funcdo e morfologia das células espermaticas antes, durante e apos a
preservagdo de forma refrigerada ou criopreservada.

Palavras-Chaves: s€émen; criopreservagao; criotolerancia; biomarcadores; fertilidade
Abstract

When preserving sperm in the liquid or cryopreserved state, seminal plasma (SP) components
within ejaculates can alter fertilizing capacity of these gametes. The SP contains substances essential for
maintenance of sperm viability and fertility; however, these components can be deleterious depending on
quantity, or duration of time before there is removal of SP from sperm in semen processing. Substances
that impair (Major seminal plasma protein PSPI - boar) or improve (e.g., spermadhesin PSP-I - boar)
sper- matozoa fertilizing capacity have been identified. Depending on individual males and semen
collection procedures, SP removal may be beneficial before preservation in the liquid or cryopreserved
state. In some cases, SP that is removed can be added back to thawing extender with there being positive
effects in thawed sperm and for sperm viability in the female reproductive tract. In this review article, there
is a focus on different effects of SP in samples of cooled and cryopreserved semen from boar with there
being emphasis on how SP modulates the function and morphology of sperm cells before, during, and after
preservation in the refrigerated or cryopreserved state.
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Introducao

O plasma seminal (PS) é o produto secretério de diferentes estruturas do trato reprodutivo
masculino como: rete festis, epididimos e das glandulas sexuais acessorias, desta forma, apresentando uma
composicao quimica variada (Garner e Hafez, 2016). Desse contetido 3-5% tem origem nos testiculos e
epididimos, j& as glandulas vesiculares contribuem com cerca de 25-30%, a prostata com 35-40% e as
glandulas bulbouretrais com 10-25% do volume final do ejaculado que pode atingir cerca de 150-300 mL.
O ejaculado leva em torno de 10 a 30 minutos para ser coletado (Rodriguez-Martinez et al., 2022).

O sémen apods a ejaculacdo é composto por duas por¢des, uma celular representada pelos
espermatozoides, os quais por sua vez, correspondem a 1% do volume total e outra acelular, a qual recebe
a denominag@o de PS. O PS desempenha importante papel, ndo somente sobre a fisiologia espermatica,
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mas também no processo de fecundagdo. Varios componentes organicos e inorganicos compdem o PS como
aminoacidos, proteinas, ions, bicarbonato, produtos antimicrobianos, lipidios ¢ uma gama variada de
substancias hormonais.

Durante a coleta de sémen, os espermatozoides sdo submetidos a uma situagdo muito diversa do
que ocorre naturalmente durante a cobertura. As células espermaticas in vitro sdo expostas a todas as
secrecOes das glandulas anexas de uma sé vez. In vivo as células espermaticas do cachago nao sdo
necessariamente expostas a todas as secrecdes que constituem o PS, ja que essas s@o liberadas em pulsos
ejaculatorios e assim os espermatozoides sdo banhados por diferentes concentra¢des de constituintes do PS,
incluindo peptideos e proteinas (Rodriguez-Martinez et al., 2011; Saravia et al., 2009). Talvez essa seja a
explicagdo de que apesar de todos os beneficios que o PS desempenha in vivo, estudos mostram que nem
sempre esse ¢ o melhor meio para a conservagao dos espermatozoides suinos (Leal et al., 2018; Torres et
al., 2016).

Diante do apresentado, a presente revisao enfoca nos diferentes efeitos do PS em amostras de
sémen refrigerado e criopreservado de suinos, abordando como o PS modula a célula espermatica antes,
durante e apos a preservagdo de forma refrigerada ou congelada.

A importancia do plasma seminal no sémen suino

Em estudo realizado por Saravia et al. (2009) foi levantada a possibilidade do PS influenciar
motilidade do espermatozoide suino, bem como a sua resisténcia ao choque frio e ao estresse oxidativo.
Um grande numero de enzimas foram encontradas no plasma seminal e a maioria delas possuiam agao
antioxidante, protegendo os lipidios da membrana plasmatica contra a peroxidacdo gerada pelas espécies
reativas de oxigénio, evitando assim a fragmentagdo do DNA espermatico (Lewis et al., 1997). Varias
substancias desempenham fungdo antioxidante, protegendo a célula espermatica contra os efeitos nocivos
das espécies reativas de oxigénio. Dentre estas podemos citar as enzimas antioxidantes catalase,
superdxido-dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPX) e glutationa redutase (GRD) (Pavaneli et al.,
2021).

Apesar do ndo conhecimento da natureza de todos os seus componentes, sabe-se que alguns desses
sdo importantes no desenvolvimento e maturagdo espermatica ainda no ambiente testicular. Também ha
evidéncias de que o PS desempenha papel ativo no trato reprodutivo da fémea através da ag¢do de varios
hormoénios e enzimas, proteinas, lipidios, metabolitos e vesiculas extracelulares que o compoe (Alves et a.,
2019; Andrade et al., 2022). Ainda com relagdo a fémea, o PS melhora o transporte dos espermatozoides
na tuba uterina, influencia o momento da ovulagdo, aumenta o fluxo sanguineo uterino e modula a resposta
imune uterina (Kirkwood et al., 2008; Madej et al., 2012). Essas respostas moduladas pela presenga de
substancias como a PGF2a, estrogenos e ocitocina (Willenburg et al., 2004; Okazaki et al., 2014).

Outros componentes do plasma seminal, apesar de sua aparente simplicidade, desempenham
importantes papeis na viabilidade dos espermatozoides, por exemplo, o bicarbonato que modula a
motilidade dos espermatozoides ¢ desestabiliza a membrana plasmatica durante o processo de capacitagdo
(Rodriguez-Martinez et al., 2001), ja o zinco esta envolvido na estabiliza¢do da cromatina (Bjorndahl;
Kvist, 2010).

Proteinas e peptideos que perfazem de 30-60 g/L do plasma seminal de suinos, desempenham uma
miriade de outras fungdes (Rodriguez-Martinez et al., 2011). As proteinas do plasma seminal estdo
envolvidas em varias etapas que precedem a fertilizacdo tais como regulagdo da capacitacao espermatica,
estabelecimento do reservatdrio espermdtico na tuba uterina, modulagdo da resposta imune uterina,
transporte espermatico no trato reprodutivo feminino e interacao dos gametas (Topfer-Petersen et al., 2005;
Rodriguez-martinez et al., 2011). No ejaculado suino, a concentragdo de proteinas ¢ baixa na fra¢do pré-
espermatica e ¢ encontrada em alta concentragdo no inicio da frago rica. Ainda no inicio da fragao rica,
onde também se encontra o maior nimero de espermatozoides, ha a presenga de proteinas traduzidas por
expressdo génica no epididimo, como lipocalinas e inibidores da acrosina e tripsina (Rodriguez-Martinez
et al., 2009). A real fungdo de todas as proteinas ainda ndo foi elucidada, entretanto, sabe-se que a fragdo
rica possui ndo s6 a maior concentracdo de proteinas, mas também ha maior populacdo de espermatozoides
com maior capacidade de resistir ao processo de congelagao (Alkmin et al., 2014; Torres et al., 2016), mas
ndo ao de refrigeragdo (Sebastian-Abad et al., 2021).

Estudos mais recentes t€ém demonstrado que a funcdo do PS depende do ejaculado, mas esta
relacionada ao individuo, havendo a presenca de micro-RNAs, metabolitos e proteinas relacionadas a
ejaculados que suportem mais ou menos o processo de refrigeragdo e congelacdo (Menezes et al., 2020;
Pedrosa et al., 2021; Torres et al., 2022).
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O efeito do plasma seminal na preservagio do sémen refrigerado

A maioria dos espermatozoides de suinos sdo armazenados a 17°C por até 72 horas, uma pratica
comumente usada em mais de 95% de todos os procedimentos de IA realizados em suinos (Knox, 2016;
Yeste et al., 2017). O armazenamento do espermatozoide com PS resulta em preservagdo mais eficaz da
motilidade espermatica e da integridade da membrana quando comparado ao s€émen preservado com a
presenga do PS (Leal et al., 2018). Contudo, em outros trabalhos realizados por nossa equipe este efeito
nao foi observado (Pavaneli et al., 2020). Na verdade, no trabalho de Pavaneli et al. (2019), as porcentagens
de capacitacdo dos espermatozoides armazenados com ou sem PS foram semelhantes, enquanto os
espermatozoides armazenados em condigdes em que o PS foi removido tiveram menos danos no acrossomo
e quando esse sémen foi usado para IA, houve maiores porcentagens de gestacdo e maiores porcentagens
de embrides implantados.

A fim de compreender o efeito do PS no armazenamento prolongado do sémen de cachagos,
testou-se a presencga do PS nas concentragdes de 15% e 30% por até 72 h a 17°C. Nesse experimento foi
observado que houve indugdo de capacitagdo in vitro e exocitose do acrossoma quando o PS ndo foi
removido do sémen antes do armazenamento (Pavaneli et al., 2020). Esses achados indicaram que as vias
envolvendo Ca?' ¢ a fosforilagdo de tirosina do glicogénio sintase quinase-3 o e B foram afetadas pela
presenga do PS durante os periodos de armazenamento do sémen suino. Vale ressaltar que nesta série de
estudos houve avaliagdo dos efeitos do PS oriundo da fragdo rica em espermatozoides (SRF). Luther e
Waberski (2019) avaliaram a adi¢do de 0,5% ou 10% de PS oriundo de determinadas fracdes do ejaculado,
e de todo o ejaculado, antes de armazenar o sémen em duas concentracdes diferentes de espermatozoides
(10x10° ou 18x10° espermatozoides/mL) pelo tempo de 144 horas. Houve efeitos nocivos do PS na
motilidade espermatica quando se adicionou 0,5% de PS a amostras com 10x10° espermatozoides/mL,
indicando que PS prejudica a sobrevivéncia in vitro de espermatozoides suinos, dependendo da
concentragdo de PS, concentragdo de espermatozoides e duragdo do tempo que o sémen é armazenado com
a presenga do PS.

Em estudos onde houve avaliagdo dos efeitos do PS usando procedimentos de protedmica, foi
determinado que quando a proteina Major Seminal Plasma PSP-1 estava em maiores concentragdes nos
ejaculados, os espermatozoides eram menos resistentes ao resfriamento a 17°C, conforme indicado pelos
valores de viabilidade espermatica. No mesmo estudo, a espermadesina PSP-I, a catepsina B, o precursor
da proteina secretora do epididimo E1 e a proteina de ligacdo IgGFc foram mais abundantes no sémen dos
cachagos nos quais a viabilidade espermatica foi mantida por um tempo relativamente maior quando houve
a mesma condi¢do de armazenamento (De Lazari et al., 2020). Em outro estudo realizado foi observado
trés outras proteinas candidatas a marcadores de resisténcia a refrigeragdo, a precursora de granulina, a
leguminaria e AWN (Hofner et al., 2020). Essas proteinas foram menos abundantes nas amostras onde
houve maior qualidade espermatica ap6s armazenamento prolongado.

O efeito do plasma seminal no sémen criopreservado

O processo de criopreservagdo € aplicado em diversas espécies domésticas, porém nos suinos, o
uso de s€men criopreservado ainda ¢ restrito (Eriksson et al., 2001). As técnicas de realizacdo da
criopreservagdo para o s€émen suino demonstradas sdo variadas, podendo ser realizada por uso de vapor de
nitrogénio liquido (Zhu et al., 2019); com a utilizagdo de congeladores com controle da taxa de resfriamento
(Schéfer et al., 2017); e vitrificagdo (Arraztoa et al., 2017). Contudo, a técnica de elei¢do ¢ a congelagdo
em duas etapas com uma refrigeracdo até 5°C, temperatura na qual ¢ adicionado o diluidor com os
crioprotetores penetrantes, seguido de uma congelag@o rapida até atingir -196°C (Andrade et al., 2019;
Monteiro et al. 2022).

O holding time é um periodo de refrigeracdo lenta prévio a criopreservagdo, no qual o sémen fica
ligeiramente diluido em meio de refrigeracdo ¢ em contato com seu proprio PS. Esse processo aumenta a
resisténcia do espermatozoide suino a congelacdo (Gale et al., 2015; Tomas et al., 2014; Eriksson et al.,
2001; Yeste et al., 2014; Casas; Althouse, 2013; Torres et al., 2019), sendo uma etapa recomendada no
processo de criopreservacdo. Sabe-se ainda que ¢ necessario que o holding time ocorra por um periodo
minimo de 3 horas (Yeste et al., 2014) e preferencialmente por 24 horas (Torres et al., 2019). Até o
momento, acredita-se que esse aumento de resisténcia a criopreservacao deve-se a um aumento nos niveis
de fosforilagao dos residuos de serina da proteina HSP70 (heat-shock protein 70kDa) (Yeste et al., 2014).
Ainda, foi descrito uma diferenca na abundéncia das proteinas HSP90a (proteina do choque térmico alfa
de 90 kDa), L-PGDS (prostaglandina D sintase do tipo lipocalina) e NPC2 (proteina da doenga de Niemann-
Pick tipo C2), demonstrando que a HSP90a estad aumentada no plasma seminal apo6s 3 horas de holding
time, estando mais pronunciado em machos de baixa congelabilidade (Valencia et al., 2017). J4 a NPC2
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encontra-se aumentada no PS de cachagos de alta congelabilidade, independentemente do tempo de holding
time utilizado (Valencia et al., 2017). Com relagdo a L-PGDS, esta possui menor abundancia em
espermatozoides de cahagos com baixa congelabilidade apds 3 horas de manutengdo a 17°C (Valencia et
al., 2017).

Em estudos mais recentes, verificou-se que as moléculas inosina, hipoxantina, creatina, ADP,
niacinamida, espermina e 2-metilbutirilcarnitina, que estdo presentes no espermatozoide, mas ndo no
plasma seminal, estdo envolvidas em um aumento da capacidade de congelamento durante o holding time
(Torres et al., 2022).

Para a congelacdo de sémen de cachagos, a centrifugacdo para aumentar a concentracdo de
espermatozoides previamente a diluicdo com diluidor de congelagdo ¢ uma etapa obrigatéria. Desse modo,
a retirada do PS ¢ realizada previamente a congelacdo. Sabe-se que essa retirada melhora o processo de
criopreservagdo. Contudo, sabe-se que a adigdo de determinadas quantidades de PS no diluidor utilizado
para expandir o volume do sémen descongelado melhora a qualidade e a fertilidade do sémen suino
criopreservado. Além disso, sabemos que podemos potencializar esta melhora caso o PS seja oriundo de
determinados cachacgos e de determinadas fragdes do ejaculado (Torres et al., 2016; Siqueira et al., 2011;
Alkmin et al., 2014).

Efeito do plasma seminal na preservacio do sémen de outras espécies de interesse zootécnico

O PS possui efeito diverso na preservagao do s€émen a depender da espécie. A espécie equina é a
mais sensivel ao PS durante os periodos de conservagdo do sémen (Hofner et al., 2020), possuindo melhores
resultados de preservagdo quando esta fracdo ¢ removida antes da refrigeracdo. A remog¢ao do PS resultou
na melhora da motilidade, integridade do DNA e estabilidade da membrana (Jasko et al., 1991, Jasko et
al.,1992; Brinsko et al., 2000; Love et al., 2005; Barrier-Battut et al., 2013). No processo de
criopreservagdo, ndo foram notados beneficios em manter propor¢des do PS para a realizacdo de
inseminagoes artificiais posteriores (Moore et al., 2005). No entanto, Andrade et al., (2008) demonstraram
que realizar a incubag@o com PS apds a descongelagdo do s€émen equino, propicia a redugio na fosforilagido
da tirosina.

Em touros, o PS ¢ essencial para atenuar os efeitos da diminui¢do de viabilidade das células
espermaticas a medida que se aumenta a diluicdo da amostra (Garner et al., 2001). Isso deve-se a grande
concentragdo de proteinas Binder of Sperm no PS destes animais, o que auxilia na estabilizagdo da membrana
plasmatica do espermatozoide pela indugdo da deplecao de colesterol e fosfolipidios da membrana, sendo
determinante para a viabilidade espermatica durante o periodo de preservagdo do sémen (Manjunath et al.,
2007; Manjunath, 2012). Em processos de criopreservacdo, o plasma seminal ndo ¢ removido, tendo sido
constatado uma melhora da qualidade do sémen criopreservado desse modo (Garner et al., 2001), até
mesmo em coletas utilizando eletroejaculadores (Campanholi et al., 2017; Zoca et al., 2021).

Ja os carneiros sdo considerados a espécie menos sensivel ao PS (Hofner et al., 2020), possuindo
espermatozoides tolerantes a este e que se beneficiam de seus efeitos durante a preservacao do sémen.
Foram demonstrados efeitos positivos na taxa de prenhez de ovelhas inseminadas artificialmente com
sémen de carneiro armazenado com 30% de PS comparado aquelas inseminadas com sémen preservado
sem o PS (Lopez-Pérez; Pérez-Clariget, 2012). Ainda, mostrou-se que a adi¢cao de 20% ou 40% de PS antes
do processo de armazenamento a 15°C resultou em um efeito protetivo para o motilidade espermatica, apds
24 horas (Mata-Campuzano et al., 2015). Em relagdo ao processo de criopreservagdo, experimentos
mostraram que a presenga ou auséncia de PS ndo possui efeito significativo na viabilidade do sémen de
carneiro (Ramirez-Vasquez et al., 2019).

Perspectivas futuras

Para o futuro, espera-se maiores estudos que possam elucidar as interagdes dos espermatozoides
com plasma seminal, ¢ os mecanismos responsaveis pelos efeitos benéficos ou deletérios em cada espécie
doméstica. Ja sdo possiveis realizagoes de técnicas para definigdes dos perfis lipidicos, proteicos e de
miRNA de diferentes plasmas seminais, no entanto estas sdo, até 0 momento, economicamente inviaveis,
além de consumirem muito tempo para a realizacdo. Porém, caso seja possivel estas andlises de maneira
mais consistente no futuro, pode-se alcancar resultados extremamente positivos para a conservagdo do
sémen das diferentes espécies domésticas.

Consideracoes finais

Em conclusio, as respostas ao uso de PS para preservacdo do sémen podem variar dependendo
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dos componentes do PS de cada ejaculado. Infelizmente, ndo é possivel analisar as razdes dessas diferengas
e reconhecer todas as interagdes entre o sémen e os componentes do diluidor. No futuro, porém, esse
conhecimento possibilitaria auxiliar na tomada de decisdes quanto a remocdo ou adigdo de PS ou
determinados componentes do PS para melhorar a capacidade de fertilizagdo do sémen preservado nas
espécies domésticas. No momento, existem técnicas que podem ser usadas para definir com mais precisao
os perfis de transcrigdo de lipidios, proteinas e micro-RNAs em amostras especificas de PS. Essas
avaliacdes, no entanto, sdo demoradas e economicamente caras para avaliar o PS de cada ejaculado. A
preservagdo do sémen de garanhdes e cachagos no estado liquido refrigerado pode ser otimizada quando o
PS ¢ removido ou fortemente diluido. Em touros e carneiros, o ideal € ndo retirar o PS quando o sémen ¢
armazenado no estado liquido refrigerado, ja que ha relatos de uma maior fertilidade. E importante lembrar
que nessas duas espécies ¢ imprescindivel o uso de diluentes com componentes que inibam os efeitos
deletérios das BSPs. No processamento de s€émen criopreservado de touros e carneiros, quando o PS ndo ¢é
removido, ha uma melhora na viabilidade espermatica pos-descongelamento. Com o sémen suino, ¢é
essencial ndo remover o PS do sémen para que os efeitos positivos sobre o espermatozoide ocorram durante
o armazenamento a 17 °C por 3 a 24 horas antes da criopreservagao. Em garanhdes, o PS deve ser removido
para a criopreservacdo. O sémen congelado pode responder favoravelmente a adi¢cdo de PS ao meio de
descongelamento de sémen de carneiros, garanhdes e cachacos, dependendo da quantidade de PS
adicionada. Além disso, acredita-se que a maioria dos fatores PS que tenham efeitos benéficos ou
prejudiquem a capacidade de fertilizagdo dos espermatozoides armazenados serdo identificados em um
futuro préoximo. Com esse conhecimento, a adicdo e remocao/neutralizagdo desses componentes podem
levar a melhorias marcantes na qualidade do sémen dos animais de interesse zootécnico que sdo preservados
no estado refrigerado ou criopreservado, embora, respostas especificas de cada ejaculado sempre devam
ser consideradas.
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