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Resumo

A criopreservacado ¢ a biotecnologia mais utilizada para a preservacao de material genético e uma
ferramenta indispensavel para a disseminacdo de genética superior. Porém, o sémen suino apresenta
caracteristicas que resultam em maior sensibilidade as crioinjirias decorrentes da criopreservacdo. A
presente revisao visa atualizar o conhecimento geral sobre as principais estruturas do espermatozoide suino
afetadas pelo processo de congelamento e descongelamento, bem como elucidar as alternativas
biotecnolodgicas atuais e seus potenciais, frente as melhorias no processo de criopreservagdo como um todo
e a aplicagdo do sémen suino 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.

Keywords: cryoinjury, swine semen, cryopreservation.

Introducao

A criopreservacdo de sémen representa uma das estratégias mais utilizadas para a conservagdo de
material genético a longo prazo em espécies domésticas, possibilitando a formacao de bancos genéticos e o
controle sanitdrio ao reduzir a movimentacdo de germoplasma entre paises. Diferentemente do sémen
refrigerado, cuja viabilidade ¢ limitada a poucos dias, o sémen criopreservado pode ser armazenado por tempo
indefinido, desde que respeitadas as boas praticas de conservagdo, o que permite maior flexibilidade logistica e
sanitaria.

Apesar dessas vantagens, sua aplicacdo comercial da tecnologia de sémen congelado na
suinocultura ainda é extremamente limitada, sendo utilizado em uma fragdo muito restrita das inseminagdes
artificiais (IA). Um dos fatores limitantes a adogao em maior escala desta tecnologia € seu impacto negativo
sobre a funcionalidade espermatica apos o descongelamento, o que pode reduzir indicadores reprodutivos,
tais como a taxa de parto e o total de nascidos. Esses efeitos decorrem devido as caracteristicas intrinsecas
do espermatozoide suino e de sua sensibilidade a miltiplos estresses fisicos, quimicos e bioldgicos impostos
durante o processo de criopreservacao.

Nesse contexto, a melhor compreensdo da fisiologia espermdtica torna-se necessdria para o
desenvolvimento de biotecnologias voltadas a mitigar os principais problemas da criopreservagdo de sémen
suino, o que se reflete em melhorias no desempenho reprodutivo. Além disso, entende-se que, embora ainda nao
atenda plenamente as demandas produtivas isoladamente, ha a possibilidade de sua integragdo a outras
biotecnologias reprodutivas capazes de compensar, pelo menos em parte, suas limitagdes. Esta revisdo tem
como objetivo abordar a fisiologia espermdtica concomitante a estratégias de mitigacdo dos mecanismos
de crioinjuria no espermatozoide suino, bem como biotecnologias integradas que possam ampliar e
viabilizar o uso de sémen suino congelado.

Criopreservacio de sémen

Descoberta em 1949 por Polge et al. (1949) a criopreservacao espermatica se baseia na reducgao
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gradual da temperatura até o armazenamento do sémen, geralmente em nitrogénio liquido a-196 °C. Ocorre
que o processo de criopreservagdo induz varias mudangas fisicas e quimicas na célula espermatica, que
podem levar a danos mecéanicos nas membranas celulares, recristalizagdo no descongelamento e
desnaturacdo de proteinas. Essas injurias prejudicam, em graus variados, os parametros de qualidade
espermatica e, consequentemente, a capacidade fertilizante do espermatozoide.

Durante o processo de criopreservacdo, os espermatozoides sdo expostos a diferentes faixas
criticas de temperatura, cada uma associada a mecanismos especificos de dano celular. Na espécie suina, a
faixa entre aproximadamente 15 °C e 5 °C ¢é considerada particularmente sensivel devido ao fendomeno 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 formagdo de gelo extracelular, pelo aumento da
osmolaridade do meio e pela consequente desidratagao celular (Yeste, 2016).

Assim, a taxa de refrigeragdo desempenha um papel determinante na dinamica do movimento da
agua através da membrana espermatica. Em velocidades de resfriamento mais baixas, ha tempo suficiente
para a saida de 4gua do meio intracelular, resultando em desidratagdo celular e na formagao predominante
de cristais de gelo no meio extracelular. Por outro lado, em velocidades elevadas, a 4gua ndo consegue sair
adequadamente da célula, permanecendo no citoplasma e favorecendo a formagéo de gelo intracelular, o
que ¢ altamente deletério a estrutura celular (Gao et al., 2000). Nesse contexto, a introdugdo ¢ a
diversificacdo de agentes crioprotetores, tanto intracelulares, como o glicerol, quanto extracelulares, como
a gema de ovo, bem como a adi¢do de compostos antioxidantes aos meios de criopreservacao,
representaram avangos importantes na mitigacdo dos danos induzidos pelo congelamento (Yeste, 2016;
Sharafi et al., 2022).

Fisiologia espermatica e consequéncia das injirias causadas pela criopreservacio

O espermatozoide suino apresenta  caracteristicas  estruturais (menor relagdo
colesterol/fosfolipidio) e bioquimicas (maior relagido de acidos graxos insaturados/saturados) que o tornam
particularmente sensivel a criopreservagao. Essas particularidades explicam, em parte, sua sensibilidade ao
choque térmico, sendo um dos principais fatores da baixa criotolerancia do espermatozoide suino.

Durante a criopreservagdo, os espermatozoides sdo expostos a uma combinagdo de estressores
térmicos, osmoticos e oxidativos que atuam de forma sinérgica na indug@o de danos celulares. O estresse
térmico ocorre devido a reducdo abrupta da temperatura, o que promove altera¢cdes na organizagdo da
membrana ¢ na atividade enzimatica. O estresse osmotico decorre das mudangas na concentragao de solutos
durante o congelamento e o descongelamento, levando a desidratacdo celular, seguida de reidratacdo, com
varia¢des volumétricas potencialmente letais. Ja o estresse oxidativo estd associado a producao de espécies
reativas de oxigénio (ROS), que podem danificar lipidios, proteinas e acidos nucleicos. A interagdo desses
estresses resulta em um cendrio complexo de lesdes estruturais e funcionais, comprometendo a viabilidade
e a capacidade fecundante dos espermatozoides.

A seguir, serdo discutidas as principais estruturas espermaticas afetadas pela criopreservagdo, bem
como as estratégias para mitigar seus efeitos, com foco na preservacéo da funcionalidade espermatica e,
consequentemente, da fertilidade.

Membrana plasmatica

Apesar de, durante o processo de espermatogénese, o espermatozoide ter perdido sua capacidade
de expressdo génica, ele apresenta um elevado grau de especializagdo estrutural, particularmente na
membrana plasmatica, que contém uma diversidade de proteinas associadas as suas fungdes fecundantes
(Briz et al., 2013). As membranas celulares ndo sdo homogéneas, podendo variar na composicao lipidica,
proteica e do glicocalix. A membrana plasmatica do espermatozoide tem cinco dominios principais
distintos, incluindo regides especificas na cabeca, peca intermedidria e na pega principal, cada uma
associada a compartimentos subjacentes e envolvida em diferentes processos celulares (Briz et al., 2013;
Delgado-Bermtidez, 2024). Essa compartimentalizagdo reflete a elevada complexidade estrutural e
funcional do espermatozoide.

As glicoproteinas de membrana desempenham papel fundamental na manutencgao da estabilidade
e da integridade da membrana plasmatica, especialmente sob condi¢des de estresse, situagdo que ocorre
durante o processo de criopreservagao (Delgado-Bermudez, 2024). Essas moléculas estdo envolvidas na
protecdo contra alteragdes osmdticas e estruturais induzidas pelos processos de congelamento e
descongelamento. Glicoproteinas especificas, como as espermadesinas presentes na superficie espermatica,
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podem interagir com agentes crioprotetores externos, como dextrana e pentaisomaltose, contribuindo para
a estabiliza¢do da membrana e, assim, para a reducdo dos danos criogé€nicos (Simonik et al., 2022).

A composigdo lipidica da membrana espermatica em suinos apresenta caracteristicas particulares,
tais como baixa relacdo colesterol/fosfolipidios e alta relagdo de acidos graxos insaturados/saturados,
fatores diretamente associados a sensibilidade ao choque térmico durante a criopreservagdo. Os
fosfolipidios constituem o principal componente estrutural da membrana plasmatica espermatica e
desempenham um papel fundamental na sua organizagdo e na sua funcionalidade. Na espécie suina, os
principais fosfolipidios identificados incluem fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE),
fosfatidilserina (PS) e esfingomielina (SM), distribuidos de forma assimétrica entre os folhetos da bicamada
lipidica, com predominancia de PC e SM na membrana externa e PE e PS na interna (Valencia et al., 2018).

Ha significativa variagdo na composicao dos acidos graxos que compdem a membrana plasmatica,
podendo essa variagdo até mesmo ser utilizada na selecdo de machos de maior criotolerancia (Waterhouse
et al., 2006). De acordo com analises quantitativas, a membrana plasmatica dos espermatozoides suinos é
altamente insaturada (Waterhouse et al., 2006). Os acidos graxos poli-insaturados (PUFAs) representam
aproximadamente 50% da composicdo dos acidos graxos; os saturados, cerca de 37%; e os
monoinsaturados, entre 12 ¢ 13%. Dentre os acidos graxos saturados predominam o acido palmitico (16:0)
e o acido estearico (18:0), enquanto o principal monoinsaturado ¢ o acido oleico (18:1, n-9). Ja entre os
PUFAs, o acido docosapentaenoico (DPA; 22:5, n-6) ¢ o acido docosahexaenoico (DHA; 22:6, n-3)
destacam-se como os mais abundantes, representando 15,4 e 16,9% dos 4cidos graxos totais,
respectivamente. A notagdo estrutural (C:D, n-x) descreve o nimero de carbonos, o numero de ligagdes
duplas e a posi¢@o da primeira insatura¢do, contados a partir da extremidade 6mega.

Essa composicdo lipidica confere elevada fluidez & membrana plasmatica do espermatozoide
suino, caracteristica essencial para a manutengdo da funcionalidade espermatica, incluindo motilidade,
capacitagdo e interagdo com o o6cito. Waterhouse et al. (2006) relataram que niveis mais elevados de DPA
e DHA estdo associados a maior integridade da membrana plasmatica e & maior sobrevivéncia espermatica
apos o congelamento ¢ o descongelamento. Entretanto, esses mesmos acidos graxos sdo alvos preferenciais
das ROS, o que aumenta a suscetibilidade e da membrana as alteragdes induzidas pelo estresse oxidativo,
favorecendo a peroxidagdo lipidica durante a criopreservagao. Dessa forma, a composigao dos fosfolipidios
da membrana espermatica suina desempenha um papel duplo na criotolerancia, atuando simultaneamente
como determinante da funcionalidade celular e como fator de vulnerabilidade aos danos criogénicos.

Além dos fosfolipideos, o colesterol, principal esterol da membrana plasmatica, desempenha um
papel fundamental nas funcdes bioldgicas desta. No entanto, a relagdo molar colesterol:fosfolipideo em
suinos ¢ relativamente baixa (0,26) quando comparada a de espécies mais criotolerantes, como bovinos
(0,45) (Parks et al., 1992). Além disso, a distribui¢do assimétrica de colesterol na membrana contribui para
alteracdes na manuten¢do da homeostase celular durante o processo de criopreservacdo (Delgado-
Bermudez, 2024).

A membrana plasmatica ¢ considerada o principal alvo das crioinjurias em espermatozoides, sendo
particularmente suscetivel a alteragdes decorrentes do resfriamento. O frio induz alteragdes nos lipidios e
nas proteinas das membranas, afetando o funcionamento dessas estruturas. A medida que a temperatura
passa de 30 °C para 5 °C, a restrigdo do movimento lateral dos fosfolipidios aumenta e a membrana passa
de uma fase cristalina liquida para uma fase gel (Yeste, 2016). Como ja descrito, a membrana plasmatica
do espermatozoide suino apresenta uma grande variedade de lipidios, o que resulta em diferentes
temperaturas de transicdo de fase. Assim, alguns lipidios, geralmente os acidos graxos saturados, tendem a
gelificar mais cedo do que outros (Drobnis et al., 1993). Durante a transi¢do da fase fluida para a fase gel,
ocorrem a reorganizagdo lipidica e a formac¢do de dominios heterogéneos, o que compromete a integridade
estrutural e a permeabilidade seletiva da membrana. Essa situacdo leva a desregulagdo do fluxo idnico e a
disfungdo celular podendo desencadear precocemente a capacitacdo espermadtica e a reagao do acrossomo,
resultando em danos irreversiveis (Delgado-Bermudez, 2024).

Como consequéncia desses eventos ocorrem a saida de enzimas, ions, alteragdes no transporte de
agua, e maior entrada de crioprotetores, além do influxo de Ca** e HCOs~. A consequéncia é o
desencadeamento de vias bioquimicas semelhantes as da capacitagdo, como a fosforilagdo de proteinas ¢ o
desenvolvimento de hipermotilidade, processo conhecido como criocapacitagdo (Valencia et al., 2018). A
criocapacitacdo difere da capacitacdo fisioldgica por envolver danos irreversiveis a membrana, como a
perda permanente da organizacgdo lipidica, da funcionalidade proteica, do fluxo idnico desregulado e de
padroes distintos de fosforilagdo proteica. Esses eventos comprometem a ligagdo do espermatozoide a zona
pelicida e a ocorréncia adequada da reacao acrossomica (Valencia et al., 2018).

Durante os processos de congelamento e descongelamento, os espermatozoides sdo expostos a
reduc¢do do volume celular decorrente do fluxo de agua através da membrana, devido ao meio hipertdnico.

Rev Bras Reprod Anim, v.50, n.1, p.76-85, jan./mar. 2026 78



N

REUNIAO ANUAL DA ¢

N
& Y . ~ N ,
x “\BD IA\ A‘ Y ¥ Braga et al. Avancos na criopreservagio de sémen suino.
A TNDTAI AN i

......................................

Esse processo ¢ necessario a fim de diminuir a formagao de cristais de gelo intracelular; por outro lado,
contribui para alteracdes 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 regulagdo do volume celular é essencial para os espermatozoides ¢ depende do equilibrio
osmdtico entre os meios intra e extracelulares. Nesse processo, o citoesqueleto, especialmente os
microfilamentos, sdo fundamentais para a resposta volumétrica, enquanto os microtubulos desempenham
papel secundario (Petrunkina et al., 2004). O citoesqueleto espermatico estd intimamente associado a
organizacdo estrutural da célula, especialmente na cabega, onde a teca perinuclear (PT) constitui uma
importante estrutura associada ao nucleo e a estabilidade da cromatina (Duma-Pauta et al., 2023). Essa
regido apresenta associagdo com proteinas do citoesqueleto, incluindo a actina, cuja organizagao ¢ relevante
para a manutengao da integridade estrutural da célula (Gutiérrez-Pérez et al., 2011).

A criopreservacdo reduz a detec¢do de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), um fosfolipidio
envolvido na organizagdo do citoesqueleto e na geragdo de sinais intracelulares. Ademais, promove
alteragdes no padrdo de imunolocalizagdo de proteinas associadas a dinamica da actina e a sinalizagdo
celular como a gelsolina, tirosina quinase c-SRC (c-SRC) e a fosfolipase C zeta (PLC-(), esta ultima
essencial para a ativagdo do odcito pelo espermatozoide (Gutiérrez-Pérez et al., 2011).

Como consequéncia, alteracdes na integridade do citoesqueleto estdo diretamente relacionadas a
manutencdo da estrutura da cabega espermatica e da estabilidade nuclear, podendo comprometer a
funcionalidade celular. Portanto, o citoesqueleto é um componente relevante na resposta espermatica ao
congelamento, uma vez que sua integridade estd associada a preservagdo da estrutura e da funcionalidade
dos espermatozoides.

Mitocéndrias

As mitocondrias desempenham papel central na fisiologia espermatica, envolvendo-se na
produgdo de energia, na regulagdo metabolica, na sinalizacdo celular ¢ na homeostase de calcio (Llavanera
et al., 2024). Essas organelas concentram-se na peca intermediaria, formando uma bainha mitocondrial
altamente estruturada ao redor do axonema. Isso é determinante para sua estreita relacdo com o aparato
flagelar e com a motilidade espermatica (Briz et al., 2013). A motilidade espermatica depende da produgao
de energia na forma de ATP, gerada principalmente pela fosforilacdo oxidativa, embora, na espécie suina,
haja importante contribui¢do da glicélise, o que reflete uma particularidade metabolica dessa espécie. De
forma complementar o ciclo do acido tricarboxilico também contribui indiretamente para esse processo
(Rodriguez-Gil et al., 2016; Du Plessis et al., 2015).

As mitocondrias constituem a principal fonte de ROS, produzidas principalmente na cadeia
transportadora de elétrons, desempenhando papel importante na regulagdo do estado redox celular (Pefia et
al., 2009). Quanto maiores os niveis de DNA mitocondrial, maior podera ser o potencial mitocondrial; no
entanto, maior sera a producdo de ROS o que, quando em excesso, pode reduzir a motilidade espermatica
e a fertilidade (Llavanera et al., 2024).

Durante a criopreservacdo, as mitocondrias constituem um dos principais alvos de dano, sendo
altamente sensiveis a alteragdes térmicas, osmoticas e oxidativas induzidas pelo congelamento e pelo
descongelamento. O processo de congelamento e descongelamento da célula espermatica pode levar ao
aumento da permeabilidade das membranas mitocondriais, a perda do potencial de membrana, ao
desequilibrio da homeostase de calcio, ao aumento da produgdo de ROS e a geracdo de estresse oxidativo,
condicdo em que a producdo de ROS supera a capacidade antioxidante da célula. Seja na forma de
superdxido (O2e-), de hidroxila (*OH) ou perdxido de hidrogénio (H>0.), as ROS possuem meia-vida curta
(menos de 1 ms) e uma alta capacidade de reacdo com varias organelas e substincias dentro da célula
(Brouwers et al., 2005). Isto implica que, com o esgotamento dos antioxidantes enddgenos, os niveis de
oxidagdo passam de um estado normal para um estado causador de estresses celulares, parte deles
acarretando lesoes fisicas nas organelas, membranas ¢ até mesmo no DNA (Sies et al., 2017; Peiia et al.,
2009).

Apesar de alteracdes metabolicas e mudancgas nos perfis bioenergéticos espermaticos terem sido
descritas apos a criopreservagao, refletindo comprometimento da fungdo mitocondrial, a producdo de ROS
também pode reduzir a motilidade, por atuar em outras estruturas espermaticas. Por exemplo, embora um
aumento nos niveis de peroxido de hidrogénio (H»O») tenha sido associado a reducdo da motilidade
espermatica, esse efeito ndo parece ser diretamente mediado pela disfuncdo mitocondrial, sugerindo a

Rev Bras Reprod Anim, v.50, n.1, p.76-85, jan./mar. 2026 79



N
s

REUNIAO ANUAL DA ¢ b N
[\ 3, . ~ 1 S”]’],]D
."\/\—/E””' Y, -4 ‘ ’
x A\I )ll \) A A \,‘4" O; V$ Br aga et al AVanQOS nac p G

......................................

participagdo de outros componentes celulares nesse processo, como o citoesqueleto (Delgado-Bermudez,
2024). O aumento do estresse oxidativo e a perda da integridade mitocondrial estdo associados a liberagéo
de fatores pro-apoptoticos e a indugdo de mecanismos semelhantes aos do envelhecimento celular precoce.
Esse fendmeno ¢ frequentemente observado em espermatozoides criopreservados, sugerindo que os
sobreviventes apos o descongelamento sofrem envelhecimento prematuro, e ndo apenas a criocapacitagao
(Pefia et al., 2009).

DNA e cromatina

O estado da cromatina ¢ crucial para a fertilidade dos espermatozoides e reflete o sucesso da
espermatogénese (Lacalle et al., 2024). O DNA espermdtico passa por um intenso processo de
reorganizagdo estrutural durante a espermatogénese, no qual a maioria das histonas ¢ substituida por
protaminas, o que promove a compactacdo da cromatina e protege o material genético. Este processo ¢
posteriormente refor¢ado durante a maturagdo epididimaria pela formacdo de pontes dissulfeto entre
protaminas, resultando em uma estrutura altamente condensada e estavel (Lacalle et al., 2024). Na espécie
suina, essa compactagdo apresenta caracteristicas particulares, com elevada formagdo de ligagdes
dissulfeto, o que contribui para que a cromatina permanega extremamente condensada (Gosalvez et al.,
2011).

Em humanos, a criopreservacao e o tempo de armazenamento em nitrogénio liquido podem alterar
diversos parametros espermaticos, incluindo a compactacio da cromatina (Tamburrino et al., 2025). Ja na
espécie suina, Mateo-Otero et al. (2022) demonstraram que danos ao DNA espermatico influenciam a
fertilidade, indicando que quebras de fita simples (SSB) e de fita dupla (DSB) exercem efeitos distintos
sobre a qualidade espermatica. Embora o dano ao DNA nao pareca interferir diretamente na capacidade de
fertilizacdo dos odcitos, observou-se que as SSB estdo associadas ao nimero de embrides no sexto dia de
desenvolvimento, enquanto as DSB afetam negativamente a propor¢do de embrides que atingem o estagio
de blastocisto.

Os efeitos da criopreservagdo sobre o dano ao DNA espermatico em suinos ainda sdo variaveis.
Evidéncias demonstram que o aumento do dano ao DNA esta associado a maior peroxidagao lipidica (LPO)
em espermatozoides congelados e descongelados, indicando uma relagdo entre o estresse oxidativo ¢ a
integridade nuclear (Fraser et al., 2017). Por outro lado, o nivel de dano ao DNA pode permanecer
relativamente baixo apos a criopreservagdo, nao sendo influenciado por intervengdes antioxidantes, como
a suplementacdo com L-cisteina, ¢ que o efeito individual do macho é um dos principais fatores
determinantes dessa variagdo (Chanapiwat et al., 2010).

A variagdo individual impacta ndo apenas a fragmentacdo do DNA, mas também outras organelas
espermaticas. Ha ampla variabilidade entre machos e ejaculados quanto a resiliéncia ao congelamento,
permitindo a classificagdo em “bons” e “maus congeladores” (Yeste et al., 2013). Estas diferencas estdo
associadas a fatores genéticos, bioquimicos e estruturais, incluindo a composi¢ao da membrana e o perfil
proteico, além de outras caracteristicas que tém sido investigadas na busca por marcadores dessa
caracteristica.

O que ha de novo para mitigar os problemas da criopreservacio?

Conforme apresentado, o processo de criopreservacdo altera a estrutura celular do espermatozoide
como um todo. A compreensdo do processo e dos efeitos da criopreservagdo na célula espermatica ¢
fundamental para o estudo de alternativas que minimizem as crioinjurias e, assim, melhorem os indicadores
reprodutivos no uso de s€men suino criopreservado. Em estudo realizado por Yeste et al. (2013), observou-
se que ha diferengas na criosensibilidade entre machos e mesmo entre ejaculados, fato que ocorre
independentemente do valor genético e zootécnico do macho. A pergunta que permanece €: como mitigar
os danos decorrentes da criopreservagdo e assegurar um volume maior de material genético viavel, seja
para a inseminagdo artificial, seja para a formagdo de um banco genético?

E importante entender os efeitos da criopreservagio sobre a biologia espermatica a fim de
compreender como os danos ocorrem. Em suinos, o crioprotetor intracelular de eleig@o tem sido o glicerol,
cuja concentracdo final, que proporciona os melhores resultados, encontra-se entre 2 e 3%. Quanto ao
crioprotetor extracelular, a gema de ovo € o constituinte mais frequente, devido & presenca de lipoproteinas
de baixa densidade (LDL). Assim, o diluidor mais utilizado na criopreservagao de s€men suino ¢ o LEYGO
(do inglés 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 suinos durante a criopreservagao e o descongelamento (Y anez-
Ortiz et al., 2021). Porém, o processo de purificagdo do LDL ¢ laborioso, o que dificulta seu uso na rotina.
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A substituicdo de LEYGO por um crioprotetor contendo 3% de glicerol e 0,25% de DMGA-PLL (3,3-
dimethylglutaric anhydride poly-L-lysine) demonstrou beneficios na motilidade pos-descongelamento, na
taxa de blastocistos produzidos in vitro, além do niimero de leitdes apds IA similar ao uso de sémen
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 suino normalmente ¢ centrifugado para
remover o plasma seminal e concentrar os espermatozoides. Portanto, desde a coleta até a diluigdo final, os
espermatozoides sdo expostos a meios de resfriamento e congelamento que ja ndo possuem a riqueza de
moléculas antioxidantes do plasma seminal (Gomez-Fernandez et al.,, 2013). Ainda assim, os
espermatozoides mantém sua capacidade metabdlica e a geracdo de ROS até atingirem a criopreservagao
(Delgado-Bermudez, 2024). Isto expde os espermatozoides aos efeitos da queda de temperatura e a propria
produgdo de ROS (Yanez-Ortiz et al., 2021). Portanto, o uso de antioxidantes tornou-se um ingrediente
importante para combater o estresse oxidativo e a peroxidagao lipidica que ocorrem durante o processo de
criopreservacao (Hungerford et al., 2023). Os antioxidantes possuem mecanismos de ag@o distintos. Os
antioxidantes enzimaticos, tais como superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, atuam sobre
metabolitos oxidados, transformando-os gradualmente em H,O» e 4gua; ja os antioxidantes ndo-enzimaticos
possuem outras formas de acdo, diretas ou indiretas (Silva et al., 2023).

A riboflavina (vitamina B2) ¢ uma coenzima envolvida em varias fungdes espermaticas. Seu uso
demonstrou beneficios no potencial de membrana e na integridade do acrossomo, da membrana plasmatica
e do DNA, além de reduzir a peroxidacao lipidica quando adicionada ao diluente de criopreservagdo (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 integro (Balogun et al., 2023).

O resveratrol € outro antioxidante ndo-enzimatico amplamente estudado como suplemento para a
preservagdo do sémen suino, embora com resultados variados (Prastiya et al., 2025). Seu uso por meio de
nanoparticulas foi capaz de alterar positivamente os parametros de cinética espermatica e reduzir a
peroxidagao lipidica, mesmo que a motilidade total ndo tenha sido afetada (Soares et al., 2021).

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

Outras abordagens focam na compreensao da fisiologia espermatica, incluindo o uso de plasma
seminal. Reguladores mitocondriais, como SIRTS5 e IDH2, apresentam baixa expressdo durante a
criopreservagdo. O knockout desses genes reduziu os niveis de L-metionina, que, quando utilizada como
suplemento durante a criopreservagdo de espermatozoides ndo editados, melhorou os pardmetros de
motilidade e viabilidade (Ali et al., 2026). De forma semelhante, MitoQ, um antioxidante cuja agdo se
concentra na mitocondria, atuou sobre os transportadores de glicose (GLUT3 e GLUTS), aumentando a
motilidade e a cinética dos espermatozoides apds o descongelamento. Também foi observado que a
suplementacdo excessiva desregulou tais transportadores e reduziu os efeitos de MitoQ em comparagéo ao
controle (Shi et al., 2022).

Conforme apresentado anteriormente, existem populagdes de animais e de ejaculados com boa ou
ma criopreservagdo. Yeste (2016) demonstrou que ejaculados de baixa criopreservagdo podem ser
recuperados com a suplementacdo de plasma seminal daqueles que apresentam boa criopreservagao, fato
que leva a busca por marcadores de “bons congeladores” importante em diferentes ragas suinas (Sui et al.,
2023). Como o plasma ¢ retirado durante o processo de criopreservacao, sua suplementagdo ainda gera
controvérsias devido a variabilidade entre machos, entre ejaculados e entre fragdes 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-criopreservagdo ou
melhorar seus pardmetros pos-descongelamento. Um exemplo ¢ o uso da migracdo por sedimentacdo
gravitacional, que evita os danos fisicos causados pela centrifugacdo em gradientes de densidade,
apresentando melhora na fertilizacdo in vitro com espermatozoides criopreservados (Nguyen et al., 2024).
Uma alternativa peculiar ¢ induzir o estresse oxidativo. Essa ideia surgiu de Wang et al. (2024) e demonstra
que a adi¢do de H,O, ao sémen refrigerado apresenta efeitos negativos semelhantes aos da criopreservacao,
podendo essa correlagdo ser utilizada como ferramenta para a selecdo dos ejaculados a serem
criopreservados (Wang et al., 2024). Também foi demonstrado que a magnetizag¢ao da dgua utilizada nos
diluidores de congelamento ¢ capaz de enfraquecer as ligagdes de hidrogénio e formar cristais de gelo
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menores durante a criopreservagdo (Lee et al., 2023). Seus efeitos sobre a viabilidade espermatica e a
formagao de blastocistos in vitro foram positivos; porém, ao conhecimento dos autores, apenas um estudo
foi realizado nesse sentido.

Por ultimo, o descongelamento do s€émen também causa danos e, portanto, otimiza¢des do meio
de descongelamento sdo tdo necessarias quanto as dos meios de congelamento. A reducdo dos efeitos
deletérios foi observada quando o s€émen foi descongelado na presenga de silimarina (Yue et al., 2023), de
albumina sérica bovina (Alvarez-Rodriguez et al., 2024) e de resveratrol (Gadani et al., 2017). Dados do
nosso grupo indicam que a presencga de etosulfato de fenazina (PES), um receptor de elétrons, reduz os
niveis de ROS no sémen descongelado, sem afetar o potencial mitocondrial nem as taxas de motilidade
espermatica (Braga et al., 2025). Também hé relatos de que o aumento da alcalinidade do meio de
descongelamento, até pH 9, pelo uso de cafeina, possibilita maior e mais duradoura motilidade espermatica
apos o descongelamento (de Mercado et al., 2020). Porém, conforme demonstrado por Martin-San Juan et
al. (2025), alguns antioxidantes ndo apresentam melhoras quando utilizados no descongelamento, pelo
menos em comparagao aos seus proprios efeitos quando presentes no meio de criopreservagao.

Uso combinado de biotecnologias reprodutivas

A integragdo de biotecnologias reprodutivas podera ser o melhor caminho para a adogéo do sémen
congelado na suinocultura. A inseminacdo artificial em tempo fixo permite sincronizar a ovulacao,
compensando a reduzida longevidade dos espermatozoides refrigerados. A inseminagdo intrauterina
profunda reduz a dose de espermatozoides e pode melhorar a eficiéncia da fertilizacdo. Ja a inseminagao
laparoscopica permite a deposicao direta no utero, o que pode aumentar a eficiéncia mesmo com doses de
menor qualidade. Adicionalmente, técnicas como a fertilizagdo in vitro (FIV) e a injecao intracitoplasmatica
de espermatozoides (ICSI) permitem o uso de sémen criopreservado em ambientes controlados, superando
as limitagdes ainda observadas in vivo.

Consideracdes finais

A criopreservagdo do sémen suino causa danos estruturais e funcionais as células espermaticas, o
que limita seu uso em larga escala. A compreensdo dos efeitos da criopreservacdo possibilita a busca por
alternativas biotecnologicas capazes de aprimorar o processo e mitigar as crioinjurias. Por outro lado, a
integragdo com estratégias de mitigacao e biotecnologias reprodutivas representa um caminho promissor
para ampliar sua aplicagdo em determinados cendrios do sistema de produgao.
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