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Abstract

Biotechnology of boar semen cryopreservation has not succeeded due to the high sensitivity of swine sperm to the 
freezing and thawing process. However, its use is highly desirable for genetic improvement and maintenance of 
biosecurity. This review aims to highlight some limitations of the process and point out important advances obtained 
in recent years, including the improvement of existing techniques, such as protein characterization of the ejaculate, 
adjustments in the removal of seminal plasma, and use of adjuvants in the manufacture of diluents; all of which will 
make cryopreservation commercially available in the near future.

La criopreservación del semen de porcino es una técnica aún no consolidada debido a la alta sensibilidad del 
espermatozoide de esta especie al proceso de congelación y descongelación, aun así, el uso de semen criopreservado 
es altamente deseable para el intercambio genético y el mantenimiento de la bioseguridad. Esta revisión tiene por 
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Resumo

Introdução

A criopreservação de sêmen suíno é uma técnica ainda não consolidada devido à alta sensibilidade do espermatozoide 
da espécie ao processo de congelamento e descongelamento. Ainda assim, a utilização do sêmen criopreservado é 
altamente desejável para o intercâmbio genético e manutenção da biossegurança. Esta revisão tem como objetivo 
ressaltar alguns fatores limitantes do processo e apontar os consideráveis avanços desenvolvidos nos últimos anos, 
principalmente devido ao aperfeiçoamento das técnicas já existentes, como caracterização das proteínas do ejaculado, 
ajustes na remoção do plasma seminal e uso de adjuvantes na confecção dos diluentes. Todas estas técnicas tornarão 
a criopreservação do sêmen suíno mais aplicável nos próximos anos para que possa ser finalmente uma técnica de 
uso comercial.

A criopreservação de sêmen é uma biotécnica reprodutiva 
consolidada e difundida desde 1975(19). Contudo, com 
relação à espécie suína, ainda existem muitas dificuldades 
no processo de criopreservação do sêmen, devido à 
notória sensibilidade dos espermatozoides ao processo 
de congelamento/descongelamento.

Melhorar a fertilidade do sêmen congelado/descongelado 
tem sido um dos objetivos da comunidade científica 
e da indústria suína, pois a utilização do sêmen suíno 
criopreservado é altamente desejável, principalmente 
para a internacionalização de mercados da espécie, para 
a manutenção de germoplasma, preservação e dispersão 
da diversidade genética, e o controle da transmissão de 
patógenos, impedindo a disseminação de patologias, 
como a Síndrome Multissistêmica Pós-Desmame e a 
Síndrome Respiratória. 
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objeto poner de relieve algunos factores limitantes del proceso y señalar las importantes avances desarrollados en 
los últimos años, debido principalmente al mejoramiento de las técnicas existentes, entre ellas, la caracterización de 
las proteínas de la eyaculación, los ajustes de extracción del plasma seminal y el uso de adyuvantes en la producción 
de los diluyentes. Todas estas técnicas harán que la criopreservación del semen de porcino sea más aplicable en los 
próximos años, para ser finalmente una técnica de uso comercial.

Contudo, esta tecnologia ainda não é suficiente para 
reproduzir índices de fertilidade satisfatórios após a 
inseminação artificial (IA) quando comparada ao sêmen 
resfriado (27), devido à perda da capacidade fertilizante 
e da não sobrevida de 40-50% dos espermatozoides 
durante o processo de criopreservação. Fato que resulta 
em uma diminuição das taxas de parição, em cerca de 
20 - 30% e do tamanho da leitegada de 2 - 3 leitões (40).

A biotécnica de criopreservação compreende todo o 
processo de manipulação do ejaculado, correspondendo 
à diluição, resfriamento, crioproteção, congelamento, 
armazenamento a - 196 °C e descongelamento (20). 
Sendo dependente das interações de fatores internos 
(características inerentes dos espermatozoides e das 
diferenças entre machos e ejaculados) e fatores externos 
(composição de diluentes, tipo e concentração de agentes 
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Manipulações no sêmen para 
congelamento e descongelamento

Como citado anteriormente, a tolerância ao congelamento 
é influenciado por características individuais do macho e 
ejaculado, ou até mesmo entre as porções coletadas de 
um mesmo ejaculado (44). 

Os primeiros 10mL do ejaculado são considerados como 
“esperma rico”, apresentando uma maior tolerância 
à criopreservação, pois se acredita que esta porção 
possui uma quantidade substancial de fluido da cauda 
do epidídimo, incluindo proteínas relevantes como a 
prostaglandina sintase, com peso molecular de 10,56 
kDa (46) e outras com 18, 19, 44, 65, 80 e 100 kDa (10), 

Características da célula espermática 
suína

De modo geral, o processo de criopreservação causa 
inúmeros danos à célula espermática, reduzindo a 
proporção de espermatozoides viáveis, bem como sua 
capacidade funcional. As lesões ocasionadas têm sido 
atribuídas à variação de temperatura - resultando na 
formação de cristais de gelo intracelulares e extracelulares, 
danos oxidativos, alterações de membrana e DNA - além 
da toxidade de crioprotetores e estresse osmótico (49). 

Em nível celular, os danos ocasionados levam ao aumento 
da permeabilidade da membrana plasmática, inibição da 
atividade enzimática e alteração do balanço bioenergético 
celular(15), contudo cada espécies possui um potencial de 
crioproteção distinto, devido a características intrínsecas 
de suas células (29).   

Um dos grandes desafios para a criopreservação de 
sêmen suíno são as particularidades de sua célula 
espermática quando comparada com a de outras espécies. 
O espermatozoide suíno possui uma menor porcentagem 
de moléculas de colesterol em sua membrana plasmática, 
distribuídas de forma assimétrica, com maior disposição 
na monocamada interna (49). Essas diferenças estruturais 
contribuem para a grande sensibilidade ao choque 
térmico, caracterizado por uma redução da motilidade e 
danos funcionais de membrana e acrossoma (22, 45).

Outra peculiaridade é a grande concentração de ácidos 
graxos insaturados nos fosfolípideos presentes na 
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crioprotetores, taxas de diluição e de refrigeração, 
do congelamento e do descongelamento). A relação 
destes fatores é capaz de influenciar a capacidade do 
espermatozoide em sobreviver e manter suas qualidades 
fertilizantes ao final do processo e, portanto, determinante 
para o sucesso da técnica.

Desta forma, a presente revisão, tem como objetivo 
ressaltar alguns fatores limitantes do processo de 
criopreservação de sêmen suíno, apontando as adaptações 
realizadas até o presente momento nas distintas etapas do 
processo e suas perspectivas. 

membrana plasmática, com poucas ligações duplas do 
tipo cis (10), tornando esta célula suscetível à peroxidação 
lipídica, devido ao estresse oxidativo produzido pelas 
espécies reativas de oxigênio (EROs). A produção 
excessiva e desequilibrada EROs resulta em numerosos 
eventos indesejáveis como danos da membrana 
plasmática, inibição da respiração e vazamento de 
enzimas intracelulares (47). Este fato ainda é agravado 
pela baixa capacidade antioxidante do plasma seminal 
suíno (7).

Além disso, existe uma grande variação entre raças e, 
inclusive, entre ejaculados de um mesmo indivíduo 
(11,30). Isto demonstra uma possível relação genética no 
processo de criopreservação, capaz de influenciar em 
uma expressão proteica ou de lipídeos da composição 
da membrana diferentes, ou ainda em alterações na 
composição do plasma seminal ou funcionalidade das 
glândulas acessórias (23). Contudo essas variabilidades são 
determinadas por vários fatores, alguns desconhecidos, e 
outros ainda pouco estudados.

Desta forma, estudos que visem compreender os processos 
bioquímicos e fisiológicos associados com a estrutura e 
atividade fisiológica do espermatozoide, principalmente 
as relacionadas ao processo de crioproteção, são cruciais 
para agregar conhecimento e direcionar estudos que 
aperfeiçoem esta biotécnica.
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relacionadas com melhores resultados na criopreservação, 
devendo-se priorizar esta porção para o processo. 

Após a coleta, uma das etapas primordiais para o 
congelamento, é a remoção do plasma seminal, 
geralmente utilizada para melhorar a motilidade do 
esperma congelado/descongelado e a fertilidade in vitro. 
Esta etapa é recomendada principalmente para machos 
considerados maus congeladores (36). Uma pré-incubação 
com o plasma seminal ainda é bastante controversa. 
Alguns autores indicam uma pré-incubação de pelo 
menos 24 h a 15°C de todo ejaculado, visto que este tempo 
de estabilização melhora sua congelabilidade, enquanto, 
há relatos do efeito prejudicial do plasma seminal, 
especialmente em espermatozoides armazenados por 
pelo menos 6h antes da criopreservação (35).

Para a remoção do plasma seminal e concentração dos 
espermatozoides de modo que eles possam ser rediluídos 
com extensores de congelamento, é necessário o uso 
de centrifugações, sendo o tempo de centrifugação 
considerado mais crítico do que a força G aplicada 
para a indução de danos espermáticos (39). Carvajal et 
al.(9) testou diferentes forças e tempo de centrifugação, 
analisando a recuperação espermática com acrossoma 
íntegros e sobrevida celular, indicando um curto prazo 
de centrifugação com uma força centrípeta relativamente 
alta (2400×g durante 3 min) para a minimização de danos 
após criopreservação.

Uma alternativa para o processo de centrifugação seria a 
realização de diálise, removendo componentes de baixo 
peso molecular, como íons livres e metabólitos, que  
poderiam ter um efeito negativo na função do esperma, 
mas sem perder proteínas ou componentes de interação 
presentes no plasma seminal capazes de promover uma 
melhor sustentação a criopreservação (16), contudo a 
diálise ainda é pouco utilizada.

Após a remoção do plasma seminal, o pellet de 
espermatozoides concentrados devido à centrifugação é 
resuspenso em diluentes de resfriamento e congelamento, 
ajustando desta forma a concentração de células 
espermáticas de 106 a 109 espermatozoides/mL, além de 

fornecer nutrientes para a sustentação do metabolismo 
celular e componentes que irão auxiliar na crioproteção.

Devido aos problemas inerentes do processo, a 
criopreservação de sêmen suíno é realizada em duas 
etapas, primeiramente é realizado um resfriamento, 
considerado um dos principais pontos, pois a faixa critica 
de temperatura durante o processo de resfriamento varia 
de +15 a 5°C, a qual ocorre à solidificação dos lipídios 
de membrana. Nesta etapa é indicado um resfriamento 
lento (em torno de 4 a 30°C/min) (76) até a temperatura 
de 5°C, na qual é adicionado os crioprotetores internos e 
realizado o congelamento.  

Com relação à velocidade de congelamento, com objetivo 
de diminuir os danos tóxicos dos diluentes internos 
utilizados, os sistemas convencionais preveem curvas 
rápidas de congelamento, sendo o recomendado ser -30 
ºC/min e a velocidade de descongelamento de 1200ºC/ 
min (27). O envase para criopreservação deve ser efetuado 
em palhetas de 0,5 mL ou menores, pois os resultados 
são superiores a pellets, antiga forma de congelamento 
(27).

Após o descongelamento, Larsson et al.(30) demonstrou 
que a adição de 10% de plasma seminal na solução de 
descongelamento é uma alternativa interessante, pois 
restauraria a competência da fertilização in vivo. Estando 
relacionado à capacidade do plasma seminal em regular 
diretamente funções uterinas, como a supressão de 
células do sistema imunológico, levando à diminuição 
da inflamação uterina (41, 42). 

Neste âmbito, fica evidente que modificações em 
protocolos de congelamento/descongelamento são 
necessárias para trazer novas perspectivas, tal como 
o uso de recipientes criogênicos, que estão sendo 
desenvolvidos com o objetivo de uniformizar o 
resfriamento e descongelamento, alcançando resultados 
similares aos obtidos com o congelamento em palhetas de 
0,5 mL em qualidade seminal, mas com taxas de parição 
e total de leitões vivos similares com as IA utilizando 
sêmen resfriado (14). 
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A célula espermática suína está propensa à ação de 
agentes oxidantes devido a sua estrutura rica em ácidos 
graxos poliinsaturados. A geração excessiva dessas 
substâncias acarreta em mudanças nas características 
do esperma e causa danos proteicos e estruturais (12). 

Devido ao baixo poder antioxidante do plasma seminal 
suíno torna interessante compor diluentes utilizando 
antioxidantes externos (52).

Nas duas etapas dos protocolos de rotina para 
criopreservação de sêmen suíno – resfriamento e 
congelamento, é utilizando a gema de ovo como diluente 
básico. Primeiramente o sêmen é resfriado em diluente 
a base de gema de ovo até a temperatura de 5°C, e 
posteriormente dilui-se com um extensor contendo 
crioprotetor interno. Essa metodologia é aplicada com 
o objetivo de diminuir o tempo de exposição da célula 
espermática ao crioprotetor interno, reduzindo a toxidade 
deste (34).

Os ingredientes básicos para a confecção dos diluentes 
são os mesmos que os utilizados há 35 anos, incluindo 
açúcares, glicerol e a gema de ovo (2). Os açucares são 
substâncias de grande importância na criopreservação, 
pois além de atuarem como substrato energético para 
as células (33), criam uma pressão osmótica externa, 
induzindo a desidratação celular e diminuindo a formação 
de gelo intracelular, preservando a membrana plasmática 
(17).

A lactose é o açúcar mais utilizado para criopreservação 
de sêmen suíno, devido aos bons resultados relatados 
(13,43). No entanto, outros estudos mostram que 
dissacarídeos de forma geral, que incorporam glicose na 
sua composição (lactose, sacarose, trealose e melobiose) 
têm efeito crioprotetor maior do que monossacarídeos 
(glucose e frutose) (13,33), evidenciando que esses tipos 
de açucares adaptam-se melhor com a célula espermática 
suína, mantendo a integridade estrutural e propriedades 
de permeabilidade das bicamadas lipídicas.

Com relação ao crioprotetor interno, ou seja, permeável 
à membrana plasmática, o glicerol é o mais utilizado, 
desidratando e reduzindo o ponto crioscópio do interior 
das células, dificultando a formação de cristais de gelo 
intracelular (49). O glicerol é utilizado em concentrações 
baixas (inferiores a 4%), pois apresenta uma potencial 
ação de toxicidade ao ser metabolizado como fonte de 
açúcar pela célula, sendo responsável pela produção de 
metilglioxal, por exemplo - mediador da ativação de 
fosfolípases e proteases provocando irreversíveis danos 
na célula (1). 

Antioxidantes

Diluentes para resfriamento e 
congelamento

Figueiredo Cardoso T et al. Criopreservação de sêmen suíno

Contudo, Buhr et al. (8) mostraram que nenhuma 
concentração de glicerol maximiza os parâmetros 
funcionais do esperma criopreservado. Desta forma 
busca-se encontrar crioprotetores para a substituição 
do glicerol, a exemplo disso, a trealose (25) e a 
dimetilacetamida (5) mostram resultados promissores, 
sugerindo desta forma sua utilização.  

A gema de ovo é o crioprotetor externo mais utilizado em 
protocolos de congelamento de forma geral, fornecendo 
proteção contra choque frio para os espermatozoides 
especialmente abaixo de 15 °C (51), devido a sua 
constituição de lipoproteínas de baixas densidades 
capazes de associar-se a membrana plasmática, 
diminuindo a perda de fosfolipídios e colesterol (3).  O seu 
efeito protetor pode ser melhorado pela adição de Orvus 
Es Past (OEP), também conhecido como Stm Equex 
(Nova Chemical, Scituate, MA), detergente sintético 
baseado em sódio e laurilsulfato de trietanolamina. Tem 
sido sugerido que a OEP dá proteção, pois modifica os 
constituintes da gema de ovo no diluente (38).
 
No entanto, por ser a gema de ovo produto de origem 
animal, é propensa a uma variação em sua composição 
dependente do animal, origem e nutrição (24). Muitos 
estudos buscam o preparo de meios quimicamente 
definidos para sua substituição, a exemplo das lecitinas 
de soja (21), trealose e glicina (48) ou ainda da própria 
lipoproteína de baixa densidade purificada (26), contudo 
nenhum dos materiais testados demonstrou melhores 
resultados do que o obtido com a gema de ovo. 
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Tabla 1. Antioxidantes utilizados na cripreservação de sêmen suínos e seu incremento na qualidade espermática 
pós-descongelamento.
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Substância Incremento Autores
Glutationa reduzida

Extrato de Sacra rosea (Rhodiola)

Extrato de Rosmarinus officinalis  
(Alecrim)

Vitamina E Trolox

L-cisteína

Aumento significativo na capacidade de 
fertilização dos espermatozoides quando 
utilizada no extensor de descongelamento.

Aumento da concentração de glutationa, 
da atividade mitocondrial, e diminuição da 
concentração de malondialdeído (MDA).

Diminuição na produção de MDA e 
aumento na viabilidade após 2 horas de 
incubação. Eficaz no sistema de 
fertilização in vitro.

Aumento na motilidade e elevação da 
atividade mitocondrial.

Aumento da motilidade progressiva, na 
viabilidade e na integridade acrosomal.

Gadea J.  et al.(18)

Zhao HW et al. (52)

Malo C et al. (31,32)

Peña FJ et al. (37)

Kaeoket K et al.(28)

Conclusões e perspectivas

Devido aos baixos índices de concepção, resultantes 
de inseminações artificiais com doses criopreservadas, 
o uso do sêmen suíno congelado ainda não é uma 
realidade comercialmente. Mas os recentes avanços 
acerca de conhecimentos bioquímicos e fisiológicos 
da célula espermática têm possibilitado adaptações em 
diluentes e a adição de adjuvantes como antioxidantes 

Bilodeau et al.(6) sugeriram que um fator importante 
para a sobrevivência e funcionalidade da célula 
espermática, durante todo processo de congelamento e 
descongelamento é o balanço entre a produção de EROs 
e sua desintoxicação, fato que exerce influência direta 
sobre a fertilidade. 

Assim, nos últimos anos, a investigação sobre a aplicação 
de antioxidantes para melhorar a criopreservação do 
esperma suíno e melhorar a qualidade pós-resfriamento 
e pós-descongelamento tem sido desenvolvida. Dentre 
os antioxidantes já relatados, podemos citar alguns 

compostos como a glutationa, ácido ascórbico e 
L-cisteína.

E também o uso de antioxidantes naturais, dada à sinergia 
dos compostos ativos presentes - tais como o ácido 
rosmaínico, flavonóides e polifenóis, extrato de Rhodiola 
(planta da família Crassulaceae encontrada em regiões 
frias) e de Alecrim (planta da família Baccharis). Essas 
substâncias foram capazes de incrementar a qualidade 
espermática pós-descongelamento, como podem ser 
vistos na tabela 1.

de forma promissora. Desse modo, acredita-se que 
essa tecnologia se tornará comercialmente viável em 
pouco tempo, aumentando a produtividade do rebanho 
comercial, auxiliando na manutenção de biossegurança 
e incentivando o intercâmbio internacional de material 
genético.
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