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Resumo: O presente trabalho tem como objetivo analisar o uso
de lipossomas e lecitina de soja no processo de criopreservacio
de sémen, com foco na espécie suina. Pois a utilizacio do sémen
criopreservado na suinocultura representa 1% apenas, por causa
dos danos que ocorrem durante o processo de criopreservagao, no
qual passa por trés etapas antes de ocorrer o congelamento, com a
diminui¢io da temperatura. Dessa forma, ocorrem alteragoes fisicas
e quimicas dos espermatozoides, deixando-os suscetiveis a sérios
danos causados pelo frio. Além disso, a redugio da temperatura,
leva a mudanga de fase fluida para a fase gel, ocorrendo uma maior
desidratagio celular, decorrente da remogao de moléculas polares dos
fosfolipidios, acarretando em alteragdes de funcionalidade. Diante
disso, busca-se novos crioprotetores, antioxidantes para reduzir/
reparar os danos aos espermatozoides de suinos desde do processo de
refrigeracdo até o processo de descongelamento do sémen. Destaca-
se os lipossomas, que sao vesiculas coloidais compostas de lipideos
anfipdticos que em excesso de dgua se agregam formando bicamadas
lipidicas esféricas com compartimento interno aquoso, podendo
carregar antioxidantes, ATP. No entanto, eles podem ser fabricados
de diferentes fosfolipidios, desde da gema de ovo até lecitina de soja,
e até mesmo o processo de fabricagiao podem ser diferentes. Nota-se
que a utilizagdo de lipossomas no processo de criopreservagio de
sémen, é uma alternativa para evitar/reparar os danos que ocorrem
aos espermatozoides durante esse processo.

Palavras-chave: Antioxidantes. Células Espermdticas. Fosfolipidios.
Lecitina de soja.

Abstract: The present study aims to analyze the use of liposomes
and soy lecithin in the process of semen cryopreservation, with a
focus on the swine species. The use of cryopreserved semen in pig
farming represents only 1%, due to the damages that occur during
the cryopreservation process, which undergoes three stages before
freezing, with a decrease in temperature. As a result, physical and
chemical changes occur in the sperm, making them susceptible to
serious damage caused by the cold. Furthermore, the reduction in
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temperature leads to a change in fluid phase to gel phase, resulting
in greater cellular dehydration, resulting from the removal of polar
molecules from phospholipids, leading to functional changes.
Therefore, new cryoprotectants and antioxidants are sought to
reduce/repair the damage to pig sperm from the cooling process
to the semen thawing process. Liposomes are highlighted, which
are colloid vesicles composed of amphipathic lipids that, in excess
water, aggregate to form spherical lipid bilayers with an aqueous
internal compartment, and can carry antioxidants, ATP. However,
they can be made from different phospholipids, from egg yolk to
soy lecithin, and even the manufacturing process can be different.
It is noted that the use of liposomes in the process of semen
cryopreservation is an alternative to prevent/repair the damage that
occurs to sperm during this process.

Keywords: Antioxidants. Spermatic cells. Phospholipids. Soy
lecithin.

Introducao

O Brasil é o quarto maior produtor de carne suina, dados recentes de 2021 apontam uma
producio de 4,701 milhoes de toneladas de carne e 2.015.000 matrizes alojadas. E para termos
chegado a esses ndmeros, os suinocultores utilizam tecnologias de ponta, entre elas podemos
destacar a utiliza¢do da inseminagao artificial. Praticada mundialmente, é a biotecnologia mais
aplicada e eficaz na reproducio de suino, e alcangou um alto grau de eficiéncia na maioria
dos principais paises produtores de carne suina e contribui muito para a satide do rebanho e
o progresso genético (Waberski; Riesenbeck ez /., 2019). Sendo mundialmente difundida em
mais de 90% dos paises produtores de carne suina (Rodriguez-Gil; Estrada, 2013; Knox, 2015;
Yeste, M., 2016). No Brasil a propor¢ao de acasalamento por I.A é 95%, percentual semelhante
aos outros maiores produtores de suinos, como na Unido Europeia, segundo maior produtor de
suinos, tem o mesmo percentual do Brasil, que é o quarto lugar (Waberski; Riesenbeck ez al.,
2019). No entanto, a maioria das inseminacoes artificiais (I.A) ocorre com utilizando sémen
diluido e acondicionado no estado liquido entre 15 e 18°C por um periodo até cinco dias
(Bianch; Madeira ez al., 2011), diferente das demais espécies como a bovina que é comumente

utilizada a criopreservagao.

A nao utilizagio do sémen criopreservado deve-se ao processo de congelamento-
descongelamento, que afeta as células espermdticas, tendo uma capacidade de fertilizagao muito
menor quando comparado ao sémen resfriado (Knox, 2015). Consequentemente, apenas 1%
das I.A sdo realizada com sémen criopreservado (Yeste, 2015), sendo considerada extremamente
baixas quando comparamos com outras espécies. Isso mostra que o uso da criopreservagio do
sémen suino enfrenta grandes desafios, como danos estruturais e funcionais as membranas
espermdticas, oxidagao dos lipidios e do material genético, alteragao na estrutura e organizacio
da membrana plasmidtica (Johnson; Weitze ez 4l., 2000), ocasionando a diminui¢io do ndmero

de leitoes por leitegada.
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A utilizagdo do sémen criopreservado na suinocultura, esti restrito a empresas
produtoras de genética para a producio de bancos de genes, e comercializagao de genética no
mercado internacional (Saravia; Wallgren ez a/., 2009). Por outro lado, estudos buscam reduzir
os danos provocados pelo processo de criopreservacio (Yeste; Rodriguez-Gil er al., 2017).
Dentre desses estudos podemos destacar o processo denominado holding time (HT), no qual o
sémen ¢ refrigerado a 15 °C por no minimo trés horas (Yeste; Estrada ez a/., 2014). Sendo que
esse processo HT pode ser alterado com o objetivo de melhorar os parimetros da qualidade
espermdtica (Casas; Althouse, 2013; Tomds; Gémez-Ferndndez er al., 2014). Ainda outros
estudos buscam adicionar diferentes antioxidantes (Yeste; Estrada ez /., 2014) e recentemente
pesquisas buscam estudar a aplicacoes de nanomateriais na reproducio, através da entrega
direcionada de substincias a uma célula como: antioxidantes, antimicrobianos (Saadeldin;
Khalil ez al., 2020b). Os lipossomas (LIPO) sio os destaques que atuam evitando/reparando
danos que ocorrem nos espermatozoides durante a criopreservacao (Yeste, 2017). Os quais sao
misturas em que as particulas dispersas tém um didmetro compreendido entre um nanémetro e
um micrometro, formadas pela automontagem de lipidios anfifilicos que em excesso de dgua se
agregam formando bicamadas lipidicas e encerrando compartimentos aquosos (Balbino; Aoki ez
al., 2013; Taouzinet; Fatmi et al., 2021).

Os LIPO vem sendo empregados nos processos de criopreservacio pela sua
biocompatibilidade, nio toxicidade, potencial de libera¢ao sustentada, capacidade de atuar
como veiculo para compostos hidrofébicos e hidrofilicos (Moraes; Carvalho ez al., 2013).
Incorporando lipidios exdgenos na membrana dos espermatozéides (He; Bailey ez al., 2001;
Mehdipour; Daghigh Kia ez al, 2017), ou serem carreadores de antioxidantes (Michelon;
Mantovani; ez al., 2016), melhorador da regeneragio da membrana plasmdtica durante o

processo de congelamento-descongelamento (Saadeldin; Khalil ez a/., 2020a).

Além de ter vantagens em relagio ao low-density lipoprotein (LDL) é a possibilidade
de encapsular outras moléculas e serem semissintético (Saadeldin; Khalil ez /., 2020b). Vem
favorecer a transferéncia de lipidios e colesterol, levando ao rearranjo dos componentes da
membrana celular, modificando as propriedades fisico-quimicas da membrana, resultando
na melhoria da criotolerincia dos espermatozoides (Ropke; Oldenhof ez 4/, 2011; Sullivan;
Saez, 2013). Diante dessas questoes, o presente trabalho tem como objetivo e analisar o uso de

lipossomas e lecitina de soja no processo de criopreservagao de sémen, com foco na espécie suina.

Metodologia

Esta revisao metodolédgica tem como objetivo analisar o uso de lipossomas e lecitina
de soja no processo de criopreservacio de sémen, com foco na espécie suina. Para isso, foram
consultados os principais bancos de dados eletronicos, como PubMed, Scopus, Web of Science,
CAFe do Periédicos Capes e Sciencedirect. Foram utilizados termos de pesquisa como “lipossomas
na criopreservagao de sémen suino”, “lipossomas na criopreservacao de sémen” e “lecitina de soja

na criopreservagao de sémen suino” e “lecitina de soja na criopreservagao de sémen”.
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A pesquisa foi refinada para o periodo de 2010 até o presente momento e os artigos
selecionados foram em lingua portuguesa e inglesa. Inicialmente, serao abordadas de forma
resumida as principais alteragdes que ocorrem nos espermatozoides de suinos durante a

criopreservagio, seguido do uso de lipossomas e lecitina de soja no processo de criopreservagio.

Resultados e discussoes

Embora o uso de sémen suino criopreservado traga muitos beneficios como criagao de
bancos de genética, difusao de material genético entre outros, mas menos de 1% das inseminagoes
artificiais usam essa biotecnologia (Waberski; Riesenbeck ez 4/, 2019), devido a redugio da

fertilidade do sémen, taxa de prenhez e tamanho da ninhada (Monteiro; Torres e al., 2022).

Isso ocorre, por causa do processo de diminuigao da temperatura que o sémen de suino
¢ submetido, desde do momento da coleta até o congelamento. Sendo diluido e resfriado em
trés etapas, a primeira logo ap6s a coleta e dilui¢ao, onde permanece a temperatura ambiente por
1,5h (Almlid; Stavne ez al., 2007). Em seguida o sémen ¢ refrigerado 4 15 °C por no minimo
3 horas (periodo denominado holding time [HT] (Yeste; Estrada ez al., 2014). Apds ocorre a
centrifugacdo, e o pellet obtido ¢ adicionado diluente a base de gema de ovo e armazenado a
5°C para depois ocorrer o envase e congelamento (Eriksson; Vazquez ez al., 2001). Sendo todo

esse processo difere de outras espécies domésticas em que ¢ utilizada a diluicao em duas etapas
(Torres; Pedrosa et al., 2021).

Durante todo esse processo para realizar a criopreservagio, ocorre alteragoes fisicas
e quimicas dos espermatozoides, deixando-os suscetiveis a sérios danos causados pelo frio
(Shen; Jiang ez al., 2016). Ocasionando mudangas nos espermatozoides durante uma dessas
trés etapas, no qual a reducio da temperatura, leva a mudanga de fase fluida para a fase gel,
ocorrendo uma maior desidrata¢io celular, decorrente da remocio de moléculas polares dos
fosfolipidios, acarretando em alteragdes de funcionalidade (Oldenhof; Friedel ez al, 2010),
ocasionando crioinjarias nas células (WmM; A. er al., 2000; Yeste, 2016). Também ocorre
alteracoes na estrutura celular, aumentando os distirbios da membrana, no efluxo de colesterol,
e essas alteragoes sao semelhantes a capacitacio do espermatozoide (Pezo; Yeste ez al., 2021). Por
consequéncia, ocorre a diminui¢ao do potencial fertilizante dessas células apés a descongelagao

diminuindo o nimero de leitoes por leitegada (Johnson; Weitze ez al., 2000).

Outro fator que o espermatozoide de suino tem como desvantagem, é possuir baixa
relagdo esterol/fosfolipidio, ocasionando uma maior sensibilidade ao frio quando comparado
com outras espécies (Yeste; Rodriguez-Gil ez al., 2017; Paschoal; Luther ez al., 2020). Além de
ocorrer uma super producao de espécies reativas de oxigénio (ROS), levando a causar lesoes pelos
danos provocados pela super peroxidagao (Shen; Jiang er al., 2016). Para evitar a ocorréncia de
danos aos espermatozoides, utiliza-se crioprotetores como o caso da gema de ovo (GO), utilizado
numa variedade de espécies (Alonso; Castafieira ez al., 2021). Pois esta possui lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) que irdo interagir com as proteinas BSP presentes no plasma seminal e
minimizar a remog¢ao de lipidios da membrana espermitica, o que influencia positivamente a

preservacao dos espermatozoides (Goode; Ellse ez al., 2018). Por essas questdes ela torna-se um
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dos crioprotetores externos mais utilizados em protocolos para congela¢ao de sémen ou quando

se utiliza sémen resfriado abaixo de 15 °C.

A partir da gema de ovo, comegou-se a estudar diversas abordagens para a protecio dos
espermatozoides, incluindo o uso de diferentes extensores, agentes crioprotetores, antioxidantes
e componentes nutricionais (Saadeldin; Khalil ez 2/., 2020b). Mais recentemente, vérios estudos
tem buscado estudar as aplicagoes de nanomateriais na reproducao, através da entrega direcionada
de substincias a uma célula como: antioxidantes, antimicrobianos (Saadeldin; Khalil ez 4/,
2020b). Dentro das estratégias utilizando nanomateriais, estd a utilizagao de lipossomas (LIPO)

para evitar ou reparar os danos que ocorrem nos espermatozoides durante a criopreservagao.

Vantagens do uso dos Lipossomas:

Como eles sao vesiculas coloidais compostas de lipideos anfipdticos que em excesso de
dgua se agregam formando bicamadas lipidicas esféricas com compartimento interno aquoso
(Balbino; Aoki ez al., 2013; Taouzinet; Fatmi ez al., 2021). Com isso, o processo de fabricagio
pode ocorrer de diversas maneiras, que vao da questao metodoldgica até o tipo de lipidio utilizado.
E dentro desse processo, existe a possibilidade do uso de lipidios com vérios comprimentos de
cadeia acil, que gera um fosfolipidio comercial como: DSPC (18:0), DPPC (16:0), DMPC
(14:0) ou DLPC (12:0) (Ropke; Oldenhof et al., 2011). Mas os custos de aquisigao desses
fosfolipidios comerciais tornam-se as vezes invidveis seu uso, com isso os mais utilizados sao os
fosfolipidios que podem ser extraidos da lecitina de soja ou nio da gema de ovo (Michelon; ez
al., 2016) ou ainda podemos produzir lipossomas a partir da gema do ovo, pois 0 mesmo possui

o mesmo componente da lecitina ou ainda, a combinagao de ambos (Rpke; Oldenhof ez al.,
2011).

Os lipossomas, possuem grande aplicabilidade na industria de alimentos devido a sua
biocompatibilidade, nao toxicidade, potencial de libera¢ao sustentada, entre outras caracteristicas
(Michelon; ez al., 2016). Com essas vantagens, que sao bastante exploradas nas pesquisas na drea
de alimentos, estudos recentes apontam que eles tém a capacidade de atuar como veiculo para
compostos hidrofébicos e hidrofilicos (Moraes; Carvalho ez a/., 2013). Com essa possibilidade,
pesquisas apontam que hd possibilidade de incorporar moléculas de adenosina trifosfato (ATP),
lipidios exdgenos (Mehdipour; Daghigh Kia ez a/., 2017), e ainda podendo entregar nutrientes e
drogas aos tecidos-alvo (Antimisiaris; Mourtas e al., 2018; Mortazavi, S. H.; Eslami, M. ez al.,
2020) com isso, estuda-se as possibilidades da incorporagao deles no processo de criopreservacao

do sémen em diversas espécies.

Diante dessas vantagens, o seu uso no processo de criopreservagio seminal, os
lipossomas conseguem incorporar moléculas de ATP e ainda lipidios exégenos na membrana
dos espermatozdides (He; Bailey ez al., 2001; Mehdipour; Daghigh Kia ez 4/, 2017), podem
ser carreadores de antioxidantes como f§ caroteno (Michelon; Mantovani ez 4/., 2016), licopeno
(Najafi; Taheri ez al., 2018) e quercetina (Najafi; Kia ez al., 2020). Com essas incorporagoes,

podemos ter melhora de alguns pardmetros espermdticos como aumento na: motilidade total
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e progressiva, viabilidade, integridade da membrana plasmdtica e atividade mitocondrial em

espermatozoides de galos (Saadeldin; Khalil ez a/., 2020b).

Como eles podem ser carreadores de lipidios, hd a possibilidade do uso dos lipossomas
carregados com lipidios, como a lecitina (Mehdipour; Daghigh Kia ez 4/, 2017), com isso
possibilita a melhora da eficdcia da regeneracao da membrana plasmadtica de espermatozoides de
carneiros (Saadeldin; Khalil ez /., 2020b). Outro ponto favordvel, é suas vantagens em relagio a
LDL, é a possibilidade de encapsular outras moléculas e serem semissintético (Saadeldin; Khalil
et al., 2020b).

Também podem facilitar a transferéncia de lipidios e colesterol, levando ao rearranjo dos
componentes da membrana celular, modificando as propriedades fisico-quimicas da membrana,
resultando na melhoria da criotolerincia dos espermatozoides (Ropke; Oldenhof ez al., 2011;
Sullivan; Saez, 2013). Consequentemente, novas pesquisas surgem buscando empregar os
lipossomas no processo de criopreservacio do sémen em diversas espécies. Em equinos como
aditivos crioprotetores (Pillet, Elodie; ez 2/, 2012; Medina-Leén; Dominguez-Mancera ez al.,
2019), bafalo (Kumar; Sainl ez 4/, 2015), ovinos (Luna-Orozco; Gonzilez-Ramos et /., 2019;
Mafolo; Pilane ez al., 2020; Mortazavi, S.-H.; Eslami, M. ez al., 2020), suinos (He; Bailey ez al.,
2001), e bovinos (Ropke; Oldenhof ez al., 2011).

Origem dos fosfolipidios usados na fabricagdo dos lipossomas:

Dentre esses trabalhos citados anteriormente encontramos um ponto que merece
destaque, a origem dos fosfolipidios usados na fabricagio dos lipossomas nao é comum a todos.
Sendo que alguns utilizam fosfolipidios comerciais e lipidios extraidos da membrana da cabeca
do espermatozoide, ou seja, teremos um lipossoma de origem animal (He; Bailey ez a/., 2001);
fosfolipidios comerciais puros como 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC; 18:1)
entre outros (Ropke; Oldenhof ez a/., 2011), fosfolipidios produzidos a partir do leite de soja
(El-Keraby; Osman ez al., 2010).

Como citado anteriormente, temos uma grande possibilidade de uso de fosfolipidios de
origem animal, como a base da gema de ovo, da cabeca do espermatozoide, etc... Como o caso do
uso de diluentes que s3o usados no processo de criopreservacio do sémen, produzidos a partir da
gema de ovo apresenta inimeras desvantagens. Como ocorrer uma ampla gama de variabilidade
na composicao da gema, o risco de transmissao de doengcas e ainda a contaminacao bacteriana,

com isso podendo prejudicar a qualidade do sémen (Anzar; Rajapaksha ez a/., 2019b).

Além disso, podemos obter fosfolipidios de forma sintética, com isso podemos ter
diferentes propriedades quimicas e fisicas (termofisica, comprimento de cadeia e saturagio)
que podem ajudar na crioproteao da célula espermdtica. Nesse sentido, Ropke; Oldenhof
et al. (2011) avaliaram diferentes tipos de lipossomas na criopreservagao seminal de bovinos,
entre os compostos utilizados na fabricagao dos lipossomas, destaque foram para o dioleoil-
glicerofosfocolina e dioleoil-glicerofosfoglicerol, que proporcionou maior sobrevivéncia pds-
descongelamento e maior motilidade progressiva. Em outro estudo, Pillet, E.; Labbe, C. ez 4.

(2012) utilizando lipossomas com uma mistura de fosfatidilcolina de ovo e fosfatidiletanolamina
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(denominados E80-lipossomas) foram eficientes na preservagio da motilidade espermdtica pés-
descongelamento em equinos. Esses trabalhos utilizaram fosfolipidios de origem animal, forma

sintética ou ambos juntos.

Mas como se tem a questao do nio uso de produtos de origem animal, atualmente existe
uma 4nsia da busca do nao uso de material de origem animal nos produtos que fazem parte do
processo de criopreservacio do sémen, faz-se necessirio explorar novas alternativas da obtenc¢ao
de fosfolipidios de origem vegetal (El-Keraby; Osman ez a/., 2010). Com isso, eles vém sendo
uma alternativa estudada no processo de fabricacio de lipossomas e sua utiliza¢io no processo de
criopreservagdo, por serem livres de contaminagao quando comparamos aos de origem animal
(Qureshi; Rehman ez al., 2014).

E dentro dessa busca de obtencao de fosfolipidios de origem vegetal para produgio
de lipossomas, a lecitina de soja vem apresentando resultados satisfatérios com a melhora da
regeneracio da membrana plasmdtica durante o processo de congelamento-descongelamento
de espermatozoides de carneiro (Saadeldin; Khalil ez 2/, 2020b). No uso dela como agente
crioprotetor de espermatozoides de bovinos, resultou um efeito protetor contra o estresse
oxidativo durante a criopreservagio e conseguiu preservar a motilidade e integridade da

membrana plasmadtica (El-Keraby; Osman ez 4/, 2010).

Além da pesquisa com sémen de bovinos, outras pesquisas com sémen de suinos,
carneiros, cdes, veados e camelos (El-Keraby; Osman ez 4/, 2010; Anzar; Rajapaksha ez al.,
2019a; Bustani; Baiee, 2021). O uso da lectina de soja, é por possuir componentes ativos como o
dcido oleico, dcido palmitico, dcido estedrico e fosfatidilcolina, ambos sdo inteiramente idénticos
a gema de ovo (Layek; Mohanty ez al., 2016). Sendo que os fosfolipidios, presente na lectina de
soja, s20 0s mesmos que estao na maioria das membranas biol6gicas de mamiferos e conferem

estabilidade fisica as células espermdticas (Oke; Jacob ez al., 2010).

Com isso, vdrios estudos jd buscaram avaliar o uso de lectina de soja na criopreservacio de
sémen, em substitui¢do a gema de ovo (Hermansson, Ulrika; Johannisson, Anders ez al., 2021).
E um dos componentes da lecitina de soja, estd a fosfatidilcolina, um fosfolipidio que apresenta
os componentes semelhantes a gema do ovo, e traz um excelente potencial antioxidante (Judde;
Villeneuve ez al., 2003).

No entanto, ¢ dificil tirar quaisquer conclusées sobre as concentragoes ideais de lecitina
de soja para criopreservagao de sémen ou se a concentragao ideal pode variar com o tipo de
lecitina (Hermansson, U.; Johannisson, A. ez al., 2021). Além disso ocorre grande variagao nos
extensores a base de lecitina usados em estudos anteriores, tornando dificil compara-los entre si,
como o a quantidade de fosfatidilcolina utilizadas em experimentos anteriores (Hermansson, U.;
Johannisson, A. et al., 2021).

De acordo com Saadeldin, Khalil et al. (2020b), os lipossomas a base de fosfolipidios,
como a fosfatidilserina, dioleoilfosfatidilcolina, fosfatidilcolina, dipalmitoilfosfatidilcolina e
dimiristoilfosfocolina, juntamente com 4cidos graxos saturados e insaturados, tém a capacidade
de se fundir com a membrana plasmdtica do espermatozoide e reduzir os danos decorrentes

do processo de congelamento-descongelamento. Quando usados no sémen de bovinos,
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ocorre menor dano ao acrossomo e maior percentual de espermatozoides vidveis com menor
desproporcao lipidica (Miguel-Jimenez; Rivera Del Alamo ez 4/., 2020). Ainda outros estudos
mostram interacdo entre os lipossomas e as células, facilitando a transferéncia de lipidios e
colesterol, causando um rearranjo dos componentes da membrana celular, com isso prevenindo
danos a célula espermdtica (Ropke; Oldenhof ez 4/, 2011). J4 em sémen de perus, ocorre uma

incorporagao de fosfolipidios nas membranas espermdticas (Long; Conn, 2012).

Além desses beneficios a célula espermadtica, os lipossomas conseguem atuar como
carreadores de produtos, como os antioxidantes (Saadeldin; Khalil ez 4/, 2020b). Ajudando
na prevencio dos efeitos negativos em células espermdticas de suinos que sio causados pelas
mudancas de temperatura e na osmolaridade dos meios de congelamento, hd aumento da
produgio de radicais livres, principalmente peréxido de hidrogénio (H,O,) (Trzcifiska; Bryta ez
al., 2015; Gupta; Finelli ez a/., 2021). Levando & peroxidagao lipidica e a ocorréncia de alteracoes
do tipo apoptética e oxidagao do DNA (Fraser; Strzezek et al., 2014; Trzcifiska; Bryta er al.,
2015).

Esse processo ¢ decorrente do alto teor de dcidos graxos insaturados na membrana
plasmdtica e nimero reduzido de mecanismos antioxidantes, os chamados ROS (Soares; Brito ez
al., 2021). Além de apresentar uma menor relagao de colesterol/fosfolipidios (Yeste; Rodriguez-
Gil ezal., 2017). Diante desses problemas, o uso de lipossomas como carreadores de antioxidantes
e de colesterol poderd ajudar na incorporacio de fosfolipidios junto a membrana plasmdtica,
deixando a membrana mais resistente aos danos oxidativos causados por espécies reativas de
oxigénio (ROS).

A adi¢ao de antioxidantes ao diluente é uma estratégia vidvel para minimizar os danos
causados pelo estresse oxidativo nos espermatozoides suinos, devido a sua menor concentragao
natural de antioxidantes em comparacio aos espermatozoides de bovinos (Lee; Kim, 2018).
Dentre os antioxidantes em estudo, o 4cido rosmarinico tem demonstrado resultados promissores
(Feng; Lv et al., 2020), assim como diferentes carotenoides que tém sido utilizados com sucesso

para proteger os espermatozoides suinos durante a criopreservacio (Lee; Kim, 2018).

Os carotenoides sao pigmentos naturais lipossoltveis encontrados em plantas, bactérias
e fungos, com propriedades antioxidantes amplamente utilizadas na industria alimenticia,
cosmética e farmacéutica (Kirti; Amita et al., 2014; Tizkar; Kazemi et al., 2015). Dentre os
carotenoides, o [3-caroteno é um membro importante da familia, encontrado em diversas frutas e
vegetais (Michelon; Mantovani; et al., 2016). O [-caroteno possui atividade biolégica relevante
devido a sua capacidade de atuar como provitamina A, oferecendo beneficios potenciais a satde,
como fortalecimento do sistema imunolégico e reducio do risco de doengas degenerativas
(Michelon; De Matos De Borba et al., 2012). Adicionalmente, o [3-caroteno demonstra um

grande potencial antioxidante quando incorporado a lipossomas (Michelon; Mantovani; et al.,

2016).

No entanto, existe uma grande divergéncia no quesito de fabrica¢ao dos lipossomas, como
metodologias empregadas para sua fabricacio, as quais podem ser usados solventes orginicos

como etanol (MICHELON; ez al., 2016), pela ruptura das membranas plasmdticas via sonica¢io
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(Stremersch; Vandenbroucke ezal., 2016). Ainda tem a questao dos lipidios utilizados para fabrica-
lo, os quais gera intimeras possibilidades, nessa conjuntura alguns trabalhos utilizam fosfolipidios
comerciais e lipidios extraidos da membrana da cabeca do espermatozoide (HE; BAILEY ez al.,
2001), fosfolipidios comerciais puros como 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC;
18:1) entre outros (Ropke; Oldenhof ez al., 2011), fosfolipidios produzidos a partir do leite
de soja (El-Keraby; Osman ez al., 2010) e até mesmo a fosfatidilcolina obtida da gema de ovo
(ROPKE; OLDENHOF et al., 2011).

Mas a crescente preocupagao com a questio da utilizagido de produtos livres de
contaminagio, surge a necessidade de substitui¢io por produtos de origem vegetal (Qureshi;
Rehman ezal., 2014) Além disso, quando se utiliza a gema de ovo existe uma gama de variabilidade
na composicao da gema, risco de transmissao de doengas e contaminagio bacteriana (Anzar;
RajapakshA ez al., 2019a). Por essas questoes, atualmente estdo sendo utilizado fosfolipidios
obtidos da lecitina de soja por apresentar um baixo custo de produgao e padronizagao (Medina-

Ledén; Dominguez-Mancera ez al., 2019).

Outro ponto, ¢ o custo de fabricacio dos lipossomas, os fosfolipidios naturais purificados
custam por volta de € 980/g (Euros) (+ R$5.500) um valor extremamente alto, ¢ a alternativa
¢ a utilizacao dos nao purificados, com custo de 10% desse valor do puro (YOKota; MoraES
et al., 2012). Na questao do processo de fabricagao dos lipossomas, no qual dependendo da
metodologia empregada pode ser oneroso os custos da fabricacdo, sendo que normalmente se

utiliza solventes orginicos para sua fabricagao (Gonnet; Lethuaut ez 2/, 2010).

Uma técnica frequentemente empregada nesse processo ¢ a inje¢ao de etanol, um
solvente organico que ¢ amplamente aceito em aplicagdes farmacoldgicas e de processamento
de alimentos (Michelon; Mantovani; et al., 2016). No entanto, é importante destacar que ¢é
necessrio que ocorra a evaporacio desse solvente organico, apds a aplicagao dos lipossomas aos

espermatozoides, para evitar danos aos mesmos e preservar sua viabilidade.

Consideracgoes finais

Embora a utilizagao de lipossomas na criopreservacio de sémen possa ser uma alternativa
promissora para prevenir ou reparar danos nos espermatozoides durante esse processo, ¢é
importante ter cautela na sua aplicabilidade. E notdvel a variagio nos resultados dos estudos
disponiveis, que diferem em termos de fosfolipidios utilizados na fabrica¢ao, bem como nas
metodologias adotadas. Portanto, mais pesquisas sao necessdrias para determinar a eficicia e a

seguranca desses lipossomas em diferentes condigoes e cendrios de criopreservacao de sémen.
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