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RESUMO

Objetivou-se avaliar a condi¢do metabélica e estrutural das células espermaticas bovinas apés congelacao,
com adicdo prévia de IGF-1 e insulina no meio diluidor seminal. Os ejaculados de seis touros Nelore
foram submetidos a quatro tratamentos: controle; insulina (100pUIl/mL); IGF-1 (150ng/mL) e insulina +
IGF-1 (50pUl/mL e 75ng/mL, respectivamente). ApoOs a congelagdo, realizaram-se os testes de
termorresisténcia rapida, coloracdo pelo corante azul de tripan e Giemsa, além da anélise
computadorizada da motilidade espermaética, da integridade das membranas plasmaética e acrossomal, e da
peca intermediaria por meio de sondas fluorescentes. O teste de termorresisténcia rapida apresentou efeito
dentro do tempo de cada tratamento, mas ndo entre os tratamentos. Na andlise computadorizada da
motilidade espermatica, foram observados movimento, motilidade e velocidade espermaticos; ndo houve
efeitos dos tratamentos sobre qualquer uma dessas varidveis. Respostas iguais foram obtidas com as
sondas fluorescentes e o corante azul de tripan/Giemsa. A adigéo de insulina e IGF-I1, de forma isolada ou
combinada, ao meio diluidor para congelacdo de sémen ndo produziu efeitos sobre as condicfes
metabolica e estrutural das células espermaticas.

Palavras-chave: criopreservacdo, IGF-1, metabolismo espermatico

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the metabolic and structural condition of the spermatic bovine cells
after the freezing, with addition, previously, of IGF-I and Insulin in the seminal thinner medium. The
semen of 6 Nellore bulls were submitted to four treatments: Control, Insulin (100pUl/mL); IGF-I
(150ng/mL) and Insulin + IGF-I (50pUl/mL and 75ng/mL, respectively). After freezing, rapid resistance
tests, Tripan and Giemsa Blue staining, and computerized analysis of sperm motility and integrity of the
plasma and acrosomal membranes and the intermediate part were performed by fluorescent probes. The
term rapid resistance test had effect within the time of each treatment, but not between treatments. In the
computer analysis of sperm motility, sperm movement, motility and velocity no effects of treatments were
observed on any of these variables. The same results were obtained with the fluorescent probes and the
Blue dye Trypan / Giemsa. The addition of Insulin and IGF-I, alone or in combination, to the semen
freezing dilution medium had no effect on the metabolic and structural condition of sperm cells.

Keywords: cryopreservation, IGF-1, spermatic metabolism

INTRODUCAO al., 2009). Sabe-se hoje, porém, que o

mecanismo de criopreservacdo é adverso para

A descoberta do glicerol como agente essa célula, pois provoca estresse quimico,
crioprotetor, na década de 1950, causou grande osmético, térmico e mecanico, levando &
revolugdo na criopreservagdo, pois permitiu a desestabilizagdo da membrana  plasmatica,
congelacgio e o armazenamento  do processo semelhante ao que ocorre durante a
espermatozoide por longos periodos (Walters et capacitacdo espermatica (Bailey et al., 2000).

Considerando que o espermatozoide capacitado
e/ou com acrossoma reagido tem limitado
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tempo de vida, tal fato resulta em diminuicdo da
fertilidade.

As técnicas atuais de congelacdo ainda ndo
conseguiram evitar a reducdo expressiva da
populacdo espermatica viavel pOs-
descongelacdo (Arruda et al., 2010). Nesse
sentido, a adicdo de hormdnios como a
insulina e o IGF-1 ao meio diluidor de sémen
para congelacdo tem sido objeto de estudos,
pois esses horménios estdo intimamente
relacionados com a funcdo reprodutiva,
estimulando e preservando o metabolismo
espermatico e a integridade das membranas. O
IGF-1 é um peptideo com acdo mediada pelos
receptores tipo tirosina quinase — receptor tipo |
(Luz et al., 2015), sendo responsavel por
estimular e preservar a motilidade espermaética, a
reacdo acrossomal e a viabilidade, como
demonstrado para a espécie bovina (Henricks et
al., 1998); para os suinos (Silva et al., 2011), os
bafalos (Selvaraju et al. 2010); e os equinos,
com aumento da taxa de prenhez (Macpherson et
al., 2002). Ja a insulina é uma proteina formada
por duas cadeias (a« e f), com 21 e 30
aminoacidos, que fornece energia ao
espermatozoide, sendo liberada no ejaculado,
com produgdo do NADPH, bem como influencia
na capacitacdo espermdtica e no metabolismo
autécrino (Ando e Aquila, 2005).

Nesse contexto, a adi¢do da insulina e do IGF-I
ao meio diluidor para congelacdo de sémen pode
melhorar as condi¢fes metabdlica e estrutural
das células espermaticas apds a criopreservagao.
Este estudo objetivou avaliar a influéncia da
adicdo desses hormdnios sobre os pardmetros das
células  espermaticas  bovinas apds a
descongelacéo.

MATERIAL E METODOS

As técnicas e o0s procedimentos utilizados neste
trabalho foram aprovados pelo Comité de Etica e
Experimentacdo  Animal da  Universidade
Estadual do Maranh&o (Cetea — Uema, protocolo
n°. 042/2014). O estudo foi realizado na Fazenda
Soberana, municipio de Grajad, MA (05°81°60°’
de latitude sul e 46°16°22" de longitude oeste,
com 232 metros de altitude), que possui clima
tropical, temperatura média de 28,5°C,
precipitacdo anual média de 1240mm e umidade
do ar de 62% (Estacdo..., 2014).
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Foram utilizados seis touros da raca Nelore,
com peso médio de 550kg (x 45kg) e idade
média de 72 meses (+ seis meses), com
histérico androldgico de aptiddo reprodutiva.
As coletas de sémen foram realizadas por
eletroejaculacdo, e as amostras foram levadas
ao laboratério para as avaliagdes iniciais de
motilidade,  turbilhonamento,  vigor e
concentracdo espermaticos. Em seguida, o
ejaculado foi diluido na proporcdo de 1:1 e
mantido em banho-maria a 37°C, utilizando-se
como solucdo diluidora o TRIS-gema/20%,
com 7% de glicerol (Leite, 2008). Uma
aliqguota de sémen de cada ejaculado foi
separada em solucdo formol-salina para
posterior avaliagdo da morfologia espermatica,
realizada em microscopia de contraste de fase,
sob lamina e laminula, em aumento de 1000x.
Foram contadas 200 células, e os resultados
expressos em porcentagem, classificados em
defeitos maiores e menores (Henry e Neves,
1998). A concentracdo de espermatozoides
viaveis por palhetas de 0,25mL foi fixada em
12 x 108.

Foram instituidos quatro tratamentos: controle,
insulina (100pUI/mL), IGF-1 (150ng/mL) e
insulina + IGF-1 (50pUl/mL e 75ng/mL,
respectivamente). O ejaculado de cada touro
foi dividido entre eles, blocando o efeito do
touro. Tais ejaculados foram separados em
tubos tipo Falcon de 15mL, sendo diluidos
para a concentragdo preconizada e acrescidos
com os reagentes (insulina — Sigma 13536;
IGF-1 — Sigma 13769), de acordo com cada
tratamento. Depois foram envasados.

Para a criopreservacdo do sémen, foi utilizado
0 sistema programavel portatil, modelo TK-

3000®, usando a curva P1S2. As palhetas
foram acondicionadas em porta-palhetas,
seguindo a curva de refrigeracdo até se atingir
5°C. Quando foram alcancados os 5°C, manteve-
se ali 0 sémen em tempo de equilibrio de duas
horas. Em seguida, o porta-palhetas foi
transferido para caixa térmica contendo
nitrogénio liquido, onde permaneceu até a
temperatura de -120°C, em uma curva de -
15°C/minuto. Ao se chegar a essa temperatura, as
palhetas foram retiradas do porta-palhetas e
submergidas no nitrogénio liquido a -196°C. As
palhetas foram organizadas em raques e
armazenadas em botijdes criogénicos.
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Ao término, as palhetas foram armazenadas
em botijées com nitrogénio liquido, onde
permaneceram até o momento da realizacdo
das analises po6s-descongelacdo (37°C/30
segundos), que foram: 1) analise morfolégica
(Henry e Neves, 1998); 2) teste de
termorresisténcia rapido (46°C/30min; TTRr;
Viana, 2004); 3) viabilidade espermatica
(mortos ou vivos) e acrossomal (com ou sem)
pelo azul de tripan e Giemsa, observando-se
quatro categorias: a) vivo com acrossoma
intacto (VCA), b) morto com acrossoma
intacto (MCA), c) vivo sem acrossoma (VSA)
e d) morto sem acrossoma (MSA) (Silva,
1998); 4) andlise computadorizada da
motilidade espermatica (CASA; Viana, 2004)
e 5) integridade de membranas plasmatica,
acrossomal e de peca intermediéria (funcéo
mitocondrial) com o wuso de sondas
fluorescentes, utilizando-se iodeto de propidio
(IP; Sigma - 287075) e diacetato de 6-
carboxifluoresceina (CFDA; Sigma — C5041),
para a andlise da membrana plasmatica, iodeto
de 55,66 - tetracloro 1,133 -
tetraetilbenzimidazolo carbocianina (JC-1;
Sigma — T4069), para a peca intermediéaria, e
isocianato de fluoresceina com a lecitina
Arachis hypogaea (FITC/PNA, Sigma -
L7381), para a integridade do acrossoma do
espermatozoide (Celeghini et al., 2007).

O delineamento foi em blocos ao acaso, ficando a
variavel TTR enquadrada como parcela
subdividida (cada touro um bloco e o tempo do
TTR, as subparcelas). As variaveis paramétricas

foram avaliadas pela ANOVA, comparando-se as
médias pelo teste de Tukey. A funcédo logaritmica
foi utilizada para enquadrar a resposta dentro da
normalidade. As variaveis ndo paramétricas foram
analisadas pelo teste de Wilcoxon e Friedman,
com significancia de 5%. Todas as variaveis
passaram pelos testes de normalidade de Shapiro-
Wilk e Lilliefors. Utilizou-se o programa BioEstat
5.0 para comparagao entre as médias.

RESULTADOS

Todos os animais foram  previamente
classificados como aptos a reproducdo (Henry e
Neves, 1998), com o minimo de 60% de
motilidade e 70% de células espermaticas
normais, ndo se sobressaindo mais de 5% de um
mesmo defeito, tanto maior quanto menor,
observado nas Tab. 1 e 2.

A Tab. 3 mostra os resultados do TTRr. Os
dados foram analisados dentro de cada
tratamento para avaliar a resposta nos
diferentes tempos (zero, 10, 20 e 30min), o0s
quais mostraram diferenca (P<0,05), sem
haver, no entanto, efeito (P>0,05) entre os
tratamentos. Os dados de motilidade
espermatica mantiveram-se até 10 minutos do
periodo de avaliacdo em todos os tratamentos,
sobressaindo-se no tratamento com insulina
isolada, a qual manteve seu valor inicial até o
tempo de 20 minutos. A Tab. 4 apresenta 0s
resultados de vivos e mortos, com e sem
acrossoma, obtidos por meio da coloragcdo com
azul de tripan/Giemsa, segundo Silva (1998).

Tabela 1. Biometria testicular e analise subjetiva inicial do sémen de seis touros Nelore que foram

utilizados experimentalmente

Touro 01 Touro 02

Touro 03 Touro 04 Touro 05 Touro 06

Motilidade 60 80 60 60 60 60
Turbilhonamento 3 2 1 2 1 2
Vigor 3 4 2 3 3 3
Circunferéncia escrotal 40 41 38 38,5 36 36
Comprimento escrotal 102 110 112 08 105 94
direito
Largura escrotal direita 73 75 80 75 70 70
Comprimento escrotal 108 111 110 90 110 98
esquerdo
Largura escrotal esquerda 78 74 80 77 72 74
666 Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.72, n.3, p.664-672, 2020
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Tabela 2. Andlise da morfologia espermatica de seis touros Nelore que foram utilizados
experimentalmente

Touro01  Touro02 Touro03 Touro04 Touro05  Touro 06

Normal 93 81 87 88 78 55
Calda dobrada (CD) 3 8 8 2 20 42
Delgado na base 1 1
Acrossoma 1 2 1
Gota proximal (GCP) 4 1

Gota distal (GCD) 2 4 2 1
Piriforme 1
Cabeca delgada 7
Cabega anormal 1
Forma teratoldgica 1
Cabeca isolada normal 2 2
Cabeca delgada na base 1

Tabela 3. MédiatEPM (%) dos resultados da motilidade espermética avaliada pelo teste de
termorresisténcia rapida (TTRr) pos-descongelacdo

Tempo

(min) Controle (%) Insulina (%) IGF-1 (%) Insulina + IGF-1 (%)
0 35,8+09,1a 34,0+11,0a 38,0+14,0a 38,0+14,0a

10 37,0+13,0a 35,0+18,4a 33,3+18,6ab 37,5+16,6ab

20 30,0+08,9b 22,5+16,0ab 25,0+08,3b 31,6+09,8b

30 16,6+13,6bc 15,8+12,8b 15,8+11,1bc 17,5+14,0bc

Letras minusculas distintas na mesma coluna diferem (P<0,05) pelo teste de Wilcoxon. Ndo houve diferenga
(P>0,05) entre os tratamentos dentro do tempo.

Tabela 2. MédiatEPM dos resultados do teste de azul de tripan e Giemsa pds-descongelacdo

Sptz VCA (%) Sptz VSA (%) Sptz MCA (%) Sptz MSA (%)
Controle 95,3+37,4 3,7+2,8 76,5+41,1 8,0+4,0
Insulina 95,0+44,2 4,1%2,1 78,3+48,1 7,149,4
IGF-I 94,5+42,6 3,7£1,7 74,0455,3 15,0+7,1
Insulina + IGF-I  94,6+42,4 42419 72,6+47,0 11,5+11,9

SPTZ: espermatozoide; VCA: vivo com acrossoma; VSA: vivo sem acrossoma; MCA: morto com acrossoma; MSA:
morto sem acrossoma. IGF-I: fator de crescimento semelhante a insulina do tipo 1.

Nas categorias analisadas (VCA, VSA, MCA e
MSA), os tratamentos instituidos ndo tiveram
diferenca (P>0,05) em relacdo ao grupo controle.
Assim, agruparam-se 0s tratamentos dentro de

(10,41+1,77b). Nas andlises pelo CASA, os
resultados foram classificados em trés
variaveis: movimento, motilidade e velocidade
espermaticos. Os dados sdo apresentados,

cada categoria, havendo diferenca (P<0,05)
entre os resultados com e sem acrossoma, mas
ndo (P>0,05) entre vivos e mortos: vivos com
(94,87+7,96a) e sem acrossoma (19,91+3,99b)

respectivamente, nas Tab. 4, 5 e 6. Ndo houve
diferenca estatistica (P>0,05) entre o0s
tratamentos instituidos, comparando-os com o
que foi observado no grupo controle.

e mortos com (75,37+9,19a) e sem acrossoma

Tabela 4. MédiaEPM do movimento espermatico analisado pelo sistema CASA po6s-descongelacdo

MP répido (%) MP lento (%) MNP (%) Estéatico (%)
Controle 4,0£2,7 7,1+5,8 19,1+12,6 69,6+20,0
Insulina 4,9+3,3 7,354 22,4+147 65,2+22,8
IGF-I 5,1+4,1 8,3+7,9 23,3+18,9 63,2+29,9
Insulina + IGF-I 3,6+3,0 5,746 20,5+14,0 70,1+21,3

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.72, n.3, p.664-672, 2020 667
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MP: movimento progressivo; MNP: movimento néo p
tipo 1. As médias ndo diferiram (P>0,05) pelo teste de

osta et al.

rogressivo; IGF-I: fator de crescimento semelhante a insulina do
Tukey, ANOVA.

Tabela 5. MédiatEPM dos resultados da motilidade espermatica feita pelo sistema CASA pos-

descongelacdo

Estatica (%) Motilidade ndo progressiva (%) Matilidade progressiva (%)
Controle 69,6+20,0 22,7149 7,545,3
Insulina 69,2+22,8 25,5+17,6 9,2+6,2
IGF-I 63,2+29,9 27,8+24,2 8,9+6,8
Insulina + IGF-I 70,1+21,.3 22,5+15,9 7,315,6

IGF-1: fator de crescimento semelhante a insulina do tipo 1. As médias ndo diferiram (P>0,05) pelo teste de Tukey,

ANOVA.

Tabela 6. MédiaztEPM dos resultados da vel
descongelacéo

ocidade espermatica feita pelo sistema CASA pés-

Velocidade rapida

Velocidade media

Velocidade lenta

(um/scg) (um/scg) (umiseg)  aneo (nmisee)

Controle 7,657 9,0+6,3 13,648,7 69,6+20,0
Insulina 7,946,2 10,9+£7,8 15,849,2 65,2+22,8
IGF-I 9,6+8,8 12,1121 15,0£9,7 63,2+29,9
Insulina + IGF-I 5,6+4,9 9,5¢7,3 14,749,3 70,1+21,3
IGF-I: fator de crescimento semelhante a insulina do tipo 1. As médias ndo diferiram (P>0,05) pelo teste de Tukey,
ANOVA.

Pelas sondas fluorescentes, foram feitas células ou das pecas intermedidrias intactas,

analises das seguintes varidveis: integridade
das membranas plasmaética, acrossomal e de
peca intermedidria do espermatozoide; o0s
resultados sdo apresentados na Tab. 7. Os
tratamentos instituidos ndo provocaram efeito
(P>0,05) para as membranas plasmaética e
acrossomal, nem para a pega intermediria.
Ndo houve diferenca também dentro das

assim como das que se apresentaram lesadas.
Cabe observar, no entanto, que, na andlise da
membrana acrossomal, o valor obtido no
tratamento insulina + IGF-1 apresentou maior
percentual de células integras. Apesar de nao
haver diferenca estatistica, observacbes
clinicas devem ser consideradas.

Tabela 7. MédiazEPM dos resultados da integridade das membranas plasmatica, acrossoma e da
peca intermedidria dos espermatozoides, pos-descongelacédo

Membrana plasmatica (%)

: —
Acrossoma (%) Peca intermediéria (%)

Intacta Lesada Intacto Lesado Intacta Lesada
Controle 51,5+21,5 48,5+21,5 66,0+18,1 34,0+18,1 16,0+9,5 84,0+9,5
Insulina 55,6+19,5 44,3+19,5 52,5+22,9 47,5122 9 23,3+21,8 76,6+21,8
IGF-I 51,6+25,8 48,3+25,8 54,6+£28,5 45,3+28,5 27,5+19,2 72,5+19,2
Insulina + IGF-1  40,3+17,9 59,6+17,9 73,5£10,2 26,5+10,2 26,8+24,7 73,1+24,7

IGF-1: fator de crescimento semelhante a insulina do tipo 1. As médias ndo diferiram (P>0,05) pelo teste de Tukey,

ANOVA.
DISCUSSAO

Dentro da argumentacdo androlégica de
avaliacdo de touros, dois pontos se destacam
quando se tenta predizer a fertilidade de
machos dessa espécie: a circunferéncia
escrotal e as caracteristicas do sémen (Vale
Filho, 1997). Uma vez que os animais alocados
no experimento tinham média de idade de 72

668

meses, assim maduros, foram classificados
como aptos a reproducdo (Henry e Neves,
1998), corroborando o que foi apresentado por
Pacheco et al. (2007), que, ao analisarem o
efeito da idade sobre as caracteristicas
seminais e 0 perimetro escrotal, constataram
gue animais com essa média de idade néo
diferiram significativamente para  as
caracteristicas morfoldgicas, estando as médias

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.72, n.3, p.664-672, 2020
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dentro do padrdo determinado pelo Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal (Henry e
Neves, 1998).

No que diz respeito aos testes utilizados no
experimento, trabalhos publicados atestam a
eficiéncia deles na predicdo da viabilidade
espermatica. Entre eles, Emerick et al. (2011)
citaram o TTR como sendo um teste sensivel
em relacdo a motilidade pés-criopreservagao,
que traz informacdo adicional na avaliagdo
de sémen bovino criopreservado. Tartaglione
e Ritta (2004) trabalharam com o
azul de tripan e Giemsa para avaliar a
condicdo acrossomal de espermatozoides
criopreservados de touros e observaram que
esse teste apresentou alta correlagdo com a
fertilidade.

Partyka et al. (2012) relataram que os métodos
convencionais de avaliacdo espermatica,
em conexd0 com a andlise computadorizada
da motilidade espermatica (CASA), tém
possibilitado aos  pesquisadores  obter
informacgbes mais precisas sobre o estado
morfofuncional dos espermatozoides e 0s
mecanismos de crioinjarias. Celeghini et al.
(2010) comentaram que as associacbes de
sondas fluorescentes permitem avaliar,
concomitantemente, varios compartimentos da
mesma célula espermatica, aumentando a
precisdo das analises de sémen, fato que se
torna possivel em virtude da capacidade das
sondas de se ligarem a compartimentos
especificos dascélulas espermaticas.

Para Silva e Guerra (2012), a melhor forma de
predicdo da qualidade de uma amostra seminal
e do seu potencial fecundante é a realizagdo
conjunta de técnicas de avaliagdo para as
diferentes caracteristicas espermaéticas.
Nenhum teste laboratorial isoladamente é
capaz de determinar o potencial de fertilidade
dos espermatozoides.

Neste estudo, ndo se observou diferenga entre
0s tratamentos instituidos, podendo essa
resposta ter sido oriunda das concentracGes
utilizadas de cada reagente dentro do meio
diluidor de criopreservacdo. Era esperado
maior ndmero de células vivas com
acrossoma, assim como maior concentragéo de
células integras, tanto na ~membrana
plasmética quanto na acrossomal, nos

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.72, n.3, p.664-672, 2020

tratamentos que incluiram insulina no seu
meio, pois, segundo Aquila et al. (2005), a
célula espermatica mobiliza a insulina de seus
granulos no momento do processo de
hiperativacdo. Esse mecanismo desencadeia
maior aporte de energia para a célula
espermatica, o que, por sua vez, desestabiliza
0S componentes que mantém a integridade das
membranas plasmatica e acrossomal antes da
reacdo acrossdmica. Tal percepgdo foi
constatada, uma vez que os tratamentos
envolvendo a insulina apresentaram maior
nimero de células intactas. No entanto, sem
confirmacéo estatistica.

Seguindo esse pressuposto, esperava-se maior
motilidade das células espermaticas que foram
suplementadas com IGF-lI. De acordo com
Henricks et al. (1998), esse hormo6nio
promove aumento da motilidade total e
retilinea, uma vez que se liga aos seus
receptores de membrana localizados nessas
células. Contudo, deve-se ressaltar que o
plasma seminal ja contém tanto insulina
quanto IGF-1 no seu meio, justificando, assim,
a comparagdo com o grupo controle. Esperava-
se que a adicdo desses hormdnios pudesse
contrapor as argumentacfes de Aquila et al.
(2005), que ressaltaram que a diluicdo seminal
no meio de congelacdo diminui as
concentragbes de insulina, deixando a célula
espermética mais exposta as necessidades
energéticas, requerendo, com isso, maior
mobilizacdo das suas reservas, o que, segundo
0 exposto anteriormente, levaria a maior
desestabilizacdo das membranas.

Esses resultados contrastam com os achados de
Henricks et al. (1998), que identificaram a
presenca do IGF-1 no plasma seminal de
bovinos e destacaram uma relagdo positiva,
mesmo que varidvel, desse horménio com a
morfologia e a motilidade espermaticas. No
entanto, para Hoeflich et al. (1999), embora o
trabalho de Henricks et al. (1998) tenha
observado efeito positivo significante do IGF-I
sobre a motilidade espermatica bovina no
sistema in vitro, esse efeito deve ser
reconsiderado nas condig6es in vivo, nas quais
guantidades  substanciais de  proteinas
ligadoras de IGF (IGFBP) estdo presentes no
plasma seminal bovino, e também em condicéo
artificial, que pode modificar a meia-vida e as
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interacdes dos IGF dos

espermatozoides.

receptores de

Apesar de concluir a relagdo positiva do IGF-I
na morfologia e na motilidade espermaticas, até
mesmo o trabalho de Henricks et al. (1998)
atenta para o fato de que a biodisponibilidade
do IGF-I, evento mediado pelas IGFBPs, sofre
influéncia da presenca, nas gléndulas
acessorias do trato reprodutivo, de um
antigeno prostatico capaz de clivar o IGF-I de
suas proteinas de ligacdo, 0 que sugere que
esse hormdnio conjugado com suas proteinas
s6 esta biodisponivel imediatamente antes ou
apoés a ejaculacdo, constituindo esse um fator
limitante a acdo do IGF.

Hoeflich et al. (1999) corroboram
acrescentando que a acdo moduladora das
IGFBPs sofre influéncia da concentracao e do
sitio de acdo. Uma dessas proteinas
carreadoras, a IGFBP-3, foi relatada como
tendo aclo diminuidora da afinidade do
receptor de IGF-1 para o seu ligante,
apresentando, assim, influéncia negativa na
acdo do IGF. Também Miao et al. (1998)
mostraram que a associacdo de IGF-1 e IGFBP-
3 ao meio de incubagdo néo causou alteragéo
estatistica significativa nos parametros de
motilidade espermética, diferentemente do que
ocorria com o IGF-I isoladamente.

Hoeflich et al. (1999) mencionam ainda a ac¢éo
das proteases como modificadoras das IGFBPs.
Para eles, essas enzimas seriam moduladoras-
chave das acbes do IGF. Miao et al. (1998)
demonstraram que essas proteases Sdo
observadas no soro e no plasma seminal e que a
protedlise de uma IGFBP diminui sua afinidade
de ligacdo com o IGF, afetando, assim, a sua
biodisponibilidade. Para Peterson et al. (1998),
as proteases, especificas para IGFBPs,
representam um outro nivel de controle regular
da biodisponibilidade do IGF nos tecidos.

Quanto aos resultados observados sobre a
insulina, ndo houve efeito benéfico; eles
contrastam com os dados encontrados por van
Tilburg (2006), que adicionou insulina em
sémen ovino criopreservado e concluiu que ela
influenciou favoravelmente a motilidade, a
cinematica e a integridade de acrossoma.
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Aquila et al. (2005) relataram que o0s
espermatozoides no ejaculado sdo capazes de
secretar insulina. Essa pode ser uma resposta
autbnoma da célula espermatica para lhe
garantir substrato durante todo o trato
reprodutivo masculino e feminino e, assim,
garantir o sucesso na fertilizagdo. A insulina
liberada age indiretamente na via da pentose
fosfato (PPP), por meio da regulacdo da
enzima G6PDH, tendo como resultado a
produgdo de NADPH. Esse Ultimo vai agir nos
eventos relacionados com a capacidade do
espermatozoide de se fundir com o odcito.

O trabalho de Urner e Sakkas (1999) concluiu
que o espermatozoide precisa gerar NADPH
através da PPP, a fim de alcancar a
fertilizacdo. No entanto, a concentracdo dessa
enzima NADPH precisa estar finamente
equilibrada. A hiperatividade da via PPP pode
danificar o espermatozoide, assim como a
pouca estimulacdo pode tornar a célula
espermaética incapaz de fertilizar. Dessa forma,
a insulina produzida pelo espermatozoide age
na inducéo da capacitacdo, conforme alcance
sua concentragéo limite.

Neste estudo, apesar de ndo se ter encontrado
diferenca estatistica, a motilidade e o
movimento espermatico total apresentaram
maior valor numérico nos tratamentos que
receberam apenas IGF-I, corroborando o
trabalho de Nakayama et al. (1999), que, em
estudo sobre a influéncia de IGF-I, IGF-II e
insulina na promo¢do do crescimento e
diferenciacdo dos espermatozoides, relataram
que o IGF-1 era mais potente do que o IGF-II,
enquanto a insulina era 0 menos potente.

Selvaraju et al. (2009) referem-se também as
concentragbes de IGF-1 capazes de manter a
motilidade espermatica superior a do grupo
controle, citando a concentra¢do de 100ng/mL.
No presente estudo, foi utilizada a
concentragdo de 150ng/mL de IGF-I isolado.
No entanto, cabe destacar a analise da
membrana acrossomal feita por sonda
fluorescente, em que o grupo testado com a
associacdo de insulina e IGF-1, nas doses
respectivas de 50pUl/mL e 75ng/mL, obteve,
numericamente, o melhor resultado, deixando
aqui abertura para novas pesquisas com novas
dosagens.
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CONCLUSAO

Nas condicdes utilizadas neste experimento,
pode-se afirmar que a adicdo de insulina e
IGF-1 a0 meio diluidor de sémen
criopreservado de bovinos ndo causou
mudangas na integridade das membranas
plasméatica e acrossomal e na condicdo
metabdlica da célula espermatica, ndo foi
lesiva nem favoreceu a motilidade das células
espermaticas, bem como ndo aumentou a taxa de
células espermaticas ndo capacitadas apés a
descongelacéo.
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