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RESUMO 

Objetivou-se avaliar a influência da adição de GSH ao meio de congelamento do 

sêmen suíno, adicionado ou não de IGF-I ou anti-IGF-I, sobre a qualidade do sêmen suíno 

congelado. Oito ejaculados provenientes de oito varrões das raças Duroc e Large White foram 

utilizados. O delineamento experimental foi em blocos ao acaso (ejaculado) com seis 

tratamentos e oito repetições. Os tratamentos foram: T1: controle (sêmen diluído); T2: 

controle + IGF-I; T3: controle + anticorpo anti-IGF-I; T4: controle + GSH; T5: Controle + 

GSH + IGF-I e T6: Controle + GSH + anticorpo anti-IGF-I. O IGF-I (30 ng/mL de sêmen) ou 

seu anticorpo (60 ng/mL) foram adicionados logo após a diluição do sêmen fresco e o GSH (5 

mM) ao meio de congelamento. Amostras de sêmen foram avaliadas antes e após 24 horas de 

resfriamento, e também logo após o descongelamento. Para isso, as amostras foram incubadas 

a 37oC em banho-maria e avaliadas após 10 e 120 minutos de incubação. A adição de IGF-I e 

de seu anticorpo aumentou (P<0,05) a resistência osmótica e a integridade de acrossoma do 

sêmen suíno fresco incubado por 120 minutos. Após 24 horas de resfriamento, essas 

substâncias aumentaram (P<0,05) a porcentagem de células com maior atividade mitocondrial 

e reduziram a porcentagem de células com elevados níveis de superóxidos após 120 minutos 

de incubação. No entanto, o anti-IGF-I reduziu (P<0,05) a porcentagem de espermatozoides 

viáveis e tanto o IGF-I quanto o anti-IGF-I diminuíram (P<0,05) a intensidade de células com 

alto potencial mitocondrial de membrana em relação ao controle aos 10 minutos de  

incubação. Após o descongelamento e aos 10 minutos de incubação, o GSH, associado ou não 

diminuiu (P<0,01) a integridade do acrossoma em relação ao controle. Quando associado, o 

GSH diminuiu (P<0,05) a resistência osmótica e a porcentagem de espermatozoides com 

elevada atividade mitocondrial. Menores valores de peróxidos e superóxidos intracelulares 

foram observados (P<0,01) quando o GSH foi associado ao IGF-I ou anti-IGF-I. Aos 120 

minutos de incubação, o GSH associado ou não reduziu (P<0,01) a porcentagem de 

espermatozoides com acrossoma intacto, a intensidade de células com elevado teor de 

superóxidos e a porcentagem de espermatozoides com elevado teor de peróxidos. Conclui-se 

que os efeitos da adição de GSH aos meios de congelamento do sêmen suíno parecem estar 

relacionados à presença desse hormônio no ejaculado. Maior potencial antioxidante do GSH 

ao sêmen suíno descongelado pode ser observado quando ocorre um bloqueio do sistema IGF- 

I do sêmen. A adição de IGF-I ou de seu anticorpo melhora a qualidade do sêmen fresco 

diluído e aumenta o potencial antioxidante tanto do sêmen resfriado quanto do sêmen 

descongelado. 

 
 

Palavras-chave: Antioxidante. Congelamento de sêmen. Qualidade seminal. Reprodução. 

Suinocultura. 



 

ABSTRACT 

The objective of this study was to evaluate the influence of the addition of GSH to the 

freezing medium of swine semen, added or not of IGF-I or anti-IGF-I, on the quality of frozen 

swine semen. Eight ejaculates from eight Boars of the Duroc and Large White breeds were 

used. The experimental design was a randomized block design (ejaculate) with six treatments 

and eight replications. The treatments were: T1: control (diluted semen); T2: control + IGF-I; 

T3: control + anti-IGF-I antibody; T4: control + GSH; T5: Control + GSH + IGF-I and T6: 

Control + GSH + anti-IGF-I antibody. IGF-I (30 ng / ml semen) or its antibody (60 ng / ml) 

were added shortly after the dilution of fresh semen and GSH (5 mM) to the freezing medium. 

Samples of semen were evaluated before and after 24 hours of cooling, and also soon after 

thawing. For this, the samples were incubated at 37oC in a water bath and evaluated after 10 

and 120 minutes of incubation. Addition of IGF-I and its antibody increased (P <0.05) the 

osmotic resistance and acrossomal integrity of fresh swine semen incubated for 120 minutes. 

After 24 hours of cooling, these substances increased (P <0.05) the percentage of cells with 

higher mitochondrial activity and reduced the percentage of cells with high superoxide levels 

after 120 minutes of incubation. However, anti-IGF-I reduced (P <0.05) the percentage of 

viable spermatozoa and both IGF-I and anti-IGF-I decreased (P <0.05) the intensity of cells 

with high mitochondrial membrane potential relative to the control at 10 minutes incubation. 

After thawing and at 10 minutes incubation, GSH associated or not with IGF-I or anti-IGF-I 

decreased (P <0.01) the acrosome integrity in relation to the control. When associated, GSH 

decreased (P <0.05) the osmotic resistance and the percentage of spermatozoa with high 

mitochondrial activity. Lower values of peroxides and intracellular superoxides were 

observed (P <0.01) when GSH was associated with IGF-I or anti-IGF-I. At 120 minutes 

incubation, GSH associated or not reduced (P <0.01) the percentage of spermatozoa with 

intact acrosome, the intensity of cells with a high superoxide content and the percentage of 

spermatozoa with high peroxide content. It is concluded that the effects of the addition of 

GSH to the freezing media of the porcine semen seem to be related to the presence of this 

hormone in the ejaculate. Greater antioxidant potential of GSH to thawed swine semen can be 

observed when a blockade of the IGF-I semen system occurs. The addition of IGF-I or its 

antibody improves the quality of diluted fresh semen and increases the antioxidant potential of 

both cooled semen and thawed semen. 

 

 

Keywords: Antioxidant. Freezing of semen. Seminal quality. Reproduction. Pig breeding. 
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PRIMEIRA PARTE 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

A suinocultura é uma atividade importante, considerando o cenário crescente de 

demanda mundial por proteína de origem animal. Atualmente, a carne suína é a mais 

consumida no mundo, cerca de 43% do consumo mundial de carnes (USDA, 2016). No 

Brasil, embora não seja a principal atividade pecuária, a suinocultura contribui para os 

índices de crescimento do país, gerando um Produto Interno Bruto de R$ 62,57 bilhões, 

além de 126 mil empregos diretos e mais de 900 mil indiretos em 2015 (ABCS, 2016). 

Nesse caso, a obtenção de melhores índices zootécnicos com o uso de animais de elevada 

eficiência reprodutiva se faz necessário. 

A criopreservação de sêmen na espécie suína ainda enfrenta muitas limitações 

quando comparada à espécie bovina, principalmente devido às características peculiares do 

espermatozoide, que dificulta a implementação de uma metodologia adequada para o 

congelamento. Vários estudos estão sendo realizados, contudo, sua taxa de sucesso ainda 

não alcançou os parâmetros necessários para seu uso a nível comercial. Atualmente, o uso 

do sêmen suíno congelado representa menos de 1% do total de inseminações artificiais 

nessa espécie (RODRÍGUEZ-GIL; ESTRADA, 2013). 

Com objetivo de melhorar a qualidade do sêmen suíno criopreservado, diversos 

estudos têm associado o uso de substâncias crioprotetoras capazes de minimizar os efeitos 

deletérios do processo de congelamento e descongelamento. Dentre essas substâncias, 

destaca-se a glutationa reduzida (GSH), um antioxidante vital para a manutenção do 

balanço redox intracelular e para manter a estabilidade da estrutura nucleoproteíca das 

células após o descongelamento (YESTE et al., 2013a). Entretanto, resultados 

contraditórios podem ser encontrados na literatura (BAUMBER et al., 2003; CÂMARA et 

al., 2011; GADEA et al., 2004; SILVA et al., 2011a), demonstrando que o efeito da GSH 

parece ser dose-dependente. 

Outra substância importante que pode estar relacionada aos eventos crioprotetores 

dos espermatozoides é o fator de crescimento semelhante à insulina tipo I (IGF-I). Sabe-se 

que o IGF-I é capaz de regular a fosforilação de proteínas intracelulares (HIGASHI et al., 

2012; ROCHA et al., 2013) e acelerar o metabolismo energético (MACPHERSON et al., 

2002). No entanto, alguns trabalhos relatam resultados contraditórios de acordo com a 

dosagem adicionada desse hormônio ao sêmen, tempo de armazenamento e sua interação 

com outras substâncias (HIRAI et al., 2001; MENDEZ et al., 2012; SILVA et al., 2011a). 
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Os efeitos da adição do GSH associado ao IGF-I no sêmen suíno criopreservado não 

tem sido verificada na literatura, nem mesmo as consequências dessa interação. Dessa 

forma, objetivou-se com esse estudo avaliar os efeitos da adição de GSH ao meio de 

congelamento do sêmen suíno, na presença ou ausência de IGF-I, sobre a qualidade do 

sêmen suíno congelado. 

 

2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Importância da criopreservação do sêmen na espécie suína 

 

A criopreservação é uma técnica que visa manter a integridade das células ou 

tecidos biológicos a temperaturas muito baixas, geralmente a -196 °C, com posterior 

retomada das funções celulares normais após o descongelamento (PEGG, 2007). A ideia de 

criopreservação surgiu no final do século XVIII, no entanto, só começou a ser aplicada após 

o descobrimento de propriedades crioprotetores do glicerol por Polge e colaboradores em 

1949, propiciando um avanço na determinação dos protocolos de criopreservação. Na 

década de 1950, com a utilização do nitrogênio líquido, estimulou-se a criação de bancos de 

esperma e de inúmeras pesquisas nessa área (WALTERS, 2009). 

Os estudos com suínos tiveram significativo avanço apenas na década de 1970, 

quando alguns protocolos de congelamento específicos para espécie suína foram descritos 

(PAQUIGNON et al., 1974; WESTENDORF et al., 1975). A partir de então, pesquisas 

buscam aperfeiçoar essas técnicas na tentativa de melhorar a qualidade e a aplicabilidade do 

sêmen suíno congelado. Entretanto, os resultados ainda não são satisfatórios para uso na 

inseminação artificial. 

De acordo com Roca et al. (2011), o uso do sêmen congelado normalmente reduz a 

taxa de parição na ordem de 10 a 20% e cerca de dois a três leitões a menos por leitegada, 

quando comparado ao sêmen resfriado. Além disso, há uma grande variabilidade individual 

dos ejaculados na capacidade de resistir aos danos da criopreservação (YESTE et al., 

2013b), elevando a necessidade de se aumentar o número de espermatozoides por dose 

inseminante (HOLT, 2000). Tais características, associadas aos diferentes protocolos até 

então existentes, elevam os custos das doses inseminantes, restringindo seu uso apenas em 

programas de melhoramento genético (BORTOLOZZO et al., 2005). 

Um dos principais problemas para a criopreservação do sêmen são as mudanças 

físico-químicas no meio intra e extracelulares, que culminam na formação de cristais de 

gelo durante a passagem dos espermatozoides pela faixa de temperatura compreendida entre 
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- 15 e - 60 °C (YESTE, 2016). Além disso, o estresse oxidativo gerado durante o processo 

de congelamento e descongelamento está relacionado ao aumento da geração de espécies 

reativas de oxigênio (CHATTERJEE; DE LAMIRANDE; GRAGNON, 2001), o que 

acarreta em danos às membranas celulares (FORD, 2004), redução da motilidade e da 

viabilidade espermática (BUCAK et al., 2007), alteração da estrutura nuclear do 

espermatozoide (BAUMBER et al., 2003; FLORES et al., 2011) e, consequentemente, da 

fusão com o oócito (BUCAK et al., 2007). 

No intuito de melhorar a qualidade espermática após o descongelamento, a adição 

de diferentes substâncias ao sêmen suíno tem sido avaliada, buscando minimizar os danos 

causados pelo processo de criopreservação. Nesse sentido, a adição de protetores de 

membranas que dificultam a formação de cristais de gelo ou a geração de radicais livres tem 

sido considerada bastante viável (BETARELLI et al., 2016; MALO et al., 2010; PEREIRA 

et al., 2014; YESTE et al., 2014). Além disso, o conhecimento acerca dos mecanismos de 

modulação de uma resposta celular frente aos danos causados pelo congelamento é de 

extrema importância para o avanço na técnica de congelamento de sêmen suíno (HIGASHI 

et al., 2012; SILVA et al., 2011b), permitindo seu uso na inseminação artificial. 

 

2.2 Características do espermatozoide suíno e principais danos celulares relacionados à 

criopreservação 

 
O espermatozoide suíno possui características específicas em sua composição que o 

torna mais susceptível ao choque por oscilação de temperatura (ANTUNES, 2007; YESTE 

et al., 2015). Além disso, as características do ejaculado podem variar de acordo com a raça, 

idade, estado nutricional do animal, estação do ano e intervalo entre coletas 

(SONDERMAN; LUEBBE, 2008). Essas representam um desafio à criopreservação do 

sêmen nessa espécie. 

A principal característica do espermatozoide suíno está na constituição da membrana 

espermática (JOHNSON et al., 2000; SQUIRES et al., 1999; WATSON, 1995), a qual 

apresenta menor quantidade de colesterol e em maior distribuição assimétrica (maior na 

monocamada interna do que na externa) quando comparado às demais espécies (CASAS; 

FLORES, 2013). Tal característica resulta em maior fluidez e, consequentemente, maior 

susceptibilidade a injúrias. Também apresenta menor quantidade de fosfatidilcolina e maior 

de fosfatidiletanolamina e esfingomielina (JOHNSON et al., 2000), além de diferenças na 

composição dos ácidos graxos insaturados, que possuem poucas duplas ligações do tipo 
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cis (CEROLINI et al., 2000). Essas particularidades geram diferentes capacidades de 

resposta às injúrias celulares quando comparado às demais espécies. 

De uma maneira geral, a membrana plasmática do espermatozoide exerce um papel 

importante no processo de fecundação, uma vez que esta diretamente relacionada ao 

processo de capacitação, reação acrossômica e fusão com oócito (CUASNICU et al., 2001). 

Como a composição da membrana é diferente de acordo com as partes do espermatozoide 

(cabeça, peça intermediária e cauda) (FLESCH; GADELLA, 2000), acredita-se que a 

resposta ao estresse gerado pelo processo de criopreservação também seja diferente. 

Segundo Christensen; Parlevliet; Buiten (1994), os espermatozoides podem, por exemplo, 

apresentar boa motilidade pós-descongelamento, porém, com danos de acrossoma que 

reduzem sua capacidade fecundante ou apresentar baixa motilidade e serem viáveis. 

Devido a essas características, diferentes tipos de injúrias podem acometer o mesmo 

espermatozoide, gerando aumento da permeabilidade da membrana e consequente perda de 

cátions e enzimas através da mesma, redução da atividade enzimática e dos processos de 

difusão controlados pela membrana e mudanças no movimento lateral de canais, resultando 

em diferentes modificações na função espermática (JOHNSON et al., 2000; LEAHY; 

GADELLA, 2011). Além disso, a passagem do estado fluido para um estado de gel dos 

lipídeos provoca alterações cinéticas de algumas enzimas, incluindo ATPases de membrana 

(HOLT, 2000). 

Além da influência direta das baixas temperaturas às membranas espermáticas, a 

peroxidação lipídica provocada pela presença de espécies reativas de oxigênio (ERO) 

formadas durante a criopreservação também representa um problema para a manutenção da 

qualidade espermática pós-descongelamento (SIKKA, 2004). Os espermatozoides suínos 

são muito sensíveis aos danos oxidativos por apresentarem grandes quantidades de ácidos 

graxos poli-insaturados (CASAS; FLORES, 2013) associados à baixa capacidade 

antioxidante do plasma seminal (BREZEZINSKA-SLEBODZINSKA et al., 1995). 

O excesso de ERO inibe a atividade das mitocôndrias, altera a conformação das 

membranas e de determinadas proteínas intracelulares, prejudicando as atividades das 

células (CUI et al., 2012; SHARMA, AGARWAL, 1996; TAVILANI et al., 2008). A 

capacidade de resistir aos danos provocados pela ERO varia entre as raças e até mesmo 

entre ejaculados de um mesmo animal (CORCINI et al., 2012). 

Além dos danos relacionados à membrana e nas mitocôndrias, o processo de 

criopreservação também ocasiona danos no núcleo dos espermatozoides (HOLT, 2000). 

Com relação aos danos nucleares, esses resultam principalmente em fragmentação do DNA 
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ou desestabilização da estrutura nucleoprotéica (SILVA; GADELLA, 2006) através do 

rompimento das pontes dissulfeto que mantém a estabilidade da cromatina (FLORES et al., 

2011). Esses mecanismos ainda são desconhecidos, podendo ou não estar relacionados à 

presença de ERO (YESTE et al., 2013a). 

A capacidade dos espermatozoides em resistirem aos danos provocados pela 

criopreservação ainda precisam ser melhor compreendidas. Portanto, estudos são 

necessários para aperfeiçoar os protocolos já existentes, por meio da adição de substâncias 

ao diluidor ou ao meio de congelamento, capazes de melhorar a qualidade do 

espermatozoide suíno criopreservado. 

 

2.3 Principais respostas celulares frente aos desafios da criopreservação 

 

Os espermatozoides são células transcricionalmente quiescentes, sendo incapazes de 

desenvolver uma resposta fisiológica frente ao estresse ambiental através da modulação 

gênica. No entanto, conseguem modular sua resposta fisiológica através de modificações 

pós- traducionais de proteínas, tais como a fosforilação/desfosforilação, por exemplo 

(FERNÁNDEZ-NOVELL et al., 2011). 

De uma maneira geral, a função espermática depende do consumo de substratos 

energéticos presentes no plasma seminal, sendo a via glicolítica e a fosforilação oxidativa 

importantes vias metabólicas de utilização desses substratos (NELSON; COX, 2004). A 

fosforilação oxidativa e o ciclo de Krebs ocorrem na peça intermédia do espermatozoide 

(CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2006) e resulta na formação de adenosina trifosfato 

(ATP) (NELSON; COX, 2004). 

O espermatozoide utiliza substratos energéticos para manter sua taxa de 

sobrevivência e capacidade de fertilização. A glicose é um monossacarídeo de preferência 

para a célula espermática, pois é rapidamente consumido por meio da glicólise e produz 

grande quantidade de energia, quando comparado a outros açúcares, como a frutose, 

sorbitol e manose, uma vez que a hexoquinase do espermatozoide suíno é mais eficaz em 

fosforilar a glicose do que outros substratos (MEDRANO et al., 2004). Essas vias 

metabólicas produzem ATP, necessário para manter a capacitação, hiperatividade e 

motilidade espermática (RAMIÓ- LLUCH et al., 2013), as quais são reguladas pelas vias de 

sinalização da adenosina monofosfato cíclica (AMPc), que é dependente de ATP 

(GADELLA; VAN GESTEL, 2004). O AMPc é um segundo mensageiro celular 

responsável pela ativação de proteínas quinase que fosforilam uma série de outras proteínas 

que atuam sobre diferentes vias metabólicas (GADELLA; VAN GESTEL, 2004). 
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Dentre essas proteínas, destacam-se as relacionadas à modulação do estresse, as 

heat- shock protein (HSPs), proteínas relacionadas a apoptose celular, como as caspases 

(ERATA  et al., 2008) e as proteínas relacionadas ao controle do ciclo celular, como a 

AKT/proteína quinase B (AQUILA et al., 2004) e glicogênio sintase quinase 3 (GSK-3) 

(APARICIO et al., 2007). Essas proteínas estão relacionadas à resposta de defesa da célula 

espermática contra condições adversas, por exemplo, oscilação de temperatura causada 

durante o processo de congelamento e descongelamento, estresse osmótico e oxidativo. 

Em condições adversas, os níveis de HSPs são aumentados, auxiliando na síntese e 

maturação de novas proteínas em substituição àquelas afetadas pelo estresse metabólico.  

Além disso, as HSPs facilitam manter a estrutura das proteínas danificadas, auxiliando na 

sua eliminação, quando não são passíveis de restauração (MEYER; BUKAU, 2005). 

Também ocorre ativação e fosforilação da via PI 3-quinase e, consequentemente, das 

proteínas envolvidas no metabolismo celular, como a Akt e a GSK-3. A Akt está 

relacionada com várias funções vitais como o crescimento, regulação da síntese proteica e 

transcrição (AQUILA et al., 2004). Já a GSK-3 está relacionado com o controle da 

capacitação espermática e resistência ao estresse oxidativo (APARICIO et al., 2007). 

Portanto, a utilização de substâncias que acelerem essas rotas metabólicas, quando 

os substratos presentes no plasma seminal são reduzidos, devido ao processo de 

criopreservação, pode acelerar o consumo de substratos energéticos pela célula espermática. 

Dentre essas substâncias, estudos indicam que a adição do IGF-I pode acelerar o 

metabolismo energético do espermatozoide (HENRICKS et al., 1998; MENDEZ et al., 

2012; SELVARAJU et al., 2009; SILVA et al., 2011a). No entanto, essas vias metabólicas 

podem gerar radicais livres altamente reativos, que danificam as células espermáticas 

(NELSON; COX, 2004), sendo interessante a associação de antioxidantes, como o GSH, no 

processo de criopreservação, já que essa técnica gera um aumento da produção de ERO 

(GIARETTA et al., 2015). 

Segundo Thompson; Franklin (2010) foi comprovado que a inibição do transporte 

de GSH para a mitocôndria leva ao dano oxidativo, uma vez que a mitocôndria libera 

substâncias pró apoptóticas no citoplasma, como o citocromo c. Quando ocorre diminuição 

dos níveis de GSH mitocondrial, a produção de energia/ATP diminui. O déficit energético 

mitocondrial leva à liberação de citocromo c pela organela, alterando a permeabilidade de 

membrana mitocondrial e ativando as caspases 3 e 9, proteínas que lideram os eventos que 

culminam na apoptose celular (ANAZETTI; MELO, 2007).  

As mudanças ocasionadas pela criopreservação representam uma condição adversa 
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aos espermatozoides e esses sinais são interpretados e desencadeiam modificações pós- 

translacionais de proteínas coordenados por eventos que envolvem uma série de alterações 

na célula espermática, como a fosforilação de proteínas relacionadas à proteção ou a 

apoptose celular (MEDRANO et al., 2006). Dessa maneira, o uso de substâncias que 

influenciam essas rotas metabólicas e modulam uma resposta celular frente à crioinjúrias 

pode ser importante para melhorar a qualidade do sêmen descongelado. 

 

2.4 Espécies reativas de oxigênio (ERO) e a criopreservação de espermatozoides 

 

A formação de ERO ocorre durante o metabolismo oxidativo celular, com 

consequente formação de intermediários químicos reativos, como o ânion superóxido (O2-), 

radical hidroxila (OH-), óxido nítrico (NO-) e o peróxido de hidrogênio (H2O2) 

(BATHGATE, 2011). Os principais danos causados pela ERO ocorrem quando essas doam 

ou retiram um elétron de maneira não emparelhada de moléculas pertencentes à estrutura 

celular, tais como ácidos graxos insaturados, DNA e aminoácidos (NORDBERG; ARNER, 

2001), reduzindo a capacidade fecundante do espermatozoide (BUCAK et al., 2010). 

No entanto, pequenas quantidades de ERO no sêmen são necessárias para a função 

espermática normal, pois induzem a capacitação, hiperativação e a fusão do espermatozoide 

no oócito (BALDI et al., 2002; GANGWAR; ATREJA, 2015). As ERO estão envolvidas 

nos primeiros eventos da capacitação espermática, por estimular a cascata de sinalização de 

fosforilação da tirosina e desativar enzimas fosfatases, através da ativação da adenilato 

ciclase solúvel, aumentando assim o AMPc intracelular e, consequentemente, ativando 

proteínas quinases envolvidas na capacitação (GANGWAR; ATREJA, 2015). 

Por outro lado, em altas concentrações promove um ataque oxidativo sobre os 

lipídeos da membrana espermática, iniciando a cascata de peroxidação lipídica. Esse é 

intensificado devido à membrana plasmática do espermatozoide suíno conter grande 

quantidade de ácidos graxos poli-insaturados e o citoplasma, baixa concentração de enzimas 

protetoras (SHARMA; AGARWAL, 1996) tornando-os mais sensíveis ao estresse 

oxidativo. Os ácidos graxos poli- insaturados são susceptíveis à ação dos radicais livres por 

apresentarem ligações duplas entre o carbono, local de reação de peroxidação lipídica 

(TVRDA et al., 2011). 

O plasma seminal e mesmo o próprio espermatozoide possuem uma série de 

substâncias antioxidantes a fim de prevenir o estresse oxidativo. Dentre essas substâncias, 

destacam-se a glutationa peroxidase (GSx), superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), 

tocoferol, ácido ascórbico, urato, albumina, taurina e hipotaurina (SMITH et al., 1996). A 
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GSx protege as membranas plasmáticas do estresse oxidativo e está envolvida na regulação 

do balanço REDOX. A SOD é responsável pela produção de H2O2 e O2 durante a 

dismutação dos radicais superóxidos. O H2O2 facilmente consegue passar pelas membranas 

celulares e exercer efeitos citotóxicos, mas é convertido em H2O pela CAT (KANKOFER 

et al., 2005). 

Durante o processo de criopreservação há produção excessiva de ERO e também 

redução da capacidade antioxidante dos espermatozoides, devido à retirada do plasma 

seminal no processo de congelamento (BILODEAU et al., 2000; GADEA et al., 2004). 

Além do choque térmico, a exposição ao oxigênio atmosférico e o manuseio do sêmen, 

durante o processo de congelamento, favorecem a produção de ERO (BUCAK et al., 2008), 

que pode destruir a estrutura da matriz lipídica, levando a perda da integridade de 

membrana, queda da motilidade espermática e ao processo de apoptose (AGARWAL; 

MAKKER; SHARMA, 2008). 

As elevadas concentrações de ERO produzidas pelo processo de criopreservação 

ocasionam ruptura da membrana mitocondrial, ocorrendo eliminação da proteína 

citocromo-c da mitocôndria que ativa as caspases e induz a apoptose (MANEESH; 

JAYALEKSHIMI, 2006). Também o nível elevado de ERO no sêmen altera a interação 

estrutural nucleoproteína-DNA através da ruptura de pontes dissulfeto entre cisteína em 

nucleoproteínas espermáticas, resultando em fragmentação do DNA devido à 

desestabilidade gerada na cromatina (ESTRADA et al., 2014; FLORES et al., 2011; 

SCHULTE et al., 2010; YESTE et al., 2013a). Além disso, a criopreservação gera um 

aumento intracelular da concentração de cálcio no espermatozoide, que pode levar a 

capacitação prematura dos espermatozoides, com consequente redução na longevidade 

espermática (BALL, 2008). 

Uma alternativa para reduzir a ação das ERO sobre a célula espermática é melhorar 

a capacidade antioxidante seminal. Dessa forma, a utilização de antioxidantes pode ser uma 

alternativa para manter a qualidade espermática após o descongelamento e diminuir os 

danos gerados pela produção excessiva de ERO. 

 

2.5 Fator de crescimento semelhante à insulina (IGF-I) na reprodução dos machos 

 

O IGF-I é um polipeptídio formado por 70 aminoácidos, cuja sequência é 

semelhante com à pró-insulina e exerce efeitos parecidos aos da insulina (ROSENDAL et 

al., 2002). É produzido, principalmente, no fígado em resposta ao hormônio do crescimento 

(GH) com papel importante no crescimento, diferenciação, reparação, sobrevivência e no 
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metabolismo de múltiplas células e tecidos (HIGASHI et al., 2012). 

No trato reprodutivo masculino, o IGF-I tem sido identificado nos testículos, 

podendo desempenhar importante papel no controle parácrino e autócrino da função 

testicular (LIN, 1995; ROSER, 2001), envolvido no processo de espermatogênese, na 

maturação e ativação da motilidade espermática e na fertilidade do sêmen (MACPHERSON 

et al., 2002; VICKERS et al., 1999). 

Receptores de IGF-I foram identificados em espermatogônias, espermatócitos, 

espermátides e espermatozoides (HENRICKS et al., 1998). A interação entre IGF-I e seu 

receptor está envolvido com o desenvolvimento do espermatozoide, maturação espermática 

e na ativação da motilidade e vigor espermático (VICKERS et al., 1999). No entanto, na 

literatura pesquisada não foi encontrado a quantidade de receptores para IGF-I na 

membrana de célula espermática suína. Já em bovinos, segundo Henricks et al. (1998) 

existem em média 1000 receptores para IGF-I em cada célula espermática. 

Em suínos a concentração média de IGF-I endógeno encontrada por Silva et al. 

(2011a) foi de 1,5 ng/mL no plasma seminal, diferente de outros estudos que demonstraram 

variação entre 8,4 a 22,2 ng/mL (KUMARESAN, 2009; LEWIS, 2005). Em comparação, a 

média encontrada no sêmen de equinos foi de 10,3 ng/mL (MACPHERSON et al., 2002) e 

em bovinos 130,0 ng/mL de IGF-I, variando entre raça e idade dos animais (HENRICKS et 

al., 1998). 

O IGF-I exerce suas funções mediante acoplamento com seu receptor IGF-IR, um 

receptor transmembrânico tetramérico do tipo tirosina quinase que apresenta estrutura 

similar ao receptor da insulina (RUSSO et al., 2005). Possui duas subunidades α e duas 

subunidades β, unidos por ligações dissulfeto (SILVA; FIGUEIREDO; VAN DEN HURK, 

2009), acoplando duas α -β hemi-receptores para formar o receptor completo 

(MARTINELLI; CUSTÓDIO; AGUIAR-OLIVEIRA, 2008). A subunidade α, extracelular, 

contém os sítios de ligação que são ricos em cisteína e unem-se aos ligantes. Já a 

subunidade β possui uma parte extracelular, um segmento transmembrânico e uma parte 

intracelular, além de uma região com atividade tirosina-quinase intrínseca (VINCENT; 

FELDMAN, 2002) (Figura 1). 
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Figura 1: Estrutura do receptor de IGF-I (IGF-IR), receptor transmembrânico tetramérico 

do tipo tirosina quinase. 

 

Fonte: Modificado de Vincent e Feldman (2002). 

 

A ligação de IGF-I ao seu receptor IGF-IR promove uma atividade intracelular 

tirosina quinase intrínseca que fosforila os substratos do próprio receptor e de proteínas 

associadas (HIGASHI et al., 2012). Em seguida, leva a ativação de várias vias de 

sinalização. Dentre elas, existem duas principais cascatas de sinalização, a fosforilação 

Ras/Raf e ativação da MAPK (proteína quinase ativada por mitógenos), as quais participam 

de uma diversidade de processos biológicos essenciais, incluindo controle do ciclo celular, 

proliferação de células, apoptose, ativação do sistema imune e proteção contra o estresse 

oxidativo (SEGER; KREBS, 1995). 

A segunda principal cascata de sinalização é do fosfatidil-inositol 3-quinase (PI3K) 

que ativa Akt, a qual inibe sinais pró-apoptótico e induz a transcrição, crescimento e 

metabolismo celular (CHAVES; WASIF SAIF, 2011; RUSSO et al., 2005) (Figura 2). A 

Akt é responsável pela fosforilação de uma proteína citosólica chamada de BAD, a qual, em 

seu estado não fosforilado, provoca a morte celular por apoptose. Também está relacionada 

com funções de crescimento e metabolismo das células, por meio de mecanismos mais 

complexos, dependente de uma serinatreonina-cinase chamada de TOR e o GSK-3. Outra 

importante função da Akt é a regulação da transcrição gênica através da inativação de 

FOXO (fatores de transcrição da forquilha) (BIRKENKAMP; COFFER, 2003). 
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Figura 2: Representação simplificada de algumas vias de sinalização dos componentes 

intracelulares da interação do IGF-I com seu receptor IGF-IR. 
 

Fonte: do autor. 

 

Henricks et al. (1998) sugerem que o IGF-I atua como regulador do metabolismo 

energético celular. A ação de IGF-I estimulou a motilidade e a ativação espermática, 

sugerindo que esse hormônio pode estar relacionado com a capacidade fecundante dos 

espermatozoides devido à continuidade da motilidade após ejaculação (MACPHERSON et  

al., 2002). Segundo Silva et al. (2011a) a adição de IGF-I após o armazenamento do sêmen 

suíno por 24 horas, teve resultados benéficos, aumentando a relação entre vivos e mortos e 

a resistência osmótica. No entanto, aumentou a taxa de peroxidação lipídica, sugerindo 

maior formação de radicais livres devido ao aumento do consumo de substratos energéticos 

pelos espermatozoides. Assim, a associação desse hormônio com antioxidantes poderia 

melhorar a qualidade do sêmen suíno descongelado. 

Apesar de vários trabalhos utilizarem o IGF-I no sêmen suíno (GANCARCZYK et 

al., 2006; HENRICKS et al., 1998; MENDEZ et al., 2012; SILVA et al., 2011a), seu 

mecanismo de ação e de interação com outras substâncias no processo de criotolerância 

espermática suína ainda é pouco conhecido. Assim, estudos que elucidem esses 

mecanismos e interações do IGF-I poderiam ser utilizados para melhor compreender a 

resposta celular frente à criopreservação e produzir espermatozoides criopreservados de 

melhor qualidade. 
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2.6 A Glutationa Reduzida (GSH) 

 

A GSH (L-γ-glutamil-L-cistenilglicina) é um tripeptídeo que possui um grupo tiol 

distribuído abundantemente nas células dos mamíferos. Apresenta várias funções, dentre 

elas a ação protetora contra danos causados pelo estresse oxidativo, tornando-o vital para a 

manutenção do balanço REDOX intracelular (JACOB et al., 2003). Além disso, pode 

manter a estabilidade da estrutura nucleoproteíca e, dessa forma, levar a célula a uma maior 

criotolerância e longevidade (YESTE et al., 2013a). 

A síntese da GSH é regulada por meio da regulação da enzima gama-glutamil 

cisteinil sintetase (γGSC), na qual o GSH exerce feedback negativo (Lu, 2013). É 

sintetizado de acordo com a biodisponibilidade dos aminoácidos, principalmente da 

cisteína, a qual apresenta em sua estrutura o enxofre, formador do grupo tiol. Esse grupo vai 

conferir à glutationa a capacidade de desempenhar papel importante no mecanismo de 

defesa contra o estresse oxidativo intracelular e em outras funções, tais como redução de 

cadeias dissulfeto, transporte de aminoácidos, participação na síntese proteica e em 

processos de desintoxificação (MARTÍNEZ SARRASAGUE et al., 2006). 

A principal função do GSH no sêmen é seu caráter antioxidante, mais 

especificamente como um redutor intracelular (JACOB et al., 2003; VALENÇA; 

GUERRA, 2007). Desempenha papel importante no mecanismo de defesa ao estresse 

oxidativo (BETTERIDGE, 2000), este gera a peroxidação lipídica, que leva ao vazamento 

de enzimas intracelulares, danos ao DNA espermático e perda de motilidade (WHITE, 

1993). Uma vez que o espermatozoide suíno tem um elevado teor de ácidos graxos poli-

insaturados tornando-os muito susceptíveis à peroxidação lipídica (CEROLINI et al., 2000). 

A glutationa está presente na maioria das células, na forma reduzida (GSH) ou 

oxidada (GSSG). A GSH é utilizada pela enzima glutationa peroxidase (GPx) para reduzir, 

por exemplo, o peróxido de hidrogênio (H202) em água, formando a GSSG. Posteriormente, 

a GSSG é reduzida a GSH pela glutationa redutase, utilizando NADPH como cofator 

(GADEA et al., 2011) (Figura 3).  
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Figura 3: Mecanismo de ação da glutationa para inativação do peróxido de hidrogênio. 

 

Fonte: Modificado de Barros (2007). 

 

O nível de GSH nos espermatozoides e no plasma seminal varia de acordo com as 

espécies. Em suínos, o nível de GSH presente nos espermatozoides é relativamente baixo 

em comparação com as demais espécies (LI, 1975). Nos espermatozoides de suíno a média 

de GSH é de 0,03 nmol/108 espermatozoides, contra 5,3 nmol/109 espermatozoides em 

humanos, e 2,93 nmol/108 espermatozoides em bovino (AGRAWAL; VANHA-

PERTTULA, 1988). No plasma seminal suíno, as concentrações encontradas foram de 

185,8 µM (STRZEZEK et al., 1999), contra 1,4 µM em humanos e 19 µM em touros 

(AGRAWAL; VANHA-PERTTULA, 1988). 

O processo de criopreservação do sêmen está associado com a redução dos níveis de 

GSH citoplasmático (GADEA; SELLÉS; MARCO; 2004) e, consequentemente, maior 

susceptibilidade ao estresse oxidativo. A adição de GSH ao sêmen criopreservado mantém 

o balanço REDOX intracelular (JACOB et al., 2003) e a manutenção da estabilidade da 

estrutura nucleoproteíca (MALO et al., 2010; PEREIRA et al., 2014; YESTE et al.,2014) 

aumentando a qualidade do sêmen criopreservado. Entretanto, resultados contraditórios 

podem ser encontrados na literatura (BAUMBER et al., 2003; CÂMARA et al., 2011; 

GADEA; SELLÉS; MARCO, 2004; SILVA et al., 2011b), demonstrando que o efeito da 

GSH parece ser dose-dependente. 

No espermatozoide suíno notam-se níveis relativamente baixos de GSH em 

comparação às demais espécies (LI, 1975), sugerindo menor atividade desse sistema no 

processo de proteção antioxidante. Assim, para diminuir os danos causados pela 

criopreservação, o GSH tem sido comumente adicionado aos meios de congelamento de 
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sêmen (GIARETTA et al., 2015; YESTE et al., 2014). Dessa maneira, a adição dessa 

substância aos meios de congelamento pode diminuir os danos induzidos pelos radicais 

livres aos espermatozoides e melhorar a qualidade do sêmen suíno após o descongelamento. 

 

3 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Apesar de a criopreservação ser o único método para a preservação de 

espermatozoides por tempo indeterminado, esse induz grandes alterações na função 

espermática. Resulta em crio-lesões que podem comprometer a sobrevivência dos 

espermatozoides e diminuir o desempenho reprodutivo, tornando essa técnica restrita aos 

programas de melhoramento genético. Portanto, a associação de substâncias com funções 

protetoras ao espermatozoide durante a técnica de criopreservação torna-se importante para 

reduzir as crioinjúrias e aumentar a viabilidade espermática após o procedimento. 

Sendo o GSH um importante antioxidante e estabilizador da estrutura nucleoproteíca 

e o IGF-I capaz de auxiliar no processo de modulação pós–tranducionais, de fosforilação e 

desfosforilação de proteínas relacionadas à resposta celular frente aos desafios causados 

pela criopreservação, a utilização dessas substâncias associadas pode trazer resultados 

satisfatórios para o espermatozoide criopreservado e melhorar a eficiência dos protocolos 

de congelamento de sêmen suíno utilizados. 
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RESUMO 

Objetivou-se avaliar a influência da adição de GSH ao meio de congelamento do 

sêmen suíno, adicionado ou não de IGF-I ou anti-IGF-I, sobre a qualidade do sêmen suíno 

congelado. A adição de IGF-I e de seu anticorpo aumentou (P<0,05) a resistência osmótica e a 

integridade de acrossoma do sêmen suíno fresco incubado por 120 minutos. Após 24 horas de 

resfriamento, essas substâncias aumentaram (P<0,05) a porcentagem de células com maior 

atividade mitocondrial e reduziram a porcentagem de células com elevados níveis de 

superóxidos após 120 minutos de incubação. No entanto, o anti-IGF-I reduziu (P<0,05) a 

porcentagem de espermatozoides viáveis e tanto o IGF-I quanto o anti-IGF-I diminuíram 

(P<0,05) a intensidade de células com alto potencial mitocondrial de membrana em relação ao 

controle aos 10 minutos de incubação. Após o descongelamento e aos 10 minutos de 

incubação, o GSH, associado ou não ao IGF-I ou anti-IGF-I diminuiu (P<0,01) a integridade 

do acrossoma em relação ao controle. Quando associado, o GSH diminuiu (P<0,05) a 

resistência osmótica e a porcentagem de espermatozoides com elevada atividade mitocondrial. 

Menores valores de peróxidos e superóxidos intracelulares foram observados (P<0,01) quando 

o GSH foi associado ao IGF-I ou anti-IGF-I. Aos 120 minutos de incubação, o GSH associado 

ou não reduziu (P<0,01) a porcentagem de espermatozoides com acrossoma intacto, a 

intensidade de células com elevado teor de superóxidos e a porcentagem de espermatozoides 

com elevado teor de peróxidos. Conclui-se que a adição de IGF-I ou de seu anticorpo melhora 

a qualidade do sêmen fresco diluído e aumenta o potencial antioxidante tanto do sêmen 

resfriado quanto do sêmen descongelado. 

 
 

Palavras-chave: Antioxidante. Congelamento de sêmen. Qualidade seminal. Reprodução. 

Suinocultura
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1. Introdução 1 

 2 

A criopreservação é um método eficaz para a preservação de gametas por tempo 3 

indeterminado (Yeste, 2016). Entretanto, essa biotecnologia ainda não está consolidada na 4 

espécie suína, principalmente devido à dificuldade no congelamento do sêmen (Watson, 5 

2000). Atualmente, menos de 1% das inseminações artificiais no mundo são com sêmen suíno 6 

congelado (Rodríguez-Gil; Estrada, 2013), devido à redução da taxa de parição na ordem de 7 

10 a 20% e cerca de dois a três leitões a menos por leitegada, quando comparado ao sêmen 8 

resfriado (Roca et al., 2011). 9 

O principal problema com o sêmen congelado está relacionado às injúrias de 10 

membranas que ocorrem durante o processo de criopreservação. Sabe-se que o 11 

espermatozoide suíno contém elevados níveis de fosfolipídios insaturados e menores níveis de 12 

colesterol quando comparado às demais espécies (Casas; Flores, 2013). Com isso, ocorre 13 

maior fluidez e, consequentemente, maior susceptibilidade a injúrias na membrana 14 

plasmática, a qual exerce um papel importante no processo de fecundação (Cuasnicu et al., 15 

2001). Além disso, alterações no núcleo do espermatozoide em virtude da desestabilização da 16 

estrutura nucleoprotéica podem comprometer a capacidade fecundante dessas células devido à 17 

fragmentação do DNA (Flores et al., 2011; Yeste et al., 2013a). 18 

Dessa forma, diversos estudos têm avaliado o uso de substâncias nos meios de 19 

congelamento e descongelamento capazes de influenciar de maneira positiva as respostas 20 

celulares frente aos desafios da criopreservação. Dentre essas substâncias, a adição de 21 

antioxidantes como a glutationa reduzida (GSH), além de ser vital para a manutenção do 22 

balanço REDOX intracelular (Jacob et al., 2003) e ajudar a manter a estabilidade da estrutura 23 

nucleoprotéica (Malo et al., 2010; Pereira et al., 2014; Yeste et al., 2014), poderia melhorar a 24 

qualidade do sêmen criopreservado. Entretanto, resultados contraditórios são encontrados na 25 
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literatura (Baumber et al., 2003; Câmara et al., 2011; Gadea et al., 2004), sugerindo que o 26 

efeito dessa substância seja dose-dependente, podendo ainda ser influenciado pelo momento 27 

em que é adicionado durante o processamento das doses inseminantes ou pelas características 28 

do sêmen. 29 

Sabe-se que o fator de crescimento semelhante à insulina tipo I (IGF-I) é uma 30 

substância natural encontrada no sêmen (Zangeronimo et al., 2013). O IGF-I destaca-se pelo 31 

seu efeito regulador da fosforilação de proteínas e capacidade de acelerar o metabolismo 32 

energético das células espermáticas (Macpherson et al., 2002). A adição de GSH em doses 33 

inseminantes contendo diferentes quantidades de IGF-I não tem sido avaliada até então. O 34 

conhecimento dos mecanismos relacionados com o uso do GSH poderia resultar em 35 

espermatozoides com maior criotolerância e longevidade, contribuindo não só para o uso do 36 

sêmen congelado em programas de IA, mas também otimizar a disseminação da genética dos 37 

reprodutores. Dessa forma, objetivou-se verificar a influência da adição de GSH ao meio de 38 

congelamento do sêmen suíno, na presença ou ausência de IGF-I, sobre a qualidade do sêmen 39 

suíno congelado. 40 

 41 

2. Material e métodos 42 

 43 

2.1 Coleta e processamento do sêmen 44 

 Os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratório de Fisiologia e 45 

Farmacologia Veterinária da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras-MG, Brasil, 46 

nos meses de janeiro a março de 2017. O experimento foi aprovado pela Comissão de Ética 47 

no Uso de Animais, sob o protocolo número 043/14.  48 

 Oito ejaculados provenientes de oito varrões das raças Duroc e Large White, todos de 49 

fertilidade comprovada, provenientes de uma granja comercial foram utilizados. Os animais 50 
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permaneceram em baias individuais de alvenaria com 2,5 m de comprimento por 2 m de 51 

largura, onde receberam diariamente 3,0 kg de ração específica para varrões em atividade 52 

reprodutiva, dividido em dois arraçoamentos e água à vontade. A coleta do sêmen foi 53 

realizada pelo método da mão enluvada, sempre no período da manhã, uma hora após o 54 

arraçoamento. Antes da coleta, foi realizada a higienização do prepúcio dos animais por meio 55 

de pressão manual caudo-cranial no sentido da abertura prepucial e posterior limpeza da 56 

região. Apenas a fração rica em espermatozoides foi utilizada, sendo a fração gelatinosa 57 

separada por meio de uma camada tripla de gaze/papel filtro e descartada.  58 

 Após a coleta, o sêmen foi diluído em BTS (Beltsville Thawing Solution – Minitub 59 

Brasil) na proporção de 1:1 e transportados para o laboratório de análise do sêmen. Em 60 

seguida, com auxílio da câmara de Neubauer, a concentração espermática foi ajustada com 61 

BTS, de modo que cada dose inseminante de 100 mL contivesse 3 bilhões de 62 

espermatozoides. O sêmen diluído foi então dividido em três grupos, sendo o primeiro o 63 

grupo controle (sêmen diluído), o segundo adicionado de IGF-I humano recombinante 64 

(Sigma-Aldrich - Recombinant Human IGF-I 50UG) na concentração de 30 ng/ml (Mendez et 65 

al., 2012) e o terceiro adicionado de anti-IGF-I (Invitrogen IGF-I Antibody – hospedeiro 66 

camundongo 100 uL) na concentração de 60 ng/ml. Essa quantidade de anticorpo foi 67 

determinada após a quantificação de IGF-I endógeno (IGF-I ELISA Kit 1 x 96 well – 68 

Raybiotech, Norcross-GA, USA) em amostras de sêmen previamente coletada dos animais 69 

experimentais. O IGF-I e o anti-IGF-I foram adicionados logo após a coleta e diluição do 70 

sêmen. Posteriormente, as amostras foram resfriadas e mantidas a 17 ºC durante 24 horas. 71 

Após esse período, alíquotas de 10 mL de cada amostra do sêmen foram aquecidas em banho-72 

maria a 37 ºC e avaliadas aos 10 e aos 120 minutos de incubação. 73 

 O delineamento experimental foi em blocos ao acaso (ejaculados) com seis 74 

tratamentos e oito repetições. Todas as análises foram feitas em triplicatas. Foi avaliada a 75 
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motilidade total e progressiva, morfologia espermática, teste de resistência osmótica, 76 

viabilidade espermática, integridade do acrossoma, permeabilidade de membrana, atividade 77 

mitocondrial e níveis de peróxido intracelular e superóxido. 78 

 79 

2.2 Criopreservação e descongelamento do sêmen 80 

 A criopreservação foi realizada de acordo com a metodologia proposta por Westendorf 81 

et al. (1975) e modificada por Yeste et al. (2013b). O sêmen resfriado a 17°C por 24 horas, 82 

adicionado ou não de IGF-I ou anti-IGF-I, foram centrifugados a 17°C em 600 g por 5 83 

minutos. Os pellets foram separados dos sobrenadantes e diluídos em um meio LEY 84 

(contendo 80% de solução de lactose a 11% e 20% de gema de ovo) para o congelamento, 85 

adicionado ou não de GSH a 5 mM (Giaretta et al., 2015), resultando em seis grupos 86 

experimentais por ejaculado: controle, IGF-I, anti-IGF-I, GSH, GSH + IGF-I e GSH + anti-87 

IGF-I. A diluição foi feita de modo que a concentração final fosse de 1,5 x 10
9 88 

espermatozoides/ml. O cálculo da quantidade do diluente foi feito com auxílio da câmara de 89 

Neubauer. 90 

 As amostras diluídas foram então resfriadas a 5°C por 120 minutos e, 91 

subsequentemente, diluídas em meio LEYGO (92,5% LEY, 6% glicerol e 1,5% Orvus ES 92 

Paste) a uma concentração final de 1 x 10
9  espermatozoides/ml. Em seguida, as amostras 93 

foram envasadas em palhetas de 0,5 ml, em um total de oito palhetas por tratamento. 94 

Posteriormente, as palhetas foram transferidas a um congelador programável (IceCube 14 S- 95 

A, Minitub do Brasil, Porto Alegre-RS, Brasil). A curva de congelamento utilizada foi 96 

ajustada da seguinte forma: -6 °C/min de 5 a -5 °C (100 segundos); -39°C/min de -5 a -80 °C 97 

(113 segundos), mantida durante 30 segundos a -80 °C e congelada -60 °C/min de -80 °C a - 98 

150 °C (70 segundos) (Yeste et al., 2013a). Por fim, as palhetas foram imersas em nitrogênio 99 

líquido e armazenadas até a data das análises. 100 
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 O conteúdo das palhetas foi descongelado após 15 dias, a 37 °C por 20 segundos. Em 101 

seguida, o sêmen descongelado foi diluído em BTS na proporção final de 1:4 (Casas et al., 102 

2010) e incubados em banho-maria a 37 °C. As avaliações da qualidade espermática e o 103 

delineamento experimental foram os mesmos descritos para o sêmen resfriado, porém, foram 104 

considerados agora seis tratamentos. 105 

 106 

2.3 Avaliações microscópicas 107 

 A motilidade espermática foi avaliada em um sistema de análise computadorizado do 108 

sêmen (CASA – Sperm Class Analyzer SCA 5.0, Microptic, Barcelona, Espanha), acoplado a 109 

um microscópio de contraste de fases com placa aquecedora (Olympus CX31, Olympus - 110 

Tokyo, Japão). Para realização do teste, 3,0 µL da amostra de sêmen foi depositado em uma 111 

lâmina específica (Leja® 20 micron - Microptic, Barcelona, Espanha), pré-aquecida a 37 °C. 112 

Um total de cinco campos visuais aleatórios foi avaliado para cada amostra. 113 

 Para avaliar a resistência osmótica, uma alíquota de 100 µL de sêmen foi depositada 114 

em microtubo tipo Eppendorf com 900 µL de solução hiposmótica de citrato de sódio (pH de 115 

7,4) e outra alíquota depositada em microtubo com 900 µL de solução isosmótica de citrato de 116 

sódio (pH de 7,4) foram incubadas em banho-maria a 37 °C por 15 minutos. Em seguida, um 117 

esfregaço sobre lâmina foi realizado com uma gota de sêmen misturado a uma gota de corante 118 

eosina-nigrosina (Blom, 1950). A avaliação foi realizada em microscópio óptico (Olympus 119 

CX31, Olympus – Tokyo, Japão) em aumento de 400x. A integridade do acrossoma foi 120 

avaliada em um total de 100 espermatozoides contados aleatoriamente. Posteriormente, a 121 

integridade de acrossoma foi calculada através da porcentagem de alterações acrossômica 122 

observadas no meio isosmótico e no meio hiposmótico (Rodríguez-Gil; Rigau, 1996). 123 

 O total de alterações espermáticas foi avaliado após deposição de uma alíquota de 200 124 

µL de sêmen em 700 µL de solução formol-citrato a 3% (Pursel et al.,  1972). Após 125 
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homogeneização, 10 µL da amostra foram depositadas entre lâmina e lamínula e avaliada 100 126 

células aleatórias em microscópio de contraste de fase (Olympus CX31, Olympus - Tokyo, 127 

Japão) em aumento de 1000x. Os dados foram expressos em porcentagem, considerando o 128 

número total de alterações detectadas em relação ao número total de células contadas. A 129 

alteração de acrossoma, de cabeça, de peça intermediaria e de cauda foram contabilizadas. 130 

 131 

2.4 Análises por Citometria de Fluxo 132 

 Todas as informações sobre as análises de Citometria de Fluxo foram fornecidas pela 133 

Sociedade Internacional para o Avanço da Citometria (ISAC) (Lee et al., 2008). A 134 

concentração de espermatozoides em cada amostra foi previamente ajustada com BTS 135 

aquecido a 37 ºC para 1 x 10
6 espermatozoides/mL em um volume final de 0,5 mL. Em 136 

seguida, os espermatozoides foram corados com as combinações de cada fluorocromo 137 

(SYBR-14/ PI/ PNA-FIT/ H2DFCDA/ HE/ JC1/ YO-PRO-1), seguindo protocolos 138 

específicos de cada fluorocromo. Os fluorocromos utilizados para estas análises foram 139 

adquiridos da Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, EUA) e diluídos de acordo 140 

com recomendações do fabricante. 141 

 As amostras foram analisadas através do Citômetro de Fluxo (Guava® EasyCyte HT, 142 

Merck-Millipore, Darmstadt, Alemanha). As informações sobre os eventos foram coletadas 143 

em arquivos de dados em modo de lista (LMD) e esses arquivos gerados foram então 144 

analisados usando o Cell Lab Quanta SC MPL Analysis Software (versão 1.0, Beckman 145 

Coulter). Nas avaliações de PNA-FITC / PI, H2DFCDA / PI e HE / YO-PRO-1, os dados 146 

foram corrigidos de acordo com o procedimento descrito por Petrunkina et al. (2010). 147 

 A viabilidade espermática foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Garner 148 

e Johnson (1995), utilizando o kit LIVE/DEAD®, com fluorocromo SYBR-14 e Iodeto de 149 

Propídio (PI). A integridade do acrossoma foi avaliada por incubação da amostra de sêmen 150 
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com lectina de Arachis hypogaea (aglutinina de amendoim, PNA) conjugado com 151 

isotiocianato de fluoresceína (FITC) e PI, de acordo com o procedimento descrito por Nagy et 152 

al. (2003). 153 

 Os níveis de peróxidos intracelulares (H2O2) e superóxido (O2
-) foram 154 

determinados de acordo com o protocolo modificado a partir de Guthrie e Welch (2006), 155 

utilizando duas diferentes sondas fluorescentes sensíveis à oxidação. Para análise dos 156 

peróxidos, os espermatozoides foram corados com 2', 7' - diacetato diclorodihidrofluoresceína 157 

(H2DCFDA) e fluorocromo PI. Já para a análise de superóxidos, as amostras foram coradas 158 

com hidroetidina (HE) e YO-PRO ®-1.  159 

 A avaliação da atividade mitocondrial foi realizada de acordo com a metodologia 160 

utilizada por Gillan et al. (2005), através de fluorocromo 5,5'- 6,6'- tetracloro- 1,1'- 3,3'- 161 

tetraethylbenzimidazolcarbocyanine iodeto (JC-1). Para a análise de permeabilidade de 162 

membrana foi utilizada a coloração com fluorocromo YO-PRO-1 e PI, segundo protocolo 163 

descrito por Rathi et al. (2001).  164 

 165 

2.6 Análise estatística 166 

 Os dados foram testados quanto à normalidade dos resíduos (Shapiro Wilk). Quando 167 

necessário, os dados foram transformados utilizando a raiz quadrada. Em seguida, foram 168 

submetidos à análise de variância (ANAVA). Para as variáveis que atingiram as premissas da 169 

ANAVA foi utilizado o teste Tukey a 5% e as variáveis que não atingiram as premissas foram 170 

submetidas à análise não paramétrica, sendo as médias comparadas pelo teste de Friedman. 171 

Todas as análises foram realizadas no programa estatístico Action versão 3.1 com α = 5%. 172 

 173 

3. Resultados 174 

 175 
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3.1 Sêmen fresco 176 

 A quantidade l ivre de IGF-I endógena no sêmen diluído dos animais experimentais 177 

foi de (3,46±0,83 ng/mL). A adição de IGF-I e anti-IGF-I ao meio de diluição aumentou 178 

(P<0,05) a resistência osmótica e o número de espermatozoides viáveis com acrossoma 179 

intacto após 120 minutos de incubação (Tabela 1). Não houve influência (P<0,05) dessas 180 

substâncias nas demais características do sêmen avaliadas. 181 

 182 

3.2 Sêmen resfriado  183 

 Com 10 minutos após o reaquecimento do sêmen, o anti-IGF-I reduziu (P<0,05) 184 

a porcentagem de espermatozoides viáveis. Tanto o IGF-I quanto o anti-IGF-I diminuíram 185 

(P<0,05) a intensidade de células com alto potencial mitocondrial de membrana (Tabela 2). Já 186 

com 120 minutos de incubação, houve (P<0,05) maior porcentagem de células com alto 187 

potencial mitocondrial de membrana com a adição dessas substâncias e menor intensidade de 188 

células com alto nível de superóxido. Não houve influência (P<0,05) dessas substâncias nas 189 

demais características do sêmen avaliadas. 190 

 191 

3.3 Sêmen descongelado  192 

 Aos 10 minutos de incubação, o GSH associado ou não ao IGF-I ou anti-IGF-I 193 

diminuiu (P<0,01) a porcentagem de espermatozoides com acrossoma intacto (Tabela 3). 194 

Quando associado a ambas as substâncias, o GSH diminuiu (P<0,05) a resistência osmótica e 195 

a porcentagem de espermatozoides com elevada atividade mitocondrial quando comparado ao 196 

controle. Também houve redução (P<0,05) da porcentagem de espermatozoides com elevado 197 

teor de peróxidos, principalmente quando associado ao anti-IGF-I. Todas as substâncias 198 

adicionadas ao sêmen durante o processamento diminuíram (P<0,01) a intensidade de células 199 

com elevado nível de superóxidos. Entretanto, a maior redução foi observada com a 200 
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associação GSH + anti-IGF-I. Não houve efeito (P>0,05) das substâncias utilizadas nas 201 

demais características do sêmen avaliadas.  202 

 Aos 120 minutos de incubação, o GSH associado ou não ao IGF-I ou anti-IGF-I 203 

reduziu (P<0,01) a porcentagem de espermatozoides com acrossoma intacto, a intensidade de 204 

células com elevado teor de superóxidos e a porcentagem de espermatozoides com elevado 205 

teor de peróxidos (Tabela 4). Não houve efeito (P>0,05) das substâncias utilizadas nas demais 206 

características do sêmen avaliadas. 207 

 208 

4. Discussão 209 

 Esse é o primeiro estudo a avaliar os efeitos da adição do GSH aos meios de 210 

congelamento do sêmen suíno, associado ou não à adição de IGF-I ou ao seu anticorpo anti- 211 

IGF-I ao sêmen fresco. A maioria dos estudos encontrados na literatura avaliou a adição do 212 

IGF-I como um ativador metabólico, adicionado no momento da diluição do sêmen fresco ou 213 

durante o reaquecimento das doses inseminantes (Mendez et al., 2012; Silva et al., 2011). No 214 

presente estudo, a adição do IGF-I ou de seu anticorpo apenas no momento da diluição do 215 

sêmen fresco se deve à necessidade de se avaliar o efeito da adição de GSH ao meio de 216 

congelamento para sêmen suíno contendo diferentes concentrações desse hormônio. 217 

 De uma maneira geral, sabe-se que o espermatozoide suíno é um dos mais sensíveis 218 

às variações de temperatura (Yeste et al., 2015), volume e composição dos meios de 219 

diluição e congelamento do sêmen (Watson, 1995). Além disso, as características seminais 220 

mudam de acordo com a raça, idade do animal, estado nutricional, estação do ano e até 221 

mesmo entre ejaculado do mesmo animal (Holt, 2000; Sonderman; Luebbe, 2008). Tais 222 

características dificultam a padronização de um protocolo de congelamento eficiente, sendo 223 

necessária melhor compreensão dos mecanismos de ação da célula espermática frente às 224 

injúrias causadas pelo congelamento. 225 
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 O maior benefício da adição do GSH aos meios de congelamento é o aumento 226 

da capacidade antioxidante do sêmen descongelado (Giaretta et al., 2015; Yeste et al., 2014). 227 

Entretanto, no presente estudo, esse efeito só foi observado quando o GSH foi associado ao 228 

IGF-I ou ao anti-IGF-I, principalmente a esse último, sugerindo que exista alguma interação 229 

entre esses fatores. Sabe- se que o IGF-I é uma substância natural que pode ser encontrado no 230 

sêmen suíno em diferentes concentrações. 231 

 No presente estudo, os níveis de IGF-I analisados variaram de 2,42 a 5,15 ng/mL 232 

em varrões das raças Large White e Duroc. Hirai et al. (2001) obtiveram valores variando de 233 

8,4 a 22,2 ng/mL em varrões Pietrain, valores próximos aos observados por Lackey et al. 234 

(2002), de 5,0 até 25 ng/mL em varrões das raças Duroc e Yorkshire. Zangeronimo et al. 235 

(2013) observaram variações de 1,39 até 2,44 ng/mL em varrões de diferentes linhagens 236 

comerciais. Considerando a variação existente nos níveis desse hormônio no sêmen, os 237 

resultados do presente estudo obtidos com GSH podem explicar as diferenças encontradas 238 

entre diferentes trabalhos com essa substância (Baumber et al., 2003; Câmara et al., 2011; 239 

Estrada et al., 2014; Gadea et al., 2004). 240 

 Além disso, ejaculados de boa congelabilidade (maior resistência à 241 

criopreservação) apresentam maiores concentrações endógenas de GSH (Casas et al., 2010; 242 

Yeste et al., 2013a), reduzindo os benefícios conferidos pela adição dessa substância ao meio 243 

de diluição. No presente estudo, seis machos foram considerados de boa congelabilidade, 244 

uma vez que apresentaram motilidade maior que 40% após descongelamento e dois machos 245 

foram considerados de baixa congelabilidade. 246 

 Com relação à adição do IGF-I durante o processamento do sêmen, nenhum 247 

efeito pode ser observado após o descongelamento do mesmo. Já no sêmen fresco, a adição 248 

desse hormônio aumentou a resistência osmótica e o número de espermatozoides com 249 

acrossoma intacto. Após 24 horas de sua adição, houve aumento de células com alto potencial 250 
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mitocondrial e uma menor porcentagem de células com alto nível de superóxido. Silva et al. 251 

(2011) não encontraram diferenças na motilidade, resistência osmótica, viabilidade e 252 

anormalidades espermáticas, porém, observaram redução da atividade da glutationa 253 

peroxidase e da peroxidação lipídica no sêmen resfriado por 24 horas. 254 

 Mendez et al. (2012) também verificaram menores teores de dimalondialdeído ao 255 

adicionarem 30 ng/mL de IGF-I ao sêmen suíno. Esses resultados sugerem que o IGF-I pode 256 

estar envolvido nas vias de proteção antioxidante das células espermáticas. Entretanto, no 257 

presente estudo, embora efeitos positivos tenham sido observados no sêmen resfriado, esse 258 

resultado não foi suficiente para melhorar as demais características do sêmen descongelado 259 

apenas com adição do sistema IGF-I. 260 

 Ainda no presente estudo, os resultados obtidos com o IGF-I foram semelhantes 261 

aos obtidos com a adição de seu anticorpo, o anti-IGF-I. Isso sugere que, em vez de 262 

ativar os mecanismos hormonais mediados pelo IGF-I, a adição desse hormônio na dose de 263 

30 ng/mL pode ter inativado tais mecanismos. De fato, ao se analisar essa concentração 264 

de IGF-I no sêmen diluído, verifica-se que a mesma está bem acima das concentrações 265 

fisiológicas desse hormônio livre encontrado no plasma seminal dos varrões utilizados no 266 

presente estudo (3,46±0,83 ng/mL). Nesse caso, quantidades excessivas de IGF-I pode ter 267 

ativado mecanismos de feedback negativo, inativando as vias de sinalização envolvidas 268 

com esse hormônio (Hadley; Levine, 1999). 269 

 Entretanto, mais estudos devem ser conduzidos, considerando o grau de diluição 270 

do sêmen e também a quantidade de proteínas de ligação desse hormônio (IGFBP) presentes 271 

no ejaculado. Considerando os resultados obtidos até o momento, sugere-se que o bloqueio, 272 

mas não ativação, da ação do IGF-I parece melhorar a qualidade do sêmen suíno resfriado, 273 

fato que não tem sido comprovado até então na literatura. 274 

 Embora a associação do GSH com IGF-I ou com anti-IGF-I tenha demonstrado 275 
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capacidade de melhorar o potencial antioxidante do sêmen suíno descongelado, alguns 276 

parâmetros de qualidade seminal, como a integridade de acrossoma, a atividade mitocondrial 277 

e a resistência osmótica foram prejudicadas. A resistência osmótica é uma avaliação da 278 

integridade funcional da membrana plasmática do espermatozoide, particularmente do 279 

acrossoma (Bahamondes et al., 2001). Chan et al. (1996) demonstraram que a integridade de 280 

acrossoma pode estar relacionada diretamente com a integridade de outras membranas e com 281 

a atividade mitocondrial. No presente estudo, a atividade mitocondrial foi prejudicada, 282 

podendo ser explicado devido ao bloqueio do sistema IGF-I e, consequentemente, menor 283 

facilitação do uso de energia e aceleração do metabolismo (Henricks et al., 1998), o que 284 

também pode explicar baixa integridade de acrossoma e em consequência a resistência 285 

osmótica, já que estes parâmetros citados parecem estar correlacionados (Chan et al., 1996). 286 

 Com relação ao sêmen fresco diluído, o aumento da resistência osmótica e do 287 

número de espermatozoides com acrossoma intacto pode estar relacionado ao efeito imediato 288 

do bloqueio do sistema IGF-I. Sabe-se que o IGF-I facilita o uso de energia (aceleração 289 

do metabolismo) pelas células espermáticas (Henricks et al., 1998). Sendo assim, a presença 290 

de IGF-I está relacionada ao metabolismo energético e, consequentemente, formação de ERO 291 

que podem influenciar na integridade das membranas, principalmente em suínos, cujos 292 

espermatozoides possuem maiores teores de ácidos graxos insaturados (Cerolini et al.,  2000). 293 

A ausência de diferenças significativas nos níveis de peróxidos e superóxidos podem estar 294 

relacionadas às características do sêmen fresco que possuem menor acúmulo de ERO e maior 295 

capacidade antioxidante quando comparado ao sêmen resfriado por 24 horas.  296 

 Estudos encontrados na literatura mostram que existe correlação positiva entre a 297 

motilidade e a morfologia espermática e a concentração seminal de IGF-I no sêmen de 298 

equinos (Macpherson et al., 2002), além de melhorar diversas outras características no sêmen 299 

de bovinos (Brito et al., 2007) e búfalos (Selvaraju et al., 2009). Com suínos, a adição de IGF-300 
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I reduziu a motilidade espermática do sêmen resfriado por 24 horas, porém, aumentou a 301 

motilidade quando associado à adição concomitante de vitamina E (Mendez et al., 2012). 302 

 A divergência nos resultados entre as diferentes espécies pode estar relacionada à 303 

concentração de receptores de membrana, à presença de proteínas de ligação (IGFBP) no 304 

plasma seminal. Em bovinos, a quantidade de receptores de membrana para IGF-I é de 305 

aproximadamente 1000 receptores em cada célula espermática (Henricks et al., 1998), porém 306 

em suínos esse número é desconhecido. Além disso, outros fatores também podem estar 307 

relacionados, tais como aqueles que influenciam o sistema antioxidante das células (Mendez 308 

et al., 2012). 309 

 Com relação ao sêmen resfriado por 24 horas, a adição de IGF-I ou seu 310 

anticorpo durante o processamento das doses inseminantes reduziu, aos 10 minutos de 311 

incubação, a intensidade de células com alto potencial mitocondrial. Porém, aos 120 minutos 312 

de incubação, houve aumento da porcentagem de célula com elevado potencial 313 

mitocondrial, com menor porcentagem de células com alto nível de superóxido. Esse 314 

resultado sugere que o IGF-I realmente está relacionado à ativação do metabolismo 315 

energético, em um primeiro momento, mas que o espermatozoide, a longo prazo, pode ser 316 

capaz de ativar vias metabólicas independentes do sistema IGF-I (Saltiel; Kahn., 2001). 317 

Esse resultado explica o aumento da atividade metabólica sugerida em outros estudos ao 318 

testarem a inclusão de IGF-I ao sêmen suíno (Mendez et al., 2012; Silva et al., 2011). 319 

Nesse caso, a avaliação dos mecanismos de sinalização química relacionados ao 320 

espermatozoide poderia elucidar o real mecanismo do IGF-I no metabolismo espermático. 321 

 322 

5. Conclusão 323 

 A adição de 30 ng/mL de IGF-I ao meio de diluição parece bloquear em vez de ativar 324 

o sistema IGF-I do sêmen suíno. Os efeitos da adição de GSH aos meios de congelamento do 325 
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sêmen suíno parecem estar relacionados à presença d o  I G F - I  no ejaculado. Embora 326 

com efeitos negativos sobre a integridade de acrossoma, maior potencial antioxidante do GSH 327 

ao sêmen suíno descongelado pode ser observado quando ocorre um bloqueio do sistema IGF-328 

I do sêmen. A adição de IGF-I ou de seu anticorpo melhora a qualidade do sêmen fresco 329 

diluído e aumenta o potencial antioxidante tanto do sêmen resfriado quanto do sêmen 330 

descongelado, quando associado ao GSH. 331 
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Tabela 1. Características do sêmen suíno fresco diluído 120 minutos após a adição de fator 

de crescimento semelhante à insulina tipo I (IGF-I) e de anticorpo anti-IGF-I. 

Variáveis Controle IGF-I Anti-IGF-I P CV 

Motilidade total, % 91,19 93,86 90,65 0,17 2,40 

Velocidade média, µm/s 89,22 88,50 82,22 0,27 12,66 

Velocidade linear progressiva, µm/s 22,85 22,37 22,07 0,91 16,30 

Velocidade curvilínea, µm/s 43,57 42,47 41,27 0,70 10,52 

Coeficiente de linearidade, % 27,77 26,46 27,96 0,67 13,02 

Coeficiente de retilinearidade, % 51,32 50,47 51,01 0,93 8,96 

Coeficiente de oscilação, % 51,34 49,48 51,79 0,45 7,44 

Deslocamento lateral de cabeça, µm 2,45 2,37 2,30 0,36 8,56 

Frequência de batimento flagelar cruzado, Hz 8,22 8,38 7,60 0,33 12,73 

Anormalidades espermáticas, % 2,24 2,16 2,06 0,77 23,10 

Resistência osmótica, % 72,73 b 78,59 a 78,86 a 0,02 5,16 

Espermatozoides viáveis, % 70,54 69,12 69,43 0,45 2,82 

Espermatozoides com acrossoma intacto, % 72,80 b 76,54 a 76,02 a 0,03 - 

Espermatozoides com elevada AM, % 42,75 47,99 50,41 0,39 11,07 

Intensidade de células com elevada AM 16,81 16,96 18,82 0,85 - 

Espermatozoides viáveis com elevado SO, % 58,91 58,53 69,16 0,11 - 

Intensidade de células com elevado SO 148,12 139,88 134,15 0,21 3,65 

Espermatozoides viáveis com elevado PO, % 58,52 57,85 58,89 0,83 4,99 

Intensidade de células com elevado PO 221,68 252,75 255,49 0,39 9,49 

Permeabilidade de membrana intacta, % 71,97 70,80 73,21 0,25 3,23 

AM: Atividade mitocondrial; SO: superóxido; PO: peróxidos. 

 
a,b Médias seguidas por diferentes letras na coluna diferem pelo teste Tukey (P<0,05). 



 

Tabela 2. Características do sêmen suíno refrigerado por 24 horas a 17ºC com adição de fator de crescimento semelhante à insulina tipo I (IGF-I) 

e de anticorpo anti-IGF-I, mantido a 37 C durante 10 e 120 minutos após refrigeração. 

 

Variáveis Sêmen suíno resfriado após 10 minutos de incubação 
Sêmen suíno resfriado após 120 minutos de

 
  incubação  

 Controle IGF-I Anti-IGF-I P CV Controle IGF-I Anti-IGF-I P CV 

Motilidade total, % 84,45 84,89 86,92 0,88 4,91 86,44 84,35 82,53 0,22 _ 
Velocidade média, µm/s 75,35 83,09 80,91 0,29 13,79 75,06 77,40 73,83 0,73 12,9 

Velocidade linear progressiva, µm/s 17,56 19,14 18,84 0,49 14,73 19,03 19,94 18,73 0,72 15,9 

Velocidade curvilínea, µm/s 35,46 38,20 38,14 0,49 12,07 37,03 36,93 35,36 0,73 12,0 

Coeficiente de linearidade, % 23,84 24,57 25,25 0,50 9,60 27,72 27,48 27,48 0,99 15,8 

Coeficiente de retilinearidade, % 46,21 46,89 47,38 0,56 17,11 49,29 50,65 50,19 0,88 11,1 

Coeficiente de oscilação, % 48,62 47,96 49,49 0,59 6,06 52,43 50,38 50,26 0,41 6,90 

Deslocamento lateral de cabeça, µm 2,13 2,21 2,24 0,58 9,96 2,10 2,12 2,03 0,70 10,6 

Frequência de batimento flagelar cruzado, 7,17 7,73 7,71 0,27 9,96 7,27 7,36 7,42 0,89 9,10 

Anormalidades espermáticas, % 4,88 4,88 6,13 0,53 _ 5,90 6,00 6,10 0,50 _ 

Resistência osmótica, % 71,81 75,00 70,94 0,40 8,42 70,40 72,40 68,70 0,50 9,27 

Espermatozoides viáveis, % 74,86 a 74,02 ab 72,84 b 0,04 4,19 69,65 67,38 68,15 0,13 3,13 

Espermatozoides com acrossoma intacto, % 76,34 77,35 76,69 0,32 1,69 74,29 75,56 76,59 0,10 3,23 

Espermatozoides com elevada AM, % 71,04 67,71 61,06 0,28 4,94 57,02 b 63,86 a 61,62 a 0,04 _ 

Intensidade de células com elevada AM 19,60 a 16,97 b 16,70 b 0,03 _ 17,83 18,18 18,16 0,81 6,57 

Espermatozoides viáveis com elevado SO, 58,96 60,44 58,91 0,16 2,85 54,74 55,94 58,10 0,42 _ 

Intensidade de células com elevado SO 143,53 138,76 125,99 0,09 _ 141,53 a 130,44 b 129,08 b 0,02 _ 

Espermatozoides viáveis com elevado PO, 63,32 63,03 62,73 0,88 _ 61,35 60,06 61,58 0,68 6,00 

Intensidade de células com elevado PO 244,64 253,17 257,05 0,22 _ 223,25 207,00 211,53 0,88 _ 

Permeabilidade de membrana intacta, % 75,33 74,90 74,85 0,69 _ 70,69 68,13 70,10 0,81 2,72 

AM: Atividade mitocondrial; SO: superóxido; PO: peróxidos. 

 
a,b Médias seguidas por diferentes letras na coluna diferem pelo teste Tukey (P<0,05). 



 

Tabela 3. Características do sêmen suíno descongelado após a adição de fator de crescimento semelhante à insulina tipo I (IGF-I) e de anticorpo 

anti-IGF-I no sêmen fresco (antes do resfriamento) e da glutationa reduzida (GSH) após o resfriamento (antes do congelamento), mantido a 37 

C durante 10 minutos após descongelamento. 
 

Variável Controle IGF-I Anti-IGF-I GSH 
GSH + 
IGF-I 

GSH + Anti 

IGF-I 

 
P CV 

Motilidade total, % 45,36 45,84 44,91 46,03 52,01 46,41 0,28 13,81 

Velocidade média, µm/s 50,03 42,22 47,08 44,17 47,12 48,27 0,10 10,81 

Velocidade linear progressiva, µm/s 13,77 13,55 14,20 12,62 13,89 14,22 0,61 14,27 

Velocidade curvilínea, µm/s 27,77 24,51 26,49 25,36 26,33 26,96 0,27 12,14 

Coeficiente de linearidade, % 30,18 34,78 31,48 31,10 31,09 33,81 0,41 15,52 

Coeficiente de retilinearidade, % 46,55 52,77 49,84 47,12 51,23 51,44 0,18 11,16 

Coeficiente de oscilação, % 60,44 62,53 59,77 61,55 60,97 61,33 0,82 6,68 

Deslocamento lateral de cabeça, µm 1,58 1,44 1,57 1,48 1,57 1,65 0,10 9,63 

Frequência de batimento flagelar cruzado, Hz 4,50 4,07 4,14 4,30 4,16 4,33 0,90 _ 

Anormalidades espermáticas, % 10,00 8,75 9,13 7,00 8,88 7,57 0,49 _ 

Resistência osmótica, % 70,94 a 68,25 a 67,69 a 67,00 a 64,31 b 62,63 b 0,03 7,61 

Espermatozoides viáveis, % 53,31 51,34 51,32 47,79 42,90 39,81 0,25 12,34 

Espermatozoides com acrossoma intacto, % 70,27 a 67,91 a 67,09 a 63,19 b 60,00 b 57,38 b <0,01 7,53 

Espermatozoides com elevada AM, % 31,92 a 31,08 a 28,78 ab 30,03 ab 22,74 b 22,75 b 0,04 _ 

Intensidade de células com elevada AM 16,18 14,86 14,81 15,49 14,75 15,05 0,21 _ 

Espermatozoides viáveis com elevado SO, % 30,80 33,26 33,86 32,22 28,08 25,66 0,48 16,28 

Intensidade de células com elevado SO 167,64 a 157,86 b 152,95 b 137,18 c 125,99 d 114,10 e <0,01 _ 

Espermatozoides viáveis com elevado PO, % 31,87 a 31,55 a 32,11 a 31,84 a 24,63 b 19,07 c <0,01 _ 

Intensidade de células com elevado PO 141,65 169,61 159,64 152,22 164,24 158,69 0,41 _ 

Permeabilidade de membrana intacta, % 64,18 61,04 61,26 61,08 57,29 55,18 0,27 _ 

AM: Atividade mitocondrial; SO: superóxido; PO: peróxidos. 

a,b Médias seguidas por diferentes letras na coluna diferem pelo teste Tukey (P<0,05). 



 

Tabela 4. Características do sêmen suíno descongelado após a adição de fator de crescimento semelhante à insulina tipo I (IGF-I) e de anticorpo 

anti-IGF-I no sêmen fresco (antes do resfriamento) e da glutationa reduzida (GSH) após o resfriamento (antes do congelamento), mantido a 37 

C durante 120 minutos após descongelamento. 

 
Variável Controle IGF-I Anti-IGF-I GSH 

IGF-I + 

GSH 

 

 
Anti IGF- 

I + GSH 

 

 
 

P CV 
 

Motilidade total, % 39,53 40,32 40,64 43,80 44,38 40,71 0,68 17,30 

Velocidade média, µm/s 46,17 41,54 44,87 44,42 46,19 48,15 0,51 11,07 

Velocidade linear progressiva, µm/s 13,43 12,57 13,79 13,07 13,75 13,32 0,86 15,75 

Velocidade curvilínea, µm/s 24,82 23,85 25,44 24,52 25,42 25,61 0,65 _ 

Coeficiente de linearidade, % 32,37 35,10 33,95 32,72 32,69 30,39 0,55 15,12 

Coeficiente de retilinearidade, % 51,40 52,39 52,10 51,03 50,07 49,49 0,85 _ 

Coeficiente de oscilação, % 58,69 62,88 61,84 60,04 62,09 57,47 0,07 6,67 

Deslocamento lateral de cabeça, µm 1,51 1,45 1,50 1,44 1,44 1,58 0,11 7,35 

Frequência de batimento flagelar cruzado, Hz 4,10 3,96 4,35 4,00 4,60 4,20 0,51 _ 

Anormalidades espermáticas, % 12,00 9,55 10,40 8,68 9,20 8,56 0,44 _ 

Resistência osmótica, % 65,47 61,71 62,90 62,15 61,13 62,45 0,30 _ 

Espermatozoides viáveis, % 47,91 49,22 47,37 42,13 39,62 38,99 0,36 14,12 

Espermatozoides com acrossoma intacto, % 65,71 a 66,40 a 64,84 a 61,35 b 59,88 b 56,06 b 0,02 7,05 

Espermatozoides com elevada AM, % 27,01 31,49 26,14 29,97 25,86 25,62 0,77 14,77 

Intensidade de células com elevada AM 15,03 15,65 15,04 15,34 15,30 15,10 0,14 _ 

Espermatozoides viáveis com elevado SO, % 26,11 28,51 27,63 27,51 24,69 22,87 0,07 15,19 

Intensidade de células com elevado SO 167,24 a 162,22 a 153,78 a 151,21 b 142,87 c 137,30 c 0,01 _ 

Espermatozoides viáveis com elevado PO, % 24,64 a 23,17 a 23,25 a 22,62 b 18,42 c 16,70 c <0,01 _ 

Intensidade de células com elevado PO 147,32 145,04 148,12 144,72 140,34 156,85 0,57 _ 

Permeabilidade de membrana intacta, % 63,24 64,74 63,53 61,56 57,88 59,02 0,06 8,04 
 

AM: Atividade mitocondrial; SO: superóxido; PO: peróxidos. 
 

a,b Médias seguidas por diferentes letras na coluna diferem pelo teste Tukey (P<0,05) 


