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Resumo 

 
A criopreservação é a biotecnologia mais utilizada para a preservação de material genético e uma 

ferramenta indispensável para a disseminação de genética superior. Porém, o sêmen suíno apresenta 
características que resultam em maior sensibilidade às crioinjúrias decorrentes da criopreservação. A 
presente revisão visa atualizar o conhecimento geral sobre as principais estruturas do espermatozoide suíno 
afetadas pelo processo de congelamento e descongelamento, bem como elucidar as alternativas 
biotecnológicas atuais e seus potenciais, frente às melhorias no processo de criopreservação como um todo 
e à aplicação do sêmen suíno congelado. 
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Abstracts 
 

Cryopreservation is the most widely used biotechnology for preserving genetic material and an 
indispensable tool for the dissemination of superior genetics. Still, swine semen has specificities that 
culminate in greater sensibility towards the cryoinjuries occurring in the cryopreservation process. The 
present review aims to update general knowledge on the main sperm structures affected by the freezing-
thawing process, to elucidate the available biotechnological alternatives, and to assess their potential to 
enhance the cryopreservation field and the application of frozen swine semen.  
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Introdução 
 

A criopreservação de sêmen representa uma das estratégias mais utilizadas para a conservação de 
material genético a longo prazo em espécies domésticas, possibilitando a formação de bancos genéticos e o 
controle sanitário ao reduzir a movimentação de germoplasma entre países. Diferentemente do sêmen 
refrigerado, cuja viabilidade é limitada a poucos dias, o sêmen criopreservado pode ser armazenado por tempo 
indefinido, desde que respeitadas as boas práticas de conservação, o que permite maior flexibilidade logística e 
sanitária. 

Apesar dessas vantagens, sua aplicação comercial da tecnologia de sêmen congelado na 
suinocultura ainda é extremamente limitada, sendo utilizado em uma fração muito restrita das inseminações 
artificiais (IA). Um dos fatores limitantes à adoção em maior escala desta tecnologia é seu impacto negativo 
sobre a funcionalidade espermática após o descongelamento, o que pode reduzir indicadores reprodutivos, 
tais como a taxa de parto e o total de nascidos. Esses efeitos decorrem devido as características intrínsecas 
do espermatozoide suíno e de sua sensibilidade a múltiplos estresses físicos, químicos e biológicos impostos 
durante o processo de criopreservação. 

Nesse contexto, a melhor compreensão da fisiologia espermática torna-se necessária para o 
desenvolvimento de biotecnologias voltadas a mitigar os principais problemas da criopreservação de sêmen 
suíno, o que se reflete em melhorias no desempenho reprodutivo. Além disso, entende-se que, embora ainda não 
atenda plenamente às demandas produtivas isoladamente, há a possibilidade de sua integração a outras 
biotecnologias reprodutivas capazes de compensar, pelo menos em parte, suas limitações. Esta revisão tem 
como objetivo abordar a fisiologia espermática concomitante a estratégias de mitigação dos mecanismos 
de crioinjúria no espermatozoide suíno, bem como biotecnologias integradas que possam ampliar e 
viabilizar o uso de sêmen suíno congelado. 

 
Criopreservação de sêmen 

 
Descoberta em 1949 por Polge et al. (1949) a criopreservação espermática se baseia na redução 
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gradual da temperatura até o armazenamento do sêmen, geralmente em nitrogênio líquido a -196 °C. Ocorre 
que o processo de criopreservação induz várias mudanças físicas e químicas na célula espermática, que 
podem levar a danos mecânicos nas membranas celulares, recristalização no descongelamento e 
desnaturação de proteínas. Essas injúrias prejudicam, em graus variados, os parâmetros de qualidade 
espermática e, consequentemente, a capacidade fertilizante do espermatozoide. 

Durante o processo de criopreservação, os espermatozoides são expostos a diferentes faixas 
críticas de temperatura, cada uma associada a mecanismos específicos de dano celular. Na espécie suína, a 
faixa entre aproximadamente 15 °C e 5 °C é considerada particularmente sensível devido ao fenômeno de 
choque térmico (cold shock), que compromete a integridade estrutural da célula. Em seguida, durante a 
passagem por temperaturas negativas, especialmente entre −5 °C e −35 °C, ocorrem os principais danos 
associados ao congelamento, caracterizados pela formação de gelo extracelular, pelo aumento da 
osmolaridade do meio e pela consequente desidratação celular (Yeste, 2016). 

Assim, a taxa de refrigeração desempenha um papel determinante na dinâmica do movimento da 
água através da membrana espermática. Em velocidades de resfriamento mais baixas, há tempo suficiente 
para a saída de água do meio intracelular, resultando em desidratação celular e na formação predominante 
de cristais de gelo no meio extracelular. Por outro lado, em velocidades elevadas, a água não consegue sair 
adequadamente da célula, permanecendo no citoplasma e favorecendo a formação de gelo intracelular, o 
que é altamente deletério à estrutura celular (Gao et al., 2000). Nesse contexto, a introdução e a 
diversificação de agentes crioprotetores, tanto intracelulares, como o glicerol, quanto extracelulares, como 
a gema de ovo, bem como a adição de compostos antioxidantes aos meios de criopreservação, 
representaram avanços importantes na mitigação dos danos induzidos pelo congelamento (Yeste, 2016; 
Sharafi et al., 2022). 

 
Fisiologia espermática e consequência das injúrias causadas pela criopreservação 

 
O espermatozoide suíno apresenta características estruturais (menor relação 

colesterol/fosfolipídio) e bioquímicas (maior relação de ácidos graxos insaturados/saturados) que o tornam 
particularmente sensível à criopreservação. Essas particularidades explicam, em parte, sua sensibilidade ao 
choque térmico, sendo um dos principais fatores da baixa criotolerância do espermatozoide suíno. 

Durante a criopreservação, os espermatozoides são expostos a uma combinação de estressores 
térmicos, osmóticos e oxidativos que atuam de forma sinérgica na indução de danos celulares. O estresse 
térmico ocorre devido à redução abrupta da temperatura, o que promove alterações na organização da 
membrana e na atividade enzimática. O estresse osmótico decorre das mudanças na concentração de solutos 
durante o congelamento e o descongelamento, levando à desidratação celular, seguida de reidratação, com 
variações volumétricas potencialmente letais. Já o estresse oxidativo está associado à produção de espécies 
reativas de oxigênio (ROS), que podem danificar lipídios, proteínas e ácidos nucleicos. A interação desses 
estresses resulta em um cenário complexo de lesões estruturais e funcionais, comprometendo a viabilidade 
e a capacidade fecundante dos espermatozoides. 

A seguir, serão discutidas as principais estruturas espermáticas afetadas pela criopreservação, bem 
como as estratégias para mitigar seus efeitos, com foco na preservação da funcionalidade espermática e, 
consequentemente, da fertilidade. 

 
Membrana plasmática 
 

Apesar de, durante o processo de espermatogênese, o espermatozoide ter perdido sua capacidade 
de expressão gênica, ele apresenta um elevado grau de especialização estrutural, particularmente na 
membrana plasmática, que contém uma diversidade de proteínas associadas às suas funções fecundantes 
(Briz et al., 2013). As membranas celulares não são homogêneas, podendo variar na composição lipídica, 
proteica e do glicocálix. A membrana plasmática do espermatozoide tem cinco domínios principais 
distintos, incluindo regiões específicas na cabeça, peça intermediária e na peça principal, cada uma 
associada a compartimentos subjacentes e envolvida em diferentes processos celulares (Briz et al., 2013; 
Delgado-Bermúdez, 2024). Essa compartimentalização reflete a elevada complexidade estrutural e 
funcional do espermatozoide. 

As glicoproteínas de membrana desempenham papel fundamental na manutenção da estabilidade 
e da integridade da membrana plasmática, especialmente sob condições de estresse, situação que ocorre 
durante o processo de criopreservação (Delgado-Bermúdez, 2024). Essas moléculas estão envolvidas na 
proteção contra alterações osmóticas e estruturais induzidas pelos processos de congelamento e 
descongelamento. Glicoproteínas específicas, como as espermadesinas presentes na superfície espermática, 
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podem interagir com agentes crioprotetores externos, como dextrana e pentaisomaltose, contribuindo para 
a estabilização da membrana e, assim, para a redução dos danos criogênicos (Simonik et al., 2022). 

A composição lipídica da membrana espermática em suínos apresenta características particulares, 
tais como baixa relação colesterol/fosfolipídios e alta relação de ácidos graxos insaturados/saturados, 
fatores diretamente associados à sensibilidade ao choque térmico durante a criopreservação. Os 
fosfolipídios constituem o principal componente estrutural da membrana plasmática espermática e 
desempenham um papel fundamental na sua organização e na sua funcionalidade. Na espécie suína, os 
principais fosfolipídios identificados incluem fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), 
fosfatidilserina (PS) e esfingomielina (SM), distribuídos de forma assimétrica entre os folhetos da bicamada 
lipídica, com predominância de PC e SM na membrana externa e PE e PS na interna (Valencia et al., 2018). 

Há significativa variação na composição dos ácidos graxos que compõem a membrana plasmática, 
podendo essa variação até mesmo ser utilizada na seleção de machos de maior criotolerância (Waterhouse 
et al., 2006). De acordo com análises quantitativas, a membrana plasmática dos espermatozoides suínos é 
altamente insaturada (Waterhouse et al., 2006). Os ácidos graxos poli-insaturados (PUFAs) representam 
aproximadamente 50% da composição dos ácidos graxos; os saturados, cerca de 37%; e os 
monoinsaturados, entre 12 e 13%. Dentre os ácidos graxos saturados predominam o ácido palmítico (16:0) 
e o ácido esteárico (18:0), enquanto o principal monoinsaturado é o ácido oleico (18:1, n-9). Já entre os 
PUFAs, o ácido docosapentaenoico (DPA; 22:5, n-6) e o ácido docosahexaenoico (DHA; 22:6, n-3) 
destacam-se como os mais abundantes, representando 15,4 e 16,9% dos ácidos graxos totais, 
respectivamente. A notação estrutural (C:D, n-x) descreve o número de carbonos, o número de ligações 
duplas e a posição da primeira insaturação, contados a partir da extremidade ômega. 

Essa composição lipídica confere elevada fluidez à membrana plasmática do espermatozoide 
suíno, característica essencial para a manutenção da funcionalidade espermática, incluindo motilidade, 
capacitação e interação com o oócito. Waterhouse et al. (2006) relataram que níveis mais elevados de DPA 
e DHA estão associados à maior integridade da membrana plasmática e à maior sobrevivência espermática 
após o congelamento e o descongelamento. Entretanto, esses mesmos ácidos graxos são alvos preferenciais 
das ROS, o que aumenta a suscetibilidade e da membrana às alterações induzidas pelo estresse oxidativo, 
favorecendo a peroxidação lipídica durante a criopreservação. Dessa forma, a composição dos fosfolipídios 
da membrana espermática suína desempenha um papel duplo na criotolerância, atuando simultaneamente 
como determinante da funcionalidade celular e como fator de vulnerabilidade aos danos criogênicos. 

Além dos fosfolipídeos, o colesterol, principal esterol da membrana plasmática, desempenha um 
papel fundamental nas funções biológicas desta. No entanto, a relação molar colesterol:fosfolipídeo em 
suínos é relativamente baixa (0,26) quando comparada à de espécies mais criotolerantes, como bovinos 
(0,45) (Parks et al., 1992). Além disso, a distribuição assimétrica de colesterol na membrana contribui para 
alterações na manutenção da homeostase celular durante o processo de criopreservação (Delgado-
Bermúdez, 2024). 

A membrana plasmática é considerada o principal alvo das crioinjúrias em espermatozoides, sendo 
particularmente suscetível a alterações decorrentes do resfriamento. O frio induz alterações nos lipídios e 
nas proteínas das membranas, afetando o funcionamento dessas estruturas. À medida que a temperatura 
passa de 30 °C para 5 °C, a restrição do movimento lateral dos fosfolipídios aumenta e a membrana passa 
de uma fase cristalina líquida para uma fase gel (Yeste, 2016). Como já descrito, a membrana plasmática 
do espermatozoide suíno apresenta uma grande variedade de lipídios, o que resulta em diferentes 
temperaturas de transição de fase. Assim, alguns lipídios, geralmente os ácidos graxos saturados, tendem a 
gelificar mais cedo do que outros (Drobnis et al., 1993). Durante a transição da fase fluida para a fase gel, 
ocorrem a reorganização lipídica e a formação de domínios heterogêneos, o que compromete a integridade 
estrutural e a permeabilidade seletiva da membrana. Essa situação leva à desregulação do fluxo iônico e à 
disfunção celular podendo desencadear precocemente a capacitação espermática e a reação do acrossomo, 
resultando em danos irreversíveis (Delgado-Bermúdez, 2024). 

Como consequência desses eventos ocorrem a saída de enzimas, íons, alterações no transporte de 
água, e maior entrada de crioprotetores, além do influxo de Ca²⁺ e HCO₃⁻. A consequência é o 
desencadeamento de vias bioquímicas semelhantes às da capacitação, como a fosforilação de proteínas e o 
desenvolvimento de hipermotilidade, processo conhecido como criocapacitação (Valencia et al., 2018). A 
criocapacitação difere da capacitação fisiológica por envolver danos irreversíveis à membrana, como a 
perda permanente da organização lipídica, da funcionalidade proteica, do fluxo iônico desregulado e de 
padrões distintos de fosforilação proteica. Esses eventos comprometem a ligação do espermatozoide à zona 
pelúcida e a ocorrência adequada da reação acrossômica (Valencia et al., 2018). 

Durante os processos de congelamento e descongelamento, os espermatozoides são expostos à 
redução do volume celular decorrente do fluxo de água através da membrana, devido ao meio hipertônico. 
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Esse processo é necessário a fim de diminuir a formação de cristais de gelo intracelular; por outro lado, 
contribui para alterações estruturais e funcionais da célula, comprometendo, em algum grau, a motilidade, 
a viabilidade e a capacidade fertilizante dos espermatozoides (Sharafi et al., 2022). 

 
Citoesqueleto 
 

A regulação do volume celular é essencial para os espermatozoides e depende do equilíbrio 
osmótico entre os meios intra e extracelulares. Nesse processo, o citoesqueleto, especialmente os 
microfilamentos, são fundamentais para a resposta volumétrica, enquanto os microtúbulos desempenham 
papel secundário (Petrunkina et al., 2004). O citoesqueleto espermático está intimamente associado à 
organização estrutural da célula, especialmente na cabeça, onde a teca perinuclear (PT) constitui uma 
importante estrutura associada ao núcleo e à estabilidade da cromatina (Duma-Pauta et al., 2023). Essa 
região apresenta associação com proteínas do citoesqueleto, incluindo a actina, cuja organização é relevante 
para a manutenção da integridade estrutural da célula (Gutiérrez-Pérez et al., 2011). 

A criopreservação reduz a detecção de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), um fosfolipídio 
envolvido na organização do citoesqueleto e na geração de sinais intracelulares. Ademais, promove 
alterações no padrão de imunolocalização de proteínas associadas à dinâmica da actina e à sinalização 
celular como a gelsolina, tirosina quinase c-SRC (c-SRC) e a fosfolipase C zeta (PLC-ζ), esta última 
essencial para a ativação do oócito pelo espermatozoide (Gutiérrez-Pérez et al., 2011).  

Como consequência, alterações na integridade do citoesqueleto estão diretamente relacionadas à 
manutenção da estrutura da cabeça espermática e da estabilidade nuclear, podendo comprometer a 
funcionalidade celular. Portanto, o citoesqueleto é um componente relevante na resposta espermática ao 
congelamento, uma vez que sua integridade está associada à preservação da estrutura e da funcionalidade 
dos espermatozoides. 

 
Mitocôndrias 
 

As mitocôndrias desempenham papel central na fisiologia espermática, envolvendo-se na 
produção de energia, na regulação metabólica, na sinalização celular e na homeostase de cálcio (Llavanera 
et al., 2024). Essas organelas concentram-se na peça intermediária, formando uma bainha mitocondrial 
altamente estruturada ao redor do axonema. Isso é determinante para sua estreita relação com o aparato 
flagelar e com a motilidade espermática (Briz et al., 2013). A motilidade espermática depende da produção 
de energia na forma de ATP, gerada principalmente pela fosforilação oxidativa, embora, na espécie suína, 
haja importante contribuição da glicólise, o que reflete uma particularidade metabólica dessa espécie. De 
forma complementar o ciclo do ácido tricarboxílico também contribui indiretamente para esse processo 
(Rodríguez-Gil et al., 2016; Du Plessis et al., 2015). 

As mitocôndrias constituem a principal fonte de ROS, produzidas principalmente na cadeia 
transportadora de elétrons, desempenhando papel importante na regulação do estado redox celular (Peña et 
al., 2009). Quanto maiores os níveis de DNA mitocondrial, maior poderá ser o potencial mitocondrial; no 
entanto, maior será a produção de ROS o que, quando em excesso, pode reduzir a motilidade espermática 
e a fertilidade (Llavanera et al., 2024). 

Durante a criopreservação, as mitocôndrias constituem um dos principais alvos de dano, sendo 
altamente sensíveis a alterações térmicas, osmóticas e oxidativas induzidas pelo congelamento e pelo 
descongelamento. O processo de congelamento e descongelamento da célula espermática pode levar ao 
aumento da permeabilidade das membranas mitocondriais, à perda do potencial de membrana, ao 
desequilíbrio da homeostase de cálcio, ao aumento da produção de ROS e à geração de estresse oxidativo, 
condição em que a produção de ROS supera a capacidade antioxidante da célula. Seja na forma de 
superóxido (O2•-), de hidroxila (•OH) ou peróxido de hidrogênio (H2O2), as ROS possuem meia-vida curta 
(menos de 1 ms) e uma alta capacidade de reação com várias organelas e substâncias dentro da célula 
(Brouwers et al., 2005). Isto implica que, com o esgotamento dos antioxidantes endógenos, os níveis de 
oxidação passam de um estado normal para um estado causador de estresses celulares, parte deles 
acarretando lesões físicas nas organelas, membranas e até mesmo no DNA (Sies et al., 2017; Peña et al., 
2009).  

Apesar de alterações metabólicas e mudanças nos perfis bioenergéticos espermáticos terem sido 
descritas após a criopreservação, refletindo comprometimento da função mitocondrial, a produção de ROS 
também pode reduzir a motilidade, por atuar em outras estruturas espermáticas. Por exemplo, embora um 
aumento nos níveis de peróxido de hidrogênio (H2O2) tenha sido associado à redução da motilidade 
espermática, esse efeito não parece ser diretamente mediado pela disfunção mitocondrial, sugerindo a 
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participação de outros componentes celulares nesse processo, como o citoesqueleto (Delgado-Bermúdez, 
2024). O aumento do estresse oxidativo e a perda da integridade mitocondrial estão associados à liberação 
de fatores pró-apoptóticos e à indução de mecanismos semelhantes aos do envelhecimento celular precoce. 
Esse fenômeno é frequentemente observado em espermatozoides criopreservados, sugerindo que os 
sobreviventes após o descongelamento sofrem envelhecimento prematuro, e não apenas a criocapacitação 
(Peña et al., 2009). 

 
DNA e cromatina 
 

O estado da cromatina é crucial para a fertilidade dos espermatozoides e reflete o sucesso da 
espermatogênese (Lacalle et al., 2024). O DNA espermático passa por um intenso processo de 
reorganização estrutural durante a espermatogênese, no qual a maioria das histonas é substituída por 
protaminas, o que promove a compactação da cromatina e protege o material genético. Este processo é 
posteriormente reforçado durante a maturação epididimária pela formação de pontes dissulfeto entre 
protaminas, resultando em uma estrutura altamente condensada e estável (Lacalle et al., 2024). Na espécie 
suína, essa compactação apresenta características particulares, com elevada formação de ligações 
dissulfeto, o que contribui para que a cromatina permaneça extremamente condensada (Gosálvez et al., 
2011). 

Em humanos, a criopreservação e o tempo de armazenamento em nitrogênio líquido podem alterar 
diversos parâmetros espermáticos, incluindo a compactação da cromatina (Tamburrino et al., 2025). Já na 
espécie suína, Mateo-Otero et al. (2022) demonstraram que danos ao DNA espermático influenciam a 
fertilidade, indicando que quebras de fita simples (SSB) e de fita dupla (DSB) exercem efeitos distintos 
sobre a qualidade espermática. Embora o dano ao DNA não pareça interferir diretamente na capacidade de 
fertilização dos oócitos, observou-se que as SSB estão associadas ao número de embriões no sexto dia de 
desenvolvimento, enquanto as DSB afetam negativamente a proporção de embriões que atingem o estágio 
de blastocisto. 

Os efeitos da criopreservação sobre o dano ao DNA espermático em suínos ainda são variáveis. 
Evidências demonstram que o aumento do dano ao DNA está associado a maior peroxidação lipídica (LPO) 
em espermatozoides congelados e descongelados, indicando uma relação entre o estresse oxidativo e a 
integridade nuclear (Fraser et al., 2017). Por outro lado, o nível de dano ao DNA pode permanecer 
relativamente baixo após a criopreservação, não sendo influenciado por intervenções antioxidantes, como 
a suplementação com L-cisteína, e que o efeito individual do macho é um dos principais fatores 
determinantes dessa variação (Chanapiwat et al., 2010). 

A variação individual impacta não apenas a fragmentação do DNA, mas também outras organelas 
espermáticas. Há ampla variabilidade entre machos e ejaculados quanto à resiliência ao congelamento, 
permitindo a classificação em “bons” e “maus congeladores” (Yeste et al., 2013). Estas diferenças estão 
associadas a fatores genéticos, bioquímicos e estruturais, incluindo a composição da membrana e o perfil 
proteico, além de outras características que têm sido investigadas na busca por marcadores dessa 
característica. 

 
O que há de novo para mitigar os problemas da criopreservação? 

 
Conforme apresentado, o processo de criopreservação altera a estrutura celular do espermatozoide 

como um todo. A compreensão do processo e dos efeitos da criopreservação na célula espermática é 
fundamental para o estudo de alternativas que minimizem as crioinjúrias e, assim, melhorem os indicadores 
reprodutivos no uso de sêmen suíno criopreservado. Em estudo realizado por Yeste et al. (2013), observou-
se que há diferenças na criosensibilidade entre machos e mesmo entre ejaculados, fato que ocorre 
independentemente do valor genético e zootécnico do macho. A pergunta que permanece é: como mitigar 
os danos decorrentes da criopreservação e assegurar um volume maior de material genético viável, seja 
para a inseminação artificial, seja para a formação de um banco genético? 

É importante entender os efeitos da criopreservação sobre a biologia espermática a fim de 
compreender como os danos ocorrem. Em suínos, o crioprotetor intracelular de eleição tem sido o glicerol, 
cuja concentração final, que proporciona os melhores resultados, encontra-se entre 2 e 3%. Quanto ao 
crioprotetor extracelular, a gema de ovo é o constituinte mais frequente, devido à presença de lipoproteínas 
de baixa densidade (LDL). Assim, o diluidor mais utilizado na criopreservação de sêmen suíno é o LEYGO 
(do inglês Lactose-Egg-Yolk-Glycerol-Orvus-ES-Paste). O uso de LDL ao invés da gema foi capaz de 
reduzir o dano ao DNA de espermatozoides suínos durante a criopreservação e o descongelamento (Yánez-
Ortiz et al., 2021). Porém, o processo de purificação do LDL é laborioso, o que dificulta seu uso na rotina. 
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A substituição de LEYGO por um crioprotetor contendo 3% de glicerol e 0,25% de DMGA-PLL (3,3-
dimethylglutaric anhydride poly-L-lysine) demonstrou benefícios na motilidade pós-descongelamento, na 
taxa de blastocistos produzidos in vitro, além do número de leitões após IA similar ao uso de sêmen 
refrigerado (Jin et al., 2023). 

Resultados como estes demonstram o potencial de novas abordagens e de melhorias nos diluentes 
para o congelamento. No processo de congelamento, o ejaculado suíno normalmente é centrifugado para 
remover o plasma seminal e concentrar os espermatozoides. Portanto, desde a coleta até a diluição final, os 
espermatozoides são expostos a meios de resfriamento e congelamento que já não possuem a riqueza de 
moléculas antioxidantes do plasma seminal (Gómez-Fernández et al., 2013). Ainda assim, os 
espermatozoides mantêm sua capacidade metabólica e a geração de ROS até atingirem a criopreservação 
(Delgado-Bermúdez, 2024). Isto expõe os espermatozoides aos efeitos da queda de temperatura e à própria 
produção de ROS (Yánez-Ortiz et al., 2021). Portanto, o uso de antioxidantes tornou-se um ingrediente 
importante para combater o estresse oxidativo e a peroxidação lipídica que ocorrem durante o processo de 
criopreservação (Hungerford et al., 2023). Os antioxidantes possuem mecanismos de ação distintos. Os 
antioxidantes enzimáticos, tais como superóxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, atuam sobre 
metabólitos oxidados, transformando-os gradualmente em H2O2 e água; já os antioxidantes não-enzimáticos 
possuem outras formas de ação, diretas ou indiretas (Silva et al., 2023).  

A riboflavina (vitamina B2) é uma coenzima envolvida em várias funções espermáticas. Seu uso 
demonstrou benefícios no potencial de membrana e na integridade do acrossomo, da membrana plasmática 
e do DNA, além de reduzir a peroxidação lipídica quando adicionada ao diluente de criopreservação (Dong 
et al., 2022). Por outro lado, compostos naturais, como mel, também apresentaram possibilidade de uso a 
fim de substituir detergentes, como a pasta Equex, com impacto na motilidade e na porcentagem de 
espermatozoides normais com acrossoma íntegro (Balogun et al., 2023). 

O resveratrol é outro antioxidante não-enzimático amplamente estudado como suplemento para a 
preservação do sêmen suíno, embora com resultados variados (Prastiya et al., 2025). Seu uso por meio de 
nanopartículas foi capaz de alterar positivamente os parâmetros de cinética espermática e reduzir a 
peroxidação lipídica, mesmo que a motilidade total não tenha sido afetada (Soares et al., 2021). 

Já o uso combinado de espermidina e fosfocreatina aumentou as taxas de viabilidade celular após 
o descongelamento, sendo observadas melhorias na velocidade de movimento dos espermatozoides e na 
atividade de antioxidantes como superóxido dismutase e glutationa peroxidase, embora os efeitos sobre a 
fertilidade não tenham sido avaliados (Junwei Li et al., 2018). Efeitos similares foram encontrados com o 
uso de L-prolina, porém maximizados na concentração de 10 mM e prejudiciais acima deste valor (Liu et 
al., 2023). 

Outras abordagens focam na compreensão da fisiologia espermática, incluindo o uso de plasma 
seminal. Reguladores mitocondriais, como SIRT5 e IDH2, apresentam baixa expressão durante a 
criopreservação. O knockout desses genes reduziu os níveis de L-metionina, que, quando utilizada como 
suplemento durante a criopreservação de espermatozoides não editados, melhorou os parâmetros de 
motilidade e viabilidade (Ali et al., 2026). De forma semelhante, MitoQ, um antioxidante cuja ação se 
concentra na mitocôndria, atuou sobre os transportadores de glicose (GLUT3 e GLUT8), aumentando a 
motilidade e a cinética dos espermatozoides após o descongelamento. Também foi observado que a 
suplementação excessiva desregulou tais transportadores e reduziu os efeitos de MitoQ em comparação ao 
controle (Shi et al., 2022). 

Conforme apresentado anteriormente, existem populações de animais e de ejaculados com boa ou 
má criopreservação. Yeste (2016) demonstrou que ejaculados de baixa criopreservação podem ser 
recuperados com a suplementação de plasma seminal daqueles que apresentam boa criopreservação, fato 
que leva à busca por marcadores de “bons congeladores” importante em diferentes raças suínas (Sui et al., 
2023). Como o plasma é retirado durante o processo de criopreservação, sua suplementação ainda gera 
controvérsias devido à variabilidade entre machos, entre ejaculados e entre frações de cada ejaculado (Yeste 
et al., 2013; Jingchun Li et al., 2024; Rodriguez-Martinez et al., 2024; Andrade et al., 2022).  

Alguns procedimentos podem selecionar melhores espermatozoides pré-criopreservação ou 
melhorar seus parâmetros pós-descongelamento. Um exemplo é o uso da migração por sedimentação 
gravitacional, que evita os danos físicos causados pela centrifugação em gradientes de densidade, 
apresentando melhora na fertilização in vitro com espermatozoides criopreservados (Nguyen et al., 2024). 
Uma alternativa peculiar é induzir o estresse oxidativo. Essa ideia surgiu de Wang et al. (2024) e demonstra 
que a adição de H2O2 ao sêmen refrigerado apresenta efeitos negativos semelhantes aos da criopreservação, 
podendo essa correlação ser utilizada como ferramenta para a seleção dos ejaculados a serem 
criopreservados (Wang et al., 2024). Também foi demonstrado que a magnetização da água utilizada nos 
diluidores de congelamento é capaz de enfraquecer as ligações de hidrogênio e formar cristais de gelo 
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menores durante a criopreservação (Lee et al., 2023). Seus efeitos sobre a viabilidade espermática e a 
formação de blastocistos in vitro foram positivos; porém, ao conhecimento dos autores, apenas um estudo 
foi realizado nesse sentido. 

Por último, o descongelamento do sêmen também causa danos e, portanto, otimizações do meio 
de descongelamento são tão necessárias quanto as dos meios de congelamento. A redução dos efeitos 
deletérios foi observada quando o sêmen foi descongelado na presença de silimarina (Yue et al., 2023), de 
albumina sérica bovina (Álvarez-Rodríguez et al., 2024) e de resveratrol (Gadani et al., 2017). Dados do 
nosso grupo indicam que a presença de etosulfato de fenazina (PES), um receptor de elétrons, reduz os 
níveis de ROS no sêmen descongelado, sem afetar o potencial mitocondrial nem as taxas de motilidade 
espermática (Braga et al., 2025). Também há relatos de que o aumento da alcalinidade do meio de 
descongelamento, até pH 9, pelo uso de cafeína, possibilita maior e mais duradoura motilidade espermática 
após o descongelamento (de Mercado et al., 2020). Porém, conforme demonstrado por Martín-San Juan et 
al. (2025), alguns antioxidantes não apresentam melhoras quando utilizados no descongelamento, pelo 
menos em comparação aos seus próprios efeitos quando presentes no meio de criopreservação. 

 
Uso combinado de biotecnologias reprodutivas 

 
A integração de biotecnologias reprodutivas poderá ser o melhor caminho para a adoção do sêmen 

congelado na suinocultura. A inseminação artificial em tempo fixo permite sincronizar a ovulação, 
compensando a reduzida longevidade dos espermatozoides refrigerados. A inseminação intrauterina 
profunda reduz a dose de espermatozoides e pode melhorar a eficiência da fertilização. Já a inseminação 
laparoscópica permite a deposição direta no útero, o que pode aumentar a eficiência mesmo com doses de 
menor qualidade. Adicionalmente, técnicas como a fertilização in vitro (FIV) e a injeção intracitoplasmática 
de espermatozoides (ICSI) permitem o uso de sêmen criopreservado em ambientes controlados, superando 
as limitações ainda observadas in vivo. 

 
Considerações finais 

 
A criopreservação do sêmen suíno causa danos estruturais e funcionais às células espermáticas, o 

que limita seu uso em larga escala. A compreensão dos efeitos da criopreservação possibilita a busca por 
alternativas biotecnológicas capazes de aprimorar o processo e mitigar as crioinjúrias.  Por outro lado, a 
integração com estratégias de mitigação e biotecnologias reprodutivas representa um caminho promissor 
para ampliar sua aplicação em determinados cenários do sistema de produção.  
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