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Resumo

A criopreservacao do sémen de cachacos constitui uma ferramenta estratégica para programas de
melhoramento genético, conservacdo de germoplasma e disseminagdo internacional de material genético.
No entanto, os espermatozoides suinos apresentam alta sensibilidade ao estresse térmico e oxidativo, o que
compromete a eficiéncia dos protocolos convencionais de congelagdo e descongelacdo. Este artigo
apresenta uma revisao detalhada das etapas criticas que compdem o protocolo de criopreservagao, incluindo
coleta, selegcdo e preparo do ejaculado, uso de diluidores de refrigeracdo e congelagdo, centrifugacao,
holding time, tempo de equilibrio, curvas de congelagio, descongelagio e ajustes pos-descongelacdo. Sao
discutidos os avancgos recentes no uso de aditivos antioxidantes, métodos de congelagdo em uma e duas
etapas, e estratégias para maximizar a viabilidade e funcionalidade espermatica apos a descongelagdo. Ao
consultar todas as informagdes ja publicadas € possivel identificar e indicar um protocolo de congelagdo do
sémen de cachagos. Este protocolo, pode ser alterado caso novas descobertas sobre a criotolerancia do
espermatozoide do cachago sejam realizadas.
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Abstract

Boar semen cryopreservation represents a strategic tool for genetic improvement programs,
germplasm conservation, and the international dissemination of genetic material. However, porcine
spermatozoa exhibit a high susceptibility to thermal and oxidative stress, which significantly impairs the
efficiency of conventional freezing and thawing protocols. This review provides a comprehensive analysis
of the critical steps involved in the cryopreservation process, including semen collection, ejaculate
selection and preparation, use of cooling and freezing extenders, centrifugation, holding time, equilibration
period, freezing curves, thawing procedures, and post-thaw adjustments. Recent advances regarding the
use of antioxidant additives, single- and two-step freezing methods, and strategies aimed at maximizing
post-thaw sperm viability and functionality are discussed. Based on an extensive review of the literature, a
cryopreservation protocol for boar semen is proposed. Nonetheless, this protocol may require future
modifications as new insights into boar sperm cryotolerance are uncovered.

Keywords: cryopreservation, boar semen, spermatozoa, fertility, artificial insemination, reproductive
biotechnology.

Introducao

A criopreservacdo do sémen representa uma ferramenta biotecnologica fundamental na reproducgao
animal, sendo amplamente utilizada em programas de melhoramento genético, conservagdo de recursos
zootécnicos e no comércio internacional de germoplasma (Knox, 2011). No entanto, entre as espécies
domésticas, o suino apresenta um dos maiores desafios em relagdo a tolerancia ao congelamento, uma vez
que os espermatozoides dessa espécie sdo particularmente sensiveis aos danos induzidos pelo processo de
congelamento ¢ descongelamento (Yeste, 2015).

A elevada suscetibilidade do espermatozoide suino ao estresse térmico, osmotico e oxidativo esta
relacionada a composi¢do lipidica de suas membranas (Waterhouse et al., 2006), ao conteudo de agua
intracelular (Yeste, 2015) e a baixa atividade antioxidante (Li et al., 2018). Essas caracteristicas tornam
indispensavel a adogdo de protocolos refinados e multifasicos, que incluem desde a sele¢do do ejaculado
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até estratégias especificas de diluicdo, centrifugacdo, equilibrio térmico, congelacdo e descongelagdo
(Bolarin et al., 2024; Zhang et al., 2022).

Diante da ampla variabilidade individual observada entre reprodutores quanto a resposta ao
congelamento (Andrade et al., 2022), é fundamental que o processo de coleta e preparacdo do sémen seja
realizado com critérios rigorosos. Avaliagdes iniciais de qualidade espermatica e testes de criotolerancia
permitem identificar os chamados “bons congeladores”, cujos espermatozoides apresentam maior
estabilidade mitocondrial, menor fragmentagdo de DNA e superior integridade de membranas apds o
processo de congelacdo/descongelagdo (Torres et al., 2021; Fraser et al., 2025).

Nos ultimos anos, avangos importantes foram incorporados ao processo de criopreservagao, como
a utilizacdo de diluidores de refrigera¢ao de longa duracdo (Andrade et al., 2022), o estabelecimento do
“holding time” a 17 °C (Torres et al., 2019), a otimizacdo da centrifugacdo para remog¢do do plasma seminal
(Carvajal et al., 2004) e a introdu¢@o de antioxidantes naturais em diluidores de congelacio (Andrade et al.,
2023a; Khophloiklang et al., 2024;). Essas estratégias t€ém contribuido para mitigar os efeitos deletérios da
congelacdo e ampliar as taxas de viabilidade espermatica pos-descongelacdo (Andrade et al., 2023b).

Adicionalmente, estudos recentes tém explorado o impacto de diferentes curvas de congelamento,
protocolos de uma ou duas etapas e metodologias de descongelag@o sobre a funcionalidade espermatica
(Monteiro et al., 2022). A individualizagdo desses parametros de acordo com o perfil do ejaculado tem se
mostrado uma abordagem promissora para identificar os limites impostos pela fisiologia espermatica suina,
melhorando os indices de fertilizagdo in vitro e os resultados em inseminagao artificial (Shepherd et al.,
2022).

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo reunir e discutir criticamente o estado da
arte sobre a criopreservagdo do sémen de cachagos, abordando de forma integrada as etapas que compdem
esse processo. Serdo explorados os avangos recentes e os fatores determinantes para a manutengdo da
qualidade espermatica, fornecendo subsidios técnicos e cientificos que permitam o aprimoramento dos
protocolos existentes e a adogdo de praticas mais eficazes na rotina de centrais de inseminag@o e bancos de
germoplasma.

Coleta e Qualidade Inicial do Sémen

A coleta de sémen em suinos pode ser realizada por diferentes métodos, sendo a técnica da “mao
enluvada” a mais amplamente empregada em centrais de inseminac¢do. Essa técnica consiste na simulagdo
do reflexo da copula por meio da manipulacdo manual do pénis do animal, geralmente sobre um manequim,
até a emissdo do sémen. Durante a ejaculacdo, o sémen ¢ depositado em um copo coletor com sistema de
filtragem que separa a frag@o gelatinosa, sendo coletada apenas a fracdo espermatica rica. O procedimento
deve ocorrer em ambiente limpo, com cuidados rigorosos de higiene para evitar contaminagdes que
comprometam a qualidade do ejaculado (Sevilla et al., 2023; Goldberg et al., 2013).

Além do método tradicional, sistemas semiautomatizados vém sendo utilizados com maior
frequéncia. Nesses, o pénis do animal ¢ introduzido em uma cérvix artificial acoplada a um sistema de
coleta, o que diminui a manipulagdo humana e os riscos de contaminagio. Estudos demonstram que ajustes
na fixagdo do pénis, como o método proposto por Paschoal et al. (2021), que combina fixagdo manual
seguida de inser¢do na cérvix artificial, resultam em menores indices de contaminagdo microbiana. Esses
cuidados sdo particularmente relevantes considerando que a contaminagao bacteriana pode interferir na
qualidade do sémen e impactar negativamente na viabilidade espermatica, sobretudo em protocolos que
envolvem armazenamento prolongado, como a criopreservacdo (Rodriguez et al., 2017; Paschoal et al.,
2021).

No contexto da criopreservacdo espermatica, a coleta de sémen deve seguir padrdes ainda mais
rigorosos, uma vez que a qualidade inicial do ejaculado ¢ um dos principais determinantes da sobrevivéncia
dos espermatozoides ao processo de congelagdo e descongelagdo. Reprodutores suinos utilizados para essa
finalidade devem ser previamente avaliados quanto & sua capacidade de criotolerancia espermatica, pois ha
alta variabilidade entre individuos, sendo alguns animais ou ejaculados classificados como "bons
congeladores" (Bolarin et al., 2024). Tal avaliagdo pode incluir testes in vitro e a analise de componentes
do plasma seminal e do espermatozoide, que influenciam diretamente na resposta destas células ao estresse
térmico e oxidativo durante a criopreservagao (Bolarin et al., 2024; Hernandez et al., 2007; Torres et al.,
2021).

Durante a coleta para criopreservacdo, ¢ essencial que o s€émen seja obtido com o menor grau
possivel de contaminacdo. Para isso, deve-se realizar uma adequada higienizacdo do prepticio antes da
coleta e utilizar materiais estéreis e descartaveis. Além disso, a fracdo do ejaculado utilizada ¢
preferencialmente a fragao rica, que contém maior concentracao e qualidade espermatica, evitando a fragao
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gelatinosa e a fragdo final, rica em secrecdes prostaticas, que podem interferir negativamente no
congelamento (Rodriguez et al., 2017; Goldberg et al., 2013). Sendo assim, a coleta para criopreservagao
deve considerar ndo apenas a qualidade do sémen, mas também aspectos sanitarios e de biosseguranga. O
uso do sémen criopreservado permite a realizagdo de exames sanitirios nas amostras criopreservadas,
reduzindo o risco de transmissdao de agentes infecciosos, o que ¢é crucial para programas de conservagéo
genética e comércio internacional de germoplasma (Maes et al., 2016; Bolarin et al., 2024).

Holding Time

O holding time (HT) ¢ uma etapa essencial nos protocolos de criopreservacdo do sémen suino,
definida como o periodo em que o ejaculado, ap6s ser acrescido de diluidor de refrigeragdo, ¢ mantido a
17 °C antes da centrifugagdo. Durante esse intervalo, que atualmente é indicado 24 horas, ocorrem
alteragdes bioquimicas e fisiologicas fundamentais para aumentar a resisténcia dos espermatozoides ao
estresse térmico e osmotico provocado pelo congelamento (Torres et al., 2019; Schéfer et al., 2017).

Estudos demonstraram que o HT permite uma interagdo prolongada entre os espermatozoides ¢ 0s
componentes do plasma seminal, promovendo adaptacdes importantes na membrana plasmatica e no
metabolismo celular. Essa interagdo ¢ responsavel por promover maior integridade das membranas e
motilidade pds-descongelagdo (Torres et al., 2019). Além disso, evidéncias no metabolismo espermatico
revelam que o HT de 24 horas promove a ativacao de vias bioenergéticas especificas, como as relacionadas
a creatina fosfato, niacinamida e cadeia transportadora de elétrons, associadas ao aumento da criotolerancia
dos espermatozoides (Torres et al., 2021).

Na pratica, o sémen ¢ coletado, diluido em meio como BTS (Beltsville Thawing Solution) ou em
meios comerciais mais complexos (Andrade et al., 2022; Andrade et al., 2023) e mantido a 17 °C por 24
horas. Esse intervalo tem efeito estabilizante, permitindo o remodelamento das membranas celulares ¢ a
reorganizagdo de proteinas e lipidios essenciais a tolerancia ao congelamento (Torres et al., 2021; Hofer et
al., 2020).

Contudo, o efeito do HT ndo ¢ uniforme entre ejaculados. Torres et al. (2021) demonstraram que
apenas espermatozoides classificados como “bons congeladores” apresentam mudangas metabdlicas
benéficas durante o HT. Esses animais mostraram redu¢@o de compostos oxidantes e maior ativagdo de vias
energéticas antioxidantes. Por outro lado, em ejaculados com baixa tolerancia ao congelamento, o HT
promoveu acimulo de metabdlitos associados ao estresse oxidativo, como derivados de arginina e prolina.
O tempo ideal de HT tem sido alvo de estudos experimentais. Torres et al. (2019) compararam diferentes
duragdes (0, 4, 8, 12, 24, 28 e 32 h) e identificaram que o periodo de 24 horas promoveu os melhores
resultados em termos de motilidade total, motilidade progressiva e integridade das membranas plasmatica
e acrossomal. Esse tempo € hoje amplamente adotado em protocolos simplificados de criopreservacao de
sémen suino.

Ainda que o HT promova beneficios claros, sua extensdo além de 24 horas pode comprometer a
qualidade espermatica (Torres et al., 2019). Schifer et al. (2017) observaram que a extensao do HT para 44
horas, especialmente apos transporte, reduziu significativamente a motilidade e o vigor espermatico,
provavelmente devido & exposi¢do prolongada a microagitagdes, variagdes térmicas e ao proprio estresse
de estocagem.

Deste modo, o holding time de 24 horas a 17 °C ¢é considerado uma etapa essencial nos protocolos
de criopreservagdo espermatica em suinos, promovendo alteracdes bioquimicas que aumentam a tolerancia
dos espermatozoides a congelacdo. Essa pratica deve ser rigidamente padronizada quanto a temperatura,
tempo e qualidade do diluidor utilizado, garantindo melhores taxas de viabilidade pds-descongelagao
(Torres et al., 2021; Torres et al., 2019; Schifer et al., 2017; Hofer et al., 2020).

Remocio do Plasma Seminal por Centrifugacio

A centrifugagdo ¢ uma etapa critica no processamento do sémen suino para criopreservagao
(realizada apos o HT), sendo empregada para remover o plasma seminal e concentrar os espermatozoides
antes da adi¢do do diluidor de congelamento. Essa remogéo é fundamental, uma vez que componentes do
plasma seminal podem interferir negativamente no congelamento, promovendo danos oxidativos e
prejudicando a integridade espermatica (Torres et al., 2016). Além disso, a centrifugag@o permite ajustar a
concentragdo celular de forma padronizada, otimizando a eficacia dos crioprotetores na etapa seguinte do
protocolo (Andrade et al., 2023a).

Contudo, esse processo também apresenta riscos, pois o estresse mecanico imposto pela
centrifugagdo pode afetar a viabilidade espermatica. Carvajal et al. (2004) compararam diferentes regimes
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de centrifugacdo e demonstraram que a utilizacdo de forgas centrifugas mais elevadas por periodos mais
curtos, como 2400 x g por 3 minutos, resultou em melhores taxas de recuperagdo espermatica e preservagao
da motilidade e integridade do acrossomo apds a descongelagdo, quando comparado a regimes
convencionais como 800 x g por 10 minutos. Esses achados indicam que a otimizagdo do protocolo de
centrifugagdo é fundamental para evitar perdas celulares durante o preparo para a criopreservagiao. Além
da forca centrifuga e do tempo, o numero de lavagens e o tipo de diluidor utilizado também impactam a
eficiéncia do processo. A centrifugagido inadequada pode provocar alteragcdes nas membranas, disfungéo
mitocondrial e aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS), comprometendo a fertilidade espermatica
mesmo em células com aparéncia morfologica preservada (Carvajal et al., 2004).

Em protocolos experimentais recentes, como o descrito por Shepherd et al. (2022), observou-se a
opcdo por nao realizar a centrifuga¢do em alguns testes para evitar interferéncias no modelo padronizado
proposto. Contudo, os proprios autores reconhecem que a auséncia dessa etapa pode resultar na manutengao
de fatores deletérios presentes no plasma seminal, o que compromete a consisténcia da resposta ao
congelamento. Além disso, Andrade et al. (2023) reforgam que a centrifugacdo para remogdo do plasma
seminal ¢ considerada uma etapa obrigatoria nos protocolos de criopreservagdo em suinos. Evidéncias
mostram que a retirada do plasma seminal melhora a tolerancia a congelagdo, embora a adigdo controlada
de fragdes especificas de plasma seminal, especialmente apos a descongelagdo, possa potencializar a
fertilidade e a funcionalidade dos espermatozoides, dependendo da origem do ejaculado e das
caracteristicas do cachaco.

Deste modo, a centrifugagdo representa um equilibrio entre remocdo eficaz de componentes
potencialmente deletérios e a preservacao da integridade do espermatozoide. Sua realizagdo de forma
otimizada, com protocolos adaptados ao tipo de ejaculado e ao perfil do reprodutor, ¢ essencial para garantir
a qualidade do sémen criopreservado.

Adicao dos Diluidores de Congelacio

Os diluidores de criopreservagdo de sémen suino t€ém como principal fungdo proteger os
espermatozoides contra os danos fisicos e bioquimicos causados pelas baixas temperaturas, principalmente
durante o processo de congelagdo e descongelagdo. Esses diluidores, também conhecidos como diluidores
de congelagdo, devem garantir a estabilizagdo das membranas celulares, prevenir a formagao de cristais de
gelo intracelulares e reduzir o estresse oxidativo, mantendo a funcionalidade espermatica apds o
descongelamento (Yeste, 2015).

A formulagao classica envolve o uso de uma base com agucares (lactose e glicose como fonte de
energia), gema de ovo como fonte de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), glicerol como crioprotetor
permeavel, e detergentes como Equex-STM (sodium dodecyl sulfate, SDS) que atuam como crioprotetores
ndo permeaveis. O sistema LEYGO (lactose + gema de ovo + glicerol + Equex) representa um dos
principais exemplos dessa abordagem tradicional e segue sendo referéncia em protocolos de duas etapas
(Yeste, 2015; Knox et al., 2015).

Diluidores comerciais modernos tém incorporado avangos tecnologicos importantes. Estudo
conduzido por Andrade et al. (2022) comparou os diluidores Minitube Cryoguard e Androstar® CryoPlus,
observando que o primeiro proporcionou melhores resultados em motilidade progressiva e integridade de
membranas plasmatica e acrossomal apds a descongelacao, principalmente quando utilizado em conjunto
com seu diluidor de descongelagdo correspondente.

Mais recentemente, novas substancias com propriedades antioxidantes vém sendo testadas como
aditivos nos diluidores de congelagdo. Entre elas, destaca-se a e-polilisina carboxilada (CPLL), que,
segundo Zhang et al. (2022), quando adicionada a 0,25% no diluidor de congelagdo, melhorou
significativamente a motilidade, integridade da membrana mitocondrial e reduziu a apoptose espermatica
pos-descongelacao.

Outros aditivos naturais também tém sido estudados. A incorporag@o de mel natural aos diluidores
classicos, como o LEY ou Androhep CryoGuard, tem mostrado potencial para substituir detergentes como
o Equex, com resultados positivos na integridade acrossomal e na motilidade espermatica (Balogun et al.,
2023). Da mesma forma, antioxidantes como [-caroteno, o-tocoferol, melatonina ¢ BHT, quando
adicionados ao diluidor de congelagdo, aumentaram a estabilidade celular e reduziram danos por
peroxidagdo lipidica (Juan et al., 2025; Pezo et al., 2021a). Ja o uso de myo-inositol, outro composto
antioxidante, demonstrou preservar o potencial mitocondrial ¢ melhorar a motilidade progressiva dos
espermatozoides pés-descongelagao (Osman et al., 2023).

Além da composicdo, a eficacia dos diluidores também esta relacionada ao perfil de criotolerancia
do ejaculado e a correta padronizagdo dos protocolos. As respostas variam entre individuos, o que reforca
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a necessidade de avaliag@o prévia dos reprodutores quanto a sua capacidade de congelamento (Knox et al.,
2015; Andrade et al., 2022).

Assim, os diluidores de criopreservagdo vém sendo continuamente aprimorados, passando de
formulacdes basicas para sistemas complexos que incorporam antioxidantes naturais, crioprotetores
(penetrantes e ndo penetrantes) mais eficientes (Pezo et. al., 2020) e estratégias que buscam otimizar a
preservagdo da fertilidade espermatica apds a descongelacio.

Métodos de Congelaciao (One e Two-steps)

Os protocolos de congelagdo do sémen suino podem ser classificados, principalmente, em dois
tipos: o protocolo em uma etapa (one-step) e o protocolo em duas etapas (two-step), sendo este ultimo o
mais amplamente adotado em centrais de criopreservagdo. Ambos os métodos visam minimizar os danos
celulares causados pelo estresse térmico, osmotico e mecanico caracteristicos da congelagdo, mas se
diferenciam na forma como os crioprotetores penetrantes sdo incorporados ao sémen (Monteiro et al., 2022;
Yeste, 2015).

No protocolo em duas etapas, os espermatozoides sdo inicialmente diluidos em um diluidor isento
de crioprotetores penetrantes e refrigerado gradualmente até cerca de 5 °C. Apos essa fase de adaptagéo
térmica, adiciona-se uma segunda fra¢do contendo agentes crioprotetores penetrantes, como o glicerol e a
metilformamida, que sdo menos téxicos em temperaturas mais baixas. Essa abordagem reduz os danos as
membranas celulares e favorece a preservacdo da integridade acrossomal, mitocondrial e do DNA
espermatico apds a descongelacdao (Monteiro et al., 2022; Yafiez-Ortiz et al., 2022).

Por outro lado, o protocolo em uma etapa propde a adi¢do direta dos crioprotetores ao s€émen a
17 °C, evitando a necessidade de fracionamento e refrigeracdo prévia. Embora operacionalmente mais
simples e econémico, esse método pode expor os espermatozoides a maior toxicidade, especialmente em
protocolos que utilizam glicerol em altas concentragdes. Estudos indicam que o protocolo em duas etapas
proporciona melhores resultados quanto a motilidade, integridade das membranas e potencial mitocondrial
apos a descongelacdo (Monteiro et al., 2022; Shepherd et al., 2022).

Sendo assim, o protocolo em duas etapas permanece como o padrdo de referéncia para a técnica
de criopreservacdo do sémen suino.

Refrigeracio de 17°C até 5° C e Tempo de Equilibrio

Durante a criopreservagdo do sémen suino, a etapa de refrigeracdo dos 17 °C até 5 °C e o tempo
de equilibrio sdo fundamentais para a adaptagao dos espermatozoides as condigdes osmoticas e térmicas do
meio de congelacdo. Essa fase antecede a adi¢@o final de crioprotetores como o glicerol e permite que as
células reajam aos componentes do diluidor, estabilizando suas membranas ¢ aumentando a tolerancia a
congelagdo (Passarelli et al., 2020; Schéfer et al., 2017).

A temperatura de 5 °C ¢ amplamente adotada como padrdo para ocorrer a adi¢do da fragdo B do
diluidor de congelacdo (Pezo et al., 2021; Andrade et al., 2022; Andrade et al., 2023), fragdo a qual contém
o crioprotetor penetrante (Glicerol 6% v.v.). Esta temperatura proporciona uma temperatura segura, na qual
tanto o crioprotetor penetrante quanto a agua sejam transportados pelas membranas espermaticas sem
induzir lesdes severas aos espermatozoides (Woelders, 1997; Watson 2000).

Ao atingir 5 °C (aquedade 17°C a 5 °C leva em torno de 60 min/-0,2 °C/min) € recomendado que
deixar o s€men a 5 °C por um determinado tempo. Esta etapa é chamada “Tempo de Equilibrio”. O tempo
de equilibrio ideal ¢ variadvel entre as espécies, mas estudos apontam que o periodo de 2 a 4 horas de
exposi¢ao a 5 °C ¢ suficiente para promover os efeitos desejados sobre a célula espermatica de suinos, sem
provocar toxicidade adicional. Passarelli et al. (2020) demonstraram que o tempo de 2 horas foi o mais
eficiente na preservagdo da integridade da membrana e do acrossomo em ejaculados com baixa e alta
capacidade de congelamento, superando os resultados obtidos com 0 ou 4 horas de exposi¢do. Além disso,
observou-se menor desordem lipidica da membrana em espermatozoides equilibrados por 2 horas,
refor¢ando o beneficio funcional desse periodo.

Resultados semelhantes foram obtidos por Schéfer et al. (2017), que compararam equilibrios de 2,
4,24 e 48 horas a 5 °C e identificaram que o tempo de 4 horas apresentou os melhores valores de motilidade
e frequéncia de batimento da cauda (BCF), enquanto a exposi¢do prolongada por 48 horas comprometeu a
motilidade pos-descongelamento. Esses dados sugerem que equilibrios curtos, mas suficientes, sdo mais
indicados para preservar a qualidade espermatica. Adicionalmente, Yi et al. (2002) também observaram
que a motilidade espermatica pos-descongelacdo aumentava gradualmente com o tempo de equilibrio,
alcancando seu pico entre 2 e 4 horas. O mesmo estudo demonstrou que o uso de concentragdes adequadas
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de glicerol durante essa fase (entre 2% e 4%) ¢ essencial para a manutencdo da integridade acrossomal,
com a ressalva de que a exposi¢ao prolongada ao glicerol pode ser deletéria.

Ja Almlid e Johnson (1988) mostraram que o tempo de exposi¢do ao glicerol variando entre 0,5 a
75 minutos ndo teve impacto significativo na viabilidade espermatica pos-descongelagdo. No entanto,
destacaram que a adigdo do glicerol a 5 °C — ¢ nfo a temperaturas mais elevadas — resulta em melhor
preservacdo da motilidade e da integridade da membrana plasmatica.

Portanto, a refrigeracdo a 5 °C e o tempo de equilibrio sdo etapas essenciais para o sucesso da
criopreservagdo espermatica em suinos. O equilibrio de 2 a 4 horas a essa temperatura, especialmente em
meio isento de glicerol, proporciona condi¢des favoraveis a adaptagcdo celular antes da exposicdo ao
crioprotetor e ao congelamento propriamente dito, otimizando a viabilidade e a funcionalidade espermatica
poOs-descongelagdo.

Passado o tempo de equilibrio, deve-se adicionar a fragdo B com o crioprotetor penetrante,
homogeneizar bem a amostra e proceder o envase das palhetas (Andrade et al., 2023c).

Curvas de Congelacio

As curvas de congelagdo sdo fundamentais no processo de criopreservagdo espermatica, pois
determinam como a célula espermatica serd exposta a queda de temperatura até atingir os -196 °C do
nitrogénio liquido. A taxa de refrigeracdo e os pontos de inflexdo dessa curva influenciam diretamente a
formacdo de cristais de gelo intra e extracelulares, o equilibrio osmoético e, consequentemente, a
sobrevivéncia dos espermatozoides ap6s a descongelacdo (Kumar et al., 2003; Shiomi et al., 2015).

De maneira geral, a curva mais utilizada para o sémen suino ¢ aquela em duas etapas: uma
refrigeracdo controlada até cerca de 5°C (como descrito no topico anterior), seguido da congelagdo
propriamente dita. Nesta segunda fase, ap6s a adicdo de crioprotetores como o glicerol, as amostras sdo
submetidas a taxas rapidas de queda térmica que variam de -100 até -3 °C/min (Knox et al., 2015; Andrade
et al., 2023c). O congelamento pode ser realizado com equipamentos automatizados ou em vapor de
nitrogénio, sendo o controle preciso da curva um fator determinante para a qualidade final do sémen
(Monteiro et al., 2022; Andrade et al., 2023).

Estudos classicos como o de Bwanga et al. (1991) mostraram que curvas com velocidade inicial
de -3 °C/min até -6 °C, seguidas de platdé de 1 minuto (para permitir a nucleag@o) e posterior queda rapida
a -100°C em -20°C/min, resultaram em melhores taxas de motilidade e integridade acrossomal,
especialmente quando utilizados recipientes menores como mini-palhetas. Esses achados reforcam a
importancia de controlar a velocidade de formagao do gelo e o tempo de permanéncia no ponto de transi¢ao
de fase da 4gua.

Kumar et al. (2003) complementaram essa evidéncia ao mostrar que congeladores com controle
direto sobre a temperatura interna da palheta (em contraste com o controle do ambiente externo)
aumentaram a motilidade e a integridade espermatica apds o descongelamento. Além disso, observaram
que a curva de resfriamento ideal para espermatozoides suinos envolve velocidades entre -20 °C/min e -
40 °C/min ap06s a indugdo do ponto de gelo, evitando tanto o superaquecimento quanto o super-resfriamento
celular.

Shiomi et al. (2015) destacaram que curvas automatizadas, com taxas de -6 °C/min até -5 °C,
seguidas de -40 °C/min até -80 °C e -70 °C/min até -100 °C, promovem melhores resultados do que curvas
convencionais, justamente por reduzirem o estresse osmotico e a formacdo de gelo intracelular. Essas
curvas favorecem uma melhor adaptacao osmotica dos espermatozoides durante o congelamento, reduzindo
danos estruturais nas organelas espermaticas.

Complementarmente, Almlid et al. (1988) padronizaram uma curva com um platd breve em -60 °C
por 1 minuto, seguida de resfriamento a -20 °C/min até -130 °C, antes da imersdo em nitrogénio liquido.
Esse protocolo demonstrou ser altamente reprodutivel e eficiente, especialmente quando os palitos foram
posicionados em racks que assegurassem homogeneidade térmica entre as amostras.

Por fim, Andrade et al. (2023b) ressaltam que a combinagdo entre centrifugacdo, equilibrio a 5 °C,
adigdo de crioprotetores e curvas de congelagdo controladas sdo determinantes para a viabilidade do sémen
pos-descongelacdo. A abordagem integrada de cada etapa, especialmente da curva de refrigeragdo € o que
garante a manutencao da funcionalidade espermatica.

Descongelacgido e Preparacio da Dose Inseminante

A etapa de descongelagdo representa um momento critico no protocolo de criopreservagdo
espermatica em suinos, marcando a transi¢do dos espermatozoides do estado metabolico inativo para um
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ambiente reativado, sujeito a variagdes térmicas e osmoticas que podem comprometer sua viabilidade. A
reativagdo rapida pode desencadear estresse oxidativo, perda de motilidade, desorganizag¢do do acrossomo
e ruptura da membrana plasmatica (Pezo et al., 2021; Gadani et al., 2017).

Para minimizar esses danos, ¢ essencial realizar a descongelagdo em condigdes padronizadas. O
procedimento mais amplamente recomendado para palhetas de 0,5 mL envolve a imersdo em banho-maria
a 50 °C por 12 a 60 segundos, dependendo da formulagéo do diluidor e do protocolo especifico (Fraser et
al., 2025; Zhang et al., 2022). Essa abordagem rapida impede a recristalizagdo do gelo intracelular,
protegendo a integridade estrutural da célula.

Imediatamente ap6s a descongelacdo, realiza-se a diluicdo do sémen com objetivo de ajustar a
concentragdo espermatica ao volume inseminante desejado. Esse volume, geralmente entre 1 e 3 bilhdes de
espermatozoides por dose, pode variar conforme a técnica utilizada (intrauterina ou convencional) e o
protocolo do plantel. A diluigdo ¢ feita com diluidores isotonicos aquecidos a 37-38 °C, como BTS ou
Androhep, em proporg¢des que variam de 1:3 a 1:10, permitindo o restabelecimento do equilibrio osmético
e térmico (Andrade et al., 2022; Fraser et al., 2025).

O processo de diluigdo deve ser gradual, com adigdo lenta do diluidor ao sémen descongelado,
evitando choque osmoético e promovendo a readaptagdo fisiologica das células. Essa etapa também ¢
estratégica para o preparo da dose inseminante, que sera ajustada conforme o nimero de espermatozoides
viaveis e a concentragdo do ejaculado (Monteiro et al., 2022).

Alguns estudos tém proposto a suplementacao antioxidante do diluidor pds-descongelagdo, com o
intuito de mitigar os efeitos deletérios das espécies reativas de oxigénio geradas durante o descongelamento.
Gadani et al. (2017) demonstraram que compostos como o resveratrol (2 mM) e a epigalocatequina-3-galato
(EGCQG, 25-50 uM) melhoram a taxa de penetracdo em odcitos, mesmo sem alterar significativamente a
viabilidade ou a integridade do acrossomo. De forma semelhante, Khophloiklang et al. (2024) observaram
que a adi¢do de 6leo de camélia ao diluidor pds-descongelacdo proporcionou melhora significativa na
motilidade espermatica, na integridade mitocondrial e na preservagdo da estrutura da membrana plasmatica
apos o descongelamento.

Além disso, a fracdo do ejaculado utilizada influencia diretamente os resultados pos-
descongelagdo. Fraser et al. (2025) destacam que a fragdo rica em espermatozoides (SRF) apresenta
desempenho superior a fragao total, com maior motilidade, menor apoptose e melhor integridade funcional,
tornando-se preferivel para a formulagdo do volume inseminante em protocolos de alta exigéncia.

Portanto, a etapa de descongelacdo e diluicdo deve ser conduzida com rigor técnico, utilizando
temperaturas e tempos padronizados, diluidores apropriados e, sempre que possivel, estratégias
suplementares que melhorem a resposta funcional dos espermatozoides. Essa etapa, apesar de final, é
determinante para o sucesso da inseminagao com sémen criopreservado.

Consideracdes Finais e Perspectivas

Ao longo deste trabalho, foi possivel demonstrar que a eficiéncia da criopreservagdo espermatica
depende de um conjunto de etapas técnicas que devem ser rigorosamente controladas, desde a coleta e
diluigdo inicial do ejaculado até o equilibrio térmico, escolha dos diluidores, centrifugagéo, protocolos de
congelamento e descongelagdo. Cada uma dessas etapas exerce influéncia direta sobre a integridade
funcional dos espermatozoides e sobre os resultados obtidos na inseminagao artificial. Entretanto, apesar
dos progressos obtidos, ainda persistem limitagcdes importantes, como a variabilidade individual entre
reprodutores, a auséncia de um protocolo universalmente eficaz e a caréncia de padronizagdo quanto a
avaliacdo da funcionalidade espermatica pos-descongelagdo. Dessa forma, ¢ necessario que novas
pesquisas aprofundem o conhecimento sobre os mecanismos moleculares associados a criotolerancia, bem
como o impacto de aditivos inovadores sobre a fertilidade in vivo. Perspectivas futuras incluem a aplicagao
de ferramentas Omicas, como metaboldmica, protedmica e lipidomica, para o mapeamento de
biomarcadores relacionados a resisténcia ao congelamento, além do uso de inteligéncia artificial para a
predigdo da viabilidade espermatica com base em caracteristicas morfofuncionais. Essas abordagens podem
ampliar a precisdo na selegdo de reprodutores e na escolha de protocolos individualizados.
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