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Resumo

A biotecnologia do sémen tem como objetivo acelerar o melhoramento genético de rebanhos, mas, apesar
de décadas de estudos visando aprimorar as diversas fases dos processos, ainda necessita de grandes
avangos, visando reduzir os efeitos deletérios ocasionados pelo estresse térmico, osmoético e oxidativo. O
uso de substancias com propriedades antioxidantes adicionados aos diluentes de criopreservacdo e/ou
sexagem de sémen tém sido objeto de muitos estudos. No entanto, ainda ndo foi identificada uma substancia
ou uma associagdo de diferentes substancias antioxidantes que possibilite reduzir os danos espermaticos,
pos-processamento. Desta forma, considerando a possibilidade da nanotecnologia, associada ao uso de
substancias com capacidade de melhorar os diferentes processos, proporcionar melhor viabilidade
espermatica e, consequentemente, taxa de fertilidade dos espermatozoides, constitui-se numa ferramenta
promissora para melhorar os resultados obtidos com o uso da biotecnologia do sémen.
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Abstract

Semen biotechnology aims to accelerate genetic improvement of herds, however, despite decades
of studies with the objective of improving different phases of the processes, it still requires major advances,
to reduce harmful effects caused by thermal, osmotic and oxidative stress. The use of substances with
antioxidant properties added to cryopreservation extenders and/or semen sexing has been subject of many
studies. However, a substance or a combination of different antioxidant substances that makes it possible
to reduce post-processing sperm damage has not yet been identified. Thus, considering the possibility of
nanotechnology, associated with the use of substances with the capacity to improve different processes,
provide better sperm viability and, consequently, sperm fertility rate. This will possibly constitute a
promising tool to improve the results obtained with the use of semen biotechnology.
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Introducao

As biotecnologias do sémen, como refrigeracdo, congelacdo, vitrificagdo e sexagem espermatica,
possibilitam a maximizacdo do potencial genético dos reprodutores. Dentre elas, a congelacdo ¢ a mais
utilizada na preservagdo da viabilidade espermatica e, quando associada a inseminagdo artificial, permite a
disseminagdo genética de animais zootecnicamente superiores, em grande escala ¢ com menor custo de
produgdo (Kumar et al., 2019). Em diferentes espécies, a utilizagdo de sémen congelado acarreta muitos
beneficios, o que resulta em uma maior evidéncia a esta biotecnologia (Yanez-Ortiz et al., 2022).

Apesar da congelacdo do sémen permitir sua utilizagdo em tempo indeterminado, desde que as
amostras sejam bem acondicionadas em temperatura de — 196 °C, diversos fatores podem influenciar na
fertilidade do sémen congelado, como duragdo do processamento, temperatura de estocagem (-196 °C) e
diluente utilizado (Ustuner et al., 2015), em virtude das mudancas repentinas de temperatura ocasionarem
formacdo de cristais de gelo e afetarem a integridade dos espermatozoides (Salamon e Maxwell, 2000;
Santos et al., 2015).

Além disso, diversos processos durante a congelacdo do sémen, como choque térmico, exposicao
ao proprio oxigénio atmosférico ou remogdo de plasma seminal (Watson, 2000), podem ocasionar
desequilibrio na produgdo e utilizagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que, embora necessarias
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para o processo de capacitacdo espermatica, podem resultar em estresse oxidativo e, consequentemente,
danos as células espermaticas (Souza et al., 2017), com redugdo da integridade de membrana e da
motilidade progressiva dos espermatozoides (Santos et al., 2015).

Ressalta-se, ainda, que a diluigdo espermatica diminui as concentragdes de antioxidantes naturais
encontrados no plasma seminal, culminando em desequilibrio entre a produgdo de ROS e a concentragéo
de antioxidantes (Nascimento et al., 2015). O aumento das rea¢des oxidativas, como a peroxidacdo lipidica,
causam danos as membranas plasmatica e acrossomal, ao DNA (Combhaire et al., 1999; Guthrie ¢ Welch,
2012), ao potencial de atividade mitocondrial e a capacidade fertilizante dos espermatozoides (Aitken et
al., 2010).

Visando melhorar a viabilidade espermatica pds-congelagdo, a adicdo de produtos com atividade
antioxidante aos diluidores de sémen vem mostrando ser uma alternativa, uma vez que sua utilizagdo pode
evitar lesdes decorrentes do processo de oxidagdo (Sanchez-Rubio et al., 2020). A literatura monstra que
muitos antioxidantes tém sido utilizados no diluente de criopreservagdo do sémen (Majzoub e Agarwal,
2020). No entanto, os resultados ainda evidenciam a necessidade de identificar substdncias ou
procedimentos que possam resultar no niimero elevado de gametas sobreviventes, com boa capacidade
fertilizante (Stornelli et al., 2005). Por conseguinte, o uso da nanotecnologia como ferramenta de inovagéo
tecnologica pode ser uma alternativa para aumentar a prote¢do dos espermatozoides durante a
criopreservagdo e promover uma maior taxa de fertilizagdo, uma vez que as nanoemulsdes permitem a
liberagdo controlada de seus constituintes, reduzindo a toxicidade de seus componentes (Hu et al., 2018;
Vallet-Regi et al., 2018).

Criopreservaciao do sémen

Apesar de ser bastante difundida e das inumeras vantagens ja conhecidas, a congelacdo do sémen
apresenta-se limitada, uma vez que o nimero de células espermaticas vidveis obtidas apds descongelagado
ainda ¢é reduzido, em virtude das diferentes alteragdes celulares ocasionadas ao longo do processamento
(Jurado-Campos, 2023). Estes danos causados aos espermatozoides sdo oriundos das modificagdes
quimicas e fisicas das membranas, nas quais sdo atribuidas alteragdes da fase lipidica e da peroxidagéo
(Celeghini et al., 2008).

Alteragdes a nivel estrutural e funcional ocasionam aos espermatozoides mudangas morfologicas,
de motilidade e perda da sua viabilidade (Watson, 2000; Celeghini et al., 2017). De acordo com Sharafi et
al. (2022) os avangos das pesquisas na criopreservagdo do sémen, associado aos programas de
melhoramento, buscam mitigar os danos induzidos pela criopreservagao, sendo estes oxidativos, osmaticos
e epigenéticos. E sabido que durante a congelagdo e descongelagio das células espermaticas, ocorre
elevacdo na producao de ROS, que influencia a atividade das enzimas antioxidantes. Assim, 0 aumento nas
concentragdes de ROS leva ao desequilibrio junto aos niveis de antioxidantes, prejudicando a fisiologia e
a viabilidade espermatica (Apriokur, 2013).

Além das alteracdes ocasionadas durante o processamento, ressalta-se as particularidades entre
espécies e individuos, como tamanho das células, concentragdo de lipideos e proteinas presentes nos
espermatozoides, que fazem com que ndo exista uma metodologia padrao de congelagdo espermatica para
todas as espécies (Lv et al., 2019). Como exemplo de particularidades entre espécies, pode-se citar a espécie
caprina, onde o plasma seminal apresenta em sua constituicdo a enzima fosfolipase A, que influencia
negativamente na criotolerancia dos espermatozoides (Coloma et al., 2010).

Diante das limitagdes supracitadas e ja conhecidas, faz-se necessario a associagao desta biotécnica
a outras ferramentas, ou até mesmo melhoramento no protocolo e na formulagdo de diluentes, com base na
utilizacdo de aditivos. Por exemplo, a adicdo de antioxidantes aos diluentes de criopreservacdao de sémen,
a fim de minimizar o estresse oxidativo (Souza et al., 2019).

Contudo, a suplementagdo de diluidores de criopreservagdo vem sendo objeto de pesquisa em
diferentes espécies, buscando reduzir os danos ocasionados as membranas plasmdtica e acrossomal, e,
consequentemente, a peroxidagao lipidica resultantes do processo de criopreservagdo (Amidi et al., 2016).

Estudo realizado buscando avaliar a influéncia da Miricetina na viabilidade espermatica de sémen
ovino apods descongelagdo, demonstraram melhora nos pardmetros cinéticos dos grupos suplementados com
Miricetina na concentragdo de 10 e 100nM, ressaltando a preservagao das estruturas espermaticas (Arruda
etal., 2018).

Em contrapartida, Monteiro et al. (2022), objetivando investigar o efeito da melatonina sobre a
qualidade espermatica de caprinos, ndo observaram melhoria em nenhuma das concentragdes utilizadas aos
diluidores de leite desnatado e gema de ovo, ressaltando que a concentragdo de 4 mM de melatonina foi
prejudicial, possivelmente em decorréncia do aumento da concentracdo de ROS intracelular. Porém na
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espécie bovina (Ashraffi et al., 2013) e ovina (Succu et al., 2011) a suplementagdo com melatonina mostrou-
se benéfica aos espermatozoides, pos-descongelacio.

O antioxidante Trolox foi utilizado acrescido aos diluidores de congelagdo de sémen caprino e
ovino, leite desnatado e tris gema de ovo, respectivamente. Porém, nas concentragdes de 20 ou 40 uM de
Trolox, ndo se observou beneficios a preservagao das células espermaticas (Arruda et al., 2021), apesar se
ser um antioxidante que protege a célula contra peroxidagao lipidica na espécie ovina (Silva et al., 2013).

Em busca de um avango mais expressivo, estudos vem associando a criopreservacao de sémen a
nanotecnologia, ferramenta de grande potencial que ja vem sendo explorada frente as suas vantagens, a fim
de mitigar os danos celulares, melhorando os resultados da criopreservagdo e a sua associagdo a outras
biotécnicas como a inseminacao artificial.

Nanotecnologia

Avangos na biologia da reprodugéo permitiram o surgimento de estratégias inovadoras a serem
desenvolvidas usando a biologia molecular para manipular espermatozoides. De acordo com Dario (2016),
a nanotecnologia ¢ o termo que se da a técnicas, instrumentos e materiais que operam em escalas
nanométricas. Esta técnica se apresenta em rapida expansdo, visando a producdo de nanomateriais com
propriedades fisico-quimicas particulares (Lan e Yang, 2012).

A nanotecnologia combina biologia, fisica, quimica, quimica de materiais e engenharia, com
objetivo de produzir particulas menores que 100 nm de didmetro, conhecidas como nanoparticulas ou
nanomateriais (Falchi et al., 2018). Por ser uma tecnologia impactante do século 21, essa tecnologia pode
beneficiar a industria da produg@o animal, especialmente por meio da manipulacao do sémen, pds-colheita,
para posterior uso na inseminagao artificial (IA), que pode revolucionar essa industria em todo o mundo
(Feugang et al., 2015).

Descrita como uma tecnologia promissora, de grande impacto no século XXI (Feugang et al.,
2019), que permite manipular, controlar e produzir sistemas nanoestruturados (Bayda et al., 2019), sua
utilizagdo tem avango continuo, dado seu potencial e ampla aplicabilidade nas diferentes areas (Chavez-
Hernandez et al., 2024), em virtude das vantagens apresentadas pelos sistemas nanoestruturados, como
melhor biodisponibilidade, maior mobilidade e capacidade de absor¢éo celular, entre outras (Osama et al.,
2020).

Assim, diversas pesquisas vém sendo conduzidas associando sistemas nanoestruturados as
biotécnicas reprodutivas. Especificamente na reprodugdo de machos, estudos objetivam desenvolver
sistemas em escalas nanométricas buscando o controle e melhoria da fertilidade nas diferentes espécies, do
processo de criopreservagdo de gametas e da producdo de sistemas de liberacao controlada de moléculas,
como antioxidantes, vitaminas, antibidticos, entre outros (Iftikhar et al., 2021).

Nanoparticulas

Entre os sistemas, ressalta-se as nanoparticulas, descritas como particulas sintetizadas em
tamanhos nanométricos, a partir de materiais como proteinas e metais, entre outros, na qual sua utilizagéo
vem se destacando devido as propriedades fisicas e quimicas apresentadas, que influenciam diretamente
sua estabilidade, solubilidade e funcionalidade (Falchi et al., 2018).

Diante do potencial ja apresentado nos diferentes estudos, as nanoparticulas vém influenciando de
forma positiva a fertilidade dos machos, como, por exemplo, quando utilizadas conjugadas a enzimas
antioxidantes como superoxido dismutase, assim como gonadotrofinas, visando a redu¢do do impacto
ocasionado pelo estresse oxidativo, assim como a estimulacdo da espermatogénese, respectivamente
(Feugang et al., 2019).

Nanoparticulas carregadas com superoxido dismutase foram utilizadas a fim de avaliar a influéncia
das mesmas sobre as células de Sertoli e o estresse oxidativo, onde demonstraram que sua utilizag@o
favoreceu maior absorgdo por estas células, assim como promoveu diminuigdo do estresse oxidativo (Snow-
Lisy et al., 2013).

Buscando minimizar os danos celulares ocasionados especificamente pelo estresse oxidativo, visto
que ainda constitui fator limitante a criopreservagao do s€émen, Mousavi et al. (2019) compararam os efeitos
da suplementacdo de diluente a base de nano lecitina com antioxidantes como vitamina E (0,1, 0,2, 0,4, 0,6
e 1,0 mM) e glutationa peroxidase (0,5, 1, 2 e 3 mM). Os resultados demonstraram que a suplementagdo
do diluidor a base de nano lecitina com glutationa peroxidase na concentrag¢ao de 1.0 mM resultou em maior
integridade e funcionalidade de membrana plasmatica e menor indice de peroxidagao lipidica, determinada
a partir das concentragdes de malondialdeido (MDA). Diante dos resultados, os autores ressaltaram que a
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utilizacdo de antioxidantes acrescidos a um diluente a base de nano lecitina torna-se viavel, quando
associada a criopreservagdo do sémen de touro.

Nano lecitina também foi utilizada como aditivo ao diluidor base de criopreservacdo de sémen
caprino buscando avaliar seus efeitos sobre a criosobrevivéncia de espermatozoides, sendo comparado aos
diluidores a base de lecitina e de gema de ovo. Com base nos resultados obtidos, os autores concluiram que
o diluidor constituido por nano lecitina a 2% mostrou-se eficaz, uma vez que reduziu a ocorréncia e
apoptose ¢ aumentou a motilidade, funcionalidade da membrana e viabilidade espermatica, resultando em
melhor sobrevivéncia dos espermatozoides, pds-criopreservacao (Nadri et al., 2019).

Nanoparticulas de 6xido de zinco foram utilizadas nas concentragdes de 25, 75 e 150ug/mL
acrescidas ao diluente de congelagdo Tris gema de ovo, ndo alterou os parametros cinéticos e as membranas
das células espermaticas de ovinos, apés descongelagdo, porém aumentou o potencial de membrana
mitocondrial destas células (Arruda et al., 2021). Esta elevacao no potencial foi relacionada a influéncia do
zinco, uma vez que sua funcionalidade esta associada ao ATP, agindo sobre a reducdo e regulagdo de
energia fosfolipidica, na qual exerce um impacto direto no potencial de membrana mitocondrial (Lewis-
Jones et al., 1996).

Em contrapartida, em sémen da espécie caprina, a adi¢do de nanoparticulas de 6xido de zinco ao
diluidor de congelagdo Tris gema de ovo melhorou a motilidade total das células espermaticas apos
descongelagdo, apesar de ter influenciado negativamente os pardmetros de cinética espermatica (VSL,
VAP, LIN, STR ¢ WOB), reduzindo o potencial fertilizante dos espermatozoides, uma vez que estes
parametros estdo diretamente relacionados a este potencial (Arruda et al., 2024).

Khalil et al. (2019) utilizaram nanoparticulas de selénio como suplementacdo de diluente de
congelacdo de sémen de touros holandeses, buscando avaliar a influéncia das mesmas sobre as
caracteristicas espermaticas, pos-descongelacao. Os autores observaram que a adi¢do destas nanoparticulas
na concentracdo de 1.0 pg/mL ao diluente melhorou a qualidade espermatica, pds-descongelagdo, o que
resultou, consequentemente, em maior taxa de fertilidade in vivo. Estes autores relacionaram as melhorias
ao aumento na capacidade do plasma seminal em minimizar o estresse oxidativo. Além disso, ressaltaram
que a atividade antioxidante e a relagdo dependente da glutationa peroxidase com o selénio previnem as
estruturas celulares dos danos ocasionados pelos oxidantes, evidenciando a atividade antioxidante da
glutationa peroxidase para os lipidios de membrana celular.

Em contrapartida, nanoparticulas metalicas como de ouro foram utilizadas em células espermaticas
de touro, visando avaliar sua influéncia sobre a viabilidade dos espermatozoides incubados a 37 °C por 2
h. Os resultados nao comprovaram a internalizacdo das nanoparticulas. No entanto, a viabilidade
espermatica foi influenciada quando se utilizou a concentracdo de 10 mg/mL das nanoparticulas,
diminuindo significativamente a motilidade e prejudicando a capacidade de fertilizagdo dos
espermatozoides. Os autores relacionaram esta diminuigdo aos possiveis aglomerados de particulas
aderidos a membrana celular (Taylor et al., 2013).

Um outro segmento da reprodugdo animal que vem sendo utilizado junto aos sistemas
nanoestruturados ¢ a sexagem de espermatozoides. Diante das vantagens apresentadas ao utilizar sémen
sexado, estudos vém avancando a fim de minimizar os danos ocasionados as células espermaticas, a partir
da técnica de citometria de fluxo ja utilizada (Rath et al., 2013). Atualmente este método ¢ o de elei¢do, por
permitir a producdo de doses de sémen em escala comercial, apesar de ainda apresentar alto custo e nlimero
reduzido de células vidveis pds-sexagem (Quelhas et al., 2021), conforme resultados de estudos que
utilizaram sémen sexado em programas de inseminacao artificial em éguas (Panarace et al., 2013) e suinos
(Rath et al., 2013).

Em sémen de touro, a associagdo do s€émen sexado por citometria de fluxo a criopreservagao
demonstrou que as células espermaticas sexadas apresentaram alteragdes de membrana, resultando na
antecipac¢do da reagdo acrossomal, apds descongelagdo, e diminuicdo na sobrevida destas células (Mocé et
al., 2006). A fim de minimizar estes resultados e potencializar esta biotécnica reprodutiva, Dominguez et
al. (2018) utilizaram nanoparticulas magnéticas para selecionar espermatozoides de jumentos portadores
do cromossomo X, com base no potencial zeta, uma vez que, a carga dos espermatozoides carregado de
cromossomo X ¢ -20 mV e de cromossomo Y ¢ -16 mV. Os resultados demonstraram que a utilizagdo de
nanoparticulas magnéticas para sexagem de espermatozoides € tdo eficaz quanto a citometria de fluxo. No
entanto, a técnica usando as nanoparticulas torna-se mais viavel pela celeridade e facilidade na execugao,
ressaltando o menor custo quando comparado a citometria de fluxo.

Estudo utilizando sémen de garanhdes, sexado com nanoparticulas magnéticas, utilizado na
inseminagdo artificial em éguas com espermatozoides carregados com cromossomo X, demonstrou a
eficacia da técnica na separagdo espermatica, ressaltando que a mesma nao influenciou negativamente a
viabilidade espermatica, quando comparado ao controle (Castex e Losinno, 2018). Na espécie bovina,
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nanoparticulas de ouro conjugada com oligonucleotideo foram eficazes para sexagem de sémen, uma vez
que o nucleotideo utilizado se ligou especificamente a regides presentes em espermatozoides portadores de
cromossomo Y (Gamrad et al., 2016).

Nanoemulsdo

Outro sistema nanotecnologico que vem sendo evidenciado na reproducdo animal sfo as
nanoemulsdes. Estas sdo descritas como emulsdes constituidas por dois liquidos imisciveis, normalmente
o0leo e agua, estabilizados por um surfactante, onde suas particulas apresentam-se em tamanhos
nanomeétricos, variando de 20 a 1000 nm (Jaiswal et al., 2015). A escolha para utilizagao das nanoemulsdes
dar-se também por meio das vantagens apresentadas por este sistema, como maior biodisponibilidade,
tamanho das particulas, capacidade de penetragao e absorc¢do (Trados et al., 2004).

Sanchez-Rubio et al. (2020) avaliaram a viabilidade de espermatozoides descongelados e
incubados com nanoemulsdo de vitamina E (6 mM e 12 mM), avaliadas no intervalo de 2 e 4 h, pos
incubagdo. Os resultados demonstraram valores superiores no grupo tratado quando comparado ao grupo
Trolox (controle), melhorando os parametros de motilidade total e progressiva, além de prevenir danos
oxidativos as células espermaticas. Especificamente na concentragdo de 12 mM pode-se observar melhores
pardmetros de cinética espermatica e integridade de acrossoma, e diminui¢@o na produgdo de ROS.

Buscando reduzir os danos ocasionados pelo estresse oxidativo aos espermatozoides, Jurado-
Campos et al. (2021) utilizaram vitamina E acrescida a nanoemulsdes e hidrogéis, com o objetivo de avaliar
a influéncia dos mesmos na viabilidade dos espermatozoides de veados, pds-congelagdo, avaliados apds 2,
5 e 24 h de incubagdo a 37 °C. Os resultados evidenciaram que a utilizagdo da vitamina E na forma de
nanoemulsdo e hidrogéis torna-se vantajosa, uma vez que promoveu melhoria na motilidade espermatica,
assim como reducao na produgdo de ROS e na peroxidagdo lipidica, sob condi¢des de estresse oxidativo
(vitamina E livre).

Nanoemulsdes de 6leos essenciais de oliva, linhaca e semente de uva foram utilizadas a fim de
avaliar a influéncia das mesmas na qualidade de sémen de bufalos, pds-criopreservagao. Foi observado que
a nanoemulsdo de 6leo de semente de uva a 3,5% melhora significativamente a integridade de membrana e
motilidade progressiva, assim como reduziu as concentragdes de MDA , o6xido nitrico e caspase 3,
resultando em maior taxa de prenhez. Os autores concluiram que a nanoemulsdo de 6leo de semente de uva
pode ser utilizada como estratégia para melhorar a funcionalidade espermatica e o potencial fertilizante,
minimizando os danos ocasionados pelo estresse oxidativo resultante do processo de criopreservagao
(Khalil et al., 2023).

Por via oral, nanoemulsdes de curcumina e curcumina na forma molecular foram acrescidas a dieta
proteica de ratos, visando avaliar a eficacia das mesmas sobre as alteragdes testiculares induzidas por uma
dieta pobre em proteina, repercutindo na espermatogénese ¢ no desempenho reprodutivos destes ratos. Para
ambos os tratamentos, foi possivel observar resultados favoraveis relacionados ao desempenho reprodutivo
e espermatogénese. No entanto, a curcumina utilizada em escala manométrica mostrou-se superior, sendo
associado estes melhores resultados @ maior biodisponibilidade, devido ao tamanho das particulas, potencial
de solubilizagdo e lipofilicidade (Ahmed-Farid et al., 2017).

Consideracoes

Apo6s décadas de estudos, ainda é possivel observar que a biotecnologia do sémen continua sendo
uma importante ferramenta para melhorar geneticamente os rebanhos, independente da espécie, apesar de
ainda evidenciar a necessidade de aprimoramento dos processos de criopreservagdo € sexagem
espermaticas, visando reduzir os danos ocasionados pelo estresse térmico, osmotico e oxidativo, e,
consequentemente, aumentar as taxas de prenhez, pds-inseminagao.

Pesquisas que visam reduzir o estresse oxidativo ¢ melhorar os pardmetros espermaticos, pos-
congelacdo e sexagem, testaram diversas substancias antioxidantes adicionadas ao diluidor. No entanto, em
virtude das particularidades de composicao e funcionalidade das diferentes estruturas celulares, associadas
as diversas caracteristicas relacionadas as espécies, ainda nao foi possivel estabelecer uma substancia capaz
de minimizar totalmente os efeitos deletérios ocasionados pelo uso destas tecnologias.

Na atualidade, a nanotecnologia utilizada tanto na forma de nanoparticulas quanto de nanoemulsao
se apresenta bastante promissora em promover melhoria na taxa de fertilidade dos espermatozoides, em
virtude de proporcionar maior biodisponibilidade, potencial de solubilizagao e lipofilicidade de substancias
conhecidas pelo potencial de minimizar os efeitos deletérios dos diversos processos utilizados na
biotecnologia do s€émen.
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