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Resumo

O presente artigo discute métodos avangados de analise seminal em suinos para superar limitagoes
das avaliagdes tradicionais. Sdo abordados: a evolugdo dos sistemas CASA (analise computadorizada de
sémen), garantindo objetividade e alto rendimento na cinética espermatica; a citometria de fluxo para
avaliagdes multiparamétricas — incluindo viabilidade, potencial mitocondrial, estresse oxidativo e
detecgdo rapida de contaminacdo bacteriana por sondas fluorescentes; ¢ a aplicagdo de biomarcadores
protedmicos e metabolomicos na sele¢@o de ejaculados e reprodutores. Essas ferramentas complementares
otimizam a inseminagdo artificial em doses reduzidas, promovendo sustentabilidade na suinocultura.
Contudo, persistem desafios como falta de padronizagdo, altos custos e necessidade de pessoal
especializado. O futuro promissor reside na integragdo com inteligéncia artificial e aprendizado de maquina,
permitindo extrair padrdes preditivos ocultos, classificar subpopulagdes espermaticas com potencial
fertilizante e maximizar o aproveitamento genético com menor impacto ambiental.

Palavras-chave: suinos, analise computadorizada de sémen (CASA), citometria de fluxo, biomarcadores,
inseminagao artificial

Abstract

This article discusses advanced methods for boar semen analysis aimed at overcoming the
limitations of traditional evaluations. It addresses the evolution of computer-assisted sperm analysis
(CASA) systems, ensuring objectivity and high throughput in sperm kinetic assessment, flow cytometry for
multiparametric evaluations — including viability, mitochondrial potential, oxidative stress, and rapid
detection of bacterial contamination using fluorescent probes; and the application of proteomic and
metabolomic biomarkers for the selection of ejaculates and boars. These complementary tools optimize
artificial insemination with reduced doses, promoting sustainability in pig production. However,
challenges persist, including lack of standardization, high operational costs, and the need for specialized
personnel. The promising future lies in integration with artificial intelligence and machine learning,
enabling the extraction of hidden predictive patterns, classification of sperm subpopulations with fertilizing
potential, and maximization of genetic utilization with lower environmental impact.

Keywords: swine, computer-assisted semen analysis (CASA), flow cytometry, biomarkers, artificial
insemination

Introducao

A suinocultura brasileira apresenta um elevado nivel de tecnificagcdo, com 94,4% do plantel de
matrizes em rotina de insemina¢do artificial (IA) em 2019 (Viana et al., 2020), indice que supera
ligeiramente a média de 93% de paises lideres em producdo (Schulze et al., 2019). Destaca-se ainda que o
Brasil adotou rapidamente a inseminagdo artificial pés-cervical (IAIU), que ja representa 79,7% dos
procedimentos realizados, consolidando o pais como um dos maiores usudrios mundiais dessa
biotecnologia (Viana et al., 2020). Nesse contexto, a avaliagdo da qualidade seminal ¢ de fundamental
importancia para o sucesso dos programas reprodutivos baseados na IA (Colenbrander et al., 1993).
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Virios fatores podem afetar a qualidade do sémen, como a estacao do ano (Lopez-Rodriguez et al.,
2017), diferengas individuais (Broekhuijse et al., 2012), idade (Savic et al., 2013) ou linhagem do cachago
(Valverde et al., 2018), comprometendo a fertilidade das matrizes inseminadas (Broekhuijse et al., 2015). As
estimativas de qualidade seminal podem ser influenciadas pelos métodos empregados na avaliagdo, de
modo que avaliagdes precisas sdo essenciais, com esforgos continuos para desenvolver métodos objetivos.
Os parametros comumente avaliados, como concentragdo espermatica (Maes et al., 2010; Camus et al., 2011;
Brito etal., 2016), motilidade (Yeste et al., 2018), viabilidade (Pintado et al., 2000) e anormalidades morfologicas
(Soler et al., 2016), podem variar conforme a metodologia adotada. Porém, o investimento em tecnologias de
analise, processamento e preservagdo seminal promoveram uma elevada tecnificagdo das Unidades de Difusdo
Genética (UDG) de forma geral no pais. Estas tecnologias, beneficiadas por avaliagdes computadorizadas,
reduzem a subjetividade, além de se integrarem a softwares de gestdo de producdo, comercializacdo e
distribui¢@o de doses, visando assegurar que elas saiam do laboratorio nas melhores condigdes possiveis.

Contudo, diversos desafios se impdem e estimulam a busca por otimizagdes, melhorias e reducao
de custos na produ¢do de doses de s€émen suino. Esses desafios abrangem a baixa correlacdo das técnicas
tradicionais (motilidade, viabilidade) com a fertilidade in vivo (<0,4), variabilidade bioldgica (estacao,
idade, linhagem) e contaminagdo bacteriana, agravados pela adogao de doses reduzidas e criopreservagao.
Além disso, pressdes ambientais impulsionam a redugdo do plantel de reprodutores para minimizar
emissdes de metano e uso de recursos, sem reduzir os niveis de producao.

Diante desses avangos ¢ limitagdes, o presente artigo discute métodos avangados de analise
seminal em suinos, visando mitigar os gargalos das avaliagdes tradicionais. Sdo abordados a evolugdo dos
sistemas de analise computadorizada de s€émen (CASA), as oportunidades de implementagdo da citometria
de fluxo para avaliagdes multiparamétricas — incluindo detec¢do rapida de contaminag¢do microbiana via
sondas fluorescentes —, e a aplicagdo de biomarcadores protedmicos e metaboldmicos na selecdo de
ejaculados e reprodutores, otimizando a inseminagdo artificial em doses reduzidas e promovendo
sustentabilidade na suinocultura.

Computer-Assisted Sperm Analysis

O sistema CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis) evoluiu significativamente ao longo de
aproximadamente 40 anos, impulsionado por avangos em dispositivos de captura de imagem, aumento do
poder computacional e novos algoritmos de software. Inicialmente concebidos como ferramentas para
pesquisas basicas visando a eliminagdo do viés subjetivo de técnicos, os sistemas pioneiros baseavam-se
na identifica¢@o de bordas e rastreamento de trajetdrias primordiais. Com o tempo, a tecnologia passou de
sistemas fechados, muitas vezes descritos como "caixas pretas", para plataformas mais abertas e ajustaveis,
permitindo a integracdo com microscopios convencionais e o desenvolvimento de plugins de codigo aberto,
como o ImageJ CASA, que facilitaram o acesso e a transparéncia dos dados (Boe-Hansen e Satake, 2019;
Aragon-Martinez, 2026). Apesar da modernizagao, os conceitos basicos para identificar o espermatozoide
e seus padrdes de movimento permanecem pouco alterados desde o inicio da tecnologia.

A avaliago cinematica pelo sistema CASA baseia-se na constru¢do de trajetorias a partir dos
centroides das cabegas espermaticas identificadas em sucessivos quadros. Os principais pardmetros incluem
a velocidade curvilinea (VCL), que mede a distancia total percorrida; a velocidade de trajetoria média
(VAP); e a velocidade de linha reta (VSL). A partir dessas velocidades, derivam-se indices de robustez do
movimento, como a linearidade (LIN), a retilineidade (STR) ¢ a oscilagdo (WOB). Outros descritores
fundamentais sdo a amplitude do deslocamento lateral da cabega (ALH) ¢ a frequéncia de batimento
cruzado (BCF). Para suinos, parametros padrdo frequentemente utilizam o limiar de VAP > 20 um/s para
definir a motilidade total. Conforme as fontes, essas medidas condensadas sdo representacdes numéricas
de coordenadas brutas (X, y) capturadas em um espago bidimensional.

Diante da robustez dessas medidas, a aplicagdo do CASA em centrais de processamento de sémen
suino oferece vantagens em relag@o a andlise subjetiva, principalmente pela reducdo do viés do técnico e
pela garantia de repetibilidade. Em unidades de producao, o sistema facilita um alto rendimento por hora
de doses comercializaveis, permitindo o descarte rapido de ejaculados inadequados por meio de medigdes
simultdneas de concentracdo ¢ motilidade. Além disso, a capacidade de alguns sistemas de detectar
automaticamente anormalidades morfologicas, como gotas citoplasmaticas e caudas dobradas, agrega um
valor informativo essencial para o controle de qualidade. Conforme afirmam Amann e Waberski (2014), o
sistema oferece uma base confidvel para rejeitar ou aceitar amostras de sémen, assegurando que o produto
final atenda as especificagdes de mercado.

Embora as vantagens operacionais sejam evidentes, desafios persistentes limitam a tecnologia: a
maioria dos sistemas CASA ainda opera em um plano bidimensional, o que restringe a analise dos padrdes
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naturais de movimento helicoidal dos espermatozoides suinos em 3D. Nesse contexto de superacao das
limitagdes tradicionais, as abordagens recentes no uso do sistema CASA transcendem a analise de médias
populacionais, focando na heterogeneidade intrinseca das amostras através da analise de subpopulagdes
espermaticas (Ramoén e Martinez-Pastor, 2018; Hackerova et al., 2025). A implementa¢do de métodos
estatisticos multivariados, como o agrupamento ndo supervisionado (clustering), permite identificar
padrdes cinéticos complexos que auxiliam na predi¢do da fertilidade ¢ da capacidade de criopreservacdo
(Ramon e Martinez-Pastor, 2018). Inovagdes como o uso de Machine Learning, especificamente Support
Vector Machine (SVM), possibilitam a classificagdo automatizada de padroes de motilidade, como a
transi¢do para a hiperativag@o, com precisao superior aos métodos tradicionais (Ramén e Martinez-Pastor,
2018). Adicionalmente, o desenvolvimento de modelos matematicos como a dimenséo fractal (FDM) para
identificar espermatozoides hiperativados, o uso de citometria de fluxo por imagem e o rastreamento em
trés dimensodes (3D) representam avangos importantes para simular o comportamento espermatico em
condicdes que se aproximam do ambiente in vivo (Hackerova et al., 2025; Ramoén e Martinez-Pastor, 2018).

Apesar do progresso tecnologico, o sistema CASA enfrenta desafios significativos relacionados a
falta de padronizag¢do de protocolos, o que compromete a comparabilidade de dados entre laboratorios e
centrais (Hackerova et al., 2025; Ramoén e Martinez-Pastor, 2018). As variagcdes nos resultados sdo
frequentemente atribuidas a diferencas de hardware, software e algoritmos proprietarios ("caixas pretas"),
além da sensibilidade do sistema a fatores técnicos como a taxa de quadros (frame rate) e o tipo de camara
de contagem utilizada (Hackerova et al., 2025). A profundidade da cdmara e o método de preenchimento
podem induzir o efeito Segre—Silberberg, resultando em distribuigdo desigual das células, enquanto a
presencga de debris em diluentes pode gerar erros na detecgdo de cabecas espermaticas (Hackerova et al.,
2025). Além disso, o alto custo de laminas calibradas, a exigéncia de operadores treinados para minimizar
a variabilidade e a limitacdo da maioria dos sistemas a analise bidimensional de um movimento
naturalmente helicoidal permanecem como obstaculos criticos para a tecnologia (Hackerova et al., 2025;
Ramoén e Martinez-Pastor, 2018).

Citometria de fluxo

Inicialmente aplicada a hematologia, a citometria de fluxo (CF) consolidou-se o "padrdo-ouro" na
analise de células em matrizes fluidas, como por exemplo a imunofenotipagem de células sanguineas na
classificag@o e estadiamento de leucemias. A trajetoria desta tecnologia na andrologia iniciou-se no final
da década de 1970, com os desenvolvimentos pioneiros de Wolfgang Gohde e da empresa Partec (Boe-
Hansen e Satake, 2019). Na avaliagdo seminal, marcos importantes incluem o trabalho de Dr. Duane Garner
na validagao de fluorocromos como o SYBR-14 associado ao iodeto de propidio (PI) para avaliagdo de
viabilidade, além do desenvolvimento de protocolos para a sexagem de espermatozoides (citado por Boe-
Hansen e Satake, 2019).

A andlise seminal por citometria de fluxo permite a avaliacdo simultanea de diversos parametros
funcionais e estruturais de forma individual de cada espermatozoide de uma amostra. Em poucos segundos,
sdo avaliados entre 10.000 e 30.000 células, garantindo praticidade a rotina ¢ diminuindo vieses subjetivos
(Boe-Hansen e Satake, 2019; Maside et al., 2023). Entre os principais pardmetros destacam-se a viabilidade
espermatica, frequentemente mensurada pela integridade da membrana plasmatica (ex.: SYBR-14/PI, Yo-
Pro-1), e a integridade acrossomal, avaliada por lectinas vegetais como PNA ou PSA conjugadas a
fluorocromos (Boe-Hansen e Satake, 2019; Maside et al., 2023; Quirino et al., 2022). Para além do dano
estrutural, ¢ possivel avaliar caracteristicas funcionais como o potencial de membrana mitocondrial
(utilizando JC-1 ou Rodamina 123), niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) e lipoperoxidacdo para
monitorar o estresse oxidativo espermatico, e a fragmentagdo de DNA através de ensaios como o SCSA ou
TUNEL (Boe-Hansen e Satake, 2019; Maside et al., 2023; Yang et al., 2025).

Com o desenvolvimento de equipamentos mais robustos, com maior espectro de lasers e maior
numero de detectores, é possivel realizar multiplas sondas por andlise, aplicando as informagdes obtidas
por células, como demonstrado por Torres et al (2016), Jakel et al. (2020) e Lacalle et al. (2025). Mais
recentemente, foram propostas novas abordagens para monitorar a fungao celular via ativagado de segundos
mensageiros (PKA, PKC) e a reorganizagdo de fosfolipidios durante a capacitacdo, o que auxilia na
predigdo de fertilidade e criotolerancia espermatica (Maside et al., 2023; Purdy et al., 2022).

A integragdo da citometria de fluxo com a avaliagdo genomica pode representar um avango
significativo na compreensao da base genética de caracteristicas seminais complexas em suinos, permitindo
ir além dos pardmetros convencionais de motilidade e concentragdo. Ao associar os resultados de estudos
de associacdo gendmica ampla (GWAS), foi possivel identificar regides de loci de caracteristicas
quantitativas (QTL) e genes candidatos especificos, como o SIRTS para niveis de ROS e os genes TMEM65
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e SLC8BI1 para MMP, que estdo envolvidos na regulagdo do estresse oxidativo e no transporte de calcio
mitocondrial (Yang et al., 2025). A identificagdo de polimorfismos de nucleotideo tinico (SNPs) associados
a essas funcdes celulares fundamentais oferece subsidios para aprimorar modelos de predi¢do gendmica e
estratégias de seleg@o assistida por marcadores na suinocultura (Yang et al., 2025).

Outra aplicagdo da FC na avaliag@o espermatica, ¢ a mensuragdo da contaminagio bacteriana no
sémen suino. Este ¢ um desafio constante na produgido de doses, originando-se tanto da microbiota do
animal quanto do ambiente de coleta (Contreras et al., 2022; Ngo et al., 2025). Embora prejudique a
motilidade e a viabilidade espermatica, o controle imediato desse problema ¢ limitado pela lentiddo dos
métodos tradicionais de cultura que exigem até 48 horas para resultados (Ochler et al., 2019; Ngo et al,,
2025). Como alternativa para o monitoramento em tempo real, desenvolveu-se um protocolo de citometria
de fluxo baseado na marcacdo de "vivo/morto" utilizando os fluorocromos SYBR Green I, que penetra em
todas as células, e Todeto de Propidio (PI), que marca apenas células com membranas danificadas (Oehler
et al., 2019). Através de graficos de pontos bivariados de intensidade de fluorescéncia verde vs. vermelha
e excitagdo por laser de 488 nm, o sistema permite discriminar populagdes de bactérias viaveis de detritos
e espermatozoides, estes ultimos facilmente identificados por sua maior intensidade de fluorescéncia devido
ao tamanho (Ochler et al., 2019). Essa abordagem oferece uma ferramenta objetiva e de alto rendimento
para o uso on-line em centrais de inseminag@o, permitindo o descarte imediato de ejaculados altamente
contaminados (Ochler et al., 2019; Contreras et al., 2022).

Outra contribui¢do importante da citometria de fluxo (CF) na andrologia foi o desenvolvimento
de protocolos de sexagem espermatica. Os primeiros resultados foram descritos na década de 1980 e, desde
entdo, diversos avangos — como a melhoria dos protocolos, o uso de sondas fluorescentes e o
aperfeicoamento dos equipamentos de CF acoplados a sistemas de separagdo celular (cell sorters) — t€ém
garantido resultados aceitdveis na separacdo de espermatozoides portadores do cromossomo X ou Y, com
pureza superior a 90% (Vasquez et al., 2009; Espinosa-Cervantes e Cordova-Izquierdo, 2013). O principio
utilizado na sexagem espermadtica permanece o mesmo: emprega-se uma sonda fluorescente (por exemplo,
Hoechst 33342) que se liga ao DNA espermatico, permitindo a identifica¢ao de células com maior ou menor
intensidade de marcacdo. Essa diferenca de marcag@o ocorre devido a conhecida variagdo na quantidade de
DNA entre células que carregam o cromossomo X ¢ aquelas que carregam o Y — diferenca essa de
aproximadamente 3,8% em suinos (Vasquez et al., 2009).

Em bovinos, a tecnologia esta bem desenvolvida e comercialmente estabelecida no Brasil ¢ no
mundo. No entanto, apesar desses avangos técnicos, limitagdes importantes ainda impedem uma
implementagdo mais ampla dessa tecnologia na reprodugéo suina. Destacam-se os danos celulares causados
pela marcacdo com sondas ¢ o estresse fisico durante a separagdo, variagdes observadas entre diferentes
reprodutores e entre ejaculados de um mesmo reprodutor (Alkimin et al., 2014), além das altas taxas de
dilui¢ao durante o procedimento (Del Olmo et al., 2013). Chama-se atencdo ainda para dois desafios
importantes: primeiro, o longo tempo necessario para realizar a sexagem, uma vez que a taxa média de
sexagem ¢é de 20 x10° células por hora, o que traz desafios para uma producio efetiva de doses tradicionais
em escala comercial (3 x 107 sptz/dose). O uso de IA profunda permite o uso de doses com menor
quantidade total de espermatozoides, ¢ o aperfeicoamento destas biotécnicas poderdo beneficiar a aplicagdo
de sémen sexado na espécie (Knox, 2016). Outro desafio importante ¢ a falta de métodos eficazes para
preservar o sémen pos-sexado. Diluentes suplementados com gema de ovo, espermadesinas e antioxidante
se mostraram promissores, mas ndo definitivos (Garcia et al., 2007). Outro aspecto importante, além da
resisténcia a preservagdo, ¢ uma diminuicdo da capacidade de se ligar ao epitélio do oviduto em
espermatozoides sexados. Como resultado, a migragdo e formagéo de reservatorio espermatico no oviduto
sao ineficientes, comprometendo as taxas de fertilidade (Winters et al., 2018).

Como ocorreu com o CASA héa 20 anos, a citometria de fluxo enfrenta limitagdes praticas
significativas para sua implementacdo na rotina da suinocultura, como o alto custo de aquisi¢do e
manutencao de equipamentos e reagentes (Boe-Hansen e Satake, 2019; Maside et al., 2023). A operagao
exige pessoal altamente especializado para a execucdo de protocolos e, especialmente, para a complexa
interpretacdo de dados, incluindo a compensagdo de sobreposicdo espectral em ensaios multicoloridos
(Boe-Hansen ¢ Satake, 2019; Quirino et al., 2022). Outro desafio critico ¢ a falta de padronizacdo de
protocolos entre laboratorios, o que dificulta a comparagdo de resultados e a validagdo de pardmetros
robustos para a predigdo de fertilidade em campo (Boe-Hansen e Satake, 2019; Maside et al., 2023).
Atualmente, a aplicagdo em larga escala em unidades de produgdo comercial permanece diminuta, sendo a
tecnologia mais utilizada em centros de pesquisa ou em estagdes de inseminagao artificial de referéncia na
Europa e Estados Unidos (Boe-Hansen e Satake, 2019; Ochler et al., 2019).

Biomarcadores proteicos e metabélicos do sémen suino
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A aplicacdo das ciéncias Omicas representou um avanco fundamental para aprofundar o
conhecimento sobre a complexa fisiologia do sémen suino, superando as limitacdes de sensibilidade e
acuracia dos métodos convencionais de analise (Llavanera, 2024). A protedmica permite o estudo em larga
escala das proteinas, suas intera¢des e modificagdes pos-traducionais (PTMs), que sdo consideradas eventos
moleculares essenciais para a funcionalidade espermatica e o sucesso da fertilizagdo (Parrilla et al., 2019;
Llavanera, 2024). Paralelamente, a metabolomica analisa moléculas de baixa massa molecular (1500 Da)
que, por serem os produtos finais das vias de sinalizagdo celular, fornecem um retrato fiel do estado
fisiologico e do fendtipo real dos espermatozoides e do plasma seminal em um dado momento (Torres et
al., 2022; Mateo-Otero et al., 2021). De forma integrada, essas tecnologias viabilizam a identificacdo de
biomarcadores especificos associados a fertilidade in vivo, a maturidade sexual e a resiliéncia celular
durante processos de estresse, como a preservagao liquida ou a criopreservagao (Mateo-Otero et al., 2021;
Shrestha et al., 2025; Torres et al., 2022). Esse conhecimento aprofundado possibilita a sele¢do precoce de
reprodutores € o desenvolvimento de novas estratégias para otimizar a eficiéncia reprodutiva na industria
suinicola (Llavanera et al, 2024; Parrilla et al., 2019). A seguir, ambas as abordagens serdo discutidas.

A protedomica ¢ definida como o estudo em larga escala das proteinas, abrangendo sua
identificagdo, quantificagdo ¢ analise de modifica¢des pos-traducionais (PTMs) em sistemas biologicos
(Parrilla et al., 2019; Bustamante-Filho et al., 2022). Atualmente, a técnica mais empregada em protedmica
¢ a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em série (LC-MS/MS), por meio de
abordagens como a protedmica shotgun (label-free) ou marcagoes isobaricas (iTRAQ/TMT), permitindo a
detecgdo de milhares de proteinas com alta sensibilidade (Parrilla et al., 2019; Bustamante-Filho et al.,
2022; Song et al., 2024). Na suinocultura, os delineamentos experimentais protedmicos comumente
envolvem a comparagdo entre machos com fertilidade contrastante (Lucca et al., 2024), a avaliacdo de
estresses sazonais sobre a qualidade seminal (Argenti et al., 2018) e caracterizacdo do perfil proteico
espermatico e de plasma seminal de animais com diferentes classificagdes da maturacdo espermatica desde
o fluido epididimario até o sémen ejaculado (Weber et al., 2020; Pérez-Patifio et al., 2019).

Diversas proteinas e vias metabolicas foram identificadas como determinantes para a
funcionalidade espermatica. Proteinas envolvidas na interagdo espermatozoide-oocito e ligacdo a zona
peltcida, como a ZPBP1, a ZPBP2 ¢ a hialuronidase SPAM1, apresentam correlagdo direta com o sucesso
da fertilizaco e taxas de parigdo (Parrilla et al., 2019; Lucca et al., 2024; Weber et al., 2020). A motilidade
progressiva estd intimamente ligada a enzimas do metabolismo energético, incluindo a enolase (ENO3), a
triosefosfato isomerase ¢ a lactato desidrogenase, essenciais para a producdo de ATP via glicélise e ciclo
do TCA (Weber et al., 2020; Pérez-Patifio et al., 2019). O sistema de defesa antioxidante, mediado por
enzimas como a glutationa peroxidase 5 (GPXY5) e a superoxido dismutase 1 (SOD1), € crucial para proteger
a integridade das membranas contra o dano oxidativo (Song et al., 2024; Argenti et al., 2018; Weber et al.,
2020). Adicionalmente, proteinas reguladoras da capacitacdo, como a ACRBP e as espermadesinas (PSP-
I/PSP-II), desempenham papéis na estabilizagdo da membrana durante o transito no trato reprodutivo
(Parrilla et al., 2019; Pérez-Patifo et al., 2019; Weber et al., 2020).

A identificagdo de biomarcadores protedmicos permitiu avangos na selecdo de machos com maior
resisténcia a preservacdo seminal. Para o armazenamento liquido a 17°C, proteinas como a catepsina B, a
espermadesina PSP-1 e a proteina secretoria epididimaria E1 (NPC2) correlacionam-se com uma maior
resiliéncia da motilidade (Bustamante-Filho et al., 2022; De Lazari et al., 2020). Em contrapartida, altos
niveis de metabolitos como leucina e isoleucina no plasma seminal sdo indicadores de baixa capacidade de
preservacdo (Mateo-Otero et al., 2021; Song et al., 2024). Na resisténcia a criopreservagdo, proteinas de
estresse (HSPA1L/HSP70 e HSP90AAI1) e proteinas de adesdo, como a fibronectina (FN1), sdo
fundamentais para proteger a célula contra o choque frio e manter a estabilidade estrutural (Parrilla et al.,
2019; Pérez-Patifio et al., 2019). Por fim, em condicdes de refrigerac@o hipotérmica a 5°C, reguladores da
protedlise e da imunidade, como a clusterina e a legumaina, foram associados exclusivamente a machos
com alta resisténcia a preservacao (Menezes et al., 2020).

A metabolomica ¢ definida como o estudo abrangente de moléculas de baixa massa molecular
(1500 Da), conhecidas como metabdlitos, que representam os produtos finais de processos celulares e
fornecem um retrato fiel do estado fisiologico de um sistema biolégico em um determinado momento
(Llavanera, 2024; Torres et al., 2022). As principais plataformas analiticas utilizadas para a identificagdo e
quantificacdo dessas moléculas no sémen suino sdo a espectrometria de massas (MS), frequentemente
acoplada a cromatografia liquida (LC-MS), e a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)
(Mateo-Otero et al., 2021; Shrestha et al., 2025; Sui et al., 2022). Os delineamentos experimentais comuns
nesta area incluem a comparagdo de perfis metabolicos entre machos ou ejaculados de alta e baixa
fertilidade ou taxas de concepcdo (Llavanera, 2024), a caracterizagdo de fenotipos de boa e baixa
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congelabilidade (Sui et al., 2023; Torres et al., 2022), a analise de perfis temporais relacionados a
maturidade sexual (Shrestha et al., 2025) e a avaliagdo de alteragdes metabodlicas induzidas por condigdes
de estresse, como o estresse térmico (Sui et al., 2022).

Marcadores metabolicos especificos no plasma seminal e nos espermatozoides tém sido associados
diretamente a fertilidade in vivo de cachacos. Metabdlitos relacionados ao metabolismo energético, como
o sn-glicero-3-fosfocolina, carnitina, hipotaurina, glutamato e glicose, demonstraram potencial para
discriminar o tamanho da leitegada (Llavanera, 2024). A suplementacdo dietética com acido 5-
aminolevulinico (5-ALA) elevou os niveis de intermediarios do ciclo do 4cido tricarboxilico (TCA), como
malato e isocitrato, no plasma seminal, o que resultou em melhor fungfo mitocondrial espermatica e
maiores taxas de paricdo (Wang et al., 2025). No ambito do estresse oxidativo, a concentragdo de metanol
no plasma seminal correlacionou-se positivamente com a geracao de perdxido de hidrogénio () intracelular,
enquanto a tirosina e a carnitina também influenciaram positivamente a producio de espécies reativas de
oxigénio (Mateo-Otero et al., 2021). Além disso, metabdlitos como 4-aminobenzoato, D-biotina e L-serina
foram identificados como marcadores de altas taxas de concepgao apds inseminacdo artificial (Llavanera,
2024).

Em relagdo a preservacdo espermatica, a metabolomica identificou assinaturas que definem a
resiliéncia celular. Para a criopreservagdo, marcadores como inosina, hipoxantina, creatina, ADP e
niacinamida estdo envolvidos na aquisi¢do de criotolerancia durante o tempo de repouso (holding time) a
17°C, sendo essenciais para a producdo de energia pos-descongelamento (Torres et al., 2022). O acido
oleico e a oleamida também foram destacados como marcadores positivos de congelabilidade, enquanto a
L-citrulina e o triptofano surgem como potenciais indicadores em ragas nativas (Sui et al., 2023; Zhang et
al., 2023). Para a refrigeracdo a 17°C, concentra¢des de leucina, isoleucina, carnitina e hipotaurina no
plasma seminal associam-se a capacidade do espermatozoide em manter a motilidade progressiva durante
o armazenamento liquido por até 72 horas (Mateo-Otero et al., 2021). Adicionalmente, o mio-inositol e o
acido homoisovanilico foram identificados como metabolitos chave que aumentam com a maturagdo
sexual, correlacionando-se com uma melhor integridade de membrana e qualidade seminal para uso em
programas de reproducdo (Shrestha et al., 2025).

Consideracdes finais

A avaliacdo seminal em suinos avangou significativamente nas ultimas décadas, indo além dos
métodos convencionais. O sistema CASA consolidou-se como item quase obrigatorio nas UDG, garantindo
objetividade, repetibilidade e alto rendimento na analise cinética. A citometria de fluxo, apesar dos avangos
em protocolos que permitem avaliagdes multiparamétricas simultidneas, ainda ndo se mostrou viavel para
implementacdo na rotina comercial, apesar de largamente utilizada em pesquisa. Os biomarcadores
protedmicos e metaboldmicos, por sua vez, oferecem uma janela preditiva para a fertilidade in vivo e a
resiliéncia espermatica a preservagdo, preenchendo a lacuna deixada pela baixa correlagdo dos parametros
classicos com o desempenho reprodutivo a campo. Sua aplicagdo também se restringe a pesquisa e
desenvolvimento, sendo determinante para a avaliagdo mais precisa do impacto celular de novos métodos
de preservagdo e processamento espermatico

Apesar dessas vantagens, persistem desafios como a falta de padronizag@o entre laboratorios, os
altos custos operacionais ¢ a necessidade de pessoal especializado, que restringem a aplicacdo em larga
escala dessas tecnologias. Contudo, o futuro ¢ promissor: a integracdo dessas ferramentas com a analise
avangada de dados, especialmente por meio da inteligéncia artificial e do aprendizado de maquina, permitira
extrair padrdes preditivos ocultos, classificar subpopulagdes espermaticas com potencial fertilizante e
otimizar a sele¢do de reprodutores (Aragon-Martinez, 2026). Essa convergéncia tecnoldgica ndo apenas
reduzird custos e melhorard a eficiéncia da inseminacdo artificial suina, mas também impulsionard a
sustentabilidade do setor ao maximizar o aproveitamento genético com menor impacto ambiental.
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