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RESUMO

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a influéncia da adi¢do de IGF-I ao s€men suino
descongelado sobre o consumo de frutose pelos espermatozéides, a motilidade, o vigor e a viabilidade
espermdtica. O experimento foi realizado em maio de 2010 na Fazenda Sao Paulo (Oliveira/MG) e foi
coletado um ejaculado de sete varrdes. Apds a colheita, o sémen foi congelado e posteriormente
descongelado em banho-maria a 50°C por oito segundo. Acrescentaram-se as concentracdes de IGF-I
ao sémen e realizou-se andlise de motilidade, vigor, viabilidade espermdtica e consumo de frutose
pelos espermatozdides nos tempo 0, 30, 60, 90 e 120 minutos de incubacdo a 37°C. A motilidade
espermatica do s€men descongelado no inicio do periodo de incubacdo foi maior (P<0,01) com 100
ng/mL de IGF-I em relagdo ao controle. Quanto ao vigor, ndo houve diferenca (P>0,05) entre as
concentracdes de IGF-I. Houve efeito quadritico (P<0,05) do IGF-I para a viabilidade espermatica,
sendo 68 ng/mL de IGF-I o melhor nivel. Nao houve diferenga (P>0,05) no consumo de frutose.
Conclui-se que o IGF-I pode ser utilizado para melhorar a qualidade das doses inseminantes do s€men
suino descongelado.
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INTRODUCAO

Atualmente, a suinocultura € a maior atividade pecudria praticada no mundo, representando
100,8 milhdes de toneladas do mercado mundial de carnes, de um total de 277,8 milhdes, segundo a
FAO (Organizacdo das Nagdes Unidas para a Agricultura e a Alimentacdo) em 2009. O aumento na
producdo de carne suina tem demandado animais com elevada eficiéncia reprodutiva, estando
associados também a excelente qualidade de carne de seus descendentes. Com o intuito de melhorar a
taxa de fertilizacdo do s€men destinado a inseminacao artificial, diversos estudos tém sido conduzidos.
A técnica de congelamento de sémen suino nao € nova; no entanto, esta nao se desenvolveu conforme
o esperado, pelo menos até o momento. Apesar disso, pesquisas continuam abordando este tema, pois
o dominio do congelamento de s€émen suino traria vantagens como a importagao e exportacdo de doses
de alta qualidade genética ao redor do mundo com menor dificuldade, a perpetuacdo de espécies
nativas (PALLAS & DE ALBAS, 2002) e a garantia de fornecimento constante de s€émen no caso de
um problema epidemioldgico temporirio ou se a producdo de sémen diminuir como resultado de
efeitos climdticos adversos (CEROLINI et al., 2001). Além de indmeras tentativas no aprimoramento
de técnicas de manipulagdo do sémen em laboratério e protocolos de inseminacio, o conhecimento da
funcdo dos hormodnios reguladores do metabolismo de nutrientes na fung¢do reprodutiva dos gametas
tem recebido especial atencdo nos ultimos anos. Sabe-se que o fator de crescimento semelhante a
insulina I (IGF-I) desempenha importante papel no controle da funcao testicular, estando envolvido no
desenvolvimento das células germinativas, na maturacdo e na ativacdo da motilidade espermatica
durante a ejaculacdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da adi¢do de IGF-I ao sémen
suino descongelado sobre o consumo de frutose pelos espermatozdides, a motilidade, o vigor e a
viabilidade espermadtica.

MATERIAL E METODOS
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O experimento foi realizado em maio de 2010 na Fazenda Sdo Paulo (Oliveira/MG). Foi
coletado um ejaculado de sete varrdes da genética Agroceres PIC, linhagem 337 TG Superior, com
idade entre um e dois anos. O delineamento utilizado foi em blocos casualizados com quatro
tratamentos (concentragdes de IGF-I) e sete repeti¢des (animais) com parcelas subdivididas no tempo.
A colheita do sémen foi realizada pelo método da mao enluvada com auxilio de manequim fixo.
Durante a colheita, foi feita a separacdo da fracdo gelatinosa do ejaculado, por meio de camada dupla
de papel filtro adaptada ao frasco coletor (bécker graduado protegido por recipiente isotérmico). Apds
a colheita, o sémen foi imediatamente levado ao laboratério, onde foi mantido a 37°C. A metodologia
proposta para o congelamento e o descongelamento do sémen foi modificada do trabalho de
Westendorf et al. (1975). Apds a colheita e a avaliagdo rotineira do sémen in natura, o material foi
diluido em solug@o 1:1 com o diluidor BTS. A dose de sémen foi mantida em temperatura ambiente
durante 90 minutos e em seguida foi armazenada em geladeira a 15°C por 180 minutos. Apds este
periodo, a solucdo foi centrifugada (1612,8 g por 10 minutos) para a retirada do plasma seminal. O
sedimento de espermatozdides foi ressuspenso em 7,5 mL de diluidor de resfriamento (40 mL de
lactose 11%, 10 mL de gema de ovo e 0,005 g de antibiético - Ampicilina). Em seguida, ajustou-se a
concentra¢io espermatica para 1,5 x 10° espermatozéides/mL. Logo ap6s, retirou-se 10 mL que foram
resfriados a 5°C durante 90 minutos e posteriormente as amostras foram ressuspensas em 5,0 mL em
diluidor de congelamento (28,95 mL de diluidor de resfriamento, 0,15 mL de Orvus Es Paste - Equex-
Paste, Ref.13760/0030, Minitiib Afiill-und Labortechnik GmbH & Co.KG - e 0,9 mL de glicerol), de
modo que se obteve concentracdo final de 1,0 x 10° espermatozéides/mL. A seguir, o sémen foi
envasado, em palhetas de 0,5 mL 2 concentracio de 500 x 10° espermatozéides/palheta.
Posteriormente, as palhetas foram submetidas a curvas de congelamento propostas por Murgas et
al. (2001), de 5°C a -5°C, sendo 3°C/min e de -5°C a -140°C, sendo 40°C/min, utilizando

vapor de nitrogénio liquido. Em seqiiéncia, as palhetas foram introduzidas em botijdo de nitrogénio
liquido a temperatura de -196°C, o qual foi transportado para o Laboratério de Fisiologia e
Farmacologia Animal da UFLA, onde se realizou o descongelamento das palhetas em banho-maria a
50°C durante oito segundos. O conteido de cada palheta foi diluido em 10 mL de diluidor BTS a 37°C.
Em seguida, adicionaram-se as diferentes concentra¢des de IGF-I humano recombinante (Human IGF-
1100 ug — BIOVISION — USA): 0; 50, 100 e 150 ng/mL. Apés a adi¢do do hormonio, foram avaliados
a motilidade e o vigor espermédtico nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos de incubagdo em banho-
maria a 37°C através da observacdo de uma gota de sémen em microscopio dptico com aumento de
100x. Nos tempos 0 e 120 minutos de incubagdo, foi realizado o teste de viabilidade espermaitica
através do esfregaco de uma gota de sémen corada com eosina-nigrosina em lamina, a qual foi
observada em microscépio optico com aumento de 400x e foi contabilizado o porcentual de células
vivas (brancas) e mortas (coradas de rosa) na amostra. Além disso, nesses tempos de incubacdo foi
realizada a andlise de concentracdo de frutose no s€men de acordo com a metodologia descrita por Lu
et al. (2007). Para conhecer a taxa de consumo de frutose pelos espermatozdides, utilizou-se a seguinte
equacdo: concentracio de frutose a 0 minuto de incubacio — concentragdo de frutose a 120 minutos de
incubacgao.

Anadlises estatisticas

Os dados referentes a motilidade e ao vigor espermdtico foram submetidos a andlise ndo
paramétrica e as médias foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis. Realizou-se andlise de
variancia dos dados obtidos para viabilidade espermdtica e consumo de frutose apds o teste de
normalidade (Shapiro-Wilk) e as médias foram submetidas a andlise de regressdo. Todas as andlises
estatisticas foram realizadas no programa estatistico SAS (1996) a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A motilidade espermética do s€émen descongelado, no inicio do periodo de incubacdo foi
maior (P<0,01) quando se adicionou 100 ng/mL de IGF-I do que quando ndo se adicionou o hormdnio
(Tabela 1), tendo uma diferenca de aproximadamente 10% na motilidade, o que € um aumento
significativo considerando a sensibilidade do espermatozéide suino ao processo de
congelamento/descongelamento. Selvaraju et al. (2009) também verificaram cerca de 10% de aumento
na motilidade espermatica apds a adi¢do de 100 ng/mL de IGF-I no s€émen descongelado de bufalos,



porém, nos periodos 30, 60 e 90 minutos de incubagdo. Os autores ainda afirmaram que a influéncia
do IGF-I na estimulacdo da motilidade pode ser devido ao efeito direto nos receptores para IGF-I
presentes nos espermatozdides. O tratamento de ratos deficientes em hormonio do crescimento (GH) e
de homens sub-férteis com GH melhorou a motilidade espermadtica, principalmente devido ao aumento
da concentragdo de IGF-I no plasma seminal (OVESEN et al., 1996; BREIER et al., 1998). De forma
geral, a motilidade foi mais alta no inicio do tempo de incubagdo quando comparada aos 30 minutos e
essa, por sua vez, foi superior aos demais tempos de incubagdo. Quanto ao vigor espermédtico, ndo
houve diferenga (P>0,05) entre as concentracdes de IGF-1. Esses resultados contrastaram com os
encontrados por Hoeflich et al. (1999) que verificaram que touros com baixa qualidade geral do
sémen, apresentaram niveis anormais de IGF-I. Assim como para motilidade, verificou-se diminui¢do
do vigor com o passar do tempo em que o sémen permaneceu incubado.

Tabela 1 Motilidade (%) e vigor espermitico em diferentes periodos de incubacdo (37°C) apds a
adi¢do de IGF-I no sémen suino descongelado (n=7).

IGF-1 Tempo de incubagio (min.) Média
(ng/mL) 0 30 60 90 120
- Motilidade (%) -

0 15,00 b 9,17 2,50 3,33 0,83 6,17
50 17,50 ab 10,00 6,67 5,83 1,67 8,33
100 23,33 a 10,83 4,17 3,33 3,33 9,00
150 16,67 ab 11,67 5,00 2,50 0,83 7,33

Média 18,13 A 10,42 B 4,58 C 3,775C 1,67 C
P= 0,0000
- Vigor -

0 3,00 2,67 0,83 0,83 0,17 1,50
50 3,00 2,50 1,50 1,33 0,50 1,77
100 3,00 2,50 1,17 0,83 1,00 1,70
150 3,00 2,50 1,33 0,83 0,50 1,63

Média 3,00 A 2,54 AB 1,21 BC 0,96 BC 0,54 C
P= 0,0000

"Médias seguidas por diferentes letras mintsculas na coluna e maitsculas na linha diferem pelo teste de Kruskal-
Walis (P<0,01)

A viabilidade espermdtica e o consumo de frutose pelos espermatozdides no s€émen suino
descongelado e adicionado de IGF-I estdo expostos na Tabela 2.

Tabela 2 Viabilidade espermdtica (%) e consumo de frutose pelos espermatozéides (mmol/L) em
diferentes periodos de incubacdo (37°C) apdés a adicio de IGF-I no sémen suino
descongelado (n=7).

Tempo de Dose de IGF-I (ng/mL)’ Média P=
incubacio (min.) 0 50 100 150 IGF Incub. IGF*1.
- Viabilidade espermdtica -
0 24,2 21,4 23,6 26,8 240a 0,0173 0,0004 0,5719
120 20,8 17,4 16,4 20,8 189b
Média® 22,5 19,4 20,0 23,8
CV (%) 10,2

- Consumo de frutose -
8,48 7,27 6,08 6,54 7,09 23,04
"Médias seguidas por diferentes letras na coluna diferem pelo teste F (P<0,05)
*Regressio quadritica significativa (P<0,05)

Observou-se efeito quadratico (P<0,05) do IGF-I sobre a viabilidade espermética, sendo 68
ng/mL o melhor nivel do hormdnio para esta varidvel. Esses resultados foram semelhantes aos
encontrados por Liu et al. (1991) que afirmaram que a a¢do do IGF-I como antioxidante resulta em



aumento da viabilidade espermatica. Ndo houve diferenca (P>0,05) para o consumo de frutose. Esse
resultado foi diferente do encontrado por Selvaraju et al. (2009), pois houve aumento no consumo
deste carboidrato aos 30 e 60 minutos de incubacio, explicando o aumento da motilidade espermatica
nesse mesmo trabalho.

CONCLUSAO

A adi¢do de 100 e 68 ng/mL de IGF-I ao s€men suino descongelado aumenta respectivamente,
a motilidade e a viabilidade espermdtica, no entanto a adi¢do de IGF-I ndo influencia o vigor
espermatico e o consumo de frutose pelos espermatozodides.
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