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Resumo

As lipoproteinas de baixa densidade sdo consideradas as principais responsaveis pelo papel protetor da
gema do ovo de galinha na criopreservagao de espermatozoides em mamiferos. A extragdo dessas lipoproteinas é
um método fécil, rapido e eficiente, porém ¢ importante enfatizar seus pontos criticos, a fim de se evitarem
falhas durante o processo e uma possivel contaminacdo da fracdo lipoproteica. Varios experimentos t€m testado
o uso de lipoproteinas de baixa densidade adicionadas aos meios diluidores em substituicdo a gema do ovo total. Os
resultados mostram que meios contendo as lipoproteinas de baixa densidade sdo capazes de preservar parametros
espermaticos como motilidade, integridade estrutural e funcional das membranas e fertilidade. O objetivo desta
revisdo € discutir os pontos criticos da metodologia de extracao das lipoproteinas de baixa densidade, bem como as
pesquisas existentes sobre o uso de meios diluidores contendo essas lipoproteinas no congelamento de sémen.
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Abstract

Low density lipoproteins (LDL) are considered largely responsible for the protective action of hen'’s
egg yolk in cryopreservation of mammalian spermatozoa. The LDL extraction is an easy, fast, and efficient
method, but it is important to emphasize its critical points, in order to prevent failures during the process and
possible contamination of purified LDL fraction. Many studies have been evaluating the use of LDL added in
seminal extenders replacing whole egg yolk. Results have shown that LDL extenders are capable to preserve
spermatic parameters such as motility, structural and functional membranes integrity, and fertility. The aim of
this review is to discuss critical steps of the extraction methodology of low density lipoproteins, as well as
researches developed for testing its use in frozen-thawed semen.
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Introducao

O efeito crioprotetor da gema do ovo tem sido primariamente atribuido as lipoproteinas de baixa
densidade presentes na sua fragdo plasmatica (Pace e Graham, 1974). Varias pesquisas vém substituindo a gema
dos meios de resfriamento/congelamento por essas lipoproteinas (Foulkes, 1977), obtendo resultados
satisfatorios na manutencdo da viabilidade espermatica em diversas espécies domésticas (Moussa et al., 2002;
Jiang et al., 2007; Al Ahmad et al., 2008; Bencharif et al., 2008; Hu et al., 2010; Akther et al., 2011; Pillet et al.,
2011). A possibilidade dessa substituicio ¢ interessante para a comercializagdo internacional de sémen
congelado, pois pode eliminar o risco sanitario ligado a gema do ovo, que ¢é considerada um potencial carreador
de patdgenos (Bencharif et al., 2012).

Além disso, outras vantagens na utilizacdo de lipoproteinas de baixa densidade em substituicdo a gema
sdo a padronizagdo e o dominio dos componentes presentes nos meios diluidores produzidos, ja que a
composicdo proteica e lipoproteica da gema do ovo pode variar dependendo da alimentacdo e da genética
animal, e a eliminacdo de componentes indesejaveis da gema, que podem reduzir a viabilidade espermatica
durante e apds o congelamento, como ¢ o caso das lipoproteinas de alta densidade presentes em sua porgdo
granular (MacDonalds e Foulkes, 1981; Dong et al., 2011).

A extracdo ¢ um método de isolamento da substincia de interesse, a partir de uma fonte bruta, que
acontece antes do inicio do processo de purifica¢do. Ela remove particulas-problema, ou contaminantes, que nao
sdo compativeis com as técnicas cromatograficas. Sua realizacdo também permite estabelecer novos métodos de
purificacdo, mais eficientes, economicos e capazes de garantir alta repetibilidade e rendimento. Esse processo
geralmente utiliza a técnica de precipitacdo por adicdo de sais, ou aditivos, para estabilizar o produto ou
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promover a extragdo (Amersham Pharmacia Biotech - APB, 1999).

As técnicas existentes para extragdo de constituintes da gema basearam-se em metodologias usadas na
separacdo de lipoproteinas do plasma sanguineo. Estas sdo realizadas a partir de ultracentrifugagdes utilizando
altas concentracdes de sais inorganicos, sendo as lipoproteinas purificadas por colunas cromatograficas de gel de
agarose (Margolis, 1967; Carroll e Rudel, 1983; Usui et al., 2000). Nesta revisdo serdo enfocados pontos criticos
no processo de extracdo das lipoproteinas de baixa densidade, bem como as pesquisas até aqui desenvolvidas no
intuito de validar o uso dessas lipoproteinas em substitui¢do a gema do ovo no congelamento de s€émen em
espécies domésticas.

Métodos de extracio das lipoproteinas de baixa densidade da gema do ovo de galinha

Alguns métodos de extracdo das lipoproteinas de baixa densidade envolvem etapas de
ultracentrifugacdo por gradientes de densidade, que consomem longos periodos e apresentam pequena taxa de
recuperacdo, o que os tornou desinteressantes para uso industrial (Gornall e Kuksis, 1973; Pace e Graham,
1974). Pela ultracentrifugacao, Kuksis (1992) citou que sdo obtidas quatro fragdes: a de baixa densidade (70%),
a soluvel em agua (8%), a de baixa densidade do granulo (4%) e a frag@o de lipovitelina-fosvitina (18%). A
fracdo de baixa densidade (FBD) pode ainda ser dividida em duas, a FBD-I e a FBD-II, ambas com grande
quantidade lipidica (83-89%). A fragdo soluvel em 4gua apresenta trés tipos de proteinas: o (28%), B (43%) e y-
livetinas (29%), enquanto a terceira fracdo contém dois componentes lipoproteicos, a FBD-G1 (23%) ¢ a FBD-
G2 (77%). A ultima fracao apresenta 41% de o e 38% de B-lipovitelinas, além da fosvitina (21%; Kuksis, 1992).

Moussa et al. (2002) propuseram uma técnica rapida e facil, obtendo-se 97% de pureza das
lipoproteinas extraidas e 67% de rendimento. Nesta, inicialmente a gema tem que ser diluida em solugéo salina
de baixa forga iOnica e, posteriormente, centrifugada duas vezes na velocidade de 10.000xg a 4°C, para que
ocorra a separagdo do plasma e do granulo da gema. Apos essa etapa, o plasma da gema recuperado tem que
sofrer a separag@o dos seus constituintes, as livetinas e as lipoproteinas de baixa densidade, por meio da técnica
de precipitagdo (Causeret et al., 1991; Anton et al., 2003; Jolivet et al., 2006; Nilsson et al., 2006).

Pontos criticos da técnica de extracio das lipoproteinas de baixa densidade

Considerando-se a metodologia descrita por Moussa et al. (2002), e também utilizada por outros autores
(Anton e Gandemer,1999; Le Denmat et al., 2000; Anton et al., 2003; Sousa et al., 2007; Neves, 2008), algumas
etapas devem ser realizadas com especial atengdo, a fim de se garantir o sucesso e a qualidade do produto final.
Entre elas tém-se a manuten¢ao da insolubilidade do granulo da gema, a corre¢do do pH do plasma e a realizagao
da precipitagdo de proteinas.

A primeira etapa envolve a separagdo da por¢do granular da gema do seu plasma. A manutengdo ou a
solubilizagdo dos granulos ¢ indesejavel no processo de separagdo do plasma da gema para uso na
criopreservacao de sémen, pois os granulos sdo compostos por 70% de lipoproteinas de alta densidade, que estdo
relacionadas as modificagdes da membrana plasmatica no processo de capacitagdo espermatica. A lipoproteina
de alta densidade induz a capacitagdo ao se ligar a moléculas de colesterol, causando seu efluxo da membrana
espermatica (Thérien et al., 1998). Pace e Graham (1974) obtiveram pior indice de motilidade quando
espermatozoides foram congelados com a por¢do granular. Demianowicz e Strzezek (1995), ao avaliarem o
efeito protetor das fragdes de lipoproteinas de alta e de baixa densidades durante o resfriamento a 4°C
verificaram baixa motilidade de espermatozoides suinos diluidos na primeira fragdo em relagdo a segunda.

Essa separacdo ¢ realizada por meio de centrifugacdo e adi¢ao de solucdo salina na molaridade de 0,17
(NaCl 0,17M). O importante, neste momento, ¢ saber sobre o grau de solubilidade dessas duas fragcdes. O
granulo, diferentemente do plasma, ¢ altamente insoluvel, sendo sua solubilidade dependente do pH e da
concentra¢do de sal adicionado ao volume da gema (Sousa et al., 2007). Como nessa primeira etapa o objetivo ¢
manter a insolubilidade do granulo, isto é conseguido usando-se uma solugdo salina com molaridade proxima a
0,1M. Meios com alta for¢a i6nica, de molaridade superior a 0,3M, aumentam a solubilidade do granulo, sendo
este totalmente dissolvido em solugdo salina a 1,71M (Anton e Gandemer, 1997). Ja em relagdo ao pH, os
granulos sdo insoluveis entre 4,3 ¢ 6,5. Como o pH inicial da solu¢do da gema esta entre 5,8 e 6,4, em relagdo a
este parametro, ndo ha possibilidade de contaminagdo do plasma pelo granulo (Sirvente et al., 2007).

Quanto a centrifugacdo, Aluko e Mine (1998) citam que este ¢ um método seguro para separar o plasma
e o granulo da gema, quando esta ¢ diluida em solugdo salina. Nao ocorre sedimentacdo do plasma durante a
centrifugagdo, pois este € composto por 85% de lipoproteinas de baixa densidade, com densidade de 0,982 g/mL
(Sousa et al., 2007).

Outro ponto critico do processo ¢ a correcdo do pH do plasma da gema para a realizagdo da técnica de
precipitagdo. Apos a centrifugacéo, o plasma recuperado tem pH inferior a 6,4, e este deve ser corrigido para 8,7.
Isto proporciona condigdes isoelétricas que promovam a precipitacdo de proteinas de interesse do plasma, que,
no caso dessa terceira etapa, sdo as livetinas (Moussa et al., 2002).
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A precipitagdo de proteinas pode ser feita pela adicdo de sais neutros, como o sulfato de amonio. Este ¢
o mais utilizado, por ser barato e suficientemente soltvel, sendo sua concentragdo mensurada a partir do seu grau
de saturacao (Harris, 1992). No caso da extra¢do das lipoproteinas de baixa densidade, Sousa et al. (2007)
observaram menor solubilidade do plasma da gema quando adicionada solugdo de sulfato de amodnio
((NH4),S0,), o que permitiu a separagdo dos seus constituintes por precipitagao.

O ponto critico dessa terceira etapa se refere a adicdo do sulfato de aménio a solugdo do plasma, que pode
ser feita utilizando-se esse sal na forma granulada ou diluida. Ambas as formas devem ser adicionadas lentamente,
para se evitar a formagdo de grumos do sal ou a precipitagdo de proteinas indesejadas (Harris, 1992). No entanto, o
risco de uma adigdo rapida ¢ maior quando se adiciona o sal na forma granulada, ao compara-lo com a forma
diluida. Isto porque a adigdo dos granulos ¢ feita manualmente, podendo levar ao cansago do laboratorista quando a
quantidade a ser adicionada ¢ grande. Consequentemente, ocorrerd um comprometimento da velocidade ideal de
adicdo. Para evitar esse problema, Neves (2008) utilizou a solu¢do saturada de sulfato de amdnio, que, com o
auxilio de uma bureta, permitiu uma adicdo lenta por gotejamento. Tal procedimento se mostrou eficiente na
precipitacdo dos contaminantes, sem comprometer a velocidade e a qualidade das lipoproteinas obtidas ao final da
extracdo, analisadas pelo perfil eletroforético em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE; Neves, 2008).

Congelamento de sémen utilizando as lipoproteinas de baixa densidade em substituicio a gema do ovo

Os primeiros testes utilizando a gema fracionada mostraram que a por¢éo rica em lipoproteinas de baixa
densidade era mais eficiente na preservacdo espermatica que porgdes ricas em outras proteinas, como livetinas,
fosvitinas e lipoproteinas de alta densidade. A partir dai, varias hipoteses foram formuladas com a finalidade de
tentar esclarecer o possivel mecanismo de acdo das lipoproteinas de baixa densidade (Pace ¢ Graham, 1974;
Foulkes, 1977; Bergeron et al., 2004; Bergeron ¢ Manjunath, 2006). Simultaneamente, houve a preocupagdo em
se determinar a concentracdo ideal de lipoproteinas para adigdo no meio diluidor, a fim de se garantir o sucesso
da técnica de congelamento e descongelamento do sémen.

Moussa et al. (2002) obtiveram melhores resultados na preservagdo da motilidade de espermatozoides
bovinos pos-descongelamento nas concentragdes entre 5 e 10% (p/v), sendo a de 8% mais apropriada. Eles
perceberam que concentragdes superiores a 10% podem ser danosas ao espermatozoide, provavelmente devido
ao aumento da pressdo osmotica. Trabalhos realizados em outras espécies verificaram que a viabilidade
espermatica foi mais bem preservada em meios de congelamento contendo 9% (p/v) para suinos (Jiang et al.,
2007), 6% para caninos (Bencharif et al., 2008), 10% para bubalinos (Akther et al., 2011) e 8% (p/v) para ovinos
(Moustacas et al., 2011) e caprinos (Al Ahmad et al., 2008). Em sémen resfriado, a substitui¢do da gema de ovo
por lipoproteinas também foi eficaz na manutengdo da motilidade espermdtica e na integridade, estrutural e
funcional, de membranas espermaticas em caes (Varela Junior et al., 2009) e touros (Vera-Munoz et al., 2011),
nas concentragdes de 6, 8 ¢ 10% (v/v) e 8% (p/v), respectivamente.

Amirat et al. (2004) avaliaram a taxa de fertilidade in vitro do s€émen bovino congelado, ao compararem
o meio Tris-citrico com 8% (p/v) de lipoproteinas de baixa densidade e o meio comercial Optidyl”, que contém
20% de gema de ovo. O meio contendo as lipoproteinas apresentou maior taxa de clivagem embrionaria que o
meio controle e ndo alterou o desenvolvimento embrionario, apresentando taxa de blastocistos semelhante ao
controle. J4 em testes de fertilidade in vivo, Bencharif et al. (2008) obtiveram ninhadas das seis cadelas
inseminadas com sémen congelado em diluidores contendo lipoproteinas (6% - 16,5 g), enquanto Amirat-Briand
et al. (2010) obtiveram 59,2% de prenhez positiva em vacas primiparas inseminadas com sémen diluido em meio
contendo lipoproteinas (8% p/v) em comparagdo aos 65,3% obtidos com sémen congelado em meio diluidor
contendo gema do ovo (20% v/v).

Atualmente, outros estudos tém sido desenvolvidos no intuito de maximizar o efeito crioprotetor das
lipoproteinas de baixa densidade, adicionando-se Equex ou glutamina aos meios de congelamento, ou testa-las
na presenca de crioprotetores alternativos ao glicerol. Bencharif et al. (2010b) verificaram que ndo houve
diferenca na manutencao da motilidade e da integridade de membranas em espermatozoides caninos utilizando-
se meios contendo 6% (16,5 g) de lipoproteinas ou meios contendo Equex, mas que ambos foram superiores ao
meio diluidor Tris-gema. Ja estudos que associaram a glutamina as lipoproteinas de baixa densidade obtiveram
uma melhora na motilidade espermatica em cédes (6% + 20 mmol de glutamina; Bencharif et al., 2010a) e em
touros (8% + 10 mM de glutamina; Amirat-Briand et al., 2009). Quanto ao uso de crioprotetores, Neves et al.
(2009) verificaram que o etilenoglicol pode substituir o glicerol na preservacdo da motilidade e da integridade,
estrutural e funcional, das membranas em espermatozoides caninos, diferentemente do observado para o
dimetilformamida, na presenga de baixa concentragdo de lipoproteinas (1% p/v).

Consideracdes finais

Os estudos quanto ao uso das lipoproteinas de baixa densidade t€ém mostrado que estas sao capazes de
preservar a motilidade espermatica e a integridade de suas membranas, além da capacidade fecundante, em
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substitui¢do a gema do ovo. Esse sucesso ¢ alcangado utilizando-se concentragdes espécie-especificas, com
possivel adicdo de substancias complementares ao meio diluidor. Sua metodologia de extracdo é facil, porém
deve-se atentar para detalhes importantes como o preparo correto das solu¢des quanto ao pH e a molaridade,
bem como assegurar a precipitacdo de proteinas para que as lipoproteinas de baixa densidade, obtidas ao final,
apresentem alto grau de pureza.
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