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Resumo

A criopreservacdo de sémen & uma biotécnica importante para a reprodugdo e manutencdo da
diversidade genética de animais selvagens. Apesar dos avancos ja alcancados, evidencia-se a necessidade de
novos estudos vislumbrando o uso de novas substancias que possam oferecer maior protecdo a célula
espermatica. Para tanto, este trabalho apresenta uma revisdo no tocante as inovagdes a serem incorporadas como
alternativas, no intuito de aprimorar os protocolos de criopreservagdo de sémen de animais selvagens.
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Abstract

The semen cryopreservation is an important biotechnique for the reproduction and maintaining of the
genetic diversity in wild animals. Despite the improvements reached in the use of this biotechnique, there is a
highlighted need for studies that show the use of new substances, which could contribute to sperm protection.
Thus, this study presents a review about innovations that could be incorporated as alternatives for the
improvement of protocols for semen cryopreservation in wild animals.
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Introducdo

A conservacao de espécies ameagadas baseia-se em projetos in situ, realizados em ambiente natural, e
ex situ, realizados in vivo com manutencdo de animais em cativeiro e/ou in vitro, pela formacdo de bancos de
germoplasma (Domingues et al., 2011). Tais estratégias sdo importantes para reprodugdo de animais selvagens e
manutencdo da diversidade genética, permitindo, por meio da formacao dos criobancos, a superacdo do tamanho
limitado das reservas e dos zool6gicos (Wilson, 1997).

A criopreservagdo, porém, expde 0s espermatozoides a situacBes de estresse, sendo necessario o
desenvolvimento de protocolos adequados, que permitam sua preservagdo por curtos (resfriamento) ou longos
periodos (congelagdo). O ajuste desses protocolos requer o estudo de fatores que podem afetar o sucesso da
criopreservacdo, como a formulagdo de diluentes adequados as caracteristicas inerentes a cada espécie, haja vista
que tais caracteristicas podem variar, ndo possibilitando a extrapolagdo direta de uma espécie para outra. Assim,
esta revisdo apresenta diferentes alternativas para o aperfeicoamento de protocolos de criopreservacdo de
espermatozoides em espécies selvagens, apresentando inovagdes acerca de diluentes, crioprotetores e aditivos
que poderiam contribuir para elevacdo da taxa de sobrevivéncia espermatica.

Diluentes alternativos

Um diluente para sémen deve apresentar acdo tamponante, uma combinacdo ajustada de nutrientes, ser
de baixo custo, oferecer protecdo contra danos causados pelas mudancas de temperatura, e proporcionar
estabilidade dos sistemas enzimaticos e integridade da membrana plasmatica (Amann e Pickett, 1987). Dentre 0s
diluentes mais utilizados, destaca-se aquele a base de Tris (tris-hidroximetil-aminometano), utilizado em coiotes
(Canis latrans; Minter e DeLiberto, 2005), felinos (Prionailurus viverrinus; Thiangtum et al., 2006), cées
africanos (Lycaon pictus; Johnston et al., 2007), macacos-prego (Cebus apela; Oliveira et al., 2011) e catetos
(Pecari tajacu; Silva et al., 2012). Outra op¢do tem sido o diluente & base de TES (&cido sulfénico N-tris-
hidroximetil-metil-2-aminometano), descrito para ursos (Ursus thibetanus japonicus; Okano et al., 2006) e linces
pardos (Lynx rufus; Gafian et al., 2009). Uma associacdo entre diluentes a base de Tris e TES (TEST yolk buffer
- TYB) ja foi também utilizada para leopardo-nebuloso (Neofelis nebulosa; Pukazhenthi et al., 2006), sagui-do-
tufo-branco (Callithrix jacchus; Valle, 2007) e pequenos felinos (Felis nigripes e Felis margarita; Herrick et al.,
2010). Além disso, um diluente comercial denominado Bioxcell (IMV, L’Aigle, Franga), inicialmente disponivel
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para bovinos, tem sido também sugerido para conservacdo do sémen de alpacas (Lama Pacos; Vaughan et al.,
2003).

Diluentes a base de agua de coco tém surgido como alternativa e mostrado resultados satisfatorios na
conservacdo de gametas de diversas espécies domésticas (Uchoa et al., 2012). A &gua de coco é composta por
proteinas, sais, aglUcares e minerais. Sua fracdo ativa foi identificada como um fitorm6nio promotor de
crescimento celular, denominado acido 3-indol-acético, conhecido por promover um incremento na conservagao
espermatica em mamiferos (Blume e Marques Jr., 1994). Em animais selvagens, ja foi demonstrado que esses
diluentes séo eficientes para manutencdo da qualidade espermatica em macacos-prego (Oliveira et al., 2011),
catetos (Silva et al., 2012) e cutias (Castelo et al., 2013).

O uso de diluentes contendo lecitina de soja em concentracdes variando de 1% (Forouzanfar et al.,
2010) a 10% (Akhter et al., 2012) tem sido sugerido para ruminantes. Em bovinos, a a¢éo da lecitina proporciona
resultados similares aos obtidos com diluentes a base de Tris-gema de ovo (Papa et al., 2011). Em animais
selvagens, no entanto, ndo existem relatos do uso de diluentes a base dessa substancia, os quais poderiam
também ser uma alternativa para o aperfeicoamento dos protocolos.

Crioprotetores alternativos

O uso de crioprotetores se baseia no principio de que a adi¢do de solutos & 4gua reduz a temperatura de
congelagdo, retardando o aparecimento de cristais de gelo (Karow, 2001). Em animais domésticos, o glicerol e a
gema de ovo sdo rotineiramente utilizados como crioprotetores, sendo efetivamente adaptados a espécies
selvagens como rinocerontes (Ceratotherium sp; Hermes et al., 2005), leopardos-nebulosos (Pukazhenthi et al.,
2006), ursos (Ursus arctos; Okano et al., 2006), impalas (Aepyceros Melampus; Chatiza et al., 2011) e macacos-
prego (Oliveira et al., 2011).

Apesar dos efeitos benéficos, o glicerol apresenta certa toxicidade as células, sendo necessaria a
identificacdo de sua concentracdo ideal para cada espécie (Holt, 2000). Como exemplo, em catetos, Alves et al.
(2012) avaliaram o uso do glicerol (3 e 6%) e da gema de ovo (5, 10 e 20%) para criopreservacdo do sémen e
verificaram que a associagdo de 20% de gema com 6% de glicerol apresentou melhores resultados. Ainda, outros
crioprotetores como o etilenoglicol (Cervus elaphus hispanicus; Fernandez-Santos et al., 2006), dimetilsulféxido
(Macaca mulatta; Si et al., 2004), propilenoglicol (Elephas maximus; Saragusty et al., 2009), e dimetilacetamida
(Dromaius novaehollandiae; Sood et al., 2012) foram testados em espécies selvagens, porém com resultados
menos satisfatorios que aqueles obtidos com o glicerol.

Em contraposicdo aos efeitos benéficos da gema, sabe-se que algumas substancias que a comp8em
dificultam a respiracdo celular, interferindo no sistema de transporte de elétrons nas mitocondrias (Bousseau et
al., 1998). Além disso, por se tratar de um produto de origem bioldgica, o qual poderia propagar microrganismos
patogénicos, alguns paises impdem restricdes a circulagdo de sémen, quando a gema estd presente na
composicad do diluente (Linde-Fosberg, 2001). Desta forma, como a crioprotecdo da gema é promovida pelas
lipoproteinas de baixa densidade (LDL; Bergeron et al., 2004), o uso da LDL purificada surge como uma
alternativa eficiente para criopreservacdo de sémen em cées (Benchariff et al., 2010), equinos (Martin, 2005) e
bovinos (Hu et al.,, 2011). Nas espécies selvagens, porém, a LDL ndo tem apresentado beneficios a
criopreservacdo do sémen conforme demonstrado em macacos rhesus (Dong et al., 2011) e veados (Cervus
elaphus hispanicus), sendo necessarios outros estudos que objetivem a padronizagao de seu uso.

No intuito de reduzir eventuais problemas de contaminacéo e disseminacdo de doencgas causadas por
produtos de origem animal, tém-se buscado substancias de origem vegetal que possam conferir protecdo ao
sémen. O Aloe vera apresenta-se como uma alternativa por possuir, em sua composi¢do, substancias similares
aos crioprotetores convencionais, além de conter diversas propriedades antioxidantes e de regeneracdo celular
(Aires et al., 2003). Os primeiros estudos com a utilizagdo do gel de Aloe vera como diluente seminal para
inseminacdo artificial em ovelhas sdo datados da década de 80 (Rodriguez et al., 1988). Em 2006, Gutiérrez et al.
utilizaram 40% de Aloe vera para congelacdo do sémen ovino e observaram 85% de espermatozoides viaveis
imediatamente ap6s a diluicdo e, com 48 h apds a descongelagdo, a taxa atingiu 60%. Recentemente, 0 uso da
Aloe vera sp. tem sido associado a trabalhos de refrigeracdo de sémen de caprinos (Aguiar et al., 2012) e caninos
(Lima et al., 2013). Nos animais selvagens, no entanto, a Aloe Vera permanece como uma alternativa ainda
inexplorada.

Substancias detergentes

A incorporacdo de substancias detergentes ao meio de congelagdo tem melhorado a qualidade, a
longevidade e a fertilidade dos espermatozoides pés-descongelacdo (Pend et al., 2003). O detergente parece atuar
tanto sobre a gema, solubilizando os fosfolipideos, quanto sobre a membrana espermatica, aumentando a
permeabilidade e, com isso, tem causado reducédo no estresse osmético, o que resulta em aumento na integridade
da membrana e na motilidade p6s-descongelacdo (Maia et al., 2008). Compostos que tém como principio ativo o
dodecil-sulfato de sodio (SDS) tém sido largamente utilizados em espécies domésticas (Maia et al., 2008). Nas
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selvagens, Morton et al. (2010) demonstraram que a presenca de SDS (Equex® STM - Nova Chemical Sales, Scituate
Inc., MA, EUA) na concentracdo de 1% em meios para congelagdo favorece a motilidade, mas afeta negativamente a
integridade acrossomal de espermatozoides de alpacas (Vicugna pacos). Ao contrario, em lhamas (Lama glama; Von
Baer e Hellemann, 1999) e lobos-cinzentos (Canis lupus; Zindl et al., 2006), verificou-se uma melhora nos resultados
de integridade e viabilidade de membrana ap6s a descongelagdo do sémen. Em adigdo, De Mercado et al. (2010)
relataram que o efeito do Equex® STM na criopreservacdo de sémen do porco ibérico (Sus Scrofa domesticus)
depende da concentracéo utilizada, o que instiga pesquisas neste sentido.

Antioxidantes

Os processos de refrigeracdo e congelacdo do sémen podem resultar em lesGes espermaticas causadas
por espécies reativas de oxigénio (EROs), que inviabilizam a célula espermatica para uma posterior inseminagédo
artificial (I1A). Como forma de diminuir esses danos, os antioxidantes fornecem hidrogénio para o radical livre,
promovendo sua estabilizacdo, e interrompendo a reacdo de propagacdo (Swenson e Reece, 1996). Os
antioxidantes sdo classificados em primarios e secundérios. Os primarios incluem os compostos fendlicos poli-
insaturados, e os fenois com impedimento estrutural (butil hidroxianisol - BHA, butil hidroxitolueno - BHT,
butil hidroxiquinona - TBHHQ e tocoferdis). Os secundarios ou sinérgicos sdo classificados de forma genérica
como removedores de oxigénio e complexantes, sendo 0 &cido ascérbico o principal antioxidante desse grupo
(Araujo, 2001).

Em caprinos, demonstrou-se que a adi¢do de antioxidantes, em especial do acido ascorbico e do BHT,
promove melhores resultados de intregridade de membrana, de acrossoma e de viabilidade pds-descongelacéo,
bem como de fertilidade, quando se compara a auséncia desses compostos no meio diluente (Memon et al.,
2012). De fato, antioxidantes como o BHT tém tido ampla utilizacdo para a conservagao espermatica em varias
outras espécies, como bufalos (ljaz et al., 2009) e cdes (Sahashi et al., 2011). Em animais selvagens, até o
presente momento, ndo existem relatos de seu uso.

Consideracoes finais

A criotecnologia tem permitido significativos avancos na preservacdo e multiplicacdo de vérias
espécies. No entanto, o processo apresenta distintas limitagdes, sendo necessarias a evolucéo e a adaptacdo de
diferentes protocolos de criopreservagdo de gametas de acordo com as caracteristicas de cada espécie. De modo
geral, a aplicabilidade dos resultados, tanto no Brasil como no mundo, apesar de estes serem promissores,
apresenta baixa repetitividade, provavelmente devido a ndo padronizacdo de protocolos adequados que garantam
a viabilidade celular.

Nos ultimos anos, tem-se observado um amplo desenvolvimento de substancias adicionadas ao diluente
no processo de criopreservacdo de sémen em animais domésticos. Com base nesta premissa, considera-se
investir no aprimoramento de protocolos que foram eficazes nestes e que possam ser estendidos ao uso em
animais selvagens com a realizacdo de adaptaces necessarias a cada espécie. Dessa forma, esta evolucdo sera
essencial para aumento da eficiéncia dos programas de enriquecimento e manutencdo de germoplasma,
contribuindo para a manutencdo da biodiversidade.
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