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RESUMO 

 

TORRES, M. A. Assinaturas metabolômicas da influência do holding time sobre o aumento 

da criotolerância dos espermatozoides suínos. 2019. 104 f. Tese (Doutorado em Ciências) – 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2019. 

 

A criopreservação do sêmen suíno ainda é um grande desafio em decorrência de diferenças no 

potencial de criotolerância dos ejaculados que influenciam a qualidade do sêmen descongelado. 

O holding time (HT) é uma alternativa utilizada nos protocolos de criopreservação para 

melhorar a qualidade do sêmen descongelado, é caracterizado pela refrigeração do sêmen à 17 

°C anterior à criopreservação. Entretanto, não se sabe o período ideal de manutenção dessa 

refrigeração. Durante esse período ocorrem interações não conhecidas entre os espermatozoides 

e o plasma seminal (e diluidor) que podem alterar o potencial de criotolerância de forma distinta 

entre ejaculados de alta e baixa congelabilidade. Para tentar compreender essas interações, a 

utilização da metabolômica como ferramenta molecular é essencial, já que a metabolômica é 

considerada o fenótipo bioquímico das células/fluídos em determinado momento. O presente 

estudo teve como objetivo 1) verificar qual o período de HT ideal para criopreservação; 2) 

verificar se a congelabilidade dos ejaculados é afetada pelo uso do HT; e 3) averiguar os efeitos 

do HT sobre a congelabilidade dos ejaculados no metaboloma dos espermatozoides e do plasma 

seminal (PS) de suínos. No primeiro estudo, o sêmen foi criopreservado utilizando sete 

diferente período de HT (0, 4, 8, 12, 24, 28 e 32 horas). Os resultados do sêmen descongelado 

mostraram que para a motilidade total e progressiva e para a integridade das membranas 

plasmática e acrossomal os melhores resultados foram obtidos com 24 horas de HT. Para o 

segundo estudo foi feita uma coleta de cada um dos 27 cachaços. Estes ejaculados foram 

criopreservados com (24 horas) e sem (0 horas) o uso de HT; após cada período de HT (0 e 24 

horas) o PS e os espermatozoides foram separados para posterior análise do metaboloma. Do 

total de ejaculados cinco foram classificados como de alta (EAC) e cinco como de baixa (EBC) 

congelabilidade com base na perda de motilidade total e integridade de membrana plasmática. 

Foi observado interação entre o uso de HT e a congelabilidade dos ejaculados, ou seja, os EAC 

somente são capazes de demostrar esse potencial se criopreservados após 24 horas à 17 °C. 

Ainda, foram realizadas as análises metabolômicas do PS e dos espermatozoides antes e após 

o HT dos EAC e EBC. Com essas análises foi possível descrever que a assinatura metabolômica 

dos espermatozoides é decorrente das diferenças de congelabilidade inerentes ao ejaculado, 

caracterizada pelas alterações de abundância de alguns metabolitos entre os grupos 



 

 

experimentais. Já a assinatura metabolômica do PS é decorrente das diferenças intrínsecas ao 

HT, caracterizada pelas alterações na abundância dos metabólitos entre os ejaculados que 

passaram ou não por HT.  Com isso, é possível que a interação entre as diferenças dos 

metabólitos dos espermatozoides e do PS pode ser responsável por explicar os resultados 

observados na fisiologia dos espermatozoides descongelados. 

 

Palavras-chave: Metabólitos. Sêmen. Plasma seminal. Criopreservação. Congelabilidade.   



 

 

ABSTRACT 

 

TORRES, M. A. Metabolomics signatures on the influence of holding time on increasing 

boar spermatozoa cryotolerance. 2019. 104 f. Tese (Doutorado em Ciências) – Faculdade 

de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2019. 

 

Cryopreservation of boar semen is still a major challenge due to differences in the cryotolerance 

potential of ejaculates influencing post-thawed semen quality. Holding time (HT) is an 

alternative used in cryopreservation protocols to improve the quality of thawed semen, it is 

characterized by semen refrigeration at 17 ° C before cryopreservation. However, the ideal 

period of holding is unknown. During this period, unknown interactions occur between 

spermatozoa and seminal plasma (and extender) that can alter the cryotolerance potential 

differently between high and low freezing ejaculates. To understand these interactions, the use 

of metabolomics as a molecular tool is essential, since metabolomics is considered the 

biochemical phenotype of cells/fluids at a given time. The present study aimed to 1) verify 

which is the ideal HT period for cryopreservation; 2) check if ejaculate freezability is affected 

by the use of HT; and 3) investigate the effects of HT on the ejaculate freezability on the 

metabolome of spermatozoa and seminal plasma (SP). For the first study, the semen was 

cryopreserved using seven different HT periods (0, 4, 8, 12, 24, 28 e 32 hours). The results of 

thawed semen showed that for total and progressive motility and the integrity of the plasma and 

acrosomal membranes, the best results were obtained after 24 hours of HT. For the second 

study, one sperm-rich fraction was collected from each of the 27 boars. These ejaculates were 

cryopreserved with (24 hours) and without (0 hours) the use of HT. After each HT period (0 

and 24 hours) the SP and the spermatozoa were separated for further analysis of the 

metabolome. Of the total ejaculates, five were classified as high (EAC) and five as low (EBC) 

freezability based on the loss of total motility and integrity of the plasma membrane. An 

interaction was observed between the use of HT and the freezing of ejaculates, that is, EACs 

are only able to demonstrate their freezability potential if cryopreserved after 24 hours at 17 ° 

C. Also, metabolomic analyzes of PS and spermatozoa were performed before and after HT of 

EAC and EBC. It was possible to describe that the sperm's metabolomic signature is due to the 

differences in freezability inherent to the ejaculate, characterized by changes in the abundance 

of some metabolites between the experimental groups. The SP metabolomic signature is 

characterized by the intrinsic differences to HT, characterized by changes in the abundance of 

metabolites between ejaculates cryopreserved with or without HT. Thus, the interaction 



 

 

between the differences in the metabolites of sperm and PS may be responsible for explaining 

the results observed in the physiology of thawed sperm. 

 

Keywords: Metabolomics. Semen. Seminal plasma. Cryopreservation. Freezability.   
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1  INTRODUÇÃO 

 

O Brasil conta com um plantel de 1,7 milhões de matrizes suínas (ABCS, 2016) das 

quais aproximadamente 90 % passa pelo processo de inseminação artificial (IA; RODRÍGUEZ-

GIL; ESTRADA, 2013). Do total de inseminações realizadas apenas 1 % é realizado com sêmen 

criopreservado (YESTE, 2015). Essa baixa exploração do uso do sêmen congelado na 

suinocultura industrial é consequência dos danos estruturais e funcionais as membranas 

espermáticas, oxidação dos lipídios e do material genético, alteração na estrutura e organização 

da membrana plasmática; danos que são inerentes ao processo, e geram, por consequência, a 

diminuição do potencial fertilizante dessas células após a descongelação  diminuindo o número 

de leitões por leitegada (JOHNSON et al., 2000). Com isso, a utilização do sêmen 

criopreservado na suinocultura, está restrito à empresas produtoras de genética para a produção 

de bancos de genes, conservação da diversidade genética e segurança no caso de perda de 

machos de alto potencial genético, além de incorporação de genes superiores no rebanho e 

comercialização de genética no mercado internacional (SARAVIA, 2008).  

A primeira IA bem-sucedida, em suínos, com sêmen criopreservado foi realizada em 

1971 por Crabo e Einarsson. Desde então, o protocolo de criopreservação do sêmen suíno vem 

sendo modificado a fim de simplificar os processos de criopreservação e descongelação, 

diminuir o volume de sêmen congelado (utilização de diferentes tipos de palhetas de 

criopreservação), diminuição do número de espermatozoides/ mL, dentre outras alternativas. 

Em 1975, Pursel e Johnson propuseram a técnica de criopreservação em pellets de 0,15 a 0,20 

mL em gelo seco. No mesmo ano, Westendorf e colaboradores propuseram o método de 

criopreservação do sêmen suíno em nitrogênio líquido utilizando palhetas de 6 mL. Apesar de 

algumas mudanças terem sido estabelecidas em relação a taxa de refrigeração e descongelação, 

entre outros, o protocolo base de criopreservação do sêmen suíno num geral permanece o 

mesmo há mais de 40 anos.   

Brevemente, essa técnica descrita por Westendorf (1975) (aqui denominada como 

protocolo longo) e com algumas adaptações de diferentes autores (Figura 1), consiste na coleta 

do sêmen suíno pela técnica da mão enluvada, sendo que a coleta apenas da fração rica do 

ejaculado é ideal (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2011). Após a coleta o sêmen é diluído 

(1:1 até 1:5) em diluente de refrigeração (diluente I - BTS, Bestville Thawing Solution) e 

mantido em temperatura ambiente por 1,5 horas (ALMLID et al., 1987). Em seguida o sêmen 

é refrigerado à 15 °C por no mínimo 3 horas (período denominado holding time [HT], YESTE 

et al., 2014). Após o HT o sêmen diluído é centrifugado 800 g/ 10 min (ou 2400 g/ 3 min; 
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CARVAJAL et al., 2004) e o pellet de espermatozoides é adicionado de um diluente à base de 

lactose e gema de ovo (diluente II)  para a concentração de 1,5 x 109 espermatozoides/ mL e 

refrigerado à 5 °C por 2 horas (WESTENDOR et al., 1975). Ao atingir 5 °C, duas partes do 

sêmen pré-diluído é adicionado de uma parte de um diluente à base de 92,5 % de diluente II, 

6% de glicerol e 1,5 % de Orvus ES Paste. O sêmen diluído é envasado em palhetas de 0,5 mL 

(ERIKSSON et al., 2001) e criopreservados em vapor de nitrogênio por 15 minutos (BAISHYA 

et al., 2014) ou em sistema automático respeitando a curva: - 6 °C/min de 5 a - 5 °C, - 39.82 

°C/min de – 5 a - 80 °C, e - 60 °C/min de - 80 a -150 °C (CASAS et al., 2010).  

 Na última década, muitos trabalhos estudaram diversas técnicas para a melhoria da 

congelabilidade do sêmen suíno, entre elas: adição de diferentes períodos de HT aos protocolos 

(CASAS; ALTHOUSE, 2013; TOMÁS et al., 2014), retirada e/ou adição de plasma seminal 

(SARAVIA et al., 2009; TORRES et al., 2016a; TORRES et al., 2016b), adição de 

antioxidantes (YESTE et al., 2014), alteração de protocolos de criopreservação (HOLT et al., 

2005, TORRES et al., 2016a; TORRES et al., 2016b) e uso de frações específicas do ejaculado 

(VILAGRAN et al., 2015). Entretanto, essas alternativas mostram pouca consistência e 

repetibilidade dos resultados. O que pode ser decorrência da diferença entre os ejaculado na 

habilidade em suportar os dados oriundos dos processos de refrigeração, congelação e 

descongelação a qual é denominada criotolerância (HOLT et al., 2005; PEÑA et al., 2006).  

Essa habilidade difere entre espécies, raças, animais e até mesmo ejaculados de um mesmo 

animal (HOLT et al., 2005; PEÑA et al., 2006) independente da sua qualidade pré-

criopreservação (ROCA, 2006) ou do protocolo de criopreservação utilizado (HOLT et al., 

2005). Deste modo, um dos maiores desafios da congelação do sêmen suíno, é predizer o 

potencial de congelabilidade dos ejaculados antes de submetê-los ao processo de 

criopreservação (YESTE et al., 2013). Portanto, a identificação e seleção dos ejaculados com 

maior criotolerância é uma das principais metas para maximizar o uso do sêmen congelado de 

suíno (HERNÁNDEZ et al., 2006). Entretanto, é impossível realizar essa identificação através 

dos parâmetros convencionais de análises seminal (CASAS et al., 2009, 2010). O que tem 

levado as pesquisas acerca da criopreservação do sêmen a buscar marcadores moleculares de 

congelabilidade do ejaculado. 

 Dentre os protocolos de criopreservação de sêmen das espécies domésticas, o 

protocolo base de criopreservação do sêmen suíno difere pela presença do holding time (HT) à 

17 °C pré-criopreservação. Com isso, durante a congelação do sêmen suíno há uma etapa a 

mais, que nas demais espécies domésticas, onde as diferenças de congelabilidade entre os 

ejaculados podem se manifestar. O HT é um período de refrigeração lenta (da temperatura 
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ambiente [25 °C] até 17 °C) pré-criopreservação no qual o sêmen fica ligeiramente diluído em 

meio de refrigeração e em contato com seu próprio plasma seminal. Esse período tem sido 

utilizado para melhorar a refrigeração à 5 °C (PURSEL, et al., 1973) e a criopreservação do 

sêmen suíno desde a década de 1970 (PURSEL; JOHNSON, 1975; WESTENDORF, 1975).  

 O HT tem sido descrito por aumentar a criotolerância dos espermatozoides suínos 

(ERIKSSON et al., 2001; GALE et al., 2014; TOMÁS et al., 2014; YESTE et al., 2014; 

WASILEWSKA; FRASER, 2017), melhorando a motilidade total e progressiva (ERIKSSON 

et al., 2001; YESTE et al., 2014; WASILEWSKA; FRASER, 2017), a integridade de membrana 

plasmática (ERIKSSON et al., 2001; YESTE et al., 2014; WASILEWSKA; FRASER, 2017), 

a integridade de acrossoma (WASILEWSKA; FRASER, 2017), a permeabilidade de membrana 

(YESTE et al., 2014; WASILEWSKA; FRASER, 2017), a desordem de membrana, os níveis 

intracelulares de cálcio e a fragmentação de DNA (YESTE et al., 2014). E apesar de alguns 

estudos indicarem alguns possíveis eventos ocorridos durante esse período (YESTE et al., 2014; 

VALENCIA et al., 2017) atualmente, quase meio século após o início da utilização do HT ainda 

não se sabe ao certo o que acontece durante esse período para gerar tamanho aumento na 

criotolerância dos espermatozoides suínos.  

Uma vez que, os espermatozoides estão em contato com o plasma seminal (PS) durante 

o HT, não podemos esquecer que este fluído é uma mistura complexa resultante de diferentes 

secreções produzidas por diversas estruturas do trato reprodutivo masculino tais como: 

testículos, epidídimo e glândulas sexuais acessórias. Vários componentes orgânicos e 

inorgânicos constituem o PS como aminoácidos, proteínas, íons, frutose, sorbitol, inositol, 

bicarbonato, substâncias antimicrobianas, lipídios e uma gama variada de substâncias 

hormonais. E esses diversos componentes desempenham importante papel não somente sobre 

o metabolismo espermático, mas também no processo de fecundação (GARNER; HAFEZ, 

2004). A composição química e a função das secreções oriundas das glândulas sexuais 

acessórias variam entre as espécies, entre machos da mesma espécie e entre ejaculados de um 

mesmo macho (AURICH et al., 1996).  

Além disso as diferenças na concentração de alguns elementos seminais podem ser 

decorrentes da diferença metabólica dos espermatozoides suspensos nesse plasma seminal 

(JUYENA; STELLETTA, 2012). Deste modo, é possível que essas diferenças e outras 

diferenças apareçam durante o HT. Esse tempo, além de ser a etapa mais longa do processo de 

criopreservação é também o momento no qual os espermatozoides estão submetidos a uma 

temperatura (17 °C) que permite que o metabolismo espermático se mantenha ativo, apesar de 

reduzido. Portanto, a utilização da metabolômica como ferramenta para compreender as 
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diferenças no perfil dos espermatozoides e do plasma seminal parece ser a mais adequada. A 

metabolômica pode ser considerada o fenótipo bioquímico das células, uma vez que se uma via 

metabólica for identificada pela análise metabolômica sabe-se que os genes envolvidos foram 

expressos e por conseguinte as proteínas foram traduzidas (D’OOCHIO et al., 2019).  

Esses fatos nos levam a crer que, possivelmente, não apenas o perfil in natura dos 

diferentes componentes dos espermatozoides e do plasma seminal seria responsável por 

influenciar a congelabilidade dos espermatozoides; mas também as mudanças geradas nesse 

perfil pelo HT possivelmente influenciam a alteração do potencial de criotolerância dos 

espermatozoides. Diante do exposto, o presente projeto visa elucidar a função dos metabólitos 

seminais na diferença de criotolerância entre ejaculados suínos, e procura compreender a ação 

do HT sobre o metabolismo celular e sua consequência no potencial de criotolerância dos 

espermatozoides suínos. 
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Figura 1: Esquema do protocolo longo de criopreservação atualmente utilizado e 

baseado no protocolo descrito por Westerndorf (1975). 

Fonte: Adaptado de ALMLID et al., 1987 

1 Diluente de refrigeração, sendo o mais utilizado BTS (Bestiville Thawing Solution); 2 Diluente 

de refrigeração à 5 °C à base de lactose e gema de ovo (do inglês Lactose Egg Yolk - LEY); 3 

Diluente de criopreservação à base do diluente LEY acrescido de 6% de glicerol.  
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2   REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1  A CRIOPRESERVAÇÃO ESPERMÁTICA E O USO DO HOLDING TIME À 17 °C 

PRÉ-CRIOPRESERVAÇÃO 

 

 Apesar da criopreservação do sêmen ser uma biotécnica de difusão mundial 

(WATSON, 1996), a utilização do sêmen suíno criopreservado ainda é restrita (ERIKSSON et 

al., 2001). A possibilidade de congelação do sêmen suíno sem grandes prejuízos aos índices de 

produtividade das granjas possibilitaria uma série de vantagens em relação ao uso do sêmen 

refrigerado, tais como: facilitar a inserção de genética no rebanho, por possibilitar o transporte 

de material genético à nível internacional (ERIKSSON et al., 2001); preservar o material 

genético de raças de suínos em extinção; controlar a transmissão de doenças aumentando a 

biossegurança do rebanho (BAILEY et al., 2008).  

O ejaculado suíno possui várias diferenças em relação às outras espécies domésticas, 

mas uma diferença em particular se torna muito importante quando o assunto é criopreservação: 

o volume do ejaculado. Um suíno púbere ejacula entre 200 a 500 mL, mas apenas a fração rica 

do ejaculado é utilizada para a criopreservação seminal, a média de volume dessa fração é de 

30 a 50 mL (BARRANCO et al., 2015), ainda um grande volume comparado à outras espécies. 

Esse grande volume gera a necessidade de centrifugação do sêmen para concentrar os 

espermatozoides e permitir o envase em palhetas de 0,5 mL (CARVAJAL et al., 2004). 

Entretanto, sabe-se que o plasma seminal exerce várias funções nos espermatozoides suínos 

sendo fundamental para os processos de congelação e descongelação (TORRES et al., 2016a; 

TORRES et al., 2016b).  

 O HT é um período de refrigeração lenta pré-criopreservação no qual o sêmen fica 

ligeiramente diluído em meio de refrigeração e em contato com seu próprio plasma seminal. 

Esse período tem sido utilizado para melhorar a refrigeração à 5 °C (PURSEL, et al., 1973) e a 

criopreservação do sêmen suíno desde a década de 1970 (PURSEL; JOHNSON, 1975), mas até 

então era realizado à temperatura ambiente (~22 °C) por duas horas. A ideia de refrigerar o 

sêmen a 15-17 °C (por 3 horas) antes de submeter a temperaturas inferiores (e. g. 5 °C) as quais 

os espermatozoides suínos são mais sensíveis ao choque térmico, iniciou-se na Alemanha ainda 

na década de 70 por Westendorf (1975), mas a difusão dessa ideia foi lenta. Somente após mais 

de 10 anos essa técnica passou a ser mais utilizada (ALMLID et al.,1987; DE LEEUW et al., 

1990).  
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 Os primeiros testes com diferentes períodos de HT começaram a ser realizados no início 

dos anos 2000, quando longos períodos de manutenção à 15-17 °C passaram a ser mais 

cogitados; após ERIKSSON et al., (2001) descrever que períodos de 10 e 20 horas de HT 

aumentavam a integridade da membrana plasmática comparado à 3 horas. Em 2005, Guthrie e 

Welch foram os primeiros a testarem 24 horas de HT, mas não obtiveram melhoras 

significativas na descongelação dos espermatozoides suínos. Em relação a fluidez da membrana 

espermática, Casas e Althouse (2013) descreveram que a exposição dos espermatozoides por 

24 horas à 17 °C é capaz de moderar a fluidez da membrana dos espermatozoides expostos a 

temperaturas de choque térmico (5 °C) e possivelmente contribui para melhores resultados na 

congelabilidade dos espermatozoides.  

 Independentemente dos experimentos testando diferentes períodos de HT a permanência 

dos espermatozoides suínos refrigerados por 24 horas em contato com o plasma seminal 

anteriormente a criopreservação, tornou-se o mais popular devido a maior praticidade de 

manipulação e transporte entre centrais de difusão genética e laboratórios de criopreservação 

(TOMÁS et al., 2014).  

Atualmente, quase meio século após o início da utilização do HT ainda não se sabe ao 

certo qual o período ideal de manutenção à 15-17 °C, nem o que acontece durante esse período 

para gerar tamanho aumento na criotolerância dos espermatozoides suínos. O que se sabe a 

respeito dos efeitos do HT é que este período permite um maior contato com o plasma seminal 

e gera uma maior tolerância a baixas temperaturas (YESTE, 2015). As evidências moleculares 

que se têm até o momento são decorrentes de dois estudos. Yeste e colaboradores (2014) 

descreveram que durante o HT ocorre um aumento nos níveis de fosforilação dos resíduos de 

serina da proteína HSP70 (heat-shock protein 70 kDa) e esse aumento é correlacionado com o 

aumento da criotolerância dos espermatozoides suínos. Já Valencia e colaboradores (2017) 

descreveram que há diferenças na abundância das proteínas HSP90a (proteína do choque 

térmico alfa de 90 kDa), L-PGDS (prostaglandina D sintase do tipo lipocalina) e NPC2 

(proteína da doença de Niemann-Pick tipo C2). Esses autores demonstraram que a HSP90a está 

aumentada no plasma seminal após 3 horas de HT, sendo que esse aumento é mais pronunciado 

em machos de baixa congelabilidade. Já a NPC2, está aumentada no plasma seminal de machos 

com alta congelabilidade independentemente do HT utilizado (VALENCIA et al., 2017). Esses 

autores ainda demonstraram que a L-PGDS possui menores abundâncias em espermatozoides 

de machos com baixa congelabilidade após 3 horas de manutenção à 17 °C.  
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2.2 A INFLUÊNCIA DO INDIVÍDUO NA CONGELABILIDADE DOS 

ESPERMATOZOIDES SUÍNOS 

 

 A criopreservação espermática induz as células à uma situação não-fisiológica, para a 

qual é necessária alta capacidade de adaptação celular as alterações térmicas e osmóticas que 

ocorrem durante a diluição, refrigeração e criopreservação (WATSON, 1996). Os 

espermatozoides suínos comparados ao de outras espécies domésticas são considerados mais 

sensíveis ao choque-frio, principalmente pelas características da membrana plasmática, que 

nessa espécie apresenta pouco conteúdo de colesterol e fosfolipídios saturados (DE LEEUW et 

al., 1990). Além da maior sensibilidade dos espermatozoides suínos ao choque frio; é clara a 

diferença na capacidade de adaptação às alterações oriundas do processo de criopreservação 

(congelabilidade/criotolerância) dos espermatozoides de diferentes cachaços, entre ejaculados 

de um mesmo animal, e até mesmo entre frações de um mesmo ejaculado (HOLT et al., 2005; 

YESTE et al., 2013). 

 Um dos maiores problemas na criopreservação do sêmen suíno é a identificação dos 

ejaculados de alta e baixa criotolerância antes de iniciar o processamento do sêmen para a 

congelação, uma vez que, uma ótima qualidade espermática pré-criopreservação não 

necessariamente garante uma boa qualidade na descongelação dos espermatozoides (ROCA et 

al., 2006). Aparentemente, a congelabilidade dos espermatozoides suínos está mais relacionada 

as diferenças individuais dos que ao processo de criopreservação propriamente dito 

(MEDRANO et al., 2009). Entretanto, as particularidades que induzem à maior criotolerância 

de alguns ejaculados suínos ainda permanecem pouco estudadas (CASAS et al., 2010; YESTE, 

2016). 

 Com isso nas últimas décadas vários esforços têm sido empregados no estudo 

potenciais marcadores biológicos de criotolerância no sêmen. Um marcador biológico é uma 

característica ou indicador que é capaz de representar um fenótipo funcional. Para tanto as 

abordagens “ômicas”, como a genômica, transcriptômica e proteômica têm sido utilizadas para 

descrever moléculas que sejam potenciais biomarcadores de criotolerância. Ainda no início dos 

anos 2000, Thurston et al., (2002) descreveram que as variações de congelabilidade observadas 

entre cachaços poderiam ser determinadas geneticamente. Atualmente, alguns estudos têm por 

objetivo identificar marcadores biológicos capazes de predizer o potencial de criotolerância dos 

cachaços. Algumas proteínas presentes nos espermatozoides suínos foram identificadas como 

marcadores biológicos de congelabilidade como: HSP90AA1 (proteína de choque térmico 90-

KDa alfa A1), ACRBP (proteína ligante à acrosina), TPI (triosefosfato isomerase), VDAC2 
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(proteína de canal iônico voltagem-dependente 2) (VILAGRAN et al., 2013, 2014); e também 

no plasma seminal como: fibronectina 1 (VILAGRAN et al., 2015). 

 Por outro lado, outra abordagem “ômica” vem se tornando mais pertinente, a 

metabolômica. Essa técnica tem sido descrita como o fenótipo bioquímico das células, fluídos, 

tecidos, órgãos ou mesmo organismo (D’OOCHIO et al., 2019). Nesse contexto, o estudo e 

identificação de potenciais biomarcadores associados ao estado fisiológico das células pode 

auxiliar a compreender as diferenças no potencial de criotolerância gerados durante as 

diferentes etapas da criopreservação; como possivelmente acontece durante o holding time à 17 

°C anterior a criopreservação.  

  

2.3  A METABOLÔMICA E A PROCURA DE MARCADORES NA ANDROLOGIA 

 

 A metabolômica é o estudo global do metaboloma que compreende uma gama de 

pequenas moléculas (<1500 Da), denominadas metabólitos, e seus componentes pertencem à 

diversas classes moleculares como carboidratos, lipídios, amino ácidos, ácidos orgânicos, 

ácidos nucleicos, vitaminas, poli fenóis, alcaloides e outras espécies inorgânicas (D’OCCHIO 

et al 2019). Os metabólitos são considerados os produtos finais ou intermediários de várias 

reações enzimáticas das células ou mesmo do organismo (PATTI et al., 2012; DIETRICH et 

al., 2019). A metabolômica é considerada a “ômica” mais próxima ao fenótipo (Figura 2); com 

isso, os metabólitos podem mais facilmente correlacionados com o fenótipo das células e/ou 

dos indivíduos; além do fato de não serem alterados por modificações funcionais como 

regulações epigenéticas, nos genes, e modificações pós-traducionais, nas proteínas (PATTI et 

al., 2012; D’OCCHIO et al 2019).  

 

Figura 2 – Diagrama ilustrando o posicionamento do metaboloma dentro do diagrama de 

proximidade das “ômicas” com o fenótipo.  

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de D’OCCHIO et al 2019. 
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 A metabolômica é uma ferramenta fundamental para a compreensão das alterações 

moleculares sua relação com as funções e ou disfunções celulares (LI et al., 2018). Os 

metabólitos presentes no plasma seminal desempenham várias funções nos espermatozoides 

como produção de energia, motilidade, proteção, controle do pH, regulação da atividade 

metabólica entre outras (BIENIEK et al., 2016). O uso de ferramentas metabolômicas para a 

procura de biomarcadores na andrologia humana e animal tem crescido nos últimos anos e se 

mostrado altamente eficiente. Os biomarcadores na andrologia humana e animal têm sido 

estudados nos espermatozoides (PATEL et al., 1998; JONES; BUBB, 2000; MARIN et al., 

2003; HUNG et al., 2009; LIN et al., 2009; PAIVA et al., 2015; ZHAO et al., 2018; 

LAFFALDANO et al., 2018; REYNOLDS et al., 2018; MENEZES et al., 2019; FU et al., 2019; 

ENGEL et al., 2019), no plasma seminal (KUMAR et al., 2015; VELHO et al., 2018 ; WANG 

et al., 2019; ENGEL et al., 2019) e também no plasma sanguíneo (MA et al., 2019). Os estudos 

com humanos são os mais abrangentes e abundantes, abordando desde técnicas non-target 

(WANG et al., 2019; MA et al., 2019; ENGEL et al., 2019) até técnicas target para metabólitos 

e vias específicas (FU et al., 2019). Já os estudos metabolômicos voltados para a andrologia 

animal são mais restritos em relação as espécies estudadas e até mesmo as técnicas utilizadas.  

 Os touros são os machos domésticos com o metaboloma seminal mais estudado. 

Kumar et al. (2015) descreveu alguns biomarcadores presentes no plasma seminal capazes de 

diferenciar animais de alta e baixa fertilidade após a criopreservação seminal. Esses autores 

descreveram que o citrato e a isoleucina estavam em baixas concentrações em animais de alta 

fertilidade comparado com animais de baixa fertilidade, já a triptamina/taurina e a leucina 

tiveram comportamento oposto. Também em relação as associações entre os metabólitos do 

plasma seminal e a fertilidade de touros, Velho et al. (2018) descreveram que as proporções de 

abundância do ácido 2-oxoglutárico, ácido fosfórico, D-manitol e dulcitol foram maiores nos 

touros de baixa no que nos que alta fertilidade; já a frutose, 4-cetoglucose e o ácido eritrônico 

tiveram comportamento oposto. Segundo Menezes et al. (2019) os metabólitos: o ácido oleico, 

ácido fosfórico, fosfina, carbamato e glicerol são os mais abundantes nos espermatozoides de 

touros. Esses mesmos autores descrevem que é possível a discriminação de amostras de 

espermatozoides de touros de alta e baixa fertilidade a partir do seu metaboloma, e que os 

metabólitos que mais contribuíram para essa discriminação foram o GABA, carbamato, ácido 

benzoico e ácido lático.  

 Recentemente, o metaboloma dos espermatozoides de outras espécies também tem 

sido estudado a fim de melhorar a reprodução de espécies como os perus (LAFFALDANO et 

al., 2018) e no caso do esturjão também para auxiliar na preservação da espécie (RAHUMI et 
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al., 2019). Já em macacos rhesus, o estudo do fingerprint metabolômico dos espermatozoides 

revelou que é possível a caracterização dos animais entre a estação do ano em que foi coletada 

as amostras, sendo que o acetato foi identificado como metabolito com maiores níveis no 

outono (LIN et al., 2009). Em relação à associação com o metabolismo energético as amostras 

tratadas com ACH (alfa-clorohidrina, um agente anti-fertilidade que afeta a motilidade 

espermática e o metabolismo intermediário; 3-cloro-1,2-propanediol) tiveram maiores níveis 

de acetilcarnitina e baixos níveis de ATP e carnitina (LIN et al., 2009).  

 Entretanto, os estudos de metabolômica não são tão recentes. No final da década de 

90, Patel et al. (1998) investigaram os mecanismos envolvidos na ativação da atividade 

metabólica dos espermatozoides de caprinos pela ação da L-arginina com auxílio da técnica de 

metabolômica NMR (ressonância nuclear magnética). Esses autores concluíram que quantidade 

relativamente pequenas de L-arginina melhoram a síntese de adenonisa trifosfato, melhorando 

com isso o metabolismo espermático.  

 O uso da metabolômica para o estudo da andrologia e função espermática em suínos 

ainda é muito escasso. Jones e Bubb (2000) investigaram os substratos endógenos para o 

metabolismo dos espermatozoides suínos por NMR e identificaram que a metabolização de 

alguns componentes endógenos pode atuar como substrato para a produção de ATP. Esses 

autores citam que os di- ou triglicerídeos podem ser utilizados para a produção de glicerol e os 

fosfolipídios de membrana como a acetilcarnitina e o glicerilfosfolipídio para a produção de 

glicerol 3-fosfato. Já Marin et al. (2003) estudaram as características metabolômicas dos 

espermatozoides suínos e concluíram que o perfil metabólico dos espermatozoides suínos pode 

ser caracterizado por uma alta taxa glicolítica, mas com baixos níveis de glicose-6-fosfato.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 Identificar qual (ais) a (s) molécula (s) atua (m) na diferenciação dos cachaços com alto 

e baixo potencial de criotolerância; como ela (s) atua (m) para tal diferenciação, e se os 

processos metabólicos ocorridos nos espermatozoides durante o HT alteram o perfil 

metabolômico e o potencial de criotolerância dos espermatozoides suínos. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1) Determinar o período ideal de HT visando os melhores resultados pós-descongelação 

do sêmen suíno;  

2) Verificar se há diferença entre animais de alta e baixa criotolerância em relação ao 

uso de HT; 

3) Identificar os componentes seminais que atuam no aumento da criotolerância dos 

espermatozoides suínos, e qual o efeito do HT sobre o perfil metabolômico e criotolerância; 
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4  HIPÓTESES 

 

 

1. A criotolerância dos espermatozoides suínos aumenta com o aumento do holding 

time pré-criopreservação até atingir sua eficiência máxima. 

2. Há um tempo ideal de holding time, o qual gera o efeito máximo, além deste 

tempo há uma redução da criotolerância dos espermatozoides suínos. 

3. O uso do holding time nos protocolos de criopreservação do sêmen suíno altera 

a congelabilidade do ejaculado. 

4. A assinatura metabolômica da influência do uso de holding time no 

espermatozoide suíno conservado à 17 °C antes da criopreservação é capaz de explicar as 

diferenças observadas entre os grupos de congelabilidade. 

5. A assinatura metabolômica da influência do uso de holding time no plasma 

seminal suíno da amostra conservada à 17 °C antes da criopreservação é capaz de explicar as 

diferenças observadas entre o uso ou não de HT no protocolo de congelação.  
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5  ARTIGO I: O tempo ideal de manutenção à 17 °C para a qualidade espermática 

pós-criopreservação do sêmen suíno é de 24 horas 

 

5.1  INTRODUÇÃO 

 

 A primeira criopreservação do sêmen suíno em pellets data de 1975 e foi realizada por 

Pursel e Johnson (1975). Já os atuais métodos de criopreservação (com palhetas de 5 e 0,5 mL; 

protocolo longo) tem sido utilizado por quase 40 anos (HOLFMO; GREVLE, 2000). Apesar 

do uso do sêmen criopreservado de suíno não ser recente, ele ainda não é utilizado em larga 

escala (YESTE, 2015). Mas, tal fato não se dá em somente devido danos à membrana 

plasmática e acrossomal e a redução da motilidade espermática (PURSEL; JOHNSON, 1975; 

YESTE, 2015; ROCA et al., 2016), mas também à complexidade dos processos longos de 

criopreservação atualmente utilizados (ROCA et al., 2016). Brevemente, esse protocolo 

consiste na coleta da fração rica do sêmen suíno (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2011) 

seguida de diluição (1:1 até 1:5, diluente I - BTS) e manutenção em temperatura ambiente por 

1,5 horas. Em seguida o sêmen é refrigerado à 15-18 °C por no mínimo 3 horas (holding time 

[HT], YESTE et al., 2014). Após o HT o sêmen diluído é centrifugado 800 g/ 10 min (ou 2400 

g/ 3 min; CARVAJAL et al., 2004) e o pellet de espermatozoides é adicionado de um diluente 

à base de lactose e gema de ovo (diluente II) para a concentração de 1,5 x 109 espermatozoides/ 

mL e refrigerado à 5 °C por 2 horas (WESTENDOR et al., 1975). Ao atingir 5 °C, duas partes 

do sêmen pré-diluído é adicionado de uma parte do diluente III (92,5 % de diluente II, 6% de 

glicerol e 1,5 % de Orvus ES Paste). O sêmen diluído é envasado em palhetas de 0,5 mL 

(ERIKSSON et al., 2001) e criopreservados em vapor de nitrogênio por 15 minutos (BAISHYA 

et al., 2014) ou em sistema automático à -0,1 °C/min (CASAS et al., 2010).  

 Por outro lado, os protocolos curtos de criopreservação (sêmen diluído diretamente 

em diluente de criopreservação - com crioprotetores- e criopreservado) são rotineiramente 

utilizados para a criopreservação de sêmen bovino, ovino e equino (ALMEIDA et al., 2017; 

DÍAZ et al., 2017; LANÇONI  et al., 2018) e tem sido recentemente utilizado para criopreservar 

espermatozoides suínos (SILVA et al., 2015; QUIAN et al., 2016; TORRES et al., 2016a; 

TORRES et al., 2016b).  Entretanto, esses estudos demonstram que os espermatozoides suínos 

parecem ser mais sensíveis à toxicidade da adição do glicerol a temperaturas mais elevadas 

comparado com espermatozoides bovinos, ovinos e equinos. Com isso, a incorporação de um 

período de manutenção à 17 °C anterior a criopreservação diminuiria a temperatura de adição 
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do diluidor com crioprotetor (de 37 para 17 °C) e possibilitaria a melhoria dos parâmetros pós-

descongelação do sêmen suíno.  

 Os laboratórios de criopreservação são normalmente distantes das centrais de difusão 

genética; com isso, o sêmen precisa ser coletado nas centrais e enviado ao laboratório para a 

criopreservação. Para isso, o ejaculado (ou a fração rica do ejaculado) é diluído em meio de 

refrigeração (por exemplo BTS), mantido à 15-17 °C (TOMÁS et al., 2014) e transportado em 

até 24 horas. Além de facilitar o processo de criopreservação, esse período também é descrito 

por aumentar a criotolerância dos espermatozoides suínos (ERIKSSON et al., 2001; CASA et 

al., 2013; GALE et al., 2014; TOMÁS et al., 2014; YESTE et al., 2014). Apesar de saber que 

o sêmen suíno precisa de pelo menos 3 horas à 17 °C antes da criopreservação (YESTE et al., 

2014), e que usualmente é mantido por 24 horas à 17 °C por facilidade de manipulação e mão 

de obra, ainda  não se sabe o período ideal de HT que garante os melhores resultados da 

qualidade espermática pós-descongelação do sêmen suíno, nem se períodos maiores que 24 

horas poderiam gerar melhores resultados.  

 Os componentes do plasma seminal participam em várias vias fisiológicas, como a 

ativação da motilidade espermática, antioxidação, estabilização da membrana plasmática e 

acrossomal, regularização do metabolismo mitocondrial, proteção contra inibidores de protease 

e contra o choque térmico (JUYENA; STELLETTA, 2012; YESTE et al., 2014). O aumento da 

criotolerância dos espermatozoides descrito pelo uso do HT pode ser devido à maior interação 

entre os componentes do plasma seminal com a membrana espermática durante esse período 

(METZ et al., 1990). Já se sabe que o uso que HT nos protocolos de criopreservação do sêmen 

suíno melhora os resultados pós-descongelação. Entretanto, a literatura apresenta estudos 

apenas abordando protocolos longos de criopreservação e com testes restritos à poucos períodos 

de HT como 3, 10 e 20 horas (ERIKSSON et al., 2001); 0 e 24 horas (CASAS et al., 2013); 2 

e 24 horas (GALE et al., 2014) 2, 8 e 24 horas (TOMÁS et al., 2014); 3 e 24 horas (YESTE et 

al., 2014). Com isso, o presente estudo foi delineado a fim encontrar o período ideal de HT e 

compreender como longos períodos autuariam sobre a qualidade espermática pós-

descongelação.  

  

5.2  MATERIAL E MÉTODOS 

 

  Todos os procedimentos experimentais realizados nesse trabalho foram aprovados 

(sob protocolo 5664140316) e estão de acordo com princípios éticos para experimentação 
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animal da “Comissão de Ética no Uso de Animais” da Faculdade de Medicina Veterinária e 

Zootecnia da Universidade de São Paulo. 

 

5.2.1 Delineamento experimental 

 

 O delineamento experimento está apresentado na Figura 3. O experimento foi 

delineado em blocos casualizados, sendo cada cachaço considerado um bloco, e a unidade 

experimental foi considerada como 1/7 da fração-rica do ejaculado. Esse experimento foi 

delineado com o objetivo de estudar o efeito de sete diferentes tempos de manutenção (HT) à 

17 °C anterior à criopreservação do sêmen suíno. As amostras foram obtidas de cinco cachaços, 

e cada uma delas foi dividida entre os sete tempos em três coletas individuais. Duas palhetas de 

cada cachaço/coleta/tempo de holding foram utilizadas para avaliar os parâmetros da cinética 

espermática, e outras duas palhetas foram utilizadas para as análises do estado fisiológico das 

membranas espermáticas incluindo a análise da integridade das membranas plasmática e 

acrossomal, potencial de membrana mitocondrial, fluidez de membrana e susceptibilidade à 

peroxidação de membrana. 

 

5.2.2 Reagentes 

 

 O diluidor de criopreservação Botu-Sui® (composto por açúcares, aminoácidos, 

tampões, 20% de gema de ovo [v/v], antibióticos, 2% de glicerol, 2 % de metilformamida [v/v]) 

foi desenvolvido e doado pela Biotech-Botucatu Ltda/ME (Botucatu, SP – Brasil). O meio de 

refrigeração BTS (Beltsville Thawing Solution) foi adquirido da IMV Technologies (L’Aigle, 

França). As sondas fluorescentes Syto 59 (S59), C11-BODIPY 581/591 (BP), Yo-Pro-1 (YP), 

dihidroetidio (DHE), iodeto de 5,5′,6,6′ tetracloro 1,1′,3,3′ tetraetilbenzimidazolil carbocianina 

(JC) e a Merocianina-540 (M540) foram obtidas da Molecular Probe (Eugene, OR – EUA). 

Todos os outros compostos não mencionados a origem foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. 

Louis, MO – EUA).  

   

5.2.3 Coleta e análise in-natura do sêmen suíno 

 

 Foram realizadas a coleta de três frações ricas do ejaculado de cada cachaço (n = 15) 

pelo do método da mão enluvada. Para tanto, foi realizada prévia higienização do prepúcio do 

macho. Imediatamente após a coleta, as amostras foram mantidas à temperatura ambiente em 
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seu próprio plasma seminal (sem diluição) por 30 minutos (PURSEL et al., 1973; SARAVIA, 

2008). O sêmen in natura foi avaliado quanto ao volume, concentração espermática 

(hemocitômetro), cinética espermática (análise computadorizada – SCA, Microptics®, 

Barcelona – Espanha) e morfologia (contraste de interferência diferencial). Após as análises in 

natura o sêmen foi diluído em BTS (1:2; v:v, 16,5 mL de sêmen: 33 mL de diluente), divido 

em sete tubos de fundo cônico de 50 mL e refrigerado à 17 °C durante 0, 4, 8, 12, 24, 28 e 32 

horas. 

 

5.2.4 Criopreservação e descongelação do sêmen suíno 

 

 Após cada HT, uma alíquota foi centrifugada à 2400 x g/10 min (CARVAJAL et al., 

2004), o pellet de espermatozoides foi separado do sobrenadante, e suspendido em diluente de 

criopreservação (BotuSui® Botupharma, Botucatu-SP) para a concentração de 600 x 106 

espermatozoides/mL (RAVAGNANI et al., 2018) envasadas em palhetas de 0,5 mL (IMV 

Technologies, Laigle, França) e submetido ao protocolo curto de criopreservação realizado em 

sistema automático (TK 4000®, TK Tecnologia em Congelação Ltda., Uberaba, Brasil) descrito 

por Torres et al (2016a; 2016b). Para a refrigeração, as palhetas foram colocadas no porta-

palhetas, obedecendo uma curva de refrigeração de -0,5 °C/minuto até 5 °C, a curva de 

congelação foi realizada a uma taxa de -20 °C/minuto de 5 °C até -120 °C. Após a curva de 

congelação as palhetas foram imersas em nitrogênio líquido (-196 °C). Por fim, as palhetas 

foram raqueadas e armazenadas em botijões criogênicos. Todas as palhetas foram mantidas a -

196 ºC por pelo menos duas semanas. Após esse período, duas palhetas de cada tratamento 

foram descongeladas em banho-Maria a 37 ºC por 30 segundos e diluídas diretamente em BTS 

(1:1; v:v). Para as análises pós-descongelação o sêmen foi novamente diluído para atingir a 

concentração ideal para cada análise, como descrito à seguir. 

 

5.2.5 Análises pós-descongelação 

 

2.3.5.1 Análise da cinética espermática 

 As amostras foram diluídas em meio BTS para concentração de 50 x 106 

espermatozoides/ mL. Uma alíquota de 5 µL foi disposta sobre câmara de Mackler e foram 

capturadas imagens sequenciais por uma câmera acoplada a um microscópio de contraste de 

fase (Nikon Eclipse Ni-U), as imagens foram avaliadas pelo software Sperm Class Analyzer 

(Microptics – Barcelona). O software foi configurado para realizar 21 frames/ segundo para a 
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captura das imagens. Foram considerados espermatozoides as partículas com área maior que 12 

µm2 e menor que 80 µm2. A motilidade total foi definida como a porcentagem de 

espermatozoides com VAP > 15 µm/s, e a motilidade progressiva foi definida como a 

porcentagem de células com STR > 45%. Um total de cinco campos microscópicos, com pelo 

menos 150 espermatozoides foram avaliados quanto a motilidade total (MT), e progressiva 

(MP), velocidade de trajeto (VAP), velocidade linear (VSL) e velocidade curvelinear (VCL), 

linearidade (LIN), retilinearidade (STR), amplitude de deslocamento lateral da cabeça (ALH) 

e pela frequência de batimento (BCF). Foram realizados ainda ajustas na ferramenta edit/sort 

do referido software para análise de hiperativação, sendo que os espermatozoides foram 

considerados hiperativos se ALH ≥ 3.5 µm e VCL ≥ 97 µm/s (SCHMIDT; KAMP, 2004). 

 

2.3.5.2 Análise do estado fisiológico das membranas espermáticas 

 As amostras para a análise do estado fisiológico das membranas espermáticas foram 

marcadas, como descritas a seguir, e analisadas por citometria de fluxo BD AccuriC6 (Beckton-

Dickeson, San Jose, USA). As amostras foram previamente diluídas em meio TALP para 

concentração de 5 x 106 espermatozoides/mL. Em todas as análises foram utilizadas a sonda 

Syto-59 (5 mM, S10341, Molecular Probes Inc., Eugene, Oregon, EUA), essa sonda é 

permeável à membrana plasmática e possui afinidade pelo DNA (DÍAZ et al., 2017). Com isso, 

as partículas não-espermáticas de tamanho e complexidade interna semelhantes aos 

espermatozoides foram excluídas das análises. As amostras tiveram uma taxa de aquisição de 

aproximadamente 600-1000 eventos/s, sendo analisadas 10000 eventos Syto-59 positivo por 

amostra. As células foram excitadas ao mesmo tempo por um laser de argônio na faixa de 488 

nm e por um laser vermelho na faixa de 640 nm. A emissão de florescência das sondas excitadas 

pelo laser de argônio foi captada pelos canais FL1 (Band pass 533/30 nm), FL2 (Band pass 

585/40 nm) e FL3 (Land pass > 670 nm), já a sonda fluorescente excitada pelo laser vermelho 

foi captada no canal FL4 (Band pass 675/25 nm). 

 A avaliação simultânea da integridade das membranas plasmática e acrossomal, foi 

realizada por meio da seguinte associação das sondas fluorescentes: 1 µL de Syto 59 (5 mM, 

S10341), 1 µL de Iodeto de Propídio (IP-0,5mg/mL) e 1 µL de aglutinina de Pisum sativum 

conjugada ao isotiocionato de fluoresceína (FITC-PSA-100 µg/mL). Após 10 minutos de 

incubação a 37°C, os espermatozoides foram diluídos com 150 µL de TALP e analisados por 

citometria de fluxo (DÍAZ et al., 2017). 

 

 



36 

 

Figura 3- Esquema ilustrativo do delineamento experimental para os diferentes tempos de HT. 

 

 

Fonte: Torres (2019). 
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 Para a análise da fluidez da membrana plasmática foi empregada a técnica de 

citometria de fluxo (FLESCH et al., 1999), que tem por objetivo avaliar a fluidez dos 

fosfolipídios por meio da sonda fluorescente M540 que possui afinidade pela porção lipídica 

dos fosfolipídios de membrana (porção hidrofóbica) marcando as células viáveis (Yo Pro1 

negativas). Para tanto, as amostras foram incubadas com 1µL da sonda Yo Pro-1 (7,5 mM). 

Após 10 minutos de incubação foram adicionados 1µL de S59 e incubado por 10 minutos, e 

então foi adicionado 1 µL da sonda M540 (810 µM) e incubada por 70 segundos (DÍAZ et al., 

2017). Por fim as amostras foram diluídas com 150 μL de TALP e analisadas em citometria de 

fluxo. 

 Para a avaliação do potencial de membrana mitocondrial foi adicionado à 150 µL de 

sêmen diluído 1 µL de S59 (5 mM, S10341), 1 µL de Iodeto de Propídio (IP-0,5mg/mL), 1 µL 

de JC-1 (153 µM, T-3168). Após 10 minutos de incubação a 37°C, os espermatozoides foram 

diluídos com 150 µL de TALP e analisados por citometria de fluxo (DÍAZ et al., 2017). 

 A análise da susceptibilidade à lipoperoxidação de membrana foi analisada 

indiretamente, por citometria de fluxo, por meio do potencial de peroxidação da sonda 

fluorescente C11-BODIPY581/591 apenas das células viáveis (IP negativo) como anteriormente 

descrito por Neild et al (2005). Para tanto, os espermatozoides foram incubados com 1 µL da 

sonda BP (1 mg/mL, D-3861) por 20 minutos a 37°C. Após esse período, foram adicionados 

1µL de S59 e 1 µL de IP (DÍAZ et al., 2017). Após 10 minutos de incubação a 37°C, os 

espermatozoides foram diluídos com 150 µL de TALPm e analisados por citometria de fluxo. 

 O ânion superóxido intracitoplasmático foi mensurado com auxílio da sonda 

fluorescente DHE (Dihidroetidium), que ao ingressar no citoplasma celular reage com o ânion 

superóxido (O2-) e forma o amarelo (567nm) 2 -hydroxyethidium (AITKEN et al., 2007) 

detectado por citometria de fluxo nas células viáveis (Yo-Pro1 negativas). Para tanto, as 

amostras foram incubadas com 1µL de DHE (100mM, D1168) por 10 minutos e então 

adicionada de 1 µL de Yo-Pro1. Após 10 minutos de incubação foi adicionado 1 µL de Syto-

59 e incubado por mais 10 minutos, diluídas em 150 µL de TALP e analisadas por citometria 

de fluxo (DÍAZ et al., 2017). 

 

5.2.6 Análise Estatística 

 

 Os tempos de manutenção à 17 °C (HT) foram considerados as variáveis fixas e os 

cachaços as variáveis aleatórias. A normalidade dos resíduos e a homogeneidade das variâncias 

foram verificadas e sempre que necessário os dados foram transformados por função 
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logarítmica ou arcoseno (para variáveis em porcentagem). Os efeitos de tratamento foram 

avaliados usando o PROC MIXED e as diferenças entre as médias foram avaliadas com o 

Tukey-Kramer (SAS® Studio, Copyright© 2012-2017, SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA).  

Para todas as análises, foi considerado o nível de 5% de significância e os resultados estão 

apresentados em Média ± EPM. 

 

5.3  RESULTADOS 

 

5.3.1 Cinética espermática 

 

 A criopreservação do sêmen suíno em protocolos curtos pode ter melhores (p < 0,05) 

resultados com a utilização de períodos de manutenção de 8 e 24 horas à 17 °C anterior a 

criopreservação, com relação à motilidade total e 24 horas de HT para a motilidade progressiva 

e a porcentagem de espermatozoides rápidos (Tabela 1). Todas as outras características 

avaliadas pelo CASA (VCL, VSL, VAP, LIN, STR, ALH, BCF, HIPER) não foram afetadas 

(p > 0,05) pelos diferentes tempos de manutenção à 17 °C anterior ao protocolo curto de 

criopreservação do sêmen suíno.  

 

5.3.2 Estado fisiológico das membranas espermáticas 

 

 A integridade das membranas plasmática e acrossomal e a fluidez da membrana 

plasmática foram avaliadas para verificar os efeitos do HT. Os espermatozoides 

criopreservados com HT a partir de 4 horas 17 °C foram mais resistentes (p < 0,05) aos danos 

nas membranas plasmática e acrossomal quando comparado aqueles criopreservados na 

ausência de HT (0 e 12 horas, Figura 4A), sendo que as amostras criopreservadas com 24 horas 

de HT apresentaram maior percentual de células com membrana plasmática e acrossomal 

íntegras do que aquelas criopreservadas após 12 horas de HT. Por outro lado, o uso de HT 

anterior ao protocolo curto de criopreservação do sêmen suíno não alterou (p > 0,05) os padrões 

de fluidez de membrana dos espermatozoides (Figura 4B). 

 O HT pode afetar o metabolismo espermático, o potencial de membrana mitocondrial 

(Δψm) foi avaliado nas células com membrana plasmática íntegra. A criopreservação dos 

espermatozoides suínos a partir de 8 horas de incubação à 17 °C aumenta (p < 0,05) o Δψm 

(Figura 4C). O maior percentual de células viáveis com alto potencial mitocondrial (p < 0,05) 

foi observado após 32 horas à 17 °C comparado com 0 e 4 horas (Figura 4C).  
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 Os efeitos do estresse oxidativo foram mensurados através dos níveis de ânion 

superóxido e da susceptibilidade à lipoperoxidação de membrana. O uso do HT gerou um 

aumento do ânion superóxido e da susceptibilidade à lipoperoxidação de membrana (p < 0,05). 

Os menores níveis de ânion superóxido foram observados nas amostras criopreservadas sem o 

uso de HT (p < 0,05) comparada com todos os tempos de incubação (Figura 5A). Já para a 

susceptibilidade à lipoperoxidação de membrana, as amostras criopreservadas com até 8 horas 

de HT tiveram baixos índices (p < 0,05) dessa susceptibilidade comparado com aquelas 

criopreservadas após 32 horas (Figura 5B).
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Tabela 1 - Média (± EPM) das características de motilidade pós-descongelação dos diferentes tempos de manutenção à 17 °C no protocolo de 

criopreservação do sêmen suíno 

 

Fonte: Torres (2019). 

MT - Motilidade total; MP - motilidade progressiva; VAP - velocidade de trajeto; VSL - velocidade linear; VCL - velocidade curvelinear; LIN - 

linearidade; STR - retilinearidade; ALH - amplitude de deslocamento lateral da cabeça; BCF - frequência de batimento; Hiper - hiperatividade. 

a-b Letras minúsculas representam diferença estatística entre os períodos de manutenção à 17 °C (P < 0,05). 

 
  Períodos de holding time (horas) 

0 4 8 12 24 28 32 

MT (%) 8,45 ± 1,11b 12,05 ± 1,47a,b 16,47 ± 2,55a 15,37 ± 2,66a,b 20,72 ± 3,33a 13,71 ± 1,68a,b 13,62 ± 2,62a,b 

MP (%) 5,22 ± 0,82b 7,48 ± 1,05a,b 10,53 ± 1,86a,b 9,76 ± 2,10a,b 13,17 ± 2,75a 8,48 ± 1,18a,b 8,60 ± 1,91a,b 

Rápidos (%) 4,42 ± 0,75b 5,89 ± 1,05a,b 8,79 ± 1,72a,b 8,71 ± 2,03a,b 11,18 ± 2,50a 6,94 ± 1,15a,b 6,36 ± 1,46a,b 

VCL (µm/s) 51,98 ± 2,22 50,84 ± 1,92 51,28 ± 2,31 48,09 ± 2,04 51,64 ± 2,64 50,82 ± 1,88 49,98 ± 2,98 

VSL (µm/s) 24,36 ± 2,33 24,85 ± 2,14 24,94 ± 2,25 22,41 ± 2,56 25,50 ± 2,68 26,14 ± 2,17 25,26 ± 2,70 

VAP (µm/s) 31,99 ± 2,30 31,63 ± 1,87 32,57 ± 2,24 29,45 ± 2,33 32,98 ± 2,45 32,91 ± 2,02 32,09 ± 2,55 

LIN (%) 46,00 ± 2,91 46,96 ± 2,93 47,44 ± 3,11 45,50 ± 3,75 48,53 ± 3,43 51,00 ± 3,03 50,80 ± 3,47 

STR (%) 74,66 ± 2,09 74,96 ± 2,03 74,52 ± 2,51 73,50 ± 2,92 75,47 ± 2,70 78,44 ± 1,77 77,68 ± 2,39 

ALH (µm) 2,74 ± 0,08 2,72 ± 0,08 2,66 ± 0,07 2,57 ± 0,07 2,70 ± 0,09 2,59 ± 0,08 2,63 ± 0,09 

BCF (Hz) 5,86 ± 0,20 5,72 ± 0,26 5,73 ± 0,25 5,42 ± 0,27 5,80 ± 0,33 6,00 ± 0,24 5,93 ± 0,24 

Hiper (%) 1,17 ± 0,13 1,57 ± 0,25 1,72 ± 0,21 1,43 ± 0,19 1,40 ± 0,25 1,19 ± 0,20 1,30 ± 0,35 
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Figura 4- Média (± EPM) das características de membrana espermática pós-descongelação dos diferentes tempos de manutenção à 17 °C no 

protocolo de criopreservação do sêmen suíno 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Torres (2019). 

(A) espermatozoides apresentando membrana plasmática e acrossomal integras simultaneamente; (B) fluidez dos lipídios de membrana mensurada 

pela intensidade de fluorescência mediana da sonda Merocianina 540; (C) espermatozoides com membrana plasmática integra e alto potencial de 

membrana mitocondrial. 

a-c Letras minúsculas representam diferença estatística entre os períodos de manutenção à 17 °C (P < 0,05). 
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Figura 5- Média (± EPM) das características do estado oxidativo das membranas espermáticas pós-descongelação dos diferentes tempos de 

manutenção à 17 °C no protocolo de criopreservação do sêmen suíno 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Torres (2019). 

(A) intensidade relativa de ânion superóxido intracitoplasmático; (B) susceptibilidade à lipoperoxidação de membrana 

a-c Letras minúsculas representam diferença estatística entre os períodos de manutenção à 17 °C (P < 0,05).

Holding time (h) Holding time (h) 
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5.4  DISCUSSÃO 

 

 O HT é amplamente utilizado para a criopreservação do sêmen suíno, para facilitar o 

processamento o sêmen é mantido à 17 °C por 24 horas. Entretanto, o período ideal que o sêmen 

deve ficar em contato com o seu próprio plasma seminal, sem efeitos deletérios, ainda é 

desconhecido. Na literatura é possível encontrar alguns trabalhos sobre o uso do HT, entretanto, 

como nenhum dele aborda longos períodos de manutenção à 17 °C, não é possível observar o 

aumento (no geral) da características pós-descongelação entre os tempos de manutenção até 24 

horas, e em seguida uma queda de qualidade generalizada com o aumento dos tempo de HT.  

 O efeito do HT nas caraterísticas da motilidade já foi previamente descrito por alguns 

autores, mas continua tendo resultados controversos. Wasilewska e Fraser (2017) descreveram 

que a manutenção do sêmen por 24 horas à 10 °C melhora a motilidade total e progressiva 

comparada com 2 horas à 17 °C. Entretanto, Yeste et al. (2014) descrevem que a motilidade 

total pós-descongelação não foi beneficiada pelo aumento do HT de 3 para 24 horas; enquanto 

para a motilidade progressiva os melhores resultados foram obtidos nas amostras 

criopreservadas após 24 horas de manutenção. Já Guthrie e Welch (2005) não demonstraram 

nenhuma melhora nas características de motilidade após 3 ou 24 horas de HT. Do mesmo modo, 

Tomás et al. (2014) constataram que a manutenção dos espermatozoides suínos por longos 

períodos (24 horas) não melhora a motilidade total e progressiva comparado a curtos períodos 

(2 ou 8 horas) de HT. Nossos resultados demonstram que 24 horas é o melhor período de 

manutenção para a motilidade total e progressiva, e com tempos de manutenção mais 

prolongados os resultados já passam a ser semelhantes a curtos períodos e até mesmo a ausência 

de HT.  

 Os espermatozoides ejaculados são capazes de absorver proteínas de baixo peso 

molecular do plasma seminal (METZ et al., 1990; MOORE et al., 2005). Com isso, a incubação 

dos espermatozoides antes da criopreservação em seu próprio plasma seminal, ligeiramente 

diluído, pode permitir os espermatozoides incorporarem uma grande quantidade de proteínas 

do plasma seminal. Nesse contexto, a calcitonina presente no plasma seminal, por exemplo, 

pode incorporar-se nos espermatozoides suínos durante o HT. Essa proteína tem alta correlação 

positiva (r = 0,8581, p < 0,05) com a motilidade espermática (PIPAN et al., 2017). Portanto, tal 

fato poderia explicar nossos resultados, no qual foi observado melhora da motilidade total e 

progressiva com 24 horas de HT. Pipan et al. (2017) também descreveram uma correlação 

negativa entre a concentração seminal de cálcio (r = -0.436, p < 0,05) e a motilidade 

progressiva. A regulação da motilidade pelo cálcio é concentração-dependente, na qual baixas 
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concentrações estimulam a motilidade e altas concentrações inibem (BHOUMIK et al., 2014). 

Alguns prostassomos foram descritos por serem responsáveis por carrearem cálcio (PARK et 

al., 2011) e eles são capazes se se ligarem aos espermatozoides e transferirem seu conteúdo 

(BURDEN et al., 2006). Assim, a longa exposição aos prostassomos pode explicar o aumento 

intracelular de cálcio, o que pode explicar a queda da motilidade em longos períodos (28 e 32 

horas) de HT.  

 O uso do HT na criopreservação dos espermatozoides suínos apresentou efeitos 

benéficos para as membranas plasmática e acrossomal, quando utilizado por 24 horas. 

Corroborando, Eriksson et al., (2001) demonstraram que curtos períodos de HT (3 horas) não 

tem o mesmo efeito benéfico que longos períodos (10 e 20 horas) para a integridade da 

membrana plasmática. De maneira similar, Yeste et al. (2014) reportaram que a integridade da 

membrana plasmática dos espermatozoides suínos pós-descongelação pode ser melhorada com 

o aumento do HT de 3 para 24 horas, mas sem alterar a integridade do acrossoma. Já, 

Wasilewska e Fraser (2017) demonstraram que o uso de 24 horas de HT à 10 °C melhorou a 

integridade da membrana plasmática da maioria dos animais avaliados comparado com 2 horas 

à 17 °C; mas os mesmos autores não demonstraram os mesmos efeitos no que diz respeito a 

integridade da membrana acrossomal.  

 Tais resultados podem ser explicados baseados no fato que as espermadesinas possuem 

a habilidade de se ligarem a membrana espermática depois da ejaculação, pela ação da colina 

de alguns fosfolipídios. As espermadesinas pertencem a superfamília das BSP (proteínas 

ligantes aos espermatozoides) a qual pode ser classificada pela habilidade de se ligar a heparina 

(HPB – proteínas ligantes a heparina que inclui AQN-1, AQN-3, AWN) ou não (PSP-I e PSP-

II) (RODRÍGUEZ-MARTÍNEZ et al., 2011; PLANTE et al., 2016). A AQN-1 é relaciona com 

a integridade da membrana plasmática (CABALLERO et al., 2009) enquanto a AWN e a AQN-

3 fazem parte da estabilização do acrossoma (DOSTÁLOVÁ et al., 1995). Além das 

espermadesinas às HSP também parecem exercer alguma função no aumento da integridade de 

membrana. Os espermatozoides suínos criopreservados após HT de 24 horas aumentam os 

níveis de fosforilação dos resíduos de serina da proteína HSP70 (proteína do choque térmico 

70 kDa). As HSP são responsáveis por protegerem os espermatozoides contra os danos 

causados pelo choque térmicos, resultando em melhora da integridade de membrana e aumento 

da criotolerância (YESTE et al., 2014). Portanto, é possível entender como 24 horas de HT 

aumentou a integridade das membranas plasmática e acrossomal no presente estudo. Entretanto, 

os efeitos das BSP é tempo e concentração dependente (MANJUNATH et al., 2002). Após 

longa exposição as proteínas BSP induzem efluxo de fosfolipídios e colesterol do folheto 



45 

 

externo da membrana plasmática consecutivamente aumenta a susceptibilidade ao choque-frio 

(THÉRIEN et al., 1998; THÉRIEN et al., 1999), tal fato pode explicar os efeitos deletérios dos 

longos períodos (28 e 32 horas) de HT para algumas características espermáticas.  

 Wasilewska e Fraser (2017) descreveram que o potencial de membrana mitocondrial 

pode ser melhorado com o uso de 24 horas de HT à 10 °C comparado com 2 horas à 17 °C. No 

presente estudo, foi observado resultado similar, no qual a porcentagem de espermatozoides 

vivos com alto potencial de membrana mitocondrial aumentou após 4 horas de HT. Tal melhora 

pode ser explicada pelo fato que durante o HT pode haver um balanceamento de algumas 

enzimas entre o plasma seminal e os espermatozoides. A glutationa (GSH) e a fosfatase alcalina 

(ALP) podem atuar disponibilizando a frutose como fonte de energia para a mitocôndria 

espermática. A fosfatase alcalina atua na síntese e disponibilidade da frutose para os 

espermatozoides (KING; MACPHERSON, 1966), enquanto a glutationa reduzida está 

envolvida na frutólise espermática (SLAWETA; LASKOWASKA, 1987). Possivelmente como 

consequência desse aumento do potencial mitocondrial, também foi observado um aumento na 

peroxidação lipídica (a partir de 12 horas de HT) e nos níveis de ânion superóxido (a partir de 

4 horas de HT). Pipan et al. (2017) descrevam que os níveis seminais de ferro e selênio possuem 

correlação positiva com a integridade da membrana plasmática. Os espermatozoides 

refrigerados (durante o HT) estão sob condições oxidativas, uma vez que na temperatura de 

refrigeração o metabolismo ainda está ativo (KUMARESAN et al., 2009). Com isso, para 

manter o equilíbrio entre agentes antioxidantes e pró-oxidantes, evitando danos oxidativos, o 

ferro é consumido pelas enzimas Fe-dependentes (como a catalase), e o selênio é consumido 

para manter os níveis de glutationa peroxidase (CEROLINI et al., 2001). Portanto, a 

concentração desses íons possivelmente diminui durante a refrigeração e HT, causando a 

diminuição do potencial antioxidante. Apesar do aumento dos efeitos oxidativos em períodos 

prolongados de HT parecer claro, os resultados do presente estudo não corroboram com os 

apresentados por Yeste et al. (2014). Esses autores descrevem que os níveis intracelulares de 

peróxido não são alterados nos espermatozoides descongelados pelo uso de 3 ou 24 horas de 

HT. Por outro lado, os efeitos oxidativos observados no presente experimento não levaram a 

alteração da fluidez e integridade das membranas, o que nos leva a crer que o aumento dos 

níveis de ânion superóxido e na lipoperoxidação se mantiveram em níveis fisiológicos para as 

células espermáticas.  

 Durante e depois da ejaculação as HBP se ligam a superfície espermática e uma de suas 

funções é atuar com proteínas decapacitantes; protegendo os espermatozoides da capacitação 

prematura (PLANTE et al., 2016; RODRÍGUEZ-MARTÍNEZ et al., 2011). Outra molécula 
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associada com o potencial decapacitante espermático é o colesterol (CROSS, 1996), e metade 

do colesterol seminal está diretamente associado aos exossomos (CROSS; MAHASRESHTI, 

1997). Piehl et al. (2013) demonstraram que os exossomos e lipossomos são capazes de 

bloquear a capacitação dependente de colesterol e diminuir a fluidez da membrana plasmática. 

Entretanto, a interação dos espermatozoides com o plasma seminal e seus possíveis exossomos, 

lipossomos e HPB durante o HT não alteraram a fluidez da membrana plasmática entre os 

diferentes tempos de HT. Por outro lado, Yeste et al. (2014; 3 e 24 horas), Wasilewska e Fraser 

(2017; 2 horas à 17 °C e 24 horas à 10 °C) demonstraram que curtos períodos de HT aumentam 

a fluidez de membrana comparado a 24 horas.  

 Com base nos resultados aqui discutidos é possível concluir que manter o sêmen suíno 

refrigerado à 17 °C por 24 horas anteriormente a criopreservação melhora a motilidade total e 

progressiva, a porcentagem de espermatozoides rápidos e a integridade das membranas 

plasmática e acrossomal. Já para atingir os maiores valores de potencial de membrana 

mitocondrial se faz necessário o uso de 32 horas de HT. Por outro lado, não foi possível 

controlar os níveis de ânion superóxido e a peroxidação lipídica, os quais não foram prejudiciais 

para outras características espermáticas. Assim, visando os melhores resultados para a 

criopreservação do sêmen suíno o período ideal de HT é de 24 horas à 17 °C. 
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6  ARTIGO II: O potencial de congelabilidade do ejaculado suíno e sua relação com 

o uso do holding time à 17 °C anterior à criopreservação: Uma visão metabolômica 

 

6.1 INTRODUÇÃO 

 

 A habilidade em resistir os processos de refrigeração, criopreservação e 

descongelação, é denominada criotolerância, e difere entre animais e até mesmo entre 

ejaculados de um mesmo animal (HOLT et al., 2005; PEÑA et al., 2006). Nesse contexto, os 

ejaculados podem ser classificados em ‘ejaculados de alta congelabilidade’ (EAC) ou 

‘ejaculados de baixa congelabilidade’ (EBC; adaptado da classificação em inglês feita por 

CASAS et al., 2009). Entretanto, o que difere entre os ejaculados são os resultados pós-

descongelação; ambas as categorias possuem ótima qualidade do sêmen in natura (ROCA et 

al., 2006).   

 O processo de criopreservação do sêmen suíno incluí três etapas de diluição seguidas 

de queda de temperatura (ALMLID; JOHNSON, 1988), ou seja, ao menos três possíveis pontos 

para que as diferenças de criotolerância se manifestem. A primeira etapa é o denominado 

holding time (HT), que é uma etapa exclusiva do protocolo de criopreservação do sêmen suíno, 

e é caracterizada por ser uma refrigeração lenta, da temperatura ambiente à 17 °C, por até 24 

horas, na qual os espermatozoides permanecem ligeiramente diluídos, portanto, o contato com 

o plasma seminal continua sendo um fator de extrema importância (YESTE et al., 2014; 

TORRES et al 2019). Além de ser a etapa mais longa do processo, é a etapa na qual a 

temperatura de refrigeração permite que o metabolismo espermático se mantenha ativo, apesar 

de reduzido. 

 A complexidade molecular dos eventos que envolvem a alteração do potencial de 

criotolerância dos espermatozoides durante o HT ainda não é completamente compreendida. 

Entretanto, algumas evidências moleculares vêm sendo levantadas; como o aumento dos níveis 

de fosforilação dos resíduos de serina das proteínas HSP70, TRK (A, B e C), CDK1/CDC2 e 

GSK-3ª após 24 horas de HT (YESTE et al., 2014). Também existem relatos de que existe uma 

relação entre o aumento da criotolerância conferido durante o HT e a diferença no potencial de 

criotolerância dos ejaculados; sendo essa relação dependente das proteínas HSP90a, NPC2 (19 

KDa) e a L-PGDS que diferem em concentração entre os períodos de HT utilizado (0 e 3 horas) 

e da criotolerância da amostra (VALENCIA et al., 2017).  

 Os metabólitos são originários dos eventos fisio- e patológicos, através de reações 

bioquímicas (PATTI et al., 2012; DIPRESA et al., 2018; D’OCCHIO et al 2019), e com isso o 
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metaboloma pode ser  considerado o fenótipo bioquímico da célula e/ou do indivíduo (PATTI 

et al., 2012; GUIJAS et al., 2018; D’OCCHIO et al 2019). A metabolômica é uma técnica que 

vem sendo amplamente utilizada para a procura de biomarcadores na reprodução. Mais 

especificamente na andrologia, os metabólitos seminais vêm sendo estudados nos 

espermatozoides de humanos (PAIVA et al., 2015; REYNOLDS et al., 2017; ZHAO et al., 

2018; ENGEL et al., 2019; FU et al., 2019), bovinos (MENEZES et al., 2019, HOLDEN et al., 

2017), esturjão (RAHIMI et al., 2019), perus (LAFFALDANO et al., 2018), cachaços (JONES; 

BUBB, 2000; MARIN et al., 2003) e bodes (PATEL et al., 1998); e no plasma seminal de 

humanos (ZHANG et al., 2015; ENGEL et al., 2018; WANG et al 2019) e bovinos (KUMAR 

et al., 2015; VELHO et al., 2018). As investigações das alterações moleculares à nível dos 

espermatozoides e plasma seminal com a comparação do perfil ou mesmo a quantificação 

relativa dos metabólitos pode revelar algumas funções e/ou disfunções celulares durante a 

criopreservação (NICHOLSON et al., 1999; LIN et al., 2009).  

 Sabe-se que o HT melhora a criotolerância dos espermatozoides suínos, mas não se 

sabe ao certo se os EAC possuem esse potencial independente do HT ou se é algum processo 

intrínseco a esse holding time à 17 °C que garante esse aumento de criotolerância. Com isso, 

nesse experimento utilizamos a ferramenta metabolômica para auxiliar na compreensão dos 

eventos moleculares envolvidos durante o HT e sua relação com a criotolerância espermática. 

 

6.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

  Todos os procedimentos experimentais realizados nesse trabalho foram aprovados 

(sob protocolo 5664140316) e estão de acordo com princípios éticos para experimentação 

animal da “Comissão de Ética no Uso de Animais” da Faculdade de Medicina Veterinária e 

Zootecnia da Universidade de São Paulo. 

 

6.2.1 Delineamento experimental 

  O experimento foi delineado em blocos casualizados, sendo cada cachaço considerado 

um bloco, e a unidade experimental foi considerada como 1/2 da fração-rica do ejaculado. A 

priori foram utilizados 27 machos suínos para coleta e criopreservação do ejaculado, os quais 

foram utilizados para formar dois grupos homogêneos de congelabilidade, a saber: ejaculados 

de alta congelabilidade (EAC) e ejaculados de baixa congelabilidade (EBC). Foi realizada uma 

única coleta da fração rica do ejaculado de cada um dos cachaços, e cada amostra foi dividida 
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em dois tratamentos: 0 h (sem refrigeração à 17 °C anterior a criopreservação) e 24 h 

(refrigerado por 24 horas à 17 °C anterior a criopreservação), em cada um dos tempos foi 

coletada amostras de espermatozoides e plasma seminal e congeladas até o momento das 

análises de metabolômica; em seguida as amostras foram criopreservadas e posteriormente a 

qualidade do sêmen descongelado foi avaliada por CASA e citometria de fluxo. As análises 

metabolômicas dos espermatozoides e do plasma seminal foram realizadas a fim de 

compreender o processo de aumento da criotolerância durante o HT e correlacionar este com a 

congelabilidade dos ejaculados.  

 

6.2.2 Reagentes 

 

 O diluente de refrigeração BTS (Beltsville Thawing Solution) foi adquirido da IMV 

Technologies (L'Aigle, França) Os diluentes de congelação Botu-Sui® (Fração A [FA] – 

açúcares, amino ácidos, buffers, 20 % de gema de ovo [v/v] e antibióticos; Fração B [FB] – FA 

adicionada de 6% de glicerol e 6% de metilformamida [v/v] como crioprotetores) foi 

desenvolvido e doado pela Biotech-Botucatu- Ltda /ME (Botucatu, SP, Brasil). O metanol e a 

água ultra-pura foram adquiridos da Fluka Analytical (Buchs, Suíça). As sondas fluorescentes 

Syto59 (S59), C11-BODIPY581/591 (BP), Yo-Pro-1 (YP), JC-1 (iodeto de 5,5′,6,6′ tetracloro 

1,1′,3,3′ tetraetilbenzimidazolil carbocianina) e Merocianina 540 (M540) foram provenientes 

da empresa Molecular Probes (Eugene, OR, EUA). Quando não mencionada a origem os 

regentes químicos utilizados foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

USA). 

 

6.2.3 Animais e local 

 

 Para a realização desse experimento, foram utilizados vinte e sete cachaços (entre 9 e 

30 meses) puros das raças Landrace (n = 15) e Large-White (n = 12), adultos e saudáveis, 

púberes, com histórico de qualidade e fertilidade de sêmen refrigerado normais. Todos os 

animais utilizados estavam instalados em baias individuais na Central de Difusão Genética 

pertencente à DB genética Suína e localizada em Presidente Olegário, MG (-18° 31’ 77’’, -46° 

02’ 39’’). Os galpões eram climatizados por pressão negativa e a temperatura interior se 

mantinha entre 22-25 °C. Os animais eram alimentados de acordo com os protocolos padrões 

da empresa e a água era fornecida ad-libitium. Todos os animais foram submetidos ao regime 

de coleta da central, duas vezes por semana, pela técnica da mão duplamente enluvada e com 
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esgotamento do conteúdo do divertículo prepucial anteriormente a coleta; apenas um ejaculado 

por animal foi utilizado no experimento.  

 

6.2.4 Avaliação seminal à campo 

 

  A fim de garantir a qualidade do sêmen in natura, após holding time à 17 °C e 

imediatamente após a descongelação foram realizadas análises seminais à campo. O sêmen in 

natura foi avaliado quanto ao volume, concentração espermática (câmara de Neubauer) e uma 

alíquota foi armazenada para posterior análise morfológica (contraste de interferência 

diferencial – DIC). A motilidade total e progressiva foi realizada da mesma maneira que na 

rotina da central (in natura e pós-refrigeração à 17 °C). Uma alíquota (3µL) de sêmen foi 

depositado em uma das câmaras da lâmina de avaliação Leja® e avaliado em sistema 

computadorizado AndroVision® (Minitube, Tiefenbach, Alemanha). 

  A integridade de membrana das amostras in natura e pós-refrigeração à 17 °C foram 

avaliadas pela técnica de Eosina-Nigrosina (BARTH; OKO, 1989). Para tanto, uma alíquota (5 

µL) de amostra foi corada com 5 µL do corante eosina-nigrosina por 30 segundos e em seguida 

realizado o esfregaço em lâmina de microscopia. As células foram contadas em duplo-cego em 

um total de 200, em microscópio ótico comum (aumento 1000x). 

  Para a análise da integridade acrossomal das amostras in natura e pós-refrigeração à 

17 °C foi utilizada a técnica descrita por POPE et al. (1991). Uma alíquota (6 µL) foi incubado 

com o corante rosa-bengala por 3 minutos e então realizado o esfregaço sobre lâmina de 

microscopia. Foram contadas 200 células em duplo cego sob microscopia ótica comum 

(aumento 1000x) e classificadas como acrossoma integro ou lesionado.  

   

6.2.5 Criopreservação e descongelação seminal 

 

  Durante as análises do ejaculado in natura o sêmen permaneceu em temperatura 

ambiente (20 a 22 °C) em contato com o próprio plasma seminal por até 30 minutos 

(SARAIVA, 2008, TORRES et al., 2019). Depois o sêmen foi diluído em BTS (1:1, v:v) e 

dividido em duas alíquotas, à saber: 0h (sem refrigeração à 17 °C anterior a criopreservação) e 

24h (refrigerado por 24 horas à 17 °C anterior a criopreservação, TORRES et al., 2019).  

  Após 0 ou 24 horas de refrigeração à 17 °C o sêmen foi centrifugado (2260 x g/ 3min; 

CARVAJAL et al., 2004) e o pellet de espermatozoides foi diluído na fração A do diluente de 

congelação BotuSui® (sem adição de crioprotetor penetrante) para concentração de 1,5 x 109 
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espermatozoides/ mL e refrigerado à 5 °C durante 120 minutos. Após atingir 5 °C, foi 

gentilmente adicionada a fração B do diluente de criopreservação (com 2% glicerol e 2% 

metilformamida, v:v) até a concentração de 1 x 109 espermatozoides/ mL. O sêmen diluído foi 

envasado em palhetas de 0,5 mL e seladas com álcool polivinílico. Todo processamento foi 

realizado à 5 °C, e todos os equipamentos (palhetas, álcool polivinilico, papel toalha, raque de 

congelação) foram mantidos à 5 °C anteriormente ao processamento. A congelação foi realizada 

em vapor de nitrogênio, para isso, as palhetas foram posicionadas horizontalmente na raque de 

congelação de mantidas à 3 cm acima do nível do nitrogênio líquido, em caixa de isopor por 15 

minutos. Passado o tempo de congelação, as palhetas foram submersas em nitrogênio líquido, 

e então mantidas em goblets até o momento da análise.  

  Para a descongelação, duas palhetas por ejaculado foram completamente submersas 

em banho-Maria 37 °C/ 30 seg. e em seguida imediatamente diluídas em 1 mL de BTS. Após 

essa diluição foi realizada uma segunda diluição dependendo da análise a ser realizada: em BTS 

para 30 x 106 para análises computadorizadas da motilidade, e em TALP para 5 x 106 para 

análises em citometria de fluxo.  

 

6.2.6 Análises pós-descongelação 

 

  Todos os vinte e sete ejaculados foram avaliados quanto às características de 

motilidade pelo sistema CASA e quanto ao estado fisiológico das membranas dos 

espermatozoides por citometria de fluxo como descrito abaixo. 

 

6.2.6.1 Avaliação da cinética espermática 

  A análise da motilidade e da cinética espermática foi realizada no sistema 

computadorizado Sperm Class Analyzer (SCA®, ver. 5.0; Microptics S.L; Barcelona, Spain). 

Uma alíquota (5 µL) de sêmen diluído (30 x 106 espermatozoides/ mL) foi depositada em 

câmara de Makler pré-aquecida (37 °C) e avaliada em microscopia de contraste de fase (Nikon, 

Model Eclipse 80i) em aumento de 100x. Foram avaliados pelo menos cinco campos com 200 

células com o software operando à 25 vídeo frames por segundo (25 Hz). Foram analisadas as 

seguintes variáveis: motilidade total (MT, %) que foi caracterizada como a porcentagem de 

espermatozoides que apresentavam VCL > 10 µm/s; motilidade progressiva (MP, %) que foi 

caracterizada como a porcentagem de espermatozoides que exibiam STR > 45%; 

espermatozoides rápidos (RAP, %) que foram considerados quando o VAP > 45 µm/s; 

velocidade curvelinear (VCL); velocidade de trajeto (VAP); velocidade linear (VSL); 
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linearidade (LIN); retilinearidade (STR); amplitude de deslocamento lateral de cabeça (ALH); 

frequência de batimento (BCF). A hipermotilidade espermática (HIPER) foi avaliada usando 

os padrões estabelecidos por Pavanelli et al., (2017) incluídos na ferramenta Edit/Sort do 

software. 

 

6.2.6.2 Avaliação do estado fisiológico das membranas espermáticas 

  Todas as análises por citometria de fluxo foram realizadas em um BD Accuri C6 

(Becton & Dickinson Company, San Jose, CA – EUA) acoplado com um laser de argônio (488 

nm) e um laser vermelho (640 nm). Os debris celulares foram excluídos das análises utilizando 

dois métodos 1) parte dos debris foram deixados de fora da seleção por tamanho e granulosidade 

interna, 2) e aqueles com mesmo tamanho e granulosidade interna semelhante aos 

espermatozoides foram excluídas da análise devido a quantidade muito baixa de DNA (sinal 

muito fraco de Syto59; Díaz et al., 2017). As aquisições foram realizadas em baixo fluxo (12 

µL/ min), e um total de 10.000 células (S59 positiva) foram contadas. Os detectores utilizados 

foram: FL1 (530/30 nm) para FITC-PSA, C11-Bodipy (fluorescência verde) e YO-PRO1, FL2 

(585/40 nm) para JC-1 (fluorescência alaranjada) e Merocianina, FL3 (610/20 nm) para IP 

(iodeto de propídeo), e FL4 (675/25 nm) para S59. 

  A técnica da coloração tripla foi utilizada para a avaliação da integridade das 

membranas plasmática e acrossomal com algumas modificações descritas por DÍAZ et al. 

(2017). Uma alíquota (150 µL) foi corada simultaneamente com IP (3,3 µg/ mL), FITC-PSA 

(0,6 mg/ mL) e S59 (5 nM) por 10 minutos à 37 °C (DÍAZ et al., 2017). Após a incubação, as 

amostras foram diluídas em TALP (150 µL) e analisadas por citometria de fluxo. As células 

foram classificadas como: PIAI (porcentagem de espermatozoides com membrana plasmática 

e acrossomal integras). 

  Para a avaliação do potencial de membrana mitocondrial foi utilizada a sonda 

fluorescente JC-1. Para a coloração, uma amostra (150 µL) foi adicionada de S59, IP e JC-1 (1 

µM) e incubadas à 37 °C por 10 minutos (DÍAZ et al., 2017). As amostras foram diluídas em 

TALP e analisadas em citometria de fluxo. As células analisadas foram classificadas como 

membrana plasmática íntegra (PI negativo) e alto potencial de membrana mitocondrial (JC-1 

alaranjado).  

  A fluidez dos fosfolipídios de membrana foi analisada com o auxílio da sonda 

fluorescente Merocianina 540 (FLESCH et al., 1999). Para isso, as amostras foram coradas com 

YP (50 nM) por 10 minutos (37 °C) e passada essa incubação foi adicionado S59 e incubado 

por mais 10 minutos/37 °C. A M540 (16,2 µM) foi então adicionada e incubada por mais 70 
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segundos (DÍAZ et al., 2017). As células foram avaliadas por citometria de fluxo quanto a 

intensidade mediana de fluorescência emitida pela M540 nas células com membrana plasmática 

integra (YP negativo).  

  Outro parâmetro avaliado foi a peroxidação lipídica da membrana plasmática com a 

utilização da sonda fluorescente C11-Bodipy581/591 (NEILD et al., 2005). As amostras (150 µL) 

foram incubadas com BP (6,67 µg/ mL) por 20 minutos à 37 °C e em seguida foram adicionados 

os corantes IP e S59 e incubados por mais 10 minutos (37 °C; DÍAZ et al., 2017). Em seguida 

as amostras foram diluídas e analisadas por citometria de fluxo para a intensidade mediana da 

fluorescência verde emitida pelo BP nas células como membrana plasmática íntegra (PI 

negativo).  

 

6.2.7 Determinação da congelabilidade dos ejaculados 

 

  Para o presente experimento foi coletado um ejaculado de cada um dos vinte e sete 

cachaços utilizados, a fim de conseguir estudar uma população suficientemente grande que 

permitisse caracterizar bem os ejaculados de alta e baixa congelabilidade. Todos os ejaculados 

pós-descongelação foram avaliados em duas etapas a saber: à campo (conforme descrito no 

item 6.2.4) e posteriormente com o auxílio de técnicas e equipamentos mais avançados 

(conforme descrito no item 6.26). A porcentagem pós-descongelação de motilidade total (MT) 

e de membrana plasmática íntegra (MI) dos ejaculados criopreservados após 24 horas de HT 

(tempo padrão para a criopreservação do sêmen suíno) foram utilizadas para determinar a 

congelabilidade dos grupos. Foi realizado um índice de descongelação descrito pela seguinte 

fórmula: 𝑖𝑑𝑒𝑠𝑐 =
(𝑀𝑇 𝑖𝑛𝑛𝑎𝑡𝑢𝑟𝑎−𝑀𝑇 𝑑𝑒𝑠𝑐𝑜𝑛𝑔𝑒𝑙𝑎𝑑𝑜)+(𝑀𝐼 𝑖𝑛𝑛𝑎𝑡𝑢𝑟𝑎−𝑀𝐼 𝑑𝑒𝑠𝑐𝑜𝑛𝑔𝑒𝑙𝑎𝑑𝑜)

2
. O idesc 

representa a média entre a redução da MT e da MI do sêmen in natura para o descongelado.  

Para a distribuição dos ejaculados, estes deveriam atender simultaneamente aos seguintes 

critérios: ejaculados de alta congelabilidade (EAC) – idesc < 62, MT > 25% e MI > 30%; 

ejaculados de baixa congelabilidade (EBC) – idesc > 63, MT ≤ 25% e MI ≤ 30%.  

 

 

6.2.8 Coleta das amostras e protocolo de extração dos metabólitos 

 

 Após cada período de HT (0 e 24 horas) uma alíquota de sêmen (diluído em BTS 1:1; 

v:v) foi centrifugado (800 x g/ 10 min) para separação dos espermatozoides e plasma seminal. 
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O pellet de espermatozoides foi lavado (2000 x g/10 min) duas vezes em D-PBS (Dulbecco's 

Solução Fosfato Salina tamponada), a fim de garantir que todo plasma seminal tenha sido 

removido. As amostras de plasma seminal foram centrifugadas (2000 x g/10 min) por mais duas 

vezes, a fim de garantir que todos os espermatozoides tenham sido removidos das amostras. 

Após a separação as amostras foram mantidas à -80 °C até o momento das extrações. 

 Para a extração dos metabólitos seminais foi utilizado o protocolo descrito por Bligh e 

Dyer (1959). A cada uma das amostras de plasma seminal (400 µL; correspondente à 200 µl de 

plasma e 200 µL de BTS) e de espermatozoide (200 µL) foram adicionados 450 µL de metanol 

e misturados em vórtex por cinco minutos. Foram adicionados 200 µL de água destilada e 250 

µL de clorofórmio e misturado em vórtex por 10 segundos. Depois da solução separar em duas 

fases, foi adicionado 100 µL de metanol e as amostras foram incubadas à 4 °C por 15 minutos. 

Terminada a incubação foram adicionados 250 µL de água destilada e 250 µL de clorofórmio 

e as amostras foram centrifugadas (1000 x g/ 5 min). Após a centrifugação houve a formação 

de duas fases separadas por um anel proteico. A fase superior é considerada a fase polar onde 

deve ser encontrado os metabólitos. Essa fase foi cuidadosamente recuperada em microtubo, e 

os solventes foram secos em centrífuga à vácuo por 4 horas e em seguida congelados à -80 °C 

até o momento das análises. 

 

6.2.9 Análise metabolômica não direcionada - Cromatografia líquida-espectrometria 

de massas de alta performance 

 

 As amostras extraídas foram avaliadas na Metabolite Profiling Facility localizado no 

Bindley Bioscience Center da Purdue University, West Lafayette, IN-EUA. Anteriormente as  

análises as amostras previamente secas foram reconstituídas em 95% de água deionizada, 5% 

de aceto nitrila e 0,1% de ácido fórmico (100µL para amostras de plasma seminal e 75 µL para 

amostras de espermatozoides), sonicadas por 5 minutos, em seguida centrifugadas 16.000 x g/ 

8 minutos e então transferidas para os tubos de HPLC. As separações foram realizadas em um 

Agillent 1290 system (Palo Alto, CA, EUA), com fluxo da fase móbil de 0,45 mL/min. Os 

metabólitos foram analisados com uma coluna Waters HSS T3 (1,8 µm, 2,1 x 100 mm), na qual 

as fases móveis A e B foram 0,1% de ácido fórmico em água deionizada e aceto nitrila, 

respectivamente. As condições iniciais foram 100:0, A:B mantida por 1 minuto, seguida por 

um gradiente linear de 70:30 aos 16 minutos, e 5:95 aos 21 minutos. O reequilíbrio da coluna 

cromatográfica foi realizado ao retornar à condição de 100:0 aos 22 minutos e mantida até 27 

minutos. A análise de massas foi realizada com um Agilent 6545 Q-TOF espectrômetro de 
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massas com ESI positivo de 3.2 kV, temperatura do gás nitrogênio 325 °C, fluxo do gás de 

secagem 8.0 L/min, pressão do gás de nebulização 30 psig, tensão do fragmentador 135 V, 

skimmer 45 V, OCT RF 750 V. Os dados de massa (de 70 – 1500 m/z) foram coletados 

utilizando o software Agilent Mass Hunter Acquisition (v. B.06).  

 

6.2.10 Análise estatística 

 

 A normalidade dos resíduos e a homogeneidade das variâncias foram verificadas, e 

quando necessário os dados foram transformados por função Log ou arcoseno. A interação entre 

os fatores congelabilidade (EAC, EBC) e refrigeração à 17 °C (0h, 24h) foram analisadas 

usando o PROC MIXED do programa SAS (SAS® Studio, Copyright© 2012-2017, SAS 

Institute Inc., Cary, NC, EUA) e as diferenças entre os tratamentos foi avaliada pelo teste de 

Tukey-Kramer. Os resultados foram considerados significantes quando p < 0,05; e todos os 

resultados estão representados em média ± erro padrão da média (EPM). 

 

6.2.11 Bioinformática 

 

  A deconvolução e integração de picos foi realizada utilizando o software Agilent 

ProFinder (v. B.06). Após o pré-processamento foi realizada a filtragem dos dados com mais 

de 50% de valores ausente. Em seguida, todos os valores ausentes que ainda persistiam nos 

resultados foram substituídos pela mediana dos respectivos parâmetros.  As análises estatísticas 

foram realizadas utilizando a plataforma online Metabonalyst 4.0 (CHONG et al., 2019) para 

análises multivariadas. Os dados foram filtrados pelo desvio-padrão relativo (desvio-padrão/ 

média). As áreas dos picos foram transformadas por log-transformation e normalizadas por 

auto-scaling (normalização e padronização em escala de intensidade). A análise de principais 

componentes (PCA) e a análise discriminantes por mínimos quadrados parciais (PLS-DA) 

foram utilizadas para a verificação das diferenças globais entre os grupos e identificação dos 

outiliers. A identificação de possíveis biomarcadores foi realizada de acordo com a 

significância da sua contribuição para a classificação no modelo PLS-DA pelo cálculo do VIP 

(variáveis importantes em projeção), sendo que aquelas com VIP maior que 2 foram 

consideradas importante para a separação dos grupos. A identificação dos metabólitos foi 

realizada nas plataformas online HMDB (http://www.hmdb.ca) e METLIN 

(http://metlin.scripps.edu).  

 

http://www.hmdb.ca/
http://metlin.scripps.edu/
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6.3 RESULTADOS 

 

6.3.1 Caracterização da diferença de congelabilidade entre os ejaculados 

 

 Após a descongelação e análise dos ejaculados estes foram divididos em dois grupos 

de congelabilidade baseado na habilidade em resistir os processos de refrigeração, congelação 

e descongelação. Os ejaculados que apresentaram menores perdas calculadas pelo índice de 

descongelação descrito no item 6.2.7 foram considerados ejaculado de alta congelabilidade e 

os que apresentaram maiores perdas foram considerados ejaculados de baixa congelabilidade. 

O grupo EAC diferiu (p < 0,05) do EBC em relação ao índice de descongelação (Tabela 2).  

 

Tabela 2: Caracterização da diferença de congelabilidade entre os ejaculados considerados de 

alta congelabilidade (EAC) e de baixa congelabilidade (EBC) pelo índice de descongelação 

(idesc).  

 Categoria Média Máximo Mínimo P 

idesc 
EAC 56,03 ± 2,93b 61,65 43,43 

0,0111 
EBC 68,24 ± 2,26a 74,30 63,05 

Fonte: Torres (2019). 

 

6.3.2  Qualidade dos ejaculados in natura e pós-holding time 

 

 A qualidade dos ejaculados in natura e pós-refrigeração à 17 °C foi avaliada para 

garantir que as diferenças de congelabilidade fossem apenas oriundas das diferenças dos 

ejaculados em tolerar os processos refrigeração (até 5 °C), congelação e descongelação. Os 

ejaculados avaliados não apresentaram diferenças de motilidade total e progressiva nem de 

integridade de membrana plasmática e acrossomal tanto nas amostras in natura (Tabela 3) 

quanto nas amostras pós HT à 17 °C (Tabela 4). 
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Tabela 3 - Qualidade in-natura dos ejaculados considerados bons e maus congeladores e a 

média de todos os ejaculados congelados durante a fase experimental. 

 Categoria n Média ± EPM Máximo Mínimo P 

Concentração espermática 

(x106 espermatozoides/ mL) 

EAC 5 1080,00 ± 152,20 1462,50 675,00 

0,6175 EBC 5 945,00 ± 210,66 1725,00 537,50 

Média1 27 961,11 ± 82,25 1950,00 312,50 

Motilidade total 

(%) 

EAC 5 87,72 ± 1,17 90,30 83,50 

0,112 EBC 5 90,18 ± 0,28 90,70 89,40 

Média1 27 88,39 ± 0,64 93,60 79,80 

Motilidade Progressiva (%) 

EAC 5 87,30 ± 1,20 89,70 83,00 

0,0763 EBC 5 90,50 ± 0,27 90,60 89,30 

Média1 27 88,10 ± 0,66 93,50 79,20 

Membrana Plasmática 

íntegra (%) 

EAC 5 93,15 ± 1,58 97,00 88,25 

0,7069 EBC 5 94,15 ± 2,02 98,50 86,75 

Média1 27 92,33 ± 1,00 98,50 77,00 

Acrossomo íntegro (%) 

EAC 5 97,00 ± 1,52 99,50 91,00 

0,7492 EBC 5 97,80 ± 0,70 99,25 96,00 

Média1 27 97,59 ± 0,33 100,00 91,00 

Fonte: Torres (2019). 

EAC – ejaculados de alta congelabilidade; EBC – ejaculados de baixa congelabilidade. 

1 Média de todos os ejaculados criopreservados. 

 

 Uma vez que, a qualidade in-natura e pós-refrigeração à 17 °C não diferiram entre os 

grupos de congelabilidade, foi avaliado o efeito do uso do HT à 17 °C anteriormente à 

criopreservação na capacidade dos espermatozoides em suportarem os danos ocasionados nos 

processos de refrigeração (a 5 °C) e congelação.  
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Tabela 4 - Qualidade pós-refrigeração à 17 °C dos ejaculados considerados bons e maus 

congeladores e a média de todos os ejaculados congelados durante a fase experimental. 

 Categoria n Média ± EPM Máximo Mínimo P 

Motilidade total 

(%) 

EAC 5 88,60 ± 2,42 92,30 79,10 

0,6140 EBC 5 86,30 ± 3,65 97,70 78,90 

Média1 27 88,02 ± 1,05 98,40 78,90 

Motilidade 

Progressiva (%) 

EAC 5 87,98 ± 2,78 92,30 77,10 

0,6396 EBC 5 85,70 ± 3,78 97,70 78,40 

Média1 27 87,49 ± 1,10 98,40 77,10 

Membrana 

Plasmática 

íntegra (%) 

EAC 5 94,80 ± 1,35 97,50 90,00 

0,3581 EBC 5 92,65 ± 1,75 96,50 86,50 

Média1 27 93,07 ± 0,76 98,25 84,00 

Acrossomo 

íntegro (%) 

EAC 5 97,70 ± 0,64 99,00 95,50 

0,4105 EBC 5 98,40 ± 0,48 99,50 97,00 

Média1 27 98,28 ± 0,24 100,00 95,00 

Fonte: Torres (2019). 

EAC – ejaculados de alta congelabilidade; EBC – ejaculados de baixa congelabilidade. 

1 Média de todos os ejaculados criopreservados. 

 

6.3.3 Cinética espermática 

 

 As diferenças de criotolerância das características de motilidade do ejaculado suíno 

são inerentes ao uso do HT à 17 °C no protocolo de criopreservação. A motilidade total e 

progressiva e a porcentagem de espermatozoides rápidos diferiram (P < 0,05) entre os grupos 

de congelabilidade (EAC; EBC) quando os ejaculados foram criopreservado após 24 horas à 

17 °C (Figura 6A, 6B, 6C). Por outro lado, quando os ejaculados foram criopreservados sem o 

uso de HT à 17 °C anterior a criopreservação, os ejaculados considerados bons e maus 

congeladores não diferiram (P > 0,05; Fig 6A, 6B, 6C). Já para algumas características de 

cinética espermática como VSL, VAP, LIN e STR as diferenças de congelabilidade entre os 

grupos são observadas somente (P < 0,05) quando os ejaculados são submetidos diretamente 

(0h de HT à 17 °C) ao processo de criopreservação (Tabela 5). Para a porcentagem de 

espermatozoides hiperativos não foi observada a interação (P > 0,05) entre congelabilidade 

(EAC, EBC) e HT à 17 °C (0h, 24h).  
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Figura 6 - Características da motilidade espermática pós-descongelação dos ejaculados de alta 

(EAC; ) e baixa (EBC; ) congelabilidade em protocolos com e sem holding time à 17 °C 

anterior à criopreservação. 

 

Fonte: Torres (2019). 

a-b Letras minúsculas representam diferença estatística entre as categorias de congelabilidade (P 

< 0,05); A-B Letras maiúsculas representam diferença estatística entre os períodos HT à 17 °C 

(P < 0,05); * Asterisco representa diferença de congelabilidade dentro do período de 

refrigeração à 17 °C indicado (P < 0,05). 

 

 Os ejaculados criopreservados após 24 horas de HT à 17 °C apresentaram mais células 

hiperativadas (P < 0,05) do que aqueles criopreservados logo após a coleta (Figura 6D). Já os 

ejaculados considerados bons congeladores apresentaram maior (P < 0,05) porcentagem de 

células hiperativas quando comparado aos maus congeladores (Figura 6D). As demais variáveis 

da cinética espermática não foram significativas (P > 0,05) para nenhum dos fatores avaliados 

(Tabela 5).  
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Tabela 5 - Média ± EPM das variáveis da cinética espermática pós-descongelação dos 

ejaculados de alta (EAC) e baixa (EBC) congelabilidade com e sem adição de holding time à 

17 °C anterior à criopreservação.  

Cinética 

espermática 

Categoria 

(C) 

Holding time à 17 °C (T) Média2 Probabilidade 

0 24  C T C*T 

VCL (µm/ s) 

EAC 46,16 ± 3,63 57,18 ± 1,82 51,67 ± 2,65 

0,4836 0,1188 0,2773 EBC 47,48 ± 4,12 49,86 ± 5,45 48,82 ± 3,24 

Média1 46,97 ± 2,60 53,52 ± 2,97  

VSL (µm/ s) 

EAC 16,68 ± 1,10b 25,56 ± 1,85a 21,12 ± 1,79 

0,2882 0,0386 0,0048 EBC 21,54 ± 2,57a 20,60 ± 1,80a 21,07 ± 1,49 

Média1 19,11 ± 1,55 23,08 ± 1,47    

VAP (µm/ s) 

EAC 23,60 ± 1,51b 34,14 ± 2,32a 28,87 ± 2,19 

0,9317 0,0645 0,0141 EBC 29,93 ± 1,53a 28,20 ± 2,86a 28,97 ± 1,66 

Média1 26,41 ± 1,50 31,17 ± 2,00   

LIN (%) 

EAC 38,14 ± 1,07b 44,52 ± 1,97a 41,33 ± 1,50 

0,2671 0,3208 0,0345 EBC 44,76 ± 2,85a 42,30 ± 1,22a 43,53 ± 1,52 

Média1 41,45 ± 1,81 43,41 ± 1,54   

STR (%) 

EAC 70,74 ± 0,92b 74,86 ± 1,53a 72,80 ± 1,09 

0,0782 0,8250 0,0418 EBC 77,66 ± 2,70a 74,30 ± 0,98a 75,98 ± 1,46 

Média1 74,20 ± 1,77 74,58 ± 0,86   

ALH (µm) 

EAC 3,64 ± 0,22 3,56 ± 0,05 3,6 ± 0,11 

0,5669 0,6463 0,3634 EBC 3,38 ± 0,20 3,62 ± 0,16 3,5 ± 0,13 

Média1 3,51 ± 0,15 3,59 ± 0,08   

BCF (Hz) 

EAC 5,68 ± 0,36 6,00 ± 0,16 5,84 ± 0,19 

0,2202 0,8577 0,2653 EBC 6,48 ± 0,45 6,04 ± 0,28 6,26 ± 0,26 

Média1 6,08 ± 0,30 6,02 ± 0,15   

Fonte: Torres (2019). 

VCL – velocidade curvelinear; VSL – velocidade linear; VAP – velocidade de trajeto; LIN – 

linearidade; STR – retilinearidade; ALH – amplitude de deslocamento lateral de cabeça; BCF 

– frequência de batimento. 

Média1: Média dos períodos de refrigeração à 17 °C 

Média2: Média das categorias de congelabilidade 

a-b Letras diferentes na mesma coluna representam diferença estatística (P < 0,05). 

 

 

 

 



68 

 

6.3.4 Estado fisiológico das membranas espermáticas 

 

 Nos ejaculados suínos criopreservados após 24 horas à 17 °C é possível diferenciar (P 

< 0,05) os grupos de criotolerância em relação às células com membrana plasmática e 

acrossomal íntegras (Figura 7A); nesse caso, os ejaculados considerados bons congeladores 

apresentam mais células com membrana plasmática e acrossomal íntegras. Enquanto para os 

mesmos ejaculados criopreservados sem a adição de período de refrigeração à 17 °C não é 

possível (P > 0,05) realizar essa diferenciação (Figura 7A).  

 O potencial de membrana mitocondrial não apresentou (P > 0,05) interação entre 

congelabilidade (EAC, EBC) e HT à 17 °C (0h, 24h). Os ejaculados criopreservados após 24 

horas de refrigeração à 17 °C apresentaram uma maior proporção (P < 0,05) de células viáveis 

com alto potencial mitocondrial do que aquelas criopreservadas imediatamente após a coleta 

(Figura 7B). Os ejaculados considerados bons congeladores apresentaram mais células (P < 

0,05) viáveis com alto potencial mitocondrial comparado com os maus congeladores (Figura 

7B). 

 A fluidez dos lipídios da membrana dos espermatozoides criopreservados em 

protocolos sem a utilização de período de refrigeração à 17 °C permite a diferenciação (P < 

0,05) dos grupos de congelabilidade (EAC, EBC; Figura 7C), sendo que os ejaculados 

considerados maus congeladores apresentam maiores níveis de fluidez de membrana. Já quando 

a criopreservação ocorreu 24 horas após a refrigeração à 17 °C a diferenciação dos grupos de 

congelabilidade não foi possível (P > 0,05; Figura 7C).  

 Os resultados de peroxidação lipídica da membrana plasmática não mostraram (P > 

0,05) interação entre congelabilidade (EAC, EBC) e períodos refrigeração à 17 °C (0h, 24h). 

Os ejaculados considerados maus congeladores apresentam maiores níveis (P < 0,05) de 

peroxidação lipídica da membrana plasmática que os bons congeladores independentemente do 

período de refrigeração utilizado (Figura 7D).  
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Figura 7 - Características das membranas espermáticas pós-descongelação dos ejaculados de 

alta (EAC; ) e baixa (EBC; ) congelabilidade com e sem adição de período de holding time 

à 17 °C anterior à criopreservação. 

 

Fonte: Torres (2019). 

a-b Letras minúsculas representam diferença estatística entre as categorias de congelabilidade (P 

< 0,05); A-B Letras maiúsculas representam diferença estatística entre os períodos de 

refrigeração à 17 °C (P < 0,05); * Asterisco representa diferença de congelabilidade dentro do 

período de refrigeração à 17 °C indicado (P < 0,05). 

 

6.3.5 Metaboloma dos espermatozoides de ejaculados de alta e baixa congelabilidade 

criopreservados após 0 e 24 horas de holding time 

 

 Foram identificados 1393 metabólitos nos espermatozoides dos ejaculados com alta e 

baixa congelabilidade criopreservados após 0 e 24 horas de HT, após o pré-processamento 

realizado no software Agilent ProFinder (v. B.06). Após a filtragem de pelo critério de menos 

de 50% de presença foram removidos 96 analitos, e a filtragem dos dados 25% maiores que o 
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desvio-padrão relativo à média eliminou 515 analitos, o que resultou em 782 metabólitos que 

passaram pelas análises de bioinformática. 

 As análises multivariadas (análise de componente principal - ACP) dos 

espermatozoides suínos indicaram uma separação distinta entre os grupos quanto a 

congelabilidade e seu respectivo HT (Figura 8A); sendo que os ejaculados de alta 

congelabilidade criopreservados após 24 horas de HT foram clusterizados a uma maior 

distância dos demais grupos, caracterizando que o metaboloma desse grupo de ejaculados é 

mais distante molecularmente que ambos os grupos de baixa congelabilidade e também dos 

ejaculados de alta congelabilidade criopreservados sem o uso de HT. O componente principal 

1 foi responsável por 20,2% da variação e o componente principal 2 por 13,2%; a soma dos 5 

primeiros principais componentes explicou 57,2% da variação total.  

 

Figura 8 – Representações gráficas das análises multivariadas (A) Análise de componente 

principal e (B) Análise discriminante de mínimos quadrados parciais das amostras de 

espermatozoides suínos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Torres (2019). 

EAC 0h: ejaculados de alta congelabilidade criopreservados após 0 horas de holding time à 17 

°C; EAC 24h: ejaculados de alta congelabilidade criopreservados após 24 horas de holding time 

à 17 °C; EBC 0h: ejaculados de baixa congelabilidade criopreservados após 0 horas de holding 

time à 17 °C; EBC 24h: ejaculados de baixa congelabilidade criopreservados após 24 horas de 

holding time à 17 °C. 
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 A análise discriminante de mínimos quadrados parciais (PLS-DA) é um método de 

classificação supervisionado, ou seja, o método tem conhecimentos dos tratamentos/grupos no 

momento de separação das amostras, por isso a clusterização observada na Figura 8B tem um 

maior separação que na análise de componente principal. Para confirmar os resultados gerados 

na separação pelo PLS-DA foi realizada a análise de cross-validation pelo método LOOCV no 

qual foi possível observar que o modelo gerado com 2 componentes foi bem construído (R2 = 

0,97712) e a predição do modelo foi satisfatória (Q2 = 0.79623). Com isso é possível afirmar 

que o perfil dos analitos presentes nos espermatozoides significativamente diferentes entre os 

grupos.  

 A fim de verificar os analitos significantes entre os grupos foi realizado o teste de 

Variáveis Importantes em Projeção (VIP) no modelo PLS-DA, no qual foram identificados 21 

metabólitos que apresentaram VIP maior que 2 (Figura 9A). Os analitos que apresentaram 

diferença na abundância segundo os critérios previamente estabelecidos foram identificados 

nas plataformas online HMDB e METLIN (Tabela 6). Alguns metabólitos apresentaram 

elevada abundância nos ejaculados com baixa congelabilidade comparado com os ejaculados 

de alta congelabilidade, independentemente do período de HT pré-criopreservação utilizado 

(Figura 9B), como a Pyroglutamic acid, TG (12:0/16:0/18:0) e PI (21:0/22:6). Outros 

metabólitos encontrados nos espermatozoides apresentaram comportamento oposto com 

elevada abundância nos ejaculados com alta congelabilidade comparado com os ejaculados de 

baixa congelabilidade, independentemente do HT utilizado (Figura 9B), como a Dimethylamine 

e a 2-Methylbutyroylcarnitine. Já os metabólitos L-N2-(2-Carboxyethyl) arginine e S-(2-

Methylbutanoyl) - dihydrolipoamide apresentaram alta abundância somente nos ejaculados de 

baixa criotolerância após 24 horas de HT (Figura 9B). O metabólito com m/z 375.2512 não foi 

significativo nos critérios estabelecidos mas apresentou um padrão interessante na análise de 

heat-map (Figura 10), possuindo uma alta abundância apenas nos ejaculados de alta 

criotolerância após 24 horas de HT; esse metabólito foi então identificado como MG (18:3(N-

3)/0:0/0:0). 
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Tabela 6 – Identificação dos analitos detectados nos espermatozoides de suínos com Variável 

Importante em Projeção (VIP) maior que 2. 

m/z Nome do composto 

Fórmula 

química 

84.0208 Dimetilamina C2H7N 

129.0424 Pyroglutamic acid C5H7NO3 

157.9157 não identificado 

186.089 2-pirroloilglicina C7H8N2O3 

202.2152 não identificado 

231.9128 não identificado 

245.1629 2-Methylbutyroylcarnitine C12H23NO4 

247.1418 L-N2-(2-Carboxyethyl)arginine C9H18N4O4 

254.9315 não identificado 

260.1366 Glutamylisoleucine C11H20N2O5 

261.1206 Succinylcarnitine C11H19NO6 

291.1674 não identificado 

294.1573 N-(1-Deoxy-1-fructosyl)leucine C12H23NO7 

343.1267 Glucose-1,3-mannose oligosaccharide C12H22O11 

379.1049 S-Lactoylglutathione C13H21N3O8S 

398.2429 20-HETE ethanolamide C22H37NO3 

428.0978 7,11,12-Triacetoxycoumestan C21H14O9 

663.1088 Nicotinamide adenine dinucleotide 

(NAD) C21H27N7O14P2 

693.2755 não identificado 

778.6954 TG(12:0/16:0/18:0) C49H94O6 

969.6399 PI(21:0/22:6) C52H92NO13P 

Fonte: Torres (2019). 

 

 A intensidade relativa dos analitos gerados por LC/MS foi substituída por pequenos 

quadrados coloridos na Figura 10, nos quais as cores quentes representam maiores abundâncias 

e as cores frias representam menores abundâncias. Com isso, a matriz de dados foi transformada 

no heat-map padronizada com 30 metabólitos (Figura 9B). Ainda na análise de heat map os 

tratamentos foram ordenados somente após o agrupamento hierárquico dos dados, e o 

dendograma referente a esse ordenamento está apresentado na parte superior do heat-map 

(Figura 9B). É possível observar, pelo dendograma, que a abundância dos metabólitos dos 

espermatozoides apresentados para o grupo EAC 24 horas é mais próximo da abundância dos 

metabólitos dos espermatozoides do grupo EAC 0 horas do que a qualquer um dos grupos de 

ejaculados de baixa criotolerância. E a recíproca é verdadeira, ou seja, a abundância dos 30 

metabólitos de maior importância dos espermatozoides do grupo EBC 24 horas é mais próximo 
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da abundância dos metabólitos dos espermatozoides do grupo EBC 0 horas do que a qualquer 

um dos grupos de ejaculados de alta criotolerância.  

 

Figura 9 – Representação gráfica (A) das variáveis importantes em projeção (VIP) e da (B) 

análise de heat-map metabólitos presentes nos espermatozoides de suínos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Torres (2019). 

EAC 0h: ejaculados de alta congelabilidade criopreservados após 0 horas de holding time à 17 

°C; EAC 24h: ejaculados de alta congelabilidade criopreservados após 24 horas de holding time 

à 17 °C; EBC 0h: ejaculados de baixa congelabilidade criopreservados após 0 horas de holding 

time à 17 °C; EBC 24h: ejaculados de baixa congelabilidade criopreservados após 24 horas de 

holding time à 17 °C. 

 

6.3.6 Metaboloma do plasma seminal de ejaculados de alta e baixa congelabilidade 

criopreservados após 0 e 24 horas de holding time  

 

 Foram identificados 1286 analitos no plasma seminal de ejaculados com alta e baixa 

congelabilidade criopreservados após 0 e 24 horas de HT, após o pré-processamento realizado 

no software Agilent ProFinder (v. B.06). Após a filtragem de pelo menos 50% de presença 

foram removidos 240 analitos, e a filtragem dos dados 20% maiores que o desvio-padrão 

relativo à média eliminou 419 metabolitos, o que resultou em 627 metabólitos que passaram 

pelas análises de biofinformática. 
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 A análise de componente principal não foi eficiente para realizar uma adequada 

separação das amostras nos respectivos grupos (Figura 10A). Como essa é uma análise não 

supervisionada, ou seja, durante a análise não há conhecimento do tratamento/grupo de cada 

amostra, foi realizada a análise de PLS-DA para tentar visualizar como a covariância das 

amostras interferem na clusterização dos grupos. No PLS-DA o componente 1 explicou 25,9% 

da covariância e o componente 2 explicou 7,2% (Figura 10b). Foi possível ainda observar que 

os grupos de congelabilidade possuem uma boa separação, bem como os períodos de HT dentro 

de cada grupo, apesar desses últimos serem mais próximos entre si. A fim de verificar a 

eficiência da separação pela análise do PLS-DA foi realizado o teste de cross-validation, sendo 

que o modelo gerado por 2 componentes foi bem constituído (R2 = 0,95376) mas a predição do 

modelo não foi satisfatória (Q2 = 0,1932). 

 

Figura 10 – Representações gráficas das análises multivariadas (A) Análise de principal 

componente (PCA) e (B) Análise discriminante de mínimos quadrados parciais (PLS-DA) das 

amostras de plasma seminal suínos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Torres (2019). 

EAC 0h: ejaculados de alta congelabilidade criopreservados após 0 horas de holding time à 17 

°C; EAC 24h: ejaculados de alta congelabilidade criopreservados após 24 horas de holding time 

à 17 °C; EBC 0h: ejaculados de baixa congelabilidade criopreservados após 0 horas de holding 

time à 17 °C; EBC 24h: ejaculados de baixa congelabilidade criopreservados após 24 horas de 

holding time à 17 °C. 
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 Para averiguar os metabolitos que a diferenciariam entre os tratamentos foi realizado 

o teste de Variáveis importantes em projeção (VIP) no modelo PLS-DA. Treze analitos tiveram 

VIP maior que 2 (Figura 11A). Os analitos que apresentaram diferença na abundância segundo 

os critérios previamente estabelecidos foram identificados nas plataformas online HMDB e 

METLIN (Tabela 7). Alguns metabólitos, como ácido succínico apresentaram alta abundância 

em ejaculados de baixa congelabilidade quando comparado com os ejaculados de alta 

congelabilidade, independentemente do HT utilizado. A outras moléculas como as de m/z 

229.1313; 205.0738; 118.0277; e 170.0578 tiveram uma maior abundância nos ejaculados que 

passaram por 24 horas de HT à 17 °C comparado com aqueles que não foram submetidos ao 

HT (0 horas), independe da congelabilidade dos ejaculados. 

 

Tabela 7 – Identificação dos analitos detectados no plasma seminal de suínos com Variável 

Importante em Projeção (VIP) maior que 2. 

m/z Nome Fómula química 

95.9632 Selenium Se 

118.0277 Ácido succínico C4H6O4 

136.0883 não identificado 

153.1152 não identificado 

261.1208 Cytidine C9H13N3O5 

374.1069 
5-Amino-6- (5'-fosforibitilamino) 

uracila 
C9H17N4O9P 

391.9773 não identificado 

497.8941 não identificado 

516.4643 DG(i-14:0/0:0/a-13:0) C30H58O5 

526.1501 não identificado 

1706.1435 não identificado 

Fonte: Torres (2019).  

 

 A fim de verificar a relação da intensidade relativa dos analitos gerados por LC/MS 

foi realizada a análise de heat-map com a padronização de 30 metabólitos (Figura 11B). Os 

grupos foram ordenados após o clusterização hierárquica dos dados e o dendograma está 

apresentado na parte superior do heat-map (Figura 11B). Com esse agrupamento é possível 

verificar (pelo dendograma), que diferentemente do observado com os resultados do heat-map 

do metabólitos dos espermatozoides, no plasma seminal, aparentemente a intensidade relativa 

dos 25 metabólitos mais importantes são mais próximas entre os grupos de HT, ou seja, o 

plasma seminal dos ejaculados que não passaram por HT (0 horas) possuem um metaboloma 

que mais se aproxima entre si, independentemente da congelabilidade; e também o plasma 
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seminal dos ejaculados que permaneceram por 24 horas à 17 °C anteriormente à 

criopreservação possuem um metaboloma mais próximo entre si independentemente da 

congelabilidade. 

 

Figura 11 – Representação gráfica (A) das variáveis importantes em projeção (VIP) e da (B) 

análise de heat-map metabólitos presentes nos espermatozoides de suínos. 
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Fonte: Torres (2019).  

EAC 0h: ejaculados de alta congelabilidade criopreservados após 0 horas de holding time à 17 

°C; EAC 24h: ejaculados de alta congelabilidade criopreservados após 24 horas de holding time 

à 17 °C; EBC 0h: ejaculados de baixa congelabilidade criopreservados após 0 horas de holding 

time à 17 °C; EBC 24h: ejaculados de baixa congelabilidade criopreservados após 24 horas de 

holding time à 17 °C. 

 

6.4 DISCUSSÃO 

 

 A congelabilidade dos espermatozoides suínos está mais relacionada as diferenças 

individuais dos que ao processo de criopreservação propriamente dito (MEDRANO et al., 

2009). Entretanto, os resultados do presente experimento mostram uma interação de algumas 

variáveis entre congelabilidade (EAC, EBC) e refrigeração à 17 °C (0h, 24h), ou seja a inclusão 

(ou não) da refrigeração à 17 °C nos protocolos de criopreservação do sêmen suíno está 

associada a remodelação da habilidade dos espermatozoides em suportar o choque-frio. Além 

do mais, foi possível observar que a congelabilidade dos espermatozoides não está somente 
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relacionada as diferenças individuais (diferença dos metabólitos presentes nos 

espermatozoides) mas existe uma relação mútua com as diferenças geradas no potencial de 

criotolerância pelo uso do HT anterior a criopreservação dos metabólitos presentes no plasma 

seminal.  

 O efeito do HT nas características de motilidade mostrou que a diferença de 

congelabilidade entre os ejaculados suínos é somente evidenciada quando os espermatozoides 

são mantidos por 24 horas à 17 °C em contato com o próprio plasma seminal. Os 

espermatozoides oriundos de ejaculados com alta congelabilidade possuem uma maior 

abundância de NAD (nicotinamida adenina dinucleótido; como pode ser observado na análise 

de VIP). A NAD é uma importante coenzima que regula várias vias metabólicas incluindo a 

glicólise, a fosforilação oxidativa e a β-oxidação (BISTOCCHI et al., 1968; YAKU et al., 2019). 

Se os espermatozoides de ejaculados com alta congelabilidade possuem, antes e durante o HT, 

uma maior abundância de NAD, essa maior abundância pode ser mantida após o processo de 

congelação e descongelação, gerando uma maior taxa de glicólise e possivelmente de 

fosforilação oxidativa, e consequentemente de ATP. Entretanto, o aumento da motilidade total 

e progressiva foi observado apenas nas amostras de alta congelabilidade que permaneceram em 

HT por 24 horas; tais efeitos podem ser decorrentes das diferenças observadas na abundância 

dos metabólitos entre 0 e 24 horas de HT.  

 A membrana plasmática é uma bicamada lipídica altamente fluída e dinâmica, 

composta basicamente de fosfolipídios, colesterol e proteínas (KURZ et al., 2005). Os 

espermatozoides suínos possuem diversas particularidades na membrana plasmática quando 

comparado as outras espécies domésticas. O folheto externo da bicamada lipídica dos 

espermatozoides suínos é composto principalmente por PC (fosfatidilcolina) e SM 

(esfingomielina), enquanto no folheto interno predominam a PS (fosfatidilserina) e a PE 

(fosfatidiletanolamina; FLESCH; GADELLA, 2000; KURZ et al., 2005). A alteração 

abundância de fosfatidinositol (PI; PI(21:0/22:6)) entre os espermatozoides de ejaculados com 

alta e baixa criotolerância pode ter alterado além da estrutura da membrana a capacidade da 

membrana suportar as alterações de temperatura; já que este não é um lipídio muito abundante 

nas membranas de espermatozoides suínos e os ejaculados de baixa criotolerância apresentaram 

maiores intensidades relativas. O que pode auxiliar na compreensão dos resultados de 

integridade das membranas plasmática e acrossomal, sendo que os espermatozoides de 

ejaculados EAC criopreservados após 24 horas de HT foram mais resistentes que os de EBC 

criopreservados com e sem HT e mesmo os EAC criopreservados sem HT. Da mesma maneira, 

os espermatozoides de ejaculados de baixa congelabilidade possuem menores porcentagens de 
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integridade de membrana plasmática e acrossomal (quando criopreservados após 24 horas de 

HT), e consequentemente um maior percentual de células com acrossoma lesionado/reagido. 

Essa população de espermatozoides possui uma maior abundância de PI(21:0/22:6), e a 

hidrolização de fosfolipídios dessa classe  (fosfatidilinositol) pela fosfolipase C libera o inositol 

da membrana que é responsável pela liberação de Ca2+ que por sua vez pode entrar na via da 

capacitação e/ou da reação acrossomal (DOMINO; GARBERS, 1989; ROLDAN; HARRISON, 

1990; ROLDAN; HARRISON, 1992). 

 Naz et al., (1995) verificaram que a alteração do peptídeo Tα1 pela adição de 

pyroglutamic acid no N-terminal serina ou -NH2 reduziu a capacidade fertilizante dos 

espermatozoides de humanos. No presente experimento, o pyroglutamic acid apresentou maior 

abundância em espermatozoides oriundos de ejaculados de alta congelabilidade. A 

criopreservação dos espermatozoides de suínos na ausência de HT aumentou a fluidez da 

membrana em ejaculados de baixa congelabilidade. Nesse grupo de ejaculados o pyroglutamic 

acid apresentou baixa intensidade relativa, podendo estar relacionado a alteração peptídeo Tα1 

e possível diminuição da fertilidade, a qual pode ser decorrente do aumento das alterações 

semelhantes a capacitação, como o aumento da fluidez da membrana.  

 A 2-Methylbutyroylcarnitine pertence à classe das acilcarnitinas. Esse metabólito está 

presente em maior abundância nos ejaculados de alta criotolerância comparado com os de baixa 

criotolerância. Para o controle da concentração de acetil-CoA, o excesso dessa coenzima é 

transformado em acilcarnitinas, uma vez que, altos níveis de acetil-CoA são responsáveis por 

inibir a atividade da piruvato desidrogenase (ČEŘOVSKÝ et al., 2009). Com os níveis de acetil-

CoA regulados ocorre um aumento da classe de acilcarnitinas, como observado nos ejaculados 

de alta congelabilidade. Portanto, as vias do ciclo de Krebs e consecutivamente da cadeia de 

transporte de elétrons seguem sem alteração (NELSON; COX, 2013) resultando em um maior 

potencial de membrana mitocondrial nos espermatozoides oriundo de EAC quando comparado 

com EBC. O succionato (forma ionizada do ácido succínico [succinic acid]) é um componente 

do ciclo do ácido cítrico (ciclo de Krebs) capaz de doar elétrons na cadeia de transporte de 

elétrons (NELSON; COX, 2013). Como observado anteriormente o NAD é um metabólito de 

baixa abundância em EBC. A formação de succinato no ciclo do ácido cítrico é dependente de 

NAD (NELSON; COX, 2013). Possivelmente, essa “deficiência” de NAD em EBC está 

relacionado à maior abundância de ácido succínico no plasma seminal de ejaculados de baixa 

congelabilidade; além do baixo potencial mitocondrial observado nos ejaculados de baixa 

congelabilidade.  
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 Li et al., (2018) afirmam em seu estudo recente que a congelabilidade dos 

espermatozoides suínos é mais intrinsicamente relacionada aos espermatozoides do que ao 

plasma seminal que os rodeia; entretanto, esses autores fazem essa afirmação em relação ao 

potencial de congelabilidade das diferenças frações do ejaculado, não se referindo a ejaculados 

com diferentes potenciais de congelabilidade. Quando essa afirmação é extrapolada para o 

potencial de congelabilidade dos ejaculados ela passa a ser falsa; uma vez que, no presente 

experimento foi possível comprovar que as diferenças de criotolerância dos ejaculados está 

relacionado as diferenças de criotolerância dos próprios espermatozoides associada com as 

diferenças causadas pelo uso do HT nos protocolos de criopreservação, gerando assim a 

interação entre uso do HT e da categoria de congelabilidade (EAC ou EBC) nas características 

da fisiologia espermática analisadas nos espermatozoides descongelados.  
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7  CONCLUSÕES 

 

1. A criotolerância dos espermatozoides suínos aumenta com o aumento do holding 

time pré-criopreservação até atingir sua eficiência máxima. 

2. O uso de tempos de manutenção maiores que o gera eficiência máxima, não 

reduz a criotolerância dos espermatozoides suínos. 

3. O uso do holding time nos protocolos de criopreservação do sêmen suíno altera 

a congelabilidade do ejaculado. 

4. A assinatura metabolômica da influência do uso de holding time no 

espermatozoide suíno conservado à 17 °C antes da criopreservação é capaz de explicar as 

diferenças observadas entre os grupos de congelabilidade. 

5. A assinatura metabolômica da influência do uso de holding time no plasma 

seminal suíno da amostra conservada à 17 °C antes da criopreservação é capaz de explicar as 

diferenças observadas entre o uso ou não de HT no protocolo de congelação.  
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8  CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

✓ O estudo do tempo ideal de HT foi realizado em um protocolo de criopreservação 

com duas etapas de diluição/ diminuição de temperatura, a saber: 1) BTS – 

temperatura ambiente para 17 °C; 2) diluente à base de gema de ovo-lactose 

acrescido de crioprotetores – temperatura de 17 °C à congelado (-196 °C).  

✓ As alterações de abundância de alguns metabolitos nos espermatozoides suínos são 

decorrentes das diferenças de congelabilidade inerentes ao ejaculado; enquanto as 

alterações na abundância dos metabólitos do plasma seminal são decorrentes das 

diferenças intrínsecas ao HT.  

✓ A interação das origens das diferenças dos metabólitos pode ser responsável por 

explicar os resultados de interação observados na fisiologia dos espermatozoides 

descongelados 
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9  PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

✓ Futuros experimentos podem ser realizados com as moléculas que foram 

identificadas, nesse trabalho, como marcadores biológicos de alta congelabilidade. Essas 

moléculas podem ser sintetizadas in vitro e adicionadas a ejaculados considerados de baixa 

congelabilidade, com objetivo de aumentar a congelabilidade desses ejaculados.  

✓ Com objetivo de diminuir o tempo de congelação do sêmen suíno, futuros 

experimentos podem ser realizados com as moléculas que foram identificadas em ejaculados 

que passaram pelo processo de holding time. Essas moléculas podem ser sintetizadas in vitro e 

adicionas aos ejaculados imediatamente após a coleta, e com isso o sêmen seria criopreservado 

sem o uso de holding time. 

✓ Essas alternativas podem auxiliar as empresas de genética, que fazem maior uso 

do sêmen criopreservado de suíno, a importarem e exportarem genética; aumentando o ganho 

genético do rebanho.  



91 

 

REFERÊNCIAS 

ALMLID, T.; STAVNE, S. E.; JOHNSON, L. A. Fertility evaluation of the straw freezing 

technique for boar semen under practical AI conditions. Zuchthygiene (Berl.) v. 22, p. 193, 

1987. 

AURICH, J. E.; KÜHNE, A.; HOPPE, H.; AURICH, C. Seminal plasma affects membrane 

integrity and motility of equine spermatozoa after cryopreservation. Theriogenology. v. 46, n. 

5, p. 791–797, 1996. 

BAILEY, J. L.; LESSARD, C.; JACQUES, J.; BRÈQUE, C.; DOBRINSKI, I.; ZENG, W.; 

GALANTINOHOMER, H. L. Cryopreservation of boar semen and its future importance to 

the industry. Theriogenology. v. 70, n. 8, p. 1251–1259, 2008. 

BAISHYA, S.K.; BISWAS, R. K.; KADIRVEL, G.; DEKA, B.C.; KUMAR, S.; SINHA, S.; 

DUTTA, D.J.; SAIKIA, G.K. Effect of conventional and controlled freezing method on the 

post thaw characteristics of boar spermatozoa. Animal Reproduction Science. v.149, n.3-4, 

p.231-237, 2014.  

BARRANCO, I.; RUBÉR, M.; PEREZ-PATIÑO, C.; ATIKUZZAMAN, M.; MARTINEZ, E. 

A.; ROCA, J.; RODRIGUEZ-MARTINEZ, H. The seminal plasma of the boar is rich in 

cytokines, with significant individual and intra-ejaculate variation. American Journal of 

Reproductive Immunology. n. September, p. 1-10, 2015. 

BIENIEK, J. M.; DRABOVICH, A. P.; LO, K. C. Seminal biomarkers for the evaluation of 

male infertility. Asian Journal of Andrology. v. 18, n. 3, p. 426–433, 2016 

CARVAJAL, G.; CUELLO, C.; RUIZ, M.; VAZQUEZ, J. M.; MARTINEZ, E. A.; ROCA, J. 

Effect of centrifugation before freezing on boar sperm cryosurvival. Journal of Andrology. 

v. 25, p. 389–396, 2004. 

CASAS, I.; SANCHO, S.; BRIZ, M.; PINART, E.; BUSSALLEU, E.; YESTE, M.; BONET, 

S. Freezability prediction of boar ejaculates assessed by functional sperm parameters and 

sperm proteins. Theriogenology. v.72, p. 930–948, 2009. 

CASAS, I.; SANCHO, S.; BALLESTER, J.; BRIZ, M.; PINART, E.; BUSSALLEU, E.; 

YESTE, M.; FÀBREGA, A.; RODRÍGUEZ-GIL, J. E.; BONET, S. The HSP90AA1 sperm 



92 

 

content and the prediction of the boar ejaculate freezability. Theriogenology. v. 74, n. 6, p. 

940-950, 2010. 

CASAS, I.; ALTHOUSE, G. C. The protective effect of a 17ºC holding time on boar sperm 

plasma membrane fluidity after exposure to 5ºC. Cryobiology. v. 66, P. 69–75, 2013. 

DIETRICH, M. A.; NYNCA, J.; CIERESZKO, A. Proteomic and metabolomic insights into 

the functions of the male reproductive system in fishes. Theriogenology. v. 132, p. 182-200, 

2019. 

D’OCCHIO, M. J.; BARUSELLI, P. S.; CAMPANILE, G. Metabolic health, the metabolome 

and reproduction in female cattle: a review. Italian Journal of Animal Science. v. 18, n. 1, p. 

858-867, 2019.  

ENGEL, K. M.; BAUMANN, S.; ROLLE-KAMPCZYK, U.; SCHILLER, J.; BERGEN, M. 

V.; GRUNEWALD, S. Metabolomic profiling reveals correlations between spermiogram 

parameters and the metabolites present in human spermatozoa and seminal plasma. PLoS 

ONE.v. 14, n. 2, p. e0211679, 2019. 

ERIKSSON, B. M.; VAZQUEZ, J. M.; MARTINEZ, E. A.; ROCA, J.; LUCAS, X.; 

RODRIGUEZ- MARTINEZ, H. Effects of holding time during cooling and of type of 

package on plasma membrane integrity, motility and in vitro oocyte penetration ability of 

frozen- thawed boar spermatozoa. Theriogenology. v. 55, p. 1593–1605, 2001. 

FU, L.; LIU, Y.; AN, Q.; ZHANG, J.; TONG, Y.; ZHOU, F.; LU, W. Glycolysis metabolic 

changes in sperm cryopreservation based on a targeted metabolomic strategy. International 

Journal of Clinical and Experimental Pathology. v. 12, n. 5, p. 1775-1781, 2019. 

GALE, I.; GIL, L.; MALO, C.; GONZÁLEZ, N.; MARTÍNEZ, F. Effect of Camellia sinensis 

supplementation and increasing holding time on quality of cryopreserved boar semen. 

Andrologia. v. 47, p. 505–512, 2014. 

GARNER, D. L.; HAFEZ, E. S. E. Espermatozoide e plasma seminal. In: HAFEZ E. S. E. 

Reprodução Animal. 7. Barueri: Manole Ltda, 2004. pp. 97–110, Cap.7. 

GUTHRIE, H. D.; WELCH, G. R. Impact of storage prior to cryopreservation on plasma 

membrane function and fertility of boar sperm. Theriogenology. v. 63, p. 396–410, 2005. 



93 

 

HERNÁNDEZ, M.; ROCA, J.; BALLESTER, J.; VÁZQUEZ, J. M.; MARTÍNEZ, E. A.; 

JOHANNISSON, A.; SARAVIA, F.; RODRÍGUEZ-MARTÍNEZ, H. Differences in SCSA 

outcome among boars with different sperm freezability. International Journal of 

Andrology. v. 29, n. 6, p. 583–591, 2006. 

HOLT, W. V.; MEDRANO, A.; THURSTON, L. M.; WATSON, P. F. The significance of 

cooling rates and animal variability for boar sperm cryopreservation: insights from the 

cryomicroscope. Theriogenology. v. 63, p. 370–382, 2005. 

HUNG, P.; FROENICKE, L.; YU, C.; LYONS, L.A.; MILLER, M.G.; PINKERTON, K.E.; 

VANDEVOORT, C. Effects of environmental tobacco smoke in vivo on rhesus monkey 

semen quality, sperm function, and sperm metabolism. Reproductive Toxicology. v. 27, p. 

140-148, 2009. 

JOHNSON, L. A.; WEITZE, K. F.; FISER, P.; MAXWELL, W. M. C. Storage of boar 

semen. Animal Reproduction Science. v. 62, p. 143–172, 2000. 

JONES, A. R.; BUBB, W. A. Substrates for endogenous metabolism by mature boar 

spermatozoa. Journal of Reproduction and Fertility. v. 119, p. 129-135, 2000. 

JUYENA, N. S.; STELLETTA, C. Seminal plasma: an essential attribute to spermatozoa. 

Journal of Andrology. v. 33, p. 536–551, 2012. 

KUMAR, A.; KROETSCH, T.; BLONDIN, P.; ANZAR, M. Fertility-associated metabolites 

in bull seminal plasma and blood serum:1H nuclear magnetic resonance analysis. Molecular 

Reproduction and Development. n. 82, v. 2, p. 123-131, 2015. 

LAFFALDANO, N.; DI IORIO, M.; MANNINA, L.; PAVENTI, G.; ROSATO, M. P.; 

CEROLINI, S.; SOBOLEV, A. P. Age-dependent changes in metabolic profile of Turkey 

spermatozoa as assessed by NMR analysis. PLoS ONE. v. 13, n. 3, p. e0194219, 2018. 

DE LEEUW, F. E.; CHEN, H. C.; COLENBRANDER, B.; VERKLEIJ, A. J. Cold-induced 

ultrastructural changes in bull and boar sperm plasma membranes. Cryobiology. v. 27, n. 2, 

p. 171-183, 1990. 



94 

 

LI, J.; ROCA, J.; PÉREZ-PATIÑO, C.; BARRANCO, I.; MARTINEZ, E. A. Is boar sperm 

freezability more intrinsically linked to spermatozoa than to the surrounding seminal plasma? 

Animal Reproduction Science. v. 195, n. April, p. 30 – 37, 2018. 

LIN, C.; HUNG, P.; VANDEVOORT, C. A.; MILLER, M. G. 1H NMR to investigate 

metabolism and energy supply in rhesus macaque sperm. Reproductive toxicology. v. 28, n. 

1, p. 75-80, 2009. 

MA, P.; ZHANG, Z.; ZHOU, X.; LUO, J.; LU, H.; WANG, Y. Characterizing semen 

abnormality male infertility using non-targeted blood plasma metabolomics. PLoS ONE. v. 

14, n. 7, p. e0219179, 2019.  

MARIN, S.; CHIANG, K.; BASSILIAN, S.; LEE, W. N.; BOROS, L. G.; FERNANDEZ-

NOVELL, J. M.; CENTELLES, J. J.; MEDRANO, A.; RODRIGUEZ-GIL, J. E.; 

CASCANTE M. Metabolic strategy of boar spermatozoa revealed by a metabolomic 

characterization. FEBS Letters. v. 554, n. 3, p. 342–346, 2003. 

MEDRANO, A.; HOLT, W. V.; WATSON, P.F. Controlled freezing studies on boar sperm 

cryopreservation. Andrologia. v. 41, n. 4, p. 246–250, 2009. 

MENEZES, E. B.; VELHO, A. L. C.; SANTOS, F.; DINH, T.; KAYA, A.; TOPPER, E.; 

MOURA, A. A.; MEMILI, E. Uncovering sperm metabolome to discover biomarkers for bull 

fertility. v. 20, n.714, p. 1-16, 2019. 

PAIVA, C.; AMARAL, A.; RODRIGUEZ, M.; CANYELLAS, N.; CORREIG, X.; 

BALLESCÀ, J. L.; RAMALHO-SANTOS, J.; OLIVA, R. Identification of endogenous 

metabolites in human sperm cells using proton nuclear magnetic resonance (1 H-NMR) 

spectroscopy and gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). Andrology. v. 3, n. 3, p. 

496-505, 2015. 

PATEL, A. B.; SRIVASTAVA, S.; PHADKE, R. S.; GOVIL, G. Arginine activates 

glycolysis of goat epididymal spermatozoa: an NMR study. Biophysical Journal. v. 75, n. 3, 

p. 1522–1528, 1998. 

PATTI, G. J.; YANES, O.; SIUZDAK. Innovation: Metabolomics: the apogee of the omics 

trilogy. Nature Reviews Molecular Cell Biology. v. 13, n. 4, p. 263-269, 2012.   



95 

 

PURSEL, V. G.; SCHULMAN, L.; JOHNSON, L. A. Effect of holding time on storage of 

boar spermatozoa at 5º C. Journal Animal Science. v. 37, p. 785–789, 1973. 

PURSEL, V. G.; JOHNSON, L. A. Freezing of boar spermatozoa: fertilizing capacity with 

concentrated semen and a new thawing procedure. Journal Animal Science. v. 40, p. 99–

102, 1975. 

RAHIMI, R.; FARAHMAND, H.; MIRVAGHEFI, A.; RAFIEE, G.; ABED-ELMDOUST, 

A. 1H NMR metabolic profiling of the cryopreserved spermatozoa of the wild endangered 

Persian sturgeon (Acipenser persicus) with the use of beta-cyclodextrin as an external 

cryoprotectant. Fish Physiology and Biochemistry. v. 45, n. 3, p. 1029-1040, 2019. 

REYNOLDS, S.; CALVERT, S. J.; PALEY, M. N.; PACEY, A. A. 1H Magnetic Resonance 

Spectroscopy of live human sperm. Molecular Human Reproduction. v. 23, n. 7, p. 441-

451, 2017. 

ROCA, J.; HERNÁNDEZ, M.; CARVAJAL, G.; VÁZQUEZ, J. M.; MARTÍNEZ, E. A. 

Factors influencing boar sperm cryosurvival. Journal of Animal Science. v. 84, p. 2692–

2699, 2006. 

RODRÍGUEZ-MARTÍNEZ, H.; KVIST, U.; ERNERUDH, J.; SANZ, L.; CALVETE, J. J. 

Seminal plasma proteins: what role do they play? American Journal of Reproductive 

Immunology. v. 66, p. 11–22, 2011. 

SARAVIA, F.; WALLGREN, M.; JOHANNISSON, A.; CALVETE, J. J.; SANZ, L.; PEÑA, 

F. J.; ROCA, J.; RODRÍGUEZ-MARTÍNEZ, H. Exposure to the seminal plasma of different 

portions of the boar ejaculate modulates the survival of spermatozoa cryopreserved in 

MiniFlatPacks. Theriogenology. v. 71, n. 4, p. 662–675, 2009. 

THURSTON, L. M.; SIGGINS, K.; MILEHAM, A. J.; WATSON, P. F.; HOLT, W. V. 

Identification of amplified restriction fragment length polymorphism markers linked to genes 

controlling boar sperm viability following cryopreservation. Biology of reproduction. v. 66, 

p. 545-554, 2002. 

TOMÁS, C.; GÓMEZ-FERNÁNDEZ, J.; GÓMEZ-IZQUIERDO, E.; DE MERCADO, E. 

Effect of the holding time at 15°C prior to cryopreservation, the thawing rate and the post-



96 

 

thaw incubation temperature on the boar sperm quality after cryopreservation. Animal 

Reproduction Science. v. 144, p. 115–121, 2014. 

TORRES, M. A.;  DÍAZ, R.; BOGUEN, R. MARTINS, S. M. M. K.; RAVAGNANI, G. M.; 

LEAL, D. F.; OLIVEIRA, M. L.; MURO, B. B. D.; PARRA, B. M.; MEIRELLES, F. V.; 

PAPA, F. O.; DELL'AQUA JR., J. A.; ALVARENGA, M. A.; MORETTI, A. S.; 

SEPÚLVEDA, N.; ANDRADE, A. F. C. Novel flow cytometry analyses of boar sperm 

viability: can the addition of whole sperm-rich fraction seminal plasma to frozen-thawed boar 

sperm affect it? PLoS One. v. 1, p. e0160988, 2016a. 

TORRES, M. A.; RAVAGNANI, G. M.; LEAL, D. F.; MARTINS, S. M. M. K.; MURO, B. 

B. D.; MEIRELLES, F. V.; PAPA, F. O.; DELL'AQUA JR., J. A.; ALVARENGA, M. A.; 

MORETTI, A. S.; ANDRADE, A. F. C. Seminal plasma arising from the whole boar sperm-

rich fraction increases the stability of sperm membrane after thawing. Journal of Animal 

Science. v. 94, p. 1906–1912, 2016b. 

VALENCIA, J.; GÓMEZ, G.; LÓPEZ, W.; MESA, H.; HENAO, F.J. Relationship between 

HSP90a, NPC2 and L-PGDS proteins to boar semen freezability. Journal of Animal Science 

and Biotechnology. v. 8, n. 1, p. 8-21, 2017 

VELHO, A. L. C.; MENEZES, E.; DINH, T.; KAYA, A.; TOPPER, E.; MOURA, A. A.; 

MEMILI, E. Metabolomic markers of fertility in bull seminal plasma. PLoS ONE. v. 13, n. 4, 

p. e0195279, 2018. 

VILAGRAN, I.; CASTILLO, J.; BONET, S.; SANCHO, S.; YESTE, M.; ESTANYOL, J. 

M.; OLIVA, R. Acrosin-binding protein (ACRBP) and triosephosphate isomerase (TPI) are 

good markers to predict boar sperm freezing capacity. Theriogenology. v. 80, p. 443–450, 

2013. 

VILAGRAN, I.; YESTE, M.; SANCHO, S.; CASAS, I.; RIVERA, M. M.; BONET, S. 

Relationship of sperm small heat-shock protein 10 and voltage-dependent anion channel 2 

with semen freezability in boars. Theriogenology. v. 82, n. 3, p. 418-426, 2014. 

VILAGRAN, I.; YESTE, M.; SANCHO, S.; CASTILLO, J.; OLIVA, R.; BONET, S. 

Comparative analysis of boar seminal plasma proteome from different freezability ejaculates 

and identification of Fibronectin 1 as sperm freezability marker. Andrology. v. 3, n. 2, p. 345-

356, 2015. 



97 

 

WANG, Y. X.; WU, Y.; CHEN, H. G.; DUAN, P.; WANG, L.; SHEN, H. Q.; LU, W. Q.; 

SUN, B.; WANG, Q.; ZHANG, B.; CHAVARRO, J. E.; ZHANG, J.; PAN, A. Seminal 

plasma metabolome in relation to semen quality and urinary phthalate metabolites among 

Chinese adult men. Environment International. n. 129, v. May, p. 354-363, 2019 

WASILEWSKA, K.; FRASER, L. Boar variability in sperm cryo-tolerance after cooling of 

semen in different long-term extenders at various temperatures. Animal Reproduction 

Science. v. 185, p. 161–173, 2017. 

WATSON, P. Cooling of spermatozoa and fertilizing capacity. Reproduction in Domestic 

Animals. v. 31, n. 1, p. 135-140, 1996. 

WESTENDORF, P.; RICHTER, L.; TREU, H. Zur Tiefgefrierung von ebersperma labor-und 

besamungsergebnisse mit dem hulsenberger pailletten-verfahren. Dstch. Tierartzl. Wschrr. 

v. 82, p. 61-267, 1975. 

YESTE, M.; ESTRADA, E.; CASAS, I.; BONET, S.; RODRÍGUEZ-GIL, J. E. Good and bad 

freezability boar ejaculates differ in the integrity of nucleoprotein structure after freeze-

thawing but not in ROS levels. Theriogenology. v. 79, n. 6, p. 929-939, 2013. 

YESTE, M.; ESTRADA, E.; RIVERA DEL ÁLAMO, M. M.; BONET, S. T.; RODRÍGUEZ-

GIL, J. E. The increase in phosphorylation levels of serine residues of protein HSP70 during 

holding time at 17°C is concomitant with a higher cryotolerance of boar spermatozoa. PLoS 

One. v. 9, p. 1–19, 2014. 

YESTE, M. Recent Advances in boar sperm cryopreservation: state of the art and current 

perspectives. Reproduction in Domestic Animals. v. 50, n. 2, p. 71–79, 2015. 

YESTE, M. Sperm cryopreservation update: Cryodamage, markers, and factors affecting the 

sperm freezability in pigs. Theriogenology. v. 85, n. 1, p. 47-64, 2016. 

ZHAO, K.; ZHANG, J.; XU, Z.; XU, Y.; XU, A.; CHEN, W.; MIAO, C.; LIU, S.; WANG, Z.; 

JIA, R. Metabolomic Profiling of Human Spermatozoa in Idiopathic Asthenozoospermia 

Patients Using Gas Chromatography-Mass Spectrometry. BioMed Research International. v. 

2018, Article ID 8327506. 

 

 



98 

 

 

APÊNDICE A – ARTIGO I PUBLICADO 

 

 

 



99 

 

 

 

 

 

  



100 

 

 

 

 

  

 



101 

 

 

 

 

  

 



102 

 

 

 

 

 

  



103 

 

 

 

 

 

  



104 

 

 

 


