
UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHÃO 1 

CENTRO DE CIÊNCIAS AGRÁRIAS – CCA 2 

CURSO DE MESTRADO EM CIÊNCIA ANIMAL– CMCA 3 

 4 

 5 

 6 

 7 

VANESSA EDILENE DUARTE MARTINS  8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

VIABILIDADE DO SÊMEN SUÍNO RESFRIADO A 15 °C ADICIONADO DE 15 

ANTIOXIDANTES 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 

São Luís – MA 25 

2015 26 



1 

 

VANESSA EDILENE DUARTE MARTINS  27 

 28 

 29 

 30 

 31 

 32 

VIABILIDADE DO SÊMEN SUÍNO RESFRIADO A 15 °C ADICIONADO DE 33 

ANTIOXIDANTES 34 

 35 

 36 

 37 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-Graduação 38 

em Ciência Animal da Universidade Estadual do 39 

Maranhão, como requisito parcial para a obtenção do 40 

grau de Mestre em Ciência Animal.  41 

 42 

Área de Concentração: Reprodução Animal 43 

Orientador: Prof. Dr. Fernando Andrade Souza 44 

 45 

 46 

 47 

 48 

 49 

 50 

 51 

 52 

 53 

 54 

 55 

São Luís – MA 56 

2015 57 



2 

 

FOLHA DE AVALIAÇÃO 58 

 59 

 60 

Nome: Vanessa Edilene Duarte Martins 61 

 62 

Título: Viabilidade do sêmen suíno resfriado a 15 °C adicionado de antioxidantes 63 

 64 

 65 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-66 

Graduação em Ciência Animal da Universidade 67 

Estadual do Maranhão para obtenção do título 68 

de Mestre em Ciência Animal. 69 

 70 

 71 

 72 

Dissertação de mestrado defendida e aprovada em 27/03/2015 pela banca examinadora 73 

composta pelos seguintes membros: 74 

 75 

 76 

BANCA EXAMINADORA 77 

 78 

 79 

 80 

 81 

 82 

 83 

_____________________________________ 84 

Prof. Dr. Fernando Andrade Souza 85 

Orientador 86 

 87 

 88 

 89 

_____________________________________ 90 

Prof. Dr. Ricardo Chaves de Macedo 91 

1º membro 92 

 93 

 94 

 95 

______________________________________ 96 

Prof. Dr. Rafael Augusto Satrapa 97 

2º membro 98 

 99 

 100 



3 

 

 101 

 102 

 103 

“Tudo posso Naquele que me fortalece” 104 

 (Filipenses: 4.13) 105 

 106 

 107 

 108 

 109 

 110 

“A melhor de todas as coisas é aprender. 111 

O dinheiro pode ser perdido ou roubado, 112 

a saúde e força podem falhar, 113 

mas o que você dedicou à sua mente 114 

é seu para sempre”. 115 

(Louis L. Amour) 116 

 117 

 118 

 119 

 120 

 121 

“A satisfação vem quando causamos um impacto positivo e eterno 122 

na vida dos outros” 123 

(Janet Bly) 124 

 125 

 126 

 127 



4 

 

AGRADECIMENTOS 128 

 129 

A Deus, meu protetor e guia, em primeiro lugar, por concretizar mais um sonho em 130 

minha vida. 131 

A Universidade Estadual do Maranhão, em especial ao curso de Pós-Graduação em 132 

Ciência Animal pelo incentivo da realização da pesquisa cientifica. 133 

A FAPEMA, pela concessão da Bolsa de estudo. 134 

A empresa suinícola AGROLUSA, pela disponibilização dos animais e aos funcionários 135 

Leticia e Genivaldo pelo apoio na execução do experimento. 136 

Ao Prof. Fernando Andrade Souza, pelos ensinamentos, orientação, paciência e 137 

confiança. 138 

Aos membros da banca Prof. Dr. Ricardo Chaves de Macedo e Prof. Dr. Rafael Augusto 139 

Satrapa, pela disponibilidade e importante contribuição para finalização desta escrita, 140 

desde já agradeço. 141 

Aos meus pais, Valmir e Marineide, por todo amor, educação, incentivo em todos os 142 

momentos da minha vida profissional e pessoal.   143 

A meu namorado Diego Lima, pelo amor, apoio, compreensão, companheirismo e por 144 

me ajudar a superar todos os momentos difíceis e estressantes que o mestrado 145 

proporcionou.  146 

As amigas de laboratório Paula e Sâmara, que me ajudaram bastante na contagem das 147 

lâminas, sem vocês não conseguiria.  148 

À todos que, de uma forma ou de outra, fizeram companhia dentro do laboratório, e que 149 

quando era preciso alguém me auxiliar, nunca me negaram ajuda. Meu agradecimento a 150 

Naia, Ylana, Isabela, Otávio, Maria Christina, Douglas, Diego, Sérgio, Andressa, Haleff 151 

e Erica.  152 

À todos aqueles que contribuíram direta ou indiretamente para a realização deste 153 

trabalho. 154 

Muito obrigada!!! 155 



5 

 

LISTA DE FIGURAS 156 

 157 

Figura 1: Estrutura molecular da Vitamina E e do Trolox ............................................ 24 158 

Figura 2: Estrutura molecular do acido ascórbico. ........................................................ 25 159 

Figura 3: Estrutura da Glutationa .................................................................................. 27 160 

 161 

 162 

 163 

 164 

 165 

 166 

 167 

 168 

 169 

 170 

 171 

 172 

 173 

 174 

 175 

 176 

 177 

 178 

 179 

 180 

 181 

 182 



6 

 

LISTA DE TABELAS 183 

 184 

Tabela 1: Média e desvio padrão do teste de motilidade dos antioxidantes, avaliados 185 

nos dias D0 a D3. ............................................................................................................ 46 186 

Tabela 2: Média e desvio padrão do teste de vigor dos antioxidantes, avaliados nos dias 187 

D0 a D3. .......................................................................................................................... 47 188 

Tabela 3: Média e desvio padrão do teste de eosina-nigrosina dos antioxidantes, 189 

avaliados nos dias D0 a D3............................................................................................. 48 190 

Tabela 4: Média e desvio padrão do teste hiposmótico (%) das células espermáticas 191 

submetidas aos antioxidantes, avaliados nos dias D0 a D3. ........................................... 49 192 

Tabela 5: Média e desvio padrão das células espermáticas vivas com acrossoma 193 

submetidas aos antioxidantes, avaliados nos dias D0 a D3. ........................................... 49 194 

Tabela 6: Média e desvio padrão do teste de motilidade espermática após dose 195 

adicional dos antioxidantes, avaliados nos dias D2 e D3 ............................................... 50 196 

Tabela 7: Média e desvio padrão do teste de vigor espermático após dose adicional dos 197 

antioxidantes, avaliados nos dias D2 e D3 ..................................................................... 51 198 

Tabela 8: Média e desvio padrão do teste de motilidade dos antioxidantes, avaliados 199 

nos dias D2 e D3. ............................................................................................................ 51 200 

Tabela 9: Média e desvio padrão do teste de eosina-nigrosina nas doses adicionais dos 201 

antioxidantes, avaliados nos dias D2 e D3. .................................................................... 52 202 

Tabela 10: Média e desvio padrão do teste hiposmótico (%) das células espermáticas 203 

submetidas aos antioxidantes adicionais, avaliados nos dias D2 e D3 ........................... 52 204 

Tabela 11: Média e desvio padrão das células espermáticas vivas com acrossoma 205 

submetidas aos antioxidantes, avaliados nos dias D2 e D3. ........................................... 52 206 

 207 

 208 

 209 

 210 

 211 

 212 

 213 



7 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 214 

 215 

ATP  Adenosina trifosfato  216 

 217 

BTS  Beltsville Thawing Solution  218 

 219 

CASA  Computer Assisted Sperm Analysis 220 

 221 

CAT   Catalase 222 

CBRA  Colégio Brasileiro de Reprodução Animal 223 

DNA  Ácido Desoxirribonucleico  224 

DPBS  Dulbecco'sPhosphate-Buffered Saline 225 

EUA  Estados Unidos da América  226 

EROs  Espécies reativas de oxigênio 227 

GPX   Glutationa Peroxidase 228 

GR  Glutationa Redutase 229 

GSH  Glutationa 230 

HOST  Teste Hiposmótico 231 

H2O2  Peróxido de Hidrogênio  232 

IA  Inseminação Artificial  233 

KCl  Cloreto de Potássio  234 

LPD  Leite em pó desnatado  235 

mM  milimolar 236 

NaCl  Cloreto de Sódio  237 

OH-  Radical hidroxila 238 

O2  Radical ânion superóxido  239 

pH   potencial Hidrogeniônico  240 

RNS  Espécies reativas de nitrogênio 241 

Sptzs  Espermatozoides 242 

SH   Grupo Sulfidrila 243 



8 

 

TTL  Teste de Termoresistência Lento 244 

UEMA  Universidade Estadual do Maranhão 245 

µL  microlitro 246 

µM  micromolar 247 

 248 

 249 

 250 

 251 

   252 

 253 

 254 

 255 

 256 

 257 

 258 

 259 

 260 

 261 

 262 

 263 

 264 

 265 

 266 

 267 

 268 

 269 



9 

 

SUMÁRIO 270 

 271 

Capítulo I: Revisão de Literatura 272 

Inseminação artificial de suínos: Processamento do sêmen e ação de antioxidantes usados 273 

no diluidor...................................................................................................................................10 274 

1. Introdução ........................................................................................................................... 11 275 

2. Revisão de Literatura .......................................................................................................... 12 276 

2.1 Inseminação artificial na cadeia suinícola ................................................................... 12 277 

2.2 Resfriamento da célula espermática suína ................................................................... 14 278 

2.3 Diluidores .................................................................................................................... 16 279 

2.4 Avaliação do sêmen .................................................................................................... 17 280 

2.4.1 Motilidade ........................................................................................................... 17 281 

2.4.2       Volume e Concentração ....................................................................................... 18 282 

2.4.3       Morfologia e vitalidade ........................................................................................ 19 283 

2.4.4       Integridade da membrana plasmática .................................................................. 19 284 

2.4.5       Integridade do acrosoma ..................................................................................... 20 285 

2.5 Efeito das Espécies Reativas ao Oxigênio (EROs) e estresse oxidativo sobre o sêmen....21 286 

2.6 Antioxidantes .............................................................................................................. 22 287 

2.6.1 Trolox .................................................................................................................. 23 288 

2.6.2 Vitamina C .......................................................................................................... 25 289 

2.6.3 Glutationa ............................................................................................................ 26 290 

Considerações finais .................................................................................................................... 28 291 

Referências .................................................................................................................................. 28 292 

Capítulo II: Viabilidade do sêmen suíno resfriado a 15 °C adicionado de antioxidantes... 39 293 

Resumo ........................................................................................................................................ 39 294 

Abstract ....................................................................................................................................... 40 295 

1. Introdução ........................................................................................................................... 41 296 

2. Material e Métodos.............................................................................................................. 42 297 

2.1 Local ............................................................................................................................ 42 298 

2.2 Animais e Coleta ......................................................................................................... 42 299 

2.3 Diluição ....................................................................................................................... 43 300 

2.4 Análise do sêmen ........................................................................................................ 44 301 

2.5 Análise Estatística ....................................................................................................... 45 302 

3. Resultados e Discussão ....................................................................................................... 45 303 

Conclusão .................................................................................................................................... 53 304 

Referências .................................................................................................................................. 53 305 



10 

 

Capítulo I 306 

REVISÃO DE LITERATURA 307 

INSEMINAÇÃO ARTIFICIAL DE SUÍNOS: PROCESSAMENTO DO SÊMEN E 308 

AÇÃO DE ANTIOXIDANTES USADOS NO DILUIDOR  309 

 310 

Resumo 311 

A qualidade do sêmen é crucial para resultados aceitáveis durante o uso de 312 

biotecnologias como a inseminação artificial. Na busca em predizer a capacidade 313 

fecundante dos espermatozoides, pesquisadores têm buscado os melhores testes 314 

laboratoriais e métodos de conservação. No tocante, a adição de substancias 315 

antioxidante ao diluidor, de acordo com vários estudos, tem demonstrado a finalidade 316 

destas em proteger a célula espermática contra o estresse oxidativo. A presente revisão 317 

de literatura teve como objetivo abordar alguns pontos sobre a inseminação artificial de 318 

suínos, incluindo os aspectos de manipulação, análise e conservação do sêmen, além das 319 

vantagens que substâncias antioxidantes, como o Trolox, Vitamina C e Glutationa, 320 

podem oferecer durante o armazenamento do sêmen.   321 

 322 

Palavras-chave: análise, armazenamento, antioxidantes, espermatozoides, suínos. 323 

 324 

Abstract 325 

Semen quality is crucial for acceptable results for the use of biotechnologies such as 326 

artificial insemination. In the quest to predict the fertilizing capacity of sperm, 327 

researchers have sought the best laboratory tests and conservation methods. Regarding 328 

the addition of antioxidant substances to thinner, according to several studies, has 329 

shown the purpose of these to protect sperm cells against oxidative stress. This literature 330 

review aimed to address some points on the artificial insemination of pigs, including 331 

aspects of manipulation, analysis and storage of semen and the benefits that 332 

antioxidants, such as Trolox, Vitamin C and Glutathione can offer during the sperm 333 

storage. 334 

 335 

Keywords: analysis, storage, antioxidants, sperm, pigs. 336 
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1. Introdução 337 

A previsão da capacidade fecundante do sêmen tem grande importância 338 

econômica para reprodução quando a inseminação artificial é usada, uma vez que 339 

possibilita a seleção de machos com bom desempenho reprodutivo. A técnica tem se 340 

mostrado eficiente na difusão do material genético e garantia do sêmen de boa 341 

qualidade em relação à monta natural (Bortolozzo et al., 2005). No entanto, vários são 342 

os procedimentos que devem ser realizados para obtenção de resultados satisfatórios, 343 

dentre eles, destaca-se a escolha adequada do método de resfriamento a ser utilizado. 344 

A diluição e conservação do sêmen sob refrigeração a 15 °C é uma alternativa 345 

que oferece maximizar a capacidade de reprodução em suínos por diminuir o uso do 346 

mesmo reprodutor, repetidas vezes, dentro de um menor período tempo. Para isto, existe 347 

uma grande variedade de diluentes comerciais que são utilizados nesta espécie, sendo o 348 

BTS, o Androhep® e o MR-A® os mais comercializados no mundo (Johnson, 1998).  349 

Conjuntamente ao resfriamento, outro procedimento que auxilia na melhora da 350 

qualidade do sêmen manipulado é a adição de antioxidantes, tais como: o trolox, a 351 

vitamina C e a glutationa. Várias pesquisas com adição destas substâncias têm sido 352 

realizadas com resultados positivos na melhora do índice reprodutivo (Mortimer, 2000). 353 

Neste contexto, o trolox (análogo hidrossolúvel da vitamina E), atua como 354 

excelente protetor contra lipoperoxidação (Barclay et al., 1995). A vitamina C ou ácido 355 

ascórbico apresenta funções básicas para reprodução, sendo necessária para síntese de 356 

colágeno, síntese de hormônios e para prevenir ou reduzir a oxidação de biomoléculas 357 

(Sebrell et al,. 1967). Já a Glutationa desempenha um papel fundamental em muitos 358 

processos biológicos, incluindo a síntese de proteínas e DNA, transporte de 359 

aminoácidos, e está envolvida na proteção contra danos oxidativos nos gametas 360 

masculino e feminino (Luberda, 2005). 361 

As células espermáticas são particularmente sensíveis a danos induzidos pelo 362 

excesso de espécies reativas de oxigênio (EROs), no qual afeta sua qualidade, incluindo 363 

perda irreversível da motilidade, inibição da respiração, lesões ao DNA espermático e 364 

mitocondrial e perda de enzimas intracelulares, interferindo na capacidade fecundante 365 

(Valença; Guerra, 2007). Desta forma, a presença de substâncias antioxidantes no 366 

plasma seminal ou a adição ao diluente utilizados no armazenamento do sêmen poderia 367 

diminuir os efeitos negativos ocasionados pelas EROs.  368 
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Outro fator importante é a escolha do macho para reprodução, especialmente 369 

para inseminação artificial, a qual requer a avaliação do potencial de sua fertilidade 370 

através da realização de exames clínicos e laboratoriais. Diversos são os testes de 371 

avaliação seminal, como análise da motilidade e longevidade, concentração, morfologia, 372 

viabilidade, integridade da membrana plasmática e acrossomal. Diante disto, objetivou-373 

se com essa revisão de literatura ressaltar alguns pontos sobre a inseminação artificial 374 

de suínos, incluindo os aspectos de manipulação, análise e conservação do sêmen, além 375 

das vantagens que substâncias antioxidantes, como o Trolox, Vitamina C e Glutationa, 376 

podem oferecer durante o armazenamento do sêmen.   377 

 378 

2. Revisão de Literatura  379 

2.1  Inseminação artificial na cadeia suinícola  380 

A inseminação artificial (IA) na espécie suína foi realizada pela primeira vez por 381 

Ivanow na Rússia no início do século XX (Ivanow, 1907; 1922). Na década de 1930, o 382 

procedimento foi desenvolvido em granjas da Rússia e nos anos seguintes, a prática da 383 

IA se espalhou para outros países (EUA e Japão). Na sequência dos estudos realizados 384 

por Chris Polge (1956), a IA foi reintroduzida para a produção de suínos no Reino 385 

Unido. Somente a partir de 1975 a IA em suínos desenvolveu-se no Brasil, quando 386 

houve um desenvolvimento efetivo com a criação de centrais de inseminação na região 387 

sul do país (Rodin e Lipatov 1935; Mckenzie, 1931; Ito et al., 1948). 388 

A inseminação artificial é amplamente praticada em países com produção 389 

intensiva de suínos. Na Europa Ocidental, mais de 90% das fêmeas foram inseminadas 390 

durante mais de duas décadas (Gerrits et al., 2005; Vyt, 2007). O plantel mundial utiliza 391 

a IA como ferramenta de reprodução com percentual do rebanho inseminado na 392 

América do Norte com 60 a 70%, na América Latina com 30% e a Ásia-Pacífica, na 393 

região da China, com 30 a 35% (Weitze, 2000). 394 

Quando comparado com a monta natural, a IA é uma ferramenta muito útil para 395 

introduzir genes superiores em rebanhos produtivos, com menor risco de doenças (Maes 396 

et al., 2008). Os ganhos advindos da melhoria genética são de extrema importância, por 397 

adquirir, por exemplo, maior rendimento de carne e, consequentemente, o aumento na 398 

bonificação da carcaça, melhoria na eficiência alimentar, maior ganho de peso e 399 

otimização do uso das instalações, aumento na eficiência reprodutiva da granja, 400 

manutenção de um menor número de machos, além de permitir que machos 401 

geneticamente superiores produzam descendentes com até 200 matrizes por ano, em vez 402 
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de apenas 20, normalmente servidas via monta natural (Castagna et al., 2001; Fávero e 403 

Figueiredo, 2009). 404 

 O resultado da IA depende muito da qualidade do sêmen e do procedimento da 405 

inseminação. O sêmen é obtido a partir de reprodutores em granjas ou em centros 406 

especializados em IA. Este último oferece uma diversidade de raças e linhagens 407 

genéticas e distribui sêmen pronto para uso e doses de qualidade constante de diferentes 408 

rebanhos. Há três aspectos importantes que devem ser considerados. Em primeiro lugar, 409 

apenas sêmen de reprodutores saudáveis devem ser usados, animais doentes podem 410 

ejacular sêmen contaminados com patógenos, que poderia, portanto, levar a uma rápida 411 

transmissão e surtos de doenças em muitos rebanhos comerciais diferentes. O segundo 412 

aspecto importante é a capacidade fecundante das doses de sêmen produzidas. O 413 

potencial fecundante de uma dose de sêmen é inerentemente ligado à qualidade do 414 

próprio espermatozoide (Tsakmakidis et al., 2010). O exame dos ejaculados é, portanto, 415 

necessário. Um terceiro aspecto importante das centrais de inseminação é o processo de 416 

tratamento do sêmen (Waberski et al., 2008). Isto não só é importante para garantir uma 417 

presença microbiana baixa, mais ainda para obter alta qualidade do sêmen. O processo 418 

de diluição e manuseio, as propriedades do extensor e o microambiente para as células 419 

espermáticas podem influenciar a sobrevivência e longevidade dos espermatozoides 420 

(Maes et al., 2011). 421 

De acordo com a maioria das estimativas, cerca de 19 milhões de inseminações 422 

por ano são realizadas em todo mundo, dos quais quase a totalidade (99%) é realizada 423 

utilizando sêmen suíno preservado a uma temperatura de 15-20 °C (Johnson et al., 424 

2000), mais de 85% destas inseminações são realizadas no dia seguinte ou no dia da 425 

coleta do sêmen. A manutenção do sêmen suíno refrigerado tem se mostrado eficiente 426 

para propagação do material genético, quando o sêmen é adequadamente processado, é 427 

possível a obtenção de altos resultados de prenhez e de prolificidade (Bortolozzo et al., 428 

2005). A maioria dos diluidores, no entanto, permite o armazenamento por no máximo 429 

72 horas após a coleta do sêmen. Assim, linhas de pesquisa com diluidores têm sido 430 

desenvolvidas, objetivando o prolongamento do tempo de estoque de sêmen resfriado 431 

de três dias para cinco ou sete dias (Murgas et al., 2001). 432 

Como a IA tem apresentado diversos benefícios para reprodução de suínos, é 433 

fundamental que pesquisas voltadas para essa biotecnologia em relação a diluentes que 434 

possam garantir a conservação dos espermatozoides em condições adequadas durante o 435 

tempo de estocagem do sêmen, e também a manutenção da capacidade fecundante do 436 
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mesmo após sua utilização, favorecendo uma fonte de energia, pH adequado e uma 437 

pressão osmótica ideal, além de prevenir o choque térmico e inibir o crescimento 438 

bacteriano, poderá favorecer o êxito na utilização da técnica (Vyt et al., 2004). 439 

 440 

2.2  Resfriamento da célula espermática suína 441 

Atualmente cerca de 99% das inseminações são realizadas no mundo 442 

empregando um método de conservação. O resfriamento, por exemplo, mantem o sêmen 443 

armazenado por um determinado período e as temperaturas de manutenção variam de 444 

acordo com a espécie estudada. O tempo em que o sêmen deverá ser utilizado após a 445 

refrigeração depende da qualidade espermática inicial, da temperatura de conservação 446 

adequada para cada espécie e do diluente empregado (Silva et al., 2002; Severo, 2009). 447 

O sêmen resfriado permite maior flexibilidade de uso e mantem um número de 448 

espermatozoides viáveis por um período de tempo maior quando comparado com o 449 

sêmen fresco, porém o tempo de processamento é menor, comparado ao sêmen 450 

congelado, devido à viabilidade espermática que começa a diminuir após 72 horas de 451 

armazenamento, independentemente do diluente utilizado (Severo, 2009).  452 

A temperatura de armazenamento do sêmen suíno é um fator crítico para 453 

conseguir manter a qualidade do sêmen ideal até sua utilização. O espermatozoide suíno 454 

é uma das células mais sensíveis a flutuações de temperatura quando comparado aos de 455 

outras espécies (Corrêa et al., 2001). Vários fatores podem estar envolvidos na 456 

susceptibilidade desses espermatozoides ao choque térmico, merecendo ênfase a forma 457 

da cabeça, a composição química da membrana e a temperatura de fase de transição 458 

(Watson e Plummer, 1985; Darin-Bennett et al., 1975; De Leeuw et al.,1990; Gadella, 459 

1996). 460 

Para manutenção das doses inseminantes, a temperatura ideal para o sêmen 461 

suíno varia entre 15° e 18 °C, sendo que queda de temperatura abaixo de 15 °C 462 

normalmente causa choque térmico, que resulta em perda irreversível da motilidade 463 

espermática e lesões na estrutura das células, consequentemente causa impacto no poder 464 

fecundante do mesmo (Watson, 1996). 465 

Por outro lado, temperatura acima dos 18 °C são deletérias por não reduzirem de 466 

forma eficiente o metabolismo dos espermatozoides, facilitando a multiplicação de 467 

bactérias, que tem uma ação negativa sobre a qualidade do sêmen (Scheid, 2003).  O 468 

armazenamento a 15 °C é o mais utilizado tanto em Centros de Inseminação Artificial e 469 
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em granjas de suínos. No Instituto de Investigação Zootécnica experimentos têm sido 470 

bem sucedidos usando o diluidor BTS, mantendo assim, espermatozoides viáveis a 17 471 

°C durante 5 dias, com uma taxa de prenhez, em muitos casos superiores a 80% 472 

(Fuentes, 2000). 473 

Os principais danos celulares induzidos pela refrigeração incluem alterações 474 

morfológicas como ruptura da membrana plasmática (principal estrutura afetada durante 475 

a refrigeração), lesões nas mitocôndrias e degeneração acrossomal (De Leeuw et al., 476 

1990). Desta forma, qualquer dano ocorrido no acrossoma pode inibir a capacidade 477 

fecundante da célula espermática (Woelders, 1991), uma vez que, ejaculados suínos 478 

com elevado percentual de acrossomas anormais têm mostrado reduzida fertilidade 479 

(Pursel et al., 1972).  480 

A perda das propriedades de seletividade da membrana permeável é um dos 481 

fatores que ocorre mais precocemente durante o processo de refrigeração (Quinn et al., 482 

1980), e está associada com as fases de transição de lipídeos da membrana devido ao 483 

choque térmico (Watson, 1995; 1981a; Drobnis et al., 1993). Esta perda de seletividade 484 

pode ser observada por coloração intracelular, incapaz de atravessar a membrana 485 

quando está intacta (Medeiros et al., 2002). No suíno, os danos da membrana plasmática 486 

dos espermatozoides estão associados à criopreservação, atribuídas para o resfriamento 487 

da célula para 5 °C, em vez do processo de congelação-descongelação (Maxwell e 488 

Johnson, 1997). No touro, a diluição e resfriamento a 5 °C causa edema no acrossoma 489 

em 50% dos espermatozoides (Jones e Stewart, 1979). A atividade respiratória do 490 

espermatozoide diminui, assim como a glicólise, o que provoca uma redução nos níveis 491 

de ATP e, portanto, a perda de motilidade. Além disso, o DNA é submetido à 492 

degeneração. As alterações bioquímicas das células espermáticas são causadas, 493 

principalmente, pela perda de seletividade da membrana e a perda de enzimas e 494 

fosfolipídios (De Leeuw et al., 1990). 495 

Hoje criadores de suínos devem ser eficientes para permanecer em um mercado 496 

altamente competitivo. O sucesso depende da convergência entre dedicação, 497 

treinamento e observação rigorosa de todos os detalhes. O sucesso da aplicação da 498 

inseminação artificial requer um elevado processamento do sêmen de alto padrão, além 499 

de determinar o momento adequado para a inseminação e um bom treinamento do 500 

técnico. O sêmen deve ser obtido, classificado, diluído e cuidadosamente armazenado. 501 

A manipulação do sêmen é crucial, desde sua coleta até a inseminação (Simm et al., 502 

1993). 503 
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2.3  Diluidores 504 

Os espermatozoides não sobrevivem por muito tempo no sêmen in natura, 505 

mesmo se conservados em temperaturas mais baixas. Por essa razão adicionam-se os 506 

diluidores, onde são definidos como uma solução aquosa utilizada para aumentar o 507 

volume do ejaculado de modo a produzir o número de doses desejado. Tal 508 

procedimento precisa ser realizado enquanto as características funcionais das células 509 

espermáticas estão preservadas, de modo a garantir adequada taxa de fertilidade das 510 

fêmeas que serão inseminadas (Gadea, 2003).  511 

A diluição e conservação do sêmen em refrigeração é uma alternativa que 512 

oferece maximizar a capacidade de reprodução, sendo obtido desta forma um maior 513 

número de leitões por reprodutor durante a vida produtiva. Para isso, o diluente deve 514 

fornecer os nutrientes necessários para a manutenção da célula espermática em relação à 515 

condição metabólica (glicose), a proteção contra o choque térmico (BSA), controlar o 516 

pH do meio (bicarbonato, Tris, HEPES), pressão osmótica (NaCl, KCl), inibição do 517 

crescimento microbiano (antibióticos), bem como proporcionar a estabilidade dos 518 

sistemas enzimáticos e a integridade da membrana plasmática (Rueda et al., 2009; 519 

Picket e Amann 1987). 520 

Existe uma grande variedade de diluentes comerciais para sêmen suíno. 521 

Atualmente existem no mercado duas categorias de diluidores: os de longa duração, que 522 

prolongam a vida dos espermatozoides por cinco ou mais dias e os de curta duração, que 523 

preservam a viabilidade espermática por até três dias (Bortolozzo et al., 2005). O BTS, 524 

o Androhep® e o MR-A® são os diluentes mais utilizados no mundo (Johnson, 1998).  525 

Diluentes comerciais utilizados foram modificados a fim de obter alta 526 

capacidade fecundante do sêmen em processos de inseminação artificial. Características 527 

como volume total, concentração e motilidade são indicadores utilizados para avaliar a 528 

qualidade do sêmen e a sua resposta à manipulação (Acosta et al., 2008), em particular a 529 

motilidade devido à sua associação com o número total de leitões nascidos (Gadea et al., 530 

2004). 531 

Hernandez e Cruz (2004) e Paulenz et al., (2000) relataram perdas elevadas na 532 

motilidade do ejaculado suíno em resposta ao tempo de conservação em diluentes 533 

Beltsville Thawing Solution (BTS) às 72 horas (19%). Del Toro et al (1996), 534 

encontraram percentuais de parição de 75 e 80% em suínos que receberam a dose de 535 

sêmen  preparado com diluente Kiev preservado por até 72 h. De acordo com Ochoa et 536 

al (2008), a motilidade dos ejaculados suínos diluído com Androhep®, Bütschwiler, 537 
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MRA® e Reading (Modena®) foi significativamente maior para os ejaculados 538 

preservados no diluente Reading com relação ao tempo de conservação de 120 h. 539 

 540 

2.4  Avaliação do sêmen  541 

Ao escolher um macho para reprodução, especialmente para IA, é imperativo 542 

avaliar o potencial de sua fertilidade através da realização de exames clínicos e 543 

laboratoriais. A avaliação in vitro do sêmen, complementar ao exame clínico, é de alto 544 

valor diagnóstico para avaliação testicular e função do epidídimo, e/ou do trato genital 545 

do macho, permitindo a eliminação de casos óbvios de infertilidade, ou potencial de 546 

subfertilidade (Martin Rillo et al., 1996; Rodriguez-Martinez 2003; Saacke 2008). 547 

Da mesma forma, o grau de normalidade do sêmen, antes de ser processado para 548 

a IA pode ser analisado. A análise do sêmen rotineiramente inclui uma avaliação 549 

imediata do volume, aparência (isto é, cor, contaminação, etc.), concentração e 550 

motilidade espermática, bem como a determinação posterior da morfologia espermática 551 

e a presença de células estranhas. Além da viabilidade, integridade da membrana 552 

plasmática e acrossomal (Januskauskas et al., 1996; Martin Rillo et al, 1996; Correa et 553 

al., 1997; Rodriguez-Martinez 2003). 554 

 555 

2.4.1 Motilidade  556 

A motilidade é considerada o critério mais importante na avaliação da fertilidade 557 

do reprodutor, o objeto de sua estimativa é determinar a proporção de espermatozoides 558 

móveis em relação ao total de células de um determinado campo do microscópio 559 

(Bortolozzo et al., 2005). A motilidade dos espermatozoides é um fator crítico no 560 

processo de interação dos gametas, uma diminuição na velocidade e na proporção de 561 

células móveis progressiva reflete dano à célula, que pode reduzir as possibilidades de 562 

fecundação. Motilidade e velocidade espermática mostram dois aspectos distintos na 563 

atividade flagelar, mas ambos dependem da função do axonema, portanto, se espera 564 

uma correlação entre estes parâmetros (Kjaestad et al., 1993). 565 

A avaliação visual da motilidade com microscópio de luz continua sendo um 566 

método aceitável e é preferido nos centros de IA em relação a outros métodos, 567 

principalmente por razões econômicas. No entanto, a avaliação visual, embora 568 

consistente, realizada pelo mesmo técnico (Vyt et al., 2004b), requer treinamento 569 

especial e há uma grande variabilidade entre técnicos (Rijsselaere et al., 2003; Vyt et al., 570 

2004b; Tejerina et al., 2008). 571 
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Como espermatozoides de suínos mostram uma percentagem mais elevada de 572 

movimento circular do que as de outras espécies, exceto garanhões, recomenda-se 573 

estimar as diferentes formas de motilidade, incluindo proporções de espermatozoides 574 

progressivos. Estimativas realizadas por microscopia de contraste de fase dentro de 20-575 

30 min de diluição não pode ser integrado facilmente em processos de produção. O 576 

sêmen suíno armazenado deve ser examinado regularmente e valores de motilidade 577 

acima de 60% devem ser considerados satisfatórios (Johnson et al., 2000). 578 

 579 

 2.4.2 Volume e Concentração  580 

O volume é medido por pesagem rotineiramente após a ejaculação considerando 581 

1 grama igual a 1 mL. Doses prontas para usar na IA são fornecidas em tubos de 80-100 582 

mL contendo aproximadamente 3 x 109 espermatozoides (Martin-Rillo et al., 1996; Alm 583 

et al., 2006). A variação na concentração entre raças e indivíduos é evidente e deve ser 584 

considerado quando se prepara doses de sêmen (Johnson et al., 2000; Kommisrud et al., 585 

2002). 586 

O número de espermatozoides deve ser adaptado de acordo com as 587 

características morfológicas ou motilidade e admite-se geralmente que uma dose fértil 588 

deve conter, pelo menos, 2-3 x 109 espermatozoides (Martin-Rillo et al., 1996, Alm et 589 

al., 2006) . No entanto, para maximizar a produção de doses de sêmen, centrais de IA 590 

tendem a diluir os ejaculados, tanto quanto possível para fins econômicos evidentes 591 

(Vyt et al., 2007a). Pesquisas efetuadas durante os últimos anos têm centrado na 592 

redução do número de espermatozoides por dose, sem comprometer os resultados de 593 

fertilidade. Usando inseminação intrauterina, os resultados aceitáveis de fertilidade 594 

foram obtidos com doses de 1 x 109 espermatozoides (Roca et al., 2003; Roca et al., 595 

2011). 596 

O hemocitômetro tem sido referido como o "padrão ouro" para avaliar o número 597 

de espermatozoides (Christensen et al., 2005; Kuster 2005; Prathalingam et al., 2006). 598 

No entanto, o equipamento é lento, e várias medidas de cada amostra são necessárias 599 

para obter-se um resultado exato (Evenson et al., 1993; Prathalingam et al., 2006). A 600 

utilização de um espectrofotômetro é provavelmente o método mais comum usado pelas 601 

estações de IA para a avaliação da concentração de espermatozoides (Woelders 1991; 602 

Evenson et al., 1993).  603 

 604 

 605 
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2.4.3 Morfologia e vitalidade  606 

Anormalidades morfológicas dos espermatozoides podem ter um impacto 607 

negativo sobre a fecundação e desenvolvimento embrionário (Walters et al., 2005a; 608 

Saacke 2008). Sêmen de suínos com baixa incidência de espermatozoides 609 

morfologicamente anormais resultará em menores taxas de prenhez e redução da 610 

ninhada quando utilizado para inseminação (Almet al., 2006; Tsakmakidis et al., 2010) 611 

e a morfologia deve, portanto, ser analisada para identificar subfertilidade do 612 

reprodutor.  613 

Defeitos morfológicos espermáticos são normalmente classificados como 614 

maiores ou menores. O primeiro grupo compreende as anormalidades na forma da 615 

cabeça as quais danificam o material genético ou anormalidades da mitocôndria que 616 

prejudica a função dos flagelos, sendo relacionado com a infertilidade. As gotas 617 

citoplasmáticas distais, anomalias morfológicas adquiridas por manuseio inadequado de 618 

sêmen (por exemplo, caudas enroladas) são consideradas como defeitos menores, 619 

também pode causar infertilidade, mas é menos provável, pode haver fertilização. 620 

Defeitos menores podem ser compensados com o aumento do número de 621 

espermatozoides por dose (Donadeu, 2004). 622 

Um exame morfológico completo é recomendado quando suínos são 623 

introduzidos na estação de IA e durante exames de rotina regulares subsequentes 624 

(Johnson et al., 2000; Al-Makhzoomi et al., 2008). A percentagem de gotículas 625 

citoplasmáticas em ejaculados suínos utilizadas para IA não deve exceder 15%, 626 

especialmente quando o sêmen armazenado é usado. Além da incidência de gotículas 627 

citoplasmática, a percentagem de outras alterações morfológicas não deve exceder 20% 628 

(Johnson et al., 2000). 629 

A integridade da membrana é um indicador da vitalidade do sêmen e é 630 

necessária para manter a função espermática. Muitos procedimentos de manuseio, como 631 

diluição ou armazenamento em baixas temperaturas, tanto para armazenamento do 632 

fluido e para criopreservação, pode danificar a membrana espermática prejudicando a 633 

fertilidade. Portanto, é imperativo avaliar este parâmetro para estimar os efeitos na 634 

fertilidade e armazenamento do sêmen suíno (Leahy e Gadella, 2011; Waberski et al., 635 

2011a). 636 

 637 

2.4.4 Integridade da membrana plasmática 638 
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A membrana espermática é uma estrutura dinâmica e participa do 639 

reconhecimento e transporte de moléculas. Estas funções permitem o espermatozoide 640 

adaptar o seu metabolismo para o meio circundante, fornecendo, assim, um sistema 641 

molecular para o reconhecimento do oócito (Hammerstedt et al., 1990). A avaliação da 642 

integridade da membrana é uma importante informação da fertilidade do macho. Além 643 

disso, esta integridade não é só essencial para o metabolismo do espermatozoide, mas 644 

também para adequada capacitação e reação acrossômica (Jeyendran et al., 1984; 645 

Yanagimachi, 1993). 646 

O teste hiposmótico (HOST) foi desenvolvido para avaliar a funcionalidade da 647 

membrana de espermatozoides e é recomendado como um indicador adicional de 648 

fertilidade por ser econômico e de fácil manejo (Correa et al., 1994). O teste 649 

hiposmótico consiste em submeter o espermatozoide a uma pressão osmótica inferior à 650 

fisiológica, fazendo com que uma entrada de água na célula, numa tentativa de 651 

equilibrar a pressão osmótica interna para o ambiente externo. Para que essa resposta 652 

ocorra, a membrana plasmática deve estar íntegra e os mecanismos de troca de fluidos 653 

funcionando corretamente. A entrada de água para estas células provoca inchaço e 654 

enrolamento da cauda. As células com a membrana física ou funcionalmente danificada 655 

não ocorrem mudanças na forma da cauda (Perez-Llano et al., 1999). Este teste foi 656 

aplicado no sêmen de homens (Zaneveld e Jeyendran 1990), touros (Correa et al., 657 

1997), cães (Caiza et al., 1997), equinos (Perez-Llano et al., 1998) e suínos (Correa et 658 

al., 1994). Em suínos, se a pressão osmótica é demasiadamente baixa, a membrana 659 

plasmática se rompe e a cauda reaparece reta, o que seria confundido com um 660 

espermatozoide ainda não reagido (Correa et al., 1994). 661 

 662 

2.4.5 Integridade do acrosoma 663 

Um acrossoma intacto é necessário para a penetração do oócito e, por 664 

conseguinte, a sua integridade é considerado essencial para uma boa capacidade 665 

fecundante. Durante o processo de diluição, resfriamento e congelamento a membrana 666 

plasmática da cabeça dos espermatozoides é particularmente afetada, e também a 667 

membrana das mitocôndrias, do flagelo e do acrossoma (Hammerstedt et al., 1990). 668 

Estes dados são significativos, considerando que acrossoma contém enzimas que 669 

desenvolvem um papel crucial na penetração da zona pelúcida e nos mecanismos 670 

celulares (Bedford, 1970). A desintegração do acrossoma derivado da refrigeração e do 671 

congelamento provavelmente é capaz de afetar a capacidade de fecundação do 672 
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espermatozoide (Watson, 1975b). A reação do acrossoma ocorre após a exposição a 673 

condições ambientais do local da fecundação ou após a ligação específica do 674 

espermatozoide a zona pelúcida (DenDaas, 1992) de modo que a percentagem de 675 

células com acrossoma intacto estejam aptas para exibir a reação acrossomal após 676 

estimulação adequada, sendo uma importante característica seminal (De Leeuw et al., 677 

1991). Portanto, é necessário avaliar corretamente o estado acrossomal.  678 

A integridade do acrossoma pode ser avaliada utilizando corantes vitais, como 679 

Giemsa- Azul de Tripan e por meio de sondas fluorescentes, avaliado pelo padrão de 680 

coloração das células espermáticas observadas por microscopia de fluorescência ou por 681 

meio de citometria de fluxo. Uma técnica de marcação tripla que permite avaliar a 682 

integridade da membrana e do acrossoma em conjunto com a função mitocondrial foi 683 

testado em sêmen de suíno com bons resultados (de Andrade et al., 2007). A 684 

combinação com a coloração vital e citometria de fluxo permite contar um grande 685 

número de partículas, porém está propenso a perder estimativas (Petrunkina e Harrison, 686 

2010). 687 

 688 

2.5  Efeito das Espécies Reativas ao Oxigênio (EROs) e estresse oxidativo sobre 689 

o sêmen  690 

As espécies reativas ao oxigênio (EROs), também conhecidos como oxidantes, 691 

são radicais produzidos por sistemas biológicos aeróbicos. O oxigênio é o elemento 692 

fundamental para sobrevivência das células em condições aeróbias, mas seus 693 

metabólitos como as EROs, podem modificar as funções celulares. Por isso, a EROs 694 

deve ser continuamente inativada para que apenas uma pequena quantidade necessária 695 

mantenha a função normal da célula (Jordão Junior et al., 1998).  696 

O estresse oxidativo surge como consequência do desequilíbrio entre os 697 

processos bioquímicos que conduzem a produção excessiva de EROs e mecanismos de 698 

defesa antioxidante com deficiência (Sayre et al., 2008).  Propõe-se que o estresse 699 

oxidativo ocasiona uma série de patologias que, atualmente, possam afligir a função 700 

reprodutiva (Sharma e Agarwal, 1996). A geração de EROs tornou-se uma preocupação 701 

real por causa de seus potenciais efeitos tóxicos em níveis elevados de qualidade e 702 

função espermática. 703 

A ideia de que quantidades limitadas de EROs pode intervir de uma forma 704 

fisiológica na regulação de algumas funções do sêmen foi evocada pela primeira vez em 705 
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um estudo realizado por Aitken et al., (1994). Esses pesquisadores descobriram que 706 

baixos níveis de EROs pode melhorar a capacidade dos espermatozoides humanos se 707 

ligarem a zona pelúcida, um efeito que foi revertido pelo uso da vitamina E.  Outros 708 

estudos relataram que a incubação de espermatozoides com baixa concentração de 709 

peróxido de hidrogênio (H2O2) estimula a capacitação espermática, hiperativação, 710 

reação acrossomal e fusão com oócito (de Lamirande, 1993).  Outras espécies reativas 711 

de oxigénio, exceto o H2O2, tais como o radical hidroxila (OH-) e radical ânion 712 

superóxido (O2) também mostrou promover a capacitação do espermatozoide e reação 713 

acrossomal (Zine et al., 1996). 714 

As células espermáticas são particularmente sensíveis a danos induzidos pelo 715 

estresse oxidativo devido as suas membranas plasmáticas conterem grandes quantidades 716 

de ácidos graxos polinsaturados e o seu citoplasma contém baixas concentrações de 717 

enzimas de defesa (Cerolini et al., 2000; Sikka, 2004). Isto tem sido relatado no 718 

congelamento de espermatozoide humano (Alvarez e Storey, 1995), touro (O'Flaherty et 719 

al., 1997) e do rato (Mazur et al., 2000) que está associado ao nível de EROs e estresse 720 

oxidativo. Além disso, no processo de congelamento e descongelamento de sêmen 721 

bovino a formação de EROs pode gerar danos no DNA, alterações do citoesqueleto, 722 

inibição da fusão espermatozoide-oócito, além de afetar o axonema, o qual influencia na 723 

motilidade dos espermatozoides (Chatterjee et al., 2001; Lopes 1998; Hinshaw et al., 724 

1986; Aitken et al., 1989).  725 

Estudos relatados por Macleod (1943) resultou em toxicidade ao sêmen humano 726 

após exposição à elevada concentração de oxigênio, com perda da motilidade devido à 727 

ocorrência da peroxidação lipídica. Os efeitos desta reação incluem perda irreversível da 728 

motilidade, inibição da respiração e lesões no DNA espermático, e perda de enzimas 729 

intracelulares, interferindo na capacidade fecundante do espermatozoide (White, 1993; 730 

Valença; Guerra, 2007). 731 

 732 

2.6  Antioxidantes  733 

Com objetivo de contrariar um possível dano significativo à célula devido a 734 

produção excessiva de espécies reativas de oxigênio (EROs), os antioxidantes regulam a 735 

formação ou controlam a ação das EROs, permitindo atingir um equilíbrio entre 736 

formação de oxidantes benéficos e estresse oxidativo prejudicial (Kefer et al., 2009).   737 
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Por definição, os antioxidantes são substâncias formadas por vitaminas, 738 

minerais, enzimas, pigmentos naturais e outros compostos vegetais, cuja principal 739 

função é inibir a oxidação de outras substâncias (Stedman, 2003). Existem dois sistemas 740 

de defesa, os antioxidantes enzimáticos, conhecidos como os naturais, que agem na 741 

prevenção dos danos as estruturas celulares constituídos por superóxido dismutase 742 

(SOD); catalase (CAT), peroxirredoxinas (Prx), glutationa (GSH), glutationa redutase 743 

(GR) e glutationa peroxidase (GPx). Os antioxidantes não enzimáticos, conhecidos 744 

como sintéticos ou suplementos da dieta, participam bloqueando a ação dos radicais 745 

livres. Faz parte do sistema um grande número de compostos de baixo peso molecular, 746 

incluindo o ácido ascórbico, o tocoferol, diferentes compostos de selênio, ubiquinonas 747 

(coenzima Q), ácido úrico, ácido α-lipoico, albumina, taurinas, hipotaurinas, (Maia, 748 

2006; Nordberg e Arnér, 2001; Lima-Verde et al., 2007; Tatone et al., 2010). 749 

O espermatozoide apresenta naturalmente um sistema de antioxidante intra e 750 

extracelulares, responsáveis por combater o estresse oxidativo e a lipoperoxidação, 751 

importantes em preservar a motilidade e a habilidade dos espermatozoides de sofrerem 752 

capacitação e reação do acrossoma (Guerra et al., 2004). Durante o período de 753 

maturação, o espermatozoide perde a maior parte de seu citoplasma, sendo desta forma 754 

privado de uma fração de antioxidantes endógenos, tornando-o vulnerável à ação das 755 

EROs, assim ficam dependendo da proteção do plasma seminal, o qual contem também 756 

antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos, que confere a forma de proteção mais 757 

utilizada pelos espermatozoides contra as EROs (Carvalho et al., 2002; Saleh e 758 

Agarwal, 2002; Sikka, 2004). 759 

Contudo, durante o processamento do sêmen destinado ao armazenamento, 760 

ocorre um comprometimento da capacidade protetora a partir da redução da 761 

concentração de antioxidantes presentes no ejaculado após a diluição ou remoção do 762 

plasma seminal (Sarlós et al., 2002; Guerra et al., 2004). A fim de melhorar a qualidade 763 

do sêmen, diversas pesquisas com adição de antioxidantes aos diluidores de preparação, 764 

manutenção e criopreservação têm sido desenvolvidas em diferentes espécies com 765 

objetivo de amenizar o estresse oxidativo do sêmen (Mortimer, 2000). 766 

 767 

2.6.1 Trolox 768 
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As vitaminas foram classificadas de acordo com a solubilidade, sendo 769 

lipossolúveis (vitaminas A, D, E, K) e hidrossolúveis (vitaminas presentes no complexo 770 

B e vitamina C) (Feltre, 2005). A vitamina E é um grupo de tocoferóis e tocotrienóis 771 

derivados de componentes presentes nos vegetais, sendo que apenas oito moléculas 772 

naturais revelam atividade antioxidante, quatro tocoferóis (α, , , δ) e quatro 773 

tocotrienóis (α, , , δ) (Brigelius-flohé & Traber, 1999; Halliwell & Gutteridge, 1999). 774 

A vitamina E atua em lipídios e proteínas de baixa densidade presentes na 775 

membrana plasmática, conferindo proteção estrutural à membrana da ação dos 776 

oxidantes (Kagan et al.,199β). Considerando a localização do α-tocoferol nas 777 

membranas subcelulares, acredita-se que ela remova principalmente o ânion superóxido, 778 

gerado por enzimas ligadoras de membrana que participam na oxidação biológica 779 

(Nishikimi e Machlin, 1975). Conhecida também como principal antioxidante lipofílico 780 

que protege os ácidos graxos polisaturados dos tecidos contra a peroxidação (Halliwell 781 

& Gutteridge, 1999). 782 

Diversos estudos com adição de vitamina E na alimentação de humanos e 783 

animais tem sido realizados com resultados positivos na melhora do índice reprodutivo. 784 

Devido aos efeitos benéficos da suplementação com esta vitamina, surge o interesse em 785 

adicionar tal composto ao diluente na preservação de espermatozoides, porém a 786 

natureza lipídica deste antioxidante dificultava sua dissolução em meios aquosos 787 

comumente utilizados. Assim foi desenvolvido o Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil 788 

croman-2-acido carboxílico), análogo hidrossolúvel da Vitamina E,  sintetizado por 789 

Scott e sua equipe em 1974 e indicado como antioxidante para a preservação de óleos e 790 

gorduras tanto animal quanto vegetal, apresentando sua ação antioxidante mais elevada 791 

que a do α e - tocoferol ( Scott et al., 1974; Cort et al., 1975).  792 

Sua estrutura é composta por um núcleo “croman”, semelhante ao do α- 793 

tocoferol, e um grupo ácido carboxílico no carbono 2 ( figura1). 794 

 795 

 796 

Figura 1: Estrutura molecular da Vitamina E e do Trolox. Fonte: Rezk et al., (2004) 797 

 798 
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Segundo Barclay et al., (1995) o Trolox apresenta vantagem em relação a outros 799 

antioxidantes que são apenas lipossolúveis, como α - tocoferol. Devido a sua estrutura 800 

cromanol que lhe dá atividade antioxidante e ao grupo carboxila, que tem moderado 801 

efeito hidrossolúvel, o Trolox é distribuído em ambas às fases da bicamada de lipídios 802 

das biomembranas, tornando-se um excelente protetor contra a lipoperoxidação. Apesar 803 

disso, o trolox pode ser adicionado diretamente à membrana lipídica (sistema intacto) 804 

sem a necessidade de solventes ou outros métodos de extração. Isto o torna conveniente 805 

para estudos em sistemas biológicos naturais. 806 

Portanto, a ação desse antioxidante sobre a qualidade espermática vem sendo 807 

analisado em varias pesquisas. Experimentos realizados por Peña et al. (2003) avaliando 808 

a adição de Trolox a frações rica e pobre de ejaculados de reprodutores suínos, obteve 809 

aumento significativo na motilidade e velocidade espermática, redução de células com 810 

movimento circular e desvio lateral de cabeça, aumento no número de espermatozoides 811 

com elevada atividade mitocondrial e efeitos preventivos maiores nas frações pobres em 812 

espermatozoides. Isto pode ter ocorrido tanto pela variação da composição do plasma 813 

seminal entre as duas frações quanto pela variação da população espermática. 814 

 815 

2.6.2 Vitamina C 816 

A vitamina C, também denominada de ácido ascórbico ou ascorbato é uma 817 

vitamina hidrossolúvel encontrado no líquido extracelular com ação antioxidante 818 

(Eichner, 1994). Possui fórmula química C
6
H

8
O

6
 (Figura 2). 819 

 820 

 821 

Figura 2: Estrutura molecular do ácido ascórbico. Fonte: Fiorucci, (2003). 822 

 823 

O ácido ascórbico é um componente essencial na dieta dos seres humanos e de 824 

uma pequena gama de outros mamíferos. Tem sido associado com a fertilidade durante 825 

muitos anos e pode ter significado evolutivo (Millar, 1992), mas o seu papel fisiológico 826 

preciso na reprodução tem sido incerto. Dados recentes sugerem que o ácido ascórbico 827 
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tem funções definidas na secreção do hormônio, proteção de gametas e remodelação do 828 

tecido gonadal. Seus efeitos podem ser, portanto, explicados por mecanismos celulares 829 

e bioquímicos análogos aos aplicáveis em outros tecidos. Esta análise sugere que o 830 

ácido ascórbico deve ser considerado como um bioquímico essencial no processo de 831 

reprodução e como um fator potencialmente importante na fertilidade (Davis et al., 832 

1991; Franceschi et al., 1992). 833 

O ácido ascórbico tem três ações biológicas de particular relevância para a 834 

reprodução, cada uma dependente de seu papel como agente redutor: é necessário para a 835 

biossíntese de colágeno, para a biossíntese de esteroides e hormônios peptídicos, e para 836 

prevenir ou reduzir a oxidação de biomoléculas. As propriedades antioxidantes do ácido 837 

ascórbico que protegem os tecidos de espécies reativas de oxigênio são O2
-, OH-, H2O2, 838 

O2, OCI-, NO, e complexos metálicos de oxigênio. Estes radicais podem ser prejudiciais 839 

para DNA, proteínas, carboidratos, lipídios, membranas biológicas e, por vezes, com 840 

consequências patológicas (Sebrell et al., 1967). 841 

Os primeiros estudos relataram efeitos diretos da deficiência de ácido ascórbico 842 

na fertilidade masculina, em animais de laboratório e em espécies domésticas. Baixos 843 

níveis de ácido ascórbico no sêmen bovino foram associados com o mau desempenho 844 

reprodutivo, enquanto cobaias sofreram degeneração do epitélio germinativo testicular 845 

(Luck, 1994). Em coelhos, verificaram que este antioxidante reduziu significativamente 846 

as concentrações de radicais livres e aumentou a atividade de enzimas antioxidantes 847 

(GST, SOD e CAT) em comparação com animais não tratados. Estes estudos sugerem 848 

que o ácido ascórbico afeta tanto a integridade da estrutura quanto a funcionalidade 849 

espermática (Yousef et al., 2007). 850 

Concentrações baixas ou deficientes de ascorbato têm sido associadas com baixa 851 

contagem espermática, aumento do número de espermatozoides anormais, redução da 852 

motilidade e aglutinação (Dawson et al., 1990). A adição de ácido ascórbico para o 853 

meio crioprotetor reduz o estresse oxidativo e aumenta a motilidade dos 854 

espermatozoides (Hua et al., 2010).  855 

 856 

2.6.3 Glutationa 857 

A Glutationa ( -glutamylcysteinylglycine) é o mais abundante tiol não proteico 858 

distribuído nas células, conferindo proteção contra as toxinas exógenas e endógenas, 859 
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incluindo as espécies reativas de oxigênio (EROs) e espécies reativas de nitrogênio 860 

(ERNs). O núcleo do resíduo cistenilglicina da Glutationa está envolvido na sua função 861 

como antioxidante, mais especificamente como um redutor intracelular, sendo capaz, 862 

por exemplo, de reagir com um elétron não pareado de um radical livre. Esta substância 863 

é hábil em inativar diretamente EROs como O2

- e OH- (Jordão Júnior et al., 1998), 864 

exercendo um importante papel na desintoxicação e antioxidação dos compostos 865 

endógenos, bem como na manutenção do status redox intracelular (Luberda, 2005).  866 

Por ser um tripeptídeo linear, a Glutationa (Figura 3) é constituída por 867 

aminoácidos como o ácido glutâmico, cisteína e glicina, sendo o grupo tiol da cisteína o 868 

local ativo responsável pelas suas propriedades bioquímicas. A GSH é a forma reduzida 869 

da glutationa, sendo o grupo sulfidrila (SH), um nucleófilo forte, responsável pela 870 

proteção da célula contra o estresse oxidativo (Luberda, 2005).  871 

 872 

 873 

Figura 3: Estrutura da Glutationa 874 

 875 

A GSH está distribuída em todo organismo animal, presente na maioria das 876 

células em concentrações de 1 a 8 mM, geralmente, em sua maior quantidade no fígado. 877 

Desempenha um papel fundamental em muitos processos biológicos, incluindo a síntese 878 

de proteínas e DNA e o transporte de aminoácidos, exerce proteção das células contra a 879 

oxidação. Nas células germinativas participa dos eventos de maturação do oócito, 880 

fertilização e pré-implantação do embrião. A Glutationa está envolvida na proteção 881 

contra danos oxidativos nos gametas masculino e feminino (Luberda, 2005). 882 

A distribuição da glutationa no sistema reprodutor masculino é diferenciada de 883 

acordo com a espécie estudada. No espermatozoide, é encontrada em maiores 884 

concentrações na peça intermediária e pouca quantidade no plasma seminal (Knapen et 885 

al., 1999). No entanto, o processo de criopreservação estabelece significante redução da 886 

Glutationa no sêmen de diversas espécies (Gadea et al., 2007). Segundo Raijmakers et 887 
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al., (2003), a concentração da Glutationa no plasma seminal é determinante para a 888 

fertilidade, uma vez que a diminuição das concentrações deste tiol está associada à 889 

subfertilidade ou mesmo à infertilidade masculina. 890 

 891 

3. Considerações finais 892 

A escolha do macho, um manejo adequado, diluentes de boa qualidade e 893 

métodos eficazes de análise da viabilidade de células espermáticas são de fundamental 894 

importância para oferecer doses de sêmen viáveis para o uso posterior na inseminação 895 

artificial em granjas suinícolas e melhorar a rentabilidade. Por conseguinte, torna-se 896 

necessária a realização de estudos aprofundados com a adição de substâncias 897 

antioxidantes ao meio diluidor, para que haja consenso no tipo e dosagem a ser utilizado 898 

a fim de oferecer proteção à célula e prolongar a capacidade fecundante do 899 

espermatozoide durante os dias de conservação, fator este limitante para aplicação da 900 

técnica em maior escala. 901 
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Capítulo II 1421 

VIABILIDADE DO SÊMEN SUÍNO RESFRIADO A 15 °C ADICIONADO DE 1422 

ANTIOXIDANTES 1423 

Resumo 1424 

 1425 

Os antioxidantes são importantes para preservar as células contra danos oxidativos. 1426 

Diante disto, objetivou-se avaliar as características do sêmen suíno resfriado a 15°C 1427 

adicionado de antioxidantes: Vitamina C, Trolox e Gluationa ao diluente. O sêmen de 1428 

seis reprodutores foi coletado por meio da técnica da mão enluvada utilizando 1429 

manequim fixo. Foi acrescentado ao diluidor MR- A®: β00 μM/mL de Vitamina C, β00 1430 

μM/mL de Trolox e β,5 mM/mL de Glutationa e um grupo controle, totalizando quatro 1431 

tratamentos iniciais.  No laboratório as amostras foram submetidas aos testes de 1432 

motilidade e vigor, teste de eosina-nigrosina, teste de reação acrossomal Giemsa-Azul 1433 

de tripan e teste hiposmótico (HOST) durante o período de conservação (D0 a D3). 1434 

Após 30 h de armazenamento, cada tratamento foi dividido, sendo adicionado mais uma 1435 

concentração de Vitamina C, Trolox e Glutationa, no respectivo tratamento, totalizando 1436 

sete tratamentos finais. Dos antioxidantes testados observou-se que a Glutationa 1437 

apresentou melhor reposta a partir das primeiras 24 h em relação ao grupo controle 1438 

sobre a motilidade espermática, porém não houve diferença (p>0,05) entre os 1439 

tratamentos quanto ao vigor espermático. Para o teste eosina-nigrosina, não houve 1440 

diferença (p>0,05) entre tratamentos dentro de tempo. Sobre o teste HOST, a adição de 1441 

antioxidantes ao diluidor não influenciou a integridade da membrana plasmática. 1442 

Quanto ao teste Giemsa/Azul de trypan, o tratamento com a Glutationa apresentou 1443 

maior número de espermatozoides vivos com a preservação do acrossoma em relação ao 1444 

grupo controle. Após receberem a segunda dose de antioxidante a Vitamina C, o Trolox 1445 

e a Glutationa foram comparados aos tratamentos que não receberam a dose adicional, 1446 

em relação à motilidade houve diferença (p<0,05) no terceiro dia (D2), a não adição 1447 

apresentou melhor resposta. Aos demais testes, não houve efeito de adicionar ou não 1448 

uma segunda dose de antioxidantes. Desta forma, a adição dos antioxidantes ao diluente 1449 

não apresentou resultados significativos sobre os parâmetros analisados, exceto sobre a 1450 

motilidade espermática e integridade do acrossoma, em que o tratamento utilizando a 1451 
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Glutationa apresentou melhor resposta. A adição da segunda dose de antioxidantes 1452 

mostrou-se inviável em todos os parâmetros avaliados.  1453 

Palavras-chave: resfriamento, antioxidantes, espermatozoides, varrão. 1454 

Abstract 1455 

 1456 

Antioxidants are important to protect cells against oxidative damage. Given this, aimed 1457 

to evaluate the semen characteristics swine cooled to 15 ° C by adding antioxidants 1458 

Vitamin C, Trolox and Gluathione the diluent. Semen was collected six players from the 1459 

gloved hand technique and use of fixed dummy. Was added to the extender MR-A®: 1460 

200 μM/mL of vitamin C, 200 μM/mL of Trolox and 2.5 mM/ml of Glutathione and a 1461 

control group, a total of four initial treatments. In the laboratory the samples were 1462 

submitted to motility and vigor tests, eosin-nigrosine test, acrosome reaction test 1463 

Giemsa- trypan blue and hiposmotic test (HOST) during the retention period (D0 to 1464 

D3). After 30 h storage was added over a concentration of vitamin C, Trolox and 1465 

Glutathione final total of seven treatments. Antioxidants tested was observed that 1466 

glutathione showed better response from the first 24 h in the control group on sperm 1467 

motility, however there was no difference (p> 0.05) between treatments on the sperm 1468 

vigor. For the eosin-nigrosine test, there was no difference (p> 0.05) between treatments 1469 

in time. On the HOST test, the addition of antioxidants to the extender did not affect the 1470 

integrity of the plasma membrane. As the Giemsa/trypan blue test was no effect in 1471 

treatment of stroke, treatment with glutathione had a higher number of live sperm with 1472 

the preservation of the acrosome in the control group. After receiving the second dose 1473 

of antioxidant vitamin C, glutathione, and Trolox were compared to treatments without 1474 

additional dose motility relative difference (p <0.05) on the third day (D2), adding the 1475 

non-had a better response. The other tests, no effect of adding or not a second dose of 1476 

antioxidants. Thus, the addition of antioxidants to the diluent showed no significant 1477 

results on the analyzed parameters, except on sperm motility and acrosome integrity, 1478 

wherein the treatment using glutathione showed a better response. The addition of the 1479 

second dose of antioxidants was not viable in all parameters. 1480 

Keywords: cooling, antioxidants, sperm, boar. 1481 

 1482 
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1. Introdução  1483 

A inseminação artificial é a técnica da reprodução mais utilizada na suinocultura 1484 

moderna por trazer diversas vantagens, entre elas, os ganhos advindos da melhoria 1485 

genética como sendo a de maior relevância. A manutenção do sêmen suíno refrigerado 1486 

tem se mostrado eficiente para propagação do material genético, porém seu uso fica 1487 

normalmente restrito por um período médio de 3 dias de armazenamento (Castagna et 1488 

al., 2001; Bortolozzo et al., 2005). 1489 

O tempo de armazenamento e as baixas temperaturas em que os espermatozoides 1490 

ficam submetidos causam alterações às células que determinam a redução da fertilidade. 1491 

Durante a manipulação, o sêmen é exposto ao oxigênio e pode promover o aumento da 1492 

produção das espécies reativas de oxigênio (EROs) que quando em excesso induzem a 1493 

peroxidação lipídica, causando queda irreversível na motilidade espermática e 1494 

alterações de proteínas e ácidos nucleicos destas células, além de estimular a morte 1495 

celular (Maia, 2003; Mahadevan et al., 1997; Erenpreiss et al., 2006). 1496 

O sêmen suíno é um dos mais sensíveis a flutuações de temperatura, 1497 

principalmente quando o sêmen in natura é resfriado rapidamente. O ideal para o 1498 

armazenamento das doses inseminantes é em torno de 15° a 18° C, sendo que 1499 

temperaturas inferiores a 15 °C causam choque térmico, havendo significativa redução 1500 

da motilidade, e temperaturas superiores a 18 °C reduzem o metabolismo dos 1501 

espermatozoides favorecendo a multiplicação de bactérias, que afeta negativamente na 1502 

qualidade do sêmen. (Corrêa et al., 2001; Scheid, 2003).  1503 

A possibilidade de usar o sêmen por tempo superior a 48 h e manter sua 1504 

qualidade é fundamental para o sistema produtivo. Por essa razão, pesquisas com 1505 

diversas substâncias adicionadas aos diluidores têm sido desenvolvidas, com o objetivo 1506 

de amenizar o efeito negativo da temperatura durante o resfriamento do sêmen e 1507 

prolongar o tempo de estoque de três dias para cinco ou sete dias (Murgas et al., 2001). 1508 

Dentre essas substâncias estão os antioxidantes, formados por enzimas, 1509 

vitaminas, minerais e outros compostos vegetais, capazes de proteger os sistemas 1510 

biológicos, retardando a oxidação de macromoléculas ou estruturas celulares. A adição 1511 

dessas substâncias ao diluidor objetiva auxiliar na capacidade de atuar como inibidores 1512 

de radicais livres protegendo os espermatozoides contra os efeitos das EROs (Stedman, 1513 

2003; Pietta, 2000; Jordão Júnior et al., 1998; Agarwal e Prabakaran, 2005).  1514 
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O espermatozoide apresenta naturalmente um sistema antioxidante, intra e 1515 

extracelular, constituído de um sistema de defesa enzimático e não enzimático 1516 

responsável por combater o estresse oxidativo e a lipoperoxidação. Pertencendo ao 1517 

grupo dos enzimáticos estão o superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e 1518 

glutationa peroxidase (GPX). Em adição, o sêmen contém uma variedade de 1519 

antioxidantes não enzimáticos como a vitamina E, vitamina C, urato, piruvato, taurina e 1520 

hipotaurina. (Sanocka e Kurpisz, 2004; Silva et al., 2011; Aitken,1995; Agarwal e Saleh 1521 

2002).  1522 

Contudo, durante o processamento do sêmen destinado ao armazenamento, 1523 

ocorre um comprometimento da capacidade protetora a partir da redução da 1524 

concentração de antioxidantes presentes no ejaculado após a diluição ou remoção do 1525 

plasma seminal (Sarlós et al., 2002; Guerra et al., 2004). Desta maneira, a fim de 1526 

melhorar a qualidade seminal, objetivou-se avaliar características do sêmen suíno 1527 

resfriado a 15° C adicionado dos antioxidantes Vitamina C, Trolox e Glutationa ao 1528 

diluente. 1529 

2. Material e Métodos  1530 

2.1 Local 1531 

O experimento foi realizado, primeiramente, na suinocultura comercial–1532 

AGROLUSA, localizada no município de São Luís – MA (2°35'S; 44°12'W) para coleta 1533 

e análises iniciais. Após execução da primeira etapa, o sêmen foi levado ao laboratório 1534 

de Reprodução Animal do curso de Medicina Veterinária da Universidade Estadual do 1535 

Maranhão - UEMA para a realização dos testes funcionais. 1536 

 1537 

2.2 Animais e Coleta 1538 

O sêmen de seis reprodutores mestiços (Landrace x Large White), com idades 1539 

entre 2 e 4 anos, mantidos em sistema de confinamento, foi coletado em um período de 1540 

10 semanas alternadas por meio da técnica da mão enluvada e utilização de manequim. 1541 

A colheita foi realizada em um recipiente plástico com capacidade de 500 mL, 1542 

previamente aquecido a 37 °C, a fim de evitar choque-térmico e alterações das 1543 

características do sêmen. Após separação da fração gelatinosa do ejaculado e para 1544 

controle efetivo do sêmen utilizado, foram avaliados o aspecto físico (volume – mL, em 1545 
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balança) e microscópico (concentração – espemiodensímetro, motilidade espermática - 1546 

%, e vigor – 0 a 5), segundo CBRA (1998).  1547 

A motilidade e vigor foram avaliados subjetivamente, na qual se observou a 1548 

porcentagem de espermatozoides em movimento. Esta avaliação foi realizada em 1549 

microscópio óptico com aumento de 100 vezes. Para tal, colocou-se uma gota de sêmen 1550 

(10µL) entre lâmina e lamínula, previamente aquecidas, avaliando-se o percentual de 1551 

células móveis, enquanto que o vigor, o qual determina a velocidade que as células 1552 

atravessam o campo, foi classificado em escalas 0 a 5, sendo 0 a intensidade fraca e 5 a 1553 

intensidade máxima.  1554 

A morfologia espermática foi realizada através da amostra diluída, conservada em 1555 

solução de formol-salina. Estimou-se o percentual de células normais e patológicas sob 1556 

microscopia de contraste de fase (Microscópio Nikon Eclipse 50i), com aumento de 1557 

1000x, contando-se 100 células. 1558 

 1559 

2.3 Diluição 1560 

A diluição foi realizada no laboratório da empresa suinícola em banho-maria à 1561 

temperatura de 37° C, utilizando o diluidor comercial MR-A®, atingindo uma 1562 

concentração de 30 x 106 sptzs/mL, para que tanto o sêmen quanto os diluidores 1563 

estivessem na mesma temperatura.  Foi obtida uma amostra de 40 mL de sêmen diluído, 1564 

dividido em quatro tubos de ensaio, identificados quanto ao tipo de antioxidante a ser 1565 

adicionado e o animal coletado, totalizando quatro tratamentos iniciais. 1566 

 Após avaliação da motilidade espermática, o sêmen foi transportado até o 1567 

Laboratório de Reprodução Animal da Universidade Estadual do Maranhão em 1568 

embalagem isotérmica. No laboratório, foram adicionados aos tubos β00 μM/mL de 1569 

Vitamina C, β00 μM/mL de Trolox e β,5 mM/mL de Glutationa, e um tubo sem 1570 

antioxidante (controle). As amostras foram mantidas a 15 °C em uma caixa térmica 1571 

dentro do refrigerador, com um termômetro digital acoplado para melhor controle da 1572 

temperatura. As amostras foram avaliadas nos dias D0, D1, D2 e D3, sendo o primeiro 1573 

dia da coleta considerado o dia zero (D0) e o último, D3.  1574 

Após 30 horas de armazenamento, foram adicionados mais uma concentração de 1575 

Vitamina C, Trolox e Glutationa aos tubos de cada tratamento, totalizando sete 1576 

tratamentos finais, apresentando o seguinte desenho experimental: 1577 
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 D0 

T1 
Controle 

T2 
β00 μM/mL de Vitamina C 

T3 
β00 μM/mL de Trolox 

T4 
2,5 mM/mL de Glutationa 

D2 

T5 
400 μM/mL de Vitamina C 

T6 
400 μM/mL de Trolox 

T7 
5 mM/mL de Glutationa 

 1578 

2.4 Análise do sêmen 1579 

Todos os animais passaram pelo teste de motilidade e vigor, teste de eosina 1580 

nigrosina, teste de reação acrossomal (Giemsa-Azul de tripan), teste da integridade da 1581 

membrana plasmática - teste hiposmótico (HOST). 1582 

O teste de motilidade e vigor consistiu em avaliar o sêmen no momento da 1583 

diluição e após o período de estabilização no tempo zero de cada dia de avaliação (D0 a 1584 

D3). Para tal, seguiu-se os critérios estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de 1585 

Reprodução Animal (1998). 1586 

A quantidade de vivos e mortos foi determinada através da combinação dos 1587 

corantes eosina-nigrosina em esfregaço com o sêmen (10 µL) na proporção 1:1. Por se 1588 

tratar de um corante vital, apenas as células mortas são coradas, sendo tingidas de rosa 1589 

enquanto as células vivas ficam sem coloração, brancas. A nigrosina é responsável pelo 1590 

contraste mais escuro de fundo da lâmina, permitindo a visualização dos 1591 

espermatozoides não corados. Para a realização do teste, uma contagem de 100 1592 

espermatozoides foi realizada em microscópio de luz, sob aumento de 100x de forma a 1593 

diferenciar as células vivas (não coradas) das mortas (coradas).  1594 

O teste de integridade do acrossoma e diferenciação de espermatozoides viáveis 1595 

foram feitos por meio de uma coloração dupla (Giemsa e Azul de Tripan). A avaliação 1596 

consistiu em adicionar 200µL de sêmen diluído de cada tratamento em 200µL de azul 1597 

de tripan (0,2%) ficando em banho-maria a 37 °C por 10 minutos, após esse período 1598 

adicionaram-se aos tubos 2mL de DPBS (Dulbecco'sPhosphate-Buffered Saline), os 1599 

quais foram levados à centrifuga em uma rotação de 600g por 6 minutos. A cada 1600 

centrifugação descartou-se o sobrenadante e homogeneizou-se o pelete com a solução 1601 

tampão a fim de obter uma solução com coloração azul claro para realizar o esfregaço. 1602 

Feito o esfregaço, o mesmo foi fixado com metanol e incubado por 6 horas em 1603 

uma solução de Giemsa a 4%. Após esse período lavaram-se as lâminas com água 1604 

corrente, deixando-as secar para realizar as leituras. Usou-se microscopia de contraste 1605 
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de fase (Microscópio Nikon Eclipse 50i), com aumento de 100x, contando-se 100 1606 

células e classificando-as em: vivo com acrossoma (VC); morto com acrossoma (MC); 1607 

vivo sem acrossoma (VS) e morto sem acrossoma (MS). 1608 

O teste hiposmótico consistiu da adição de 100 μL de sêmen diluído em βmL de 1609 

solução hiposmótica (citrato de sódio + frutose a 150mOsm ) e mantidos por 15 minutos 1610 

em banho-maria a 37 °C. Após o período de incubação, em 1mL da solução, foram 1611 

adicionado 1 mL de formol salino. Dessa nova solução, retirou-se uma alíquota de 1612 

10μL, colocando-a em uma lâmina, recoberta por uma lamínula, para realização da 1613 

contagem total de 100 células sob microscopia de contraste de fase com aumento de 1614 

100x. Os espermatozoides com caudas retas indicavam ruptura de membrana, os que 1615 

permaneceram com membrana íntegra apresentaram cauda dobrada e/ou enrolada. O 1616 

resultado foi determinado em porcentagem, após a diferença entre a porcentagem de 1617 

espermatozoides reativos ao HOST e porcentagem de espermatozoides que 1618 

apresentaram patologias de cauda, durante o exame de morfologia espermática, segundo 1619 

Melo e Henry (1999). 1620 

 1621 

2.5 Análise Estatística 1622 

O delineamento utilizado foi em blocos ao acaso com parcelas subdivididas, 1623 

onde cada animal representou um bloco e cada dia de análise uma parcela. Utilizou-se o 1624 

programa BioEstat 5.0 para comparação das médias encontradas. As variáveis 1625 

paramétricas foram avaliadas pela ANOVA, comparando-se as médias pelo teste de 1626 

Tukey, e as variáveis não paramétricas foram analisadas pelo teste de Friedman com 1627 

significância de 5%. Todas as variáveis passaram pelos testes de normalidade de 1628 

Shapiro-Wilk e Lilliefors. 1629 

3. Resultados e Discussão  1630 

A concentração média e o volume do ejaculado entre os reprodutores foram de 1631 

485 x 10⁶sptz/mL e 304 mL, respectivamente. O sêmen in natura apresentou uma 1632 

motilidade média de 88%±4,47 e vigor 4,1±0,22. Estes valores se mantiveram dentro 1633 

dos parâmetros estipulados pela metodologia para utilização do ejaculado.  1634 

A motilidade espermática é um dos critérios utilizados para seleção de 1635 

reprodutores para os processos de preservação do sêmen, em que segundo Roca et 1636 
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al.(2006), o percentual de motilidade espermática para criopreservação do sêmen suíno 1637 

deve estar entre 70% e 90%, em seus experimentos estes autores trabalharam com uma 1638 

média de 76% da motilidade dos espermatozoides, conseguindo bons resultados. 1639 

Contudo, outros autores preferem selecionar apenas aquelas amostras que estão acima 1640 

de 80% de motilidade do sêmen fresco (Cordova et al, 2004). O mesmo ocorreu com o 1641 

presente estudo, utilizando sêmen de reprodutores com média de 88% de motilidade. 1642 

Em relação a morfologia espermática, os principais defeitos encontrados foram 1643 

de cauda fortemente dobrada ou enrolada, patologia de peça intermediária e gota 1644 

citoplasmática proximal. A média geral de defeitos maiores, menores e totais não 1645 

ultrapassou os valores normais para suínos preconizados pelo CBRA (1998), 1646 

classificados como aptos à reprodução. 1647 

Quanto à avaliação da motilidade e vigor espermáticos, não houve diferença 1648 

dentro de tratamento por tempo do teste de termo resistência lento (TTL) (0, 10, 20 e 1649 

γ0’) (p>0,05). Desta maneira, os dados foram agrupados por tratamento para serem 1650 

comparados entre os dias (D0, D1, D2 e D3) de avaliação e entre cada um dos 1651 

tratamentos (Controle, Vitamina C, Trolox e Glutationa). Houve diferença (p<0,05) 1652 

dentro dos dias de avaliação dentro de tratamento. No entanto, tal resposta já era 1653 

esperada, uma vez que o tempo de armazenamento tem ação direta sobre tal variável. 1654 

Houve diferença estatística (p<0,05) entre os tratamentos dentre os dias, mas não 1655 

dentro de dia (p>0,05) quanto a variável motilidade (Tabela 1). O vigor espermático não 1656 

apresentou diferença estatística (p>0,05) (Tabela 2). A partir das primeiras 24 horas de 1657 

observação a glutationa se destacou apresentando diferença estatística (p<0,05) frente 1658 

ao grupo controle. 1659 

 1660 

Tabela 1: Média e desvio padrão do teste de motilidade dos antioxidantes, avaliados nos 1661 

dias D0 a D3. 1662 

Letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste Friedman (p<0,05). 1663 

Dias Tratamentos 
Controle  Vitamina C Trolox  Glutationa  

D0 60±13,35 61,66±12,99 57,92±17,06 63,45±16,69 
D1 23,08±17,66b 23,87±17,07ab 28,16±19,71ab 32,41±17,5a 

D2 17,16±13,14b 13,70±14,01ab 15,79±14,88ab 25,75±16,61a 

D3 11,70±11,19b 8,16±8,92ab 10,62±10,83ab 18,75±12,99a 
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Tabela 2: Média e desvio padrão do teste de vigor dos antioxidantes, avaliados nos dias 1664 

D0 a D3. 1665 

Não houve diferença (p>0,05) pelo teste de Friedman. 1666 

 1667 

 1668 

Por ser extremamente sensível a redução de temperatura, o sêmen suíno sofre 1669 

queda drástica e rápida na motilidade, normalmente é armazenado em temperaturas 1670 

entre 15 e 18 °C após a diluição. Neste estudo foi avaliado o sêmen armazenado em 1671 

temperatura a 15 °C, ocorrendo oscilações de temperatura (15– 12 °C), assim observou-1672 

se uma elevada redução da motilidade e vigor espermáticos ao longo dos dias de 1673 

conservação. 1674 

A adição de Vitamina C e Trolox em todos os experimentos não melhoraram a 1675 

motilidade progressiva e vigor em relação ao grupo controle (sem adição de 1676 

antioxidantes) discordando dos resultados de Peña et al (2003), ao sugerirem que a 1677 

adição de trolox (100 a β00 μM) na congelação de sêmen suíno houve um aumento 1678 

significativo na motilidade e velocidade espermática. Da mesma forma, Grossfeld 1679 

(2007) relatou que a adição de antioxidantes ao diluidor do sêmen suíno melhora 1680 

significativamente a motilidade espermática.   1681 

A glutationa também não apresentou melhora sobre o vigor em todos os 1682 

experimentos, porém a partir das primeiras 24h  apresentou melhor resposta em relação  1683 

ao grupo controle sobre a motilidade espermática, ainda sim não se enquadrando as 1684 

exigências mínimas recomendada pelo CBRA(1998). Por ser o principal composto de 1685 

tiol não proteico, a glutationa participa de inúmeras funções celulares, incluindo 1686 

transporte de aminoácidos, DNA e síntese de proteínas, a redução de pontes dissulfetos 1687 

e proteção contra o estresse oxidativo. Os grupos sulfidrílicos de GSH conferem 1688 

proteção contra danos celulares por oxidantes e radicais livres (Irvine,1996). 1689 

Segundo os estudos de Gadea (2004) a criopreservação do sêmen suíno está 1690 

associada com redução na motilidade e viabilidade espermática. Em contraste, o autor 1691 

observando a adição 5mM de GSH  na preservação do sêmen suíno a 15° C observou 1692 

que não resultou na diminuição da viabilidade espermática. O mesmo não foi 1693 

Dias 
 

Tratamentos 
Controle  Vitamina C Trolox  Glutationa  

D0 2,41±0,58 2,45±0,65 2,41±0,65 2,5±0,64 
D1 0,95±0,95 0,83±0,96 1,08±1,10 1,37±0,87 
D2 0,75±0,73 0,5±0,72 0,70±0,75 1,04±0,69 
D3 0,70±0,80 0,33±0,56 0,58±0,71 0,87±0,79 
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apresentado nos resultados de Whitaker et al., (2008) os quais afirmaram que 1694 

completando 5,0 mM de glutationa (GSH) para descongelamento nos meios de cultura 1695 

diminuiu significativamente a motilidade progressiva do espermatozoide suíno. No 1696 

entanto, os resultados obtidos sobre os antioxidantes devem ser confirmados em estudos 1697 

futuros onde a motilidade espermática devem ser monitoradas por análise assistida por 1698 

computador (CASA). 1699 

A quantidade de células espermáticas vivas e mortas determinadas pelo corante 1700 

vital, Eosina-Nigrosina, foi comparada entre si dentro e entre os períodos de tempo. Não 1701 

houve diferença (p>0,05) entre tratamentos dentro de tempo comparando-se as médias 1702 

pelo teste de Tukey (Tabela 3). 1703 

Para o grupo controle houve diferença (p<0,05) entre o momento do Dia 0 e o 1704 

Dia 3. Resultados similares foram apresentados pelos tratamentos com Vitamina C e 1705 

glutationa. Contudo, o Trolox apresentou diferença entre os dias D0, D2 e D3. Isto 1706 

demonstrou que este reagente não conseguiu manter a viabilidade até o último dia sem 1707 

perda significante. Os dados apresentados divergiram dos encontrados por Peña et al., 1708 

(2003), que concluíram que o Trolox tem um efeito protetor no espermatozoide e que 1709 

isso influencia a fração do ejaculado. Estes autores relataram que este efeito pode ser 1710 

relacionado com as diferentes composições de plasma seminal entre frações, que pode 1711 

determinar uma sensibilidade inferior a danos oxidativos no teor do sêmen na primeira 1712 

fração do ejaculado. No entanto, no presente experimento segue-se que o antioxidante 1713 

por si só não exerceu efeitos protetores necessários. 1714 

 1715 

Tabela 3: Média e desvio padrão do teste de eosina-nigrosina dos antioxidantes, 1716 

avaliados nos dias D0 a D3. 1717 

Letras distintas na mesma coluna diferem (p>0,05) pelo teste de Tukey. 1718 

 1719 

Na tabela 4 estão apresentados os resultados da integridade da membrana 1720 

espermática avaliada pelo teste hiposmótico (HOST).  1721 

Dias  Tratamentos 
Controle  Vitamina C Trolox  Glutationa  

D0 84±13,92a 84,83±11,06a 84±10,73a 84,83±9,86a 

D1 63,16±16,90ab 67,66±15,06ab 62,83±20,36abc 65,83±20,70ab 

D2 54,83±31,33ab 59,83±31,95ab 56,5±21,65b 57,16±30,82ab 

D3 46,16±14,95b 49,66±11,41b 49,33±7,25c 51,66±19,49b 
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Tabela 4: Média e desvio padrão do teste hiposmótico (%) das células espermáticas 1722 

submetidas aos antioxidantes, avaliados nos dias D0 a D3. 1723 

Dias  Tratamentos 
Controle  Vitamina C Trolox Glutationa 

D0 34,16±9,28 30±11,64 34±15,28 29,33±11,29 
D1 23,5±12,80 17,66±11,03 26,33±10,93 22,5±11,92 
D2 22,66±3,93 23,16±12,54 24,5±7,09 36,16±25,43 
D3 29,83±21,23 26,16±11,19 26±13,02 29,5±16,59 
Não houve diferença estatística (p>0,05) entre tratamentos e nem dentro de tempo, médias 1724 

comparadas pelo teste de Tukey. 1725 

 1726 

A adição de antioxidantes ao diluidor não influenciou a integridade da 1727 

membrana plasmática, não havendo diferença nem dentro de tempo nem entre 1728 

tratamentos (p>0,05), apenas entre animais (Tabela 4). Estes resultados são reafirmados 1729 

pelas declarações feitas por Boe-Hansen (2004), o qual informa que alguns reprodutores 1730 

podem ter melhores características em seu plasma seminal que outros, mesmo com 1731 

variação entre raças.  1732 

Estes resultados são muito importantes para o estudo, uma vez que a 1733 

funcionalidade da membrana está correlacionada com a capacidade fecundante dos 1734 

espermatozoides, quando dado a reação do acrossoma, fenômeno de grande importância 1735 

biológica, com consequências importantes em conformidade com o desnudamento do 1736 

oócito e penetração da zona pelúcida (Esteves et al., 2000) 1737 

Quanto ao teste Giemsa/Azul de trypan não houve efeito de tratamento dentro de 1738 

tempo, mas houve efeito dentro de tratamento entre tempos, em que o tratamento com a 1739 

Glutationa apresentou maior número de espermatozoides vivos com a preservação do 1740 

acrossoma no D0, D2 e D3 em relação ao grupo controle (Tabela 5). 1741 

 1742 

Tabela 5: Média e desvio padrão das células espermáticas vivas com acrossoma 1743 

submetidas aos antioxidantes, avaliados nos dias D0 a D3. 1744 

Dias  Tratamentos 
Controle  Vitamina C Trolox  Glutationa  

D0 45,5±17,54c  58±17,81b 51,5±23,27b 67,5±19,27a 

D1 42,16±18,01 39,16±24,59 42,33±17,13 48,66±25,03 
D2 22,5±14,12b 36±23,13a 36,16±21,93a 39,33±30,34a 

D3 19±12,83b 34,33±18,88a 26,66±14,14b 34,33±19,07a 

Letras diferentes na mesma linha apresentam diferença estatística (p<0,05) pelo teste de Tukey. 1745 

 1746 
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Além da glutationa, os tratamentos com Vitamina C e Trolox apresentaram 1747 

diferenças significativas ao grupo controle, mostrando maior porcentagem de 1748 

espermatozoides não corados pelo corante vital. Diferente dos resultados encontrados 1749 

neste estudo, Araújo et al. (2012) encontraram que a adição de trolox (1000, 2000 e 1750 

3000 μM) ao diluente LPD, não produziu efeito sobre o percentual de espermatozoides 1751 

com acrossoma intacto, apresentando-se semelhante entre os tratamentos durante cinco 1752 

dias de conservação do sêmen suíno. O mesmo ocorreu com a adição de vitamina C 1753 

(2,5, 5 e 10 mM) ao diluidor BTS, em que não apresentou diferença significativa na 1754 

viabilidade e nos parâmetros de integridade acrossômica do sêmen suíno (Breininger et 1755 

al., 2014). 1756 

 Frente as variáveis analisadas: vivo com acrossoma, vivo sem acrossoma, morto 1757 

com acrossoma e morto sem acrossoma, destacou-se apenas os vivos com acrossoma, 1758 

uma vez que esses espermatozoides vivos com acrossoma intacto são os únicos 1759 

potencialmente aptos ao processo de fecundação (Parrish et al., 1988; Hossepian de 1760 

Lima, 2005). A reação acrossomal segue a capacitação do espermatozoide, processo 1761 

complexo que modifica a composição da membrana plasmática, sensibilizando as 1762 

células espermáticas para induzir fisiologicamente a reação acrossomal, evento 1763 

necessário para a fecundação de óvulos (Siciliano et al., 2008). Desta maneira, 1764 

esperando-se aumentar o número de células não reativas adicionou-se uma segunda 1765 

dose de antioxidante a cada tratamento com o intuito de sobre por o período de oxidação 1766 

que tais reagentes pudessem ser expostos.  1767 

Assim, a Vitamina C, o Trolox e a Glutationa após receberem a segunda dose de 1768 

antioxidante no terceiro dia (D2) foram observadas por mais 48 horas, sendo 1769 

comparadas com as amostras que não receberam a dose adicional. Estes tratamentos não 1770 

apresentaram diferença estatística (p>0,05) dentro de tempo, quanto à motilidade e 1771 

vigor (Tabela 6 e 7).  1772 

 1773 

Tabela 6: Média e desvio padrão do teste de motilidade espermática após dose adicional 1774 

dos antioxidantes, avaliados nos dias D2 e D3 1775 

Dias Tratamento com adição 
Vitamina C Trolox  Glutationa  

D2 4,45±4,10 8,08±6,49 16,29±9,07 
D3 5,33±8,74 8,79±11,47 18,5±12,3 
Não houve diferença (p>0,05) pelo teste de Friedman. 1776 

 1777 
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Tabela 7: Média e desvio padrão do teste de vigor espermático após dose adicional dos 1778 

antioxidantes, avaliados nos dias D2 e D3 1779 

Dias  Tratamento com adição 
Vitamina C Trolox  Glutationa  

D2 0,37±0,76 0,62±0,76 0,87±0,74 
D3 0,2±0,5 0,5±0,65 1±0,72 
Não houve diferença (p>0,05) pelo teste de Friedman. 1780 

 1781 

O uso de antioxidantes adicionado após 30 h de armazenamento mostrou-se 1782 

inviável no experimento, uma vez que resultou em baixos ou quase nulos valores nos 1783 

parâmetros de motilidade e vigor espermáticos. 1784 

Como não houve diferença entre os tratamentos que receberam a segunda adição 1785 

de antioxidantes, realizou-se a comparação entre os tratamentos que não receberam 1786 

adição dos antioxidantes. Quanto a variável motilidade, houve diferença (p<0,05) no 1787 

terceiro dia (D2), a não adição apresentou melhor resposta, sendo a glutationa sem 1788 

adição o melhor dentre os tratamentos. No quarto dia (D3) houve diferença (p<0,05) em 1789 

relação a Vitamina C, sendo que a não adição também apresentou melhor resposta. Não 1790 

houve diferença (p>0,05) entre os que receberam e os que não receberam a 1791 

complementação do Trolox e da Glutationa (Tabela 8). 1792 

 1793 

Tabela 8: Média e desvio padrão do teste de motilidade dos antioxidantes, avaliados nos 1794 

dias D2 e D3. 1795 

 

Dias  Tratamentos sem adição 
Vitamina C Trolox Glutationa 

D2 13,70±14,01a 15,79±14,88a 25,75±16,6a 

D3 8,16±8,92b 10,62±10,83b 18,75±12,99b 

                                         Tratamentos com adição 
Dias Vitamina C Trolox Glutationa 
D2 4,45±4,10c 8,08±6,49b 16,29±9,07b 

D3 5,33±8,74c 8,79±11,47b 18,5±12,3b 

Letras diferentes na mesma coluna apresentam diferença estatística (p<0,05) pelo teste de 1796 

Friedman. 1797 

 1798 

Quanto ao teste Eosina-nigrosina compararam-se os tratamentos entre os dias de 1799 

avaliação, os quais não apresentaram efeito do tratamento de dose adicional nos dias D2 1800 

e D3 (Tabela 9). 1801 

 1802 

 1803 
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Tabela 9: Média e desvio padrão do teste de eosina-nigrosina nas doses adicionais dos 1804 

antioxidantes, avaliados nos dias D2 e D3. 1805 

Dias Tratamentos sem adição 
Vitamina C Trolox  Glutationa 

D2 59,83±31,95 56,5±21,65 57,16±30,82 
D3 49,66±11,41 49,33±7,25 51,66±19,49 
Dias Tratamentos com adição 

Vitamina C Trolox Glutationa 
D2 55,5±28,87 46±25,41 50,83±30,3 
D3 46±13,22 41,83±19,5 52±20,57 
Não houve diferença (p>0,05) pelo teste de Tukey. 1806 

 1807 

Na tabela 10 estão apresentados os resultados da integridade da membrana 1808 

espermática avaliada pelo HOST. Não houve efeito de adicionar ou não o antioxidante 1809 

no terceiro e quarto dia de avaliação em cima da integridade da membrana plasmática. 1810 

 1811 

Tabela 10: Média e desvio padrão do teste hiposmótico (%) das células espermáticas 1812 

submetidas aos antioxidantes adicionais, avaliados nos dias D2 e D3 1813 

Dias Tratamentos sem adição 
Vitamina C Trolox Glutationa 

D2 30±11,64 34±15,28 29,33±11,29 
D3 17,66±11,03 26,33±10,93 22,5±11,92 
Dias Tratamentos com adição 

Vitamina C Trolox Glutationa 
D2 28,16±19,38 24±8,87 25,83±14,07 
D3 26,83±25,26 20,83±18,55 23,5±14,37 
Não houve diferença (p>0,05) pelo teste de Tukey. 1814 

Em relação ao teste Giemsa/Azul de trypan, não houve diferença estatística entre 1815 

os tratamentos sem e com adição de antioxidante no D2 e D3 (Tabela 11). 1816 

 1817 

Tabela 11: Média e desvio padrão das células espermáticas vivas com acrossoma 1818 

submetidas aos antioxidantes, avaliados nos dias D2 e D3. 1819 

Dias Tratamentos sem adição 
Vitamina C Trolox Glutationa 

D2 30±11,64 34±15,28 29,33±11,29 
D3 17,66±11,03 26,33±10,93 22,5±11,92 
Dias Tratamentos com adição 

Vitamina C Trolox Glutationa 
D2 28,16±19,38 24±8,87 25,83±14,07 
D3 26,83±25,26 20,83±18,55 23,5±14,37 
Não houve diferença (p>0,05) pelo teste de Friedman. 1820 

 1821 



53 

 

Esperava-se que a adição das substâncias antioxidantes após 30h de 1822 

armazenamento melhorassem a qualidade de alguns parâmetros seminais das amostras 1823 

resfriadas, levando-se em consideração o tempo de incubação, uma vez que, durante o 1824 

processo de maturação, os espermatozoides perdem a maior parte de seu citoplasma, 1825 

limitando a defesa contra o estresse oxidativo e tornando-se dependentes dos 1826 

antioxidantes presentes no plasma seminal (Baumber et al., 2005), evidenciando a 1827 

importância da utilização dessas substâncias ao meio diluidor. 1828 

Não há consenso na literatura para o efeito preventivo de substâncias 1829 

antioxidantes adicionados aos diluentes. Alguns estudos citam efeitos positivos, 1830 

enquanto outros afirmam que não há nenhum benefício em adicionar tais substâncias 1831 

(Ball et al., 2001; Baumber et al., 2005; Gadea et al., 2007; Maia e Bicudo, 2009; Silva 1832 

et al., 2009; Oliveira et al., 2013). Divergências dentro da espécie pode ser devido a 1833 

variações na idade, raça animal, componentes diluentes, procedimentos de conservação 1834 

de sêmen, e combinações de doses dos antioxidantes. No entanto, estudos adicionais são 1835 

necessários para avaliar e determinar uma concentração ideal, bem como mais 1836 

experiências são necessárias para provar o efeito benéfico destes antioxidantes na 1837 

melhoria das taxas de fertilidade de fêmeas inseminadas artificialmente com o sêmen 1838 

resfriado. 1839 

Conclusão 1840 

Neste experimento a adição dos antioxidantes ao diluente não apresentou 1841 

resultados significativos sobre os parâmetros analisados, exceto sobre a motilidade 1842 

espermática e integridade do acrossoma, em que o tratamento utilizando a Glutationa 1843 

apresentou melhor resposta.  1844 

A adição da segunda dose de antioxidantes mostrou-se inviável em todos os 1845 

parâmetros avaliados.  1846 
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ANEXO 2005 
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 2009 

Figura 1: Teste Eosina-nigrosina: 2010 

a) espermatozoides vivos 2011 

b) espermatozoide morto 2012 
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 2017 

         2018 

 Figura 2: Teste Azul de Tripan/Giemsa: 2019 

a) Vivos com acrossoma(VC) 2020 

b) Vivo sem acrossoma (VS) 2021 

c) Morto com acrossoma (MC) 2022 

d) Morto sem acrossoma (MS) 2023 
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