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RESUMO

Este trabalho teve como objetivos analisar a concentracdo de fator de
crescimento semelhante a insulina I (IGF-I) no plasma seminal, correlacionando-
a com os pardmetros seminais in natura e avaliar os efeitos da adi¢do deste
horménio no sémen ap6s o resfriamento e o congelamento. Foram conduzidos
trés experimentos na Fazenda Sao Paulo (Oliveira — MQG) entre janeiro e maio de
2010. Para a avaliacdo da correlagdo entre a concentracdo de IGF-I no plasma
seminal e os pardmetros seminais in natura, foram coletados dois ejaculados de
27 varrdes pelo método da mao enluvada. Verificou-se que varrdes apresentam
média de 1,5 ng/mL de IGF-I no plasma seminal e que existe correlagdo
negativa com o teste de vivos e mortos do sémen in natura. Para a avaliagdo da
adicdo de IGF-I ao sémen resfriado, sete ejaculados foram coletados de sete
animais, dos quais foram feitas doses inseminantes de 100 mL contendo trés
bilhdes de espermatozoides que foram resfriadas a 15 °C Apo6s 24, 48 e 72 horas
de armazenamento, foram adicionadas diferentes concentragdes de IGF-I (0, 50,
100 e 150 ng/mL) em aliquotas de 10 mL de sémen incubado a 37 °C em banho-
maria. Foram avaliados a motilidade e o vigor espermatico aos 0, 30, 60, 90 e
120 minutos de incubacdo, além do teste de vivos e mortos, resisténcia osmotica,
morfologia, peroxidagdo lipidica, atividade da glutationa peroxidase e consumo
de frutose pelos espermatozoides aos 0 ¢ 120 minutos de incubacdo. A adi¢do de
IGF-I ao sémen suino resfriado ndo alterou a motilidade, o vigor e os parametros
morfoldgicos, no entanto, melhorou o teste de vivos e mortos, a resisténcia
osmdtica, a peroxidagdo lipidica, a atividade da glutationa peroxidase e piorou o
consumo de frutose. Concluiu-se que a adi¢do de 100 ng/mL de IGF-I ao sémen
suino resfriado proporciona melhoria nos pardmetros seminais. Para a avaliagdo
da adi¢ao de IGF-I ao sémen descongelado, sete ejaculados procedentes de sete
animais foram processados em palhetas de sémen de 0,5 mL contendo 500
milhdes de espermatozoides, que foram congeladas em nitrogénio liquido e
posteriormente descongeladas em banho-maria a 50 °C durante oito segundos e
diluidas em 10 mL de diluidor BTS a 37 °C. Em seguida, foram acrescentadas as
mesmas concentragdes de IGF-I e analisaram-se os pardmetros seminais. A
adicdo de IGF-I ao sémen suino descongelado ndo alterou o vigor espermatico,
os parametros morfoldgicos e o consumo de frutose, no entanto, melhorou a
motilidade, o teste de vivos e mortos, a resisténcia osmética, a peroxidagdo
lipidica e a atividade da glutationa peroxidase. Desta forma, concluiu-se que a
adicdo de 150 ng/mL de IGF-I ao sémen suino descongelado proporciona
melhoria nos pardmetros seminais.

Palavras-chave: Espermatozoides. Varrdo. Hormonio. Reproducao.



ABSTRACT

This study aimed to analyze the concentration of insulin-like growth
factor-I (IGF-I) in seminal plasma and correlate it with fresh semen parameters
and evaluate the effects of the addition of IGF-I in cooled and frozen semen on
the seminal parameters. Three experiments were conducted at farm Sao Paulo
(Oliveira - MQG) between January and May from 2010. To evaluate the
correlation between the concentration of IGF-I in seminal plasma and in natura
seminal parameters, were collected two ejaculates from 27 boars by the gloved
hand method. It was found that boars have averaged 1.5 ng/mL of IGF-I in
seminal plasma and that there is a negative correlation with the test of living and
dead of fresh semen. To evaluate the addition of IGF-I in cooled semen, seven
ejaculates were collected from seven animals, wich were made insemination
doses of 100 mL containing three billion spermatozoa that were colled at 15 °C.
After 24, 48 and 72 hours of storage, were added different concentrations of
IGF-I (0, 50, 100 and 150 ng/mL) in aliquots of 10 mL of semen incubated at 37
°C in a water bath. Were evaluated the sperm motility and the vigor at 0, 30, 60,
90 and 120 minutes of incubation, and test of living and dead, osmotic
resistance, morphology, lipid peroxidation, glutathione peroxidase activity and
fructose uptake at 0 and 120 minutes of incubation. The addition of IGF-I in
boar semen cooled did not alter the motility, vigor and morphological
parameters, however improved the test of living and dead, osmotic resistance,
lipid peroxidation, glutathione peroxidase activity and decreased the fructose
uptake. It was concluded that the addition of 100 ng/mL of IGF-I in boar semen
cooled provides improvement in seminal parameters. For the evaluation of the
addition of IGF-I in the thawed semen, seven ejaculates from seven animals
were processed in 0.5 mL semen straws containing 500 million spermatozoa that
were frozen in liquid nitrogen and later thawed in a water bath at 50 °C for eight
seconds and diluted in 10 ml of BTS extender at 37 °C, then were added the
same concentrations of IGF-I and analyzed the semen parameters. The addition
of IGF-I in boar semen thawed did not alter the vigor, morphological parameters
and fructose uptake, however, improved the motility, test of living and dead,
osmotic resistance, lipid peroxidation and glutathione peroxidase activity. Thus,
it was concluded that the addition of 150 ng/mL of IGF-I in boar semen thawed
provides improvement in semen parameters.

Keywords: Sperm. Boar. Hormone. Reproduction.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, a suinocultura é 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 de toneladas, segundo a Food and
Agriculture Organization, FAO (2009).

O crescente aumento da producdo de carne suina nos ultimos anos,
acompanhado do aumento do consumo pela populagio, deveu-se ao significativo
avanco nas areas de genética, sanidade, nutri¢cdo, reproducdo ¢ manejo na
suinocultura. Neste contexto, a suinocultura brasileira ¢ uma das que mais tem se
destacado, crescendo em qualidade e volume de produgdo, utilizando novas
tecnologias e obtendo melhores indices zootécnicos. Essa mudanga estrutural no
setor tem demandado animais com elevada eficiéncia reprodutiva, estando
associados também a excelente qualidade de carne de seus descendentes.

A inseminagdo artificial (IA) é uma técnica que permite utilizar s€émen
de animais de alta qualidade com melhor eficiéncia, abrangendo maior niimero
de fémeas por ejaculado. Entretanto, esta pratica ainda apresenta limitac¢des, tais
como o reduzido tempo de armazenamento e o elevado numero de
espermatozoides na dose inseminante necessario para assegurar taxas de
fertilidade satisfatorias no rebanho.

Com o intuito de melhorar a taxa de fertilizacdo do sémen destinado a
IA, diversos estudos tém sido conduzidos. Além de intimeras tentativas no
aprimoramento de técnicas de manipulacdo do sémen em laboratério e
protocolos de inseminagdo, o conhecimento do papel dos hormoénios reguladores
do metabolismo de nutrientes na func¢do reprodutiva dos gametas tem recebido
especial atengdo nos ultimos anos. Dentre eles, o fator de crescimento
semelhante a insulina I (IGF-I), tem sido extensivamente estudado em fémeas,

porém poucos estudos tém sido conduzidos com machos reprodutores. Sabe-se
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que este hormonio desempenha importante papel no controle da fungdo
testicular, estando envolvido no desenvolvimento das células germinativas, na
maturagdo e na ativagdo da motilidade espermatica durante a ejaculagdo. Além
disso, tem sido verificada uma associagdo entre a producdo de IGF-I pelas
células do oviduto e a taxa de fecundacdo. Desta forma, acredita-se que as
concentragdes deste hormdnio possam estar relacionadas com as taxas de
fertilizacdo do rebanho.

Alguns trabalhos com bovinos, equinos e bubalinos foram conduzidos
na tentativa de elucidar o papel do IGF-I na capacidade fecundante dos
espermatozoides, porém nenhum estudo relacionando a funcao deste horménio
com a fisiologia reprodutiva de suinos machos tem sido relatado.

As expectativas oriundas das pesquisas ja realizadas e também daquelas
ainda em andamento, apontam para a ampliacdo no uso da [A com sémen
resfriado ou congelado, contribuindo para aumentar a competitividade ¢ a
rentabilidade da cadeia produtiva da suinocultura. Por meio do resfriamento das
doses inseminantes, ¢ possivel otimizar a mao-de-obra nos laboratorios de 1A e
também, a eficiéncia dos varrdes. Além disso, o congelamento do sémen suino
proporciona vantagens como armazenamento por tempo indeterminado,
preservagdo de ragas e linhagens, diminui¢do da quantidade de espermatozoides
e do volume das doses inseminantes e ainda facilita o transporte de material
genético entre granjas suinicolas.

Com a jungdo das técnicas de armazenamento e de adicdo de hormdnios
ao sémen suino, aumenta-se a possibilidade de maiores avangos na reproducéo
desses animais e, consequentemente, na produgdo de carne suina como um todo.

Sendo assim, este trabalho foi conduzido com os objetivos de analisar a
concentragdo de IGF-I no plasma seminal de suinos e correlaciona-la com os
pardmetros seminais in natura e avaliar os efeitos da adi¢do de IGF-I ao sémen

resfriado e congelado sobre os parametros de qualidade seminal.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fator de crescimento semelhante a insulina I (IGF-1)

IGF-I ¢ um polipeptideo formado por 70 aminodcidos, com peso
molecular de 7,47 kDa, cuja sequéncia de aminoacidos € bem parecida com a da
pro-insulina e exerce efeitos semelhantes aos da insulina sobre o crescimento
(ROSENDAL et al., 2002). Esse horménio recebeu a denominagdo IGF-I devido
ao termo inglés insulin-like growth factor-I, no entanto, também ¢é conhecido por
somatomedina C.

De acordo com Bartke (2000), o IGF-I ¢ produzido principalmente no
figado, mas também ¢é expresso em quase todos os demais tecidos, incluindo o
muscular (KAMANGA-SOLLO et al., 2004).

Esse fator é secretado pelo figado em resposta a estimulagdo do
horménio do crescimento (GH), sendo o mais potente estimulador da sintese
protéica (BAUER; LACORN; CLAUS, 2009). Sabe-se ainda que o IGF-I
também tem sido observado no eixo reprodutivo e tem apresentado importante
papel na reprodugdo (ZULU; NAKAO; SAWAMUKALI 2002).

Sferruzzi-Perri et al. (2006) relataram que a administragdo de IGF-I a
fémea suina reduz a adiposidade materna no final da gestacdo, sugerindo
repartigdo de nutrientes para os conceptos com a finalidade de promover o
crescimento fetal. Além disso, a suplementacio de IGF-I aumenta a
concentragdo de aminoacidos circulantes no feto e a circulagdo de hormoénio
esteroide na mae, o que pode modificar as respostas fisiologicas para a gestagdo
¢ a particdo de nutrientes.

Em estudos de Sferruzzi-Perri et al. (2007), foi verificado que a infusdo

de IGF-I em fémeas suinas gestantes aumentou a captagcdo placentdria de
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aminoacidos e glicose, assim como também aumentou as transferéncias desses
nutrientes para os fetos.

Sabe-se também que este hormonio desempenha importante papel na
maturacdo e fertilizacdo ovocitaria, no desenvolvimento precoce do embrido
bem como na sua implantacdo, no crescimento e desenvolvimento do feto e da
placenta além de influenciar no tamanho da leitegada (ZACZEK et al., 2002).

A relagdo entre a concentragdo de IGF-I e o tamanho placentario
consiste apés a verificagdo do nuimero de leitdes vidveis, porém o fundo
fisiologico dessa relagdo ndo € bem claro (BRAND et al., 2001).

No trato reprodutivo masculino, o IGF-I tem sido identificado nos
testiculos (HESS; ROSER, 2001), onde ¢é secretado pelas células de Leydig e
Sertoli (ROSER, 2001). Além disso, receptores de IGF-I tém sido identificados
em espermatozoides (NAZ; PADMAN, 1999).

2.2 Resfriamento de sémen suino

Durante décadas, atengdo considerdvel foi direcionada ao
desenvolvimento de tecnologias reprodutivas em suinocultura. A IA ¢ um
exemplo desta biotécnica, a qual continua a ser expandida nos atuais sistemas de
producao.

A utilizagdo do sémen do reprodutor suino em programas de 1A triplicou
nos ultimos anos e, em muitos paises da Europa, mais de 90% das fémeas sdo
inseminadas e, na América do Norte, cerca de 70% (RODRIGUEZ-
MARTINEZ, 2005).

Na industria suinicola atual, a maioria das inseminagdes artificiais em
todo o mundo ocorre com sémen diluido, podendo ser usado no mesmo dia ou
estocado a 15-20 °C por 1-5 dias antes da inseminagdo (JOHNSON; WEITZE;
MAXWELL, 2000). Segundo Cerolini et al. (2001), refrigerar entre 16 ¢ 18 °C ¢
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o método habitual de armazenar s€émen suino por alguns dias e boas taxas de
fertilidade sdo obtidas em comparagdo com as amostras frescas.

A compreensdo e aceitacdo dos procedimentos para a preparacdo e
avaliacdo das doses inseminantes, juntamente com uma grande disponibilizagao
de equipamentos por parte das industrias associadas ao agronegdcio da [A
contribuiu para a melhora significativa na qualidade das doses e para uma maior
utilizagdo desta tecnologia.

Analise de diversas caracteristicas do ejaculado suino ajudam a melhor
discriminar o potencial de fertilidade porque combinam informagdes de diversos
atributos espermaticos (GADEA; SELLES; MARCO, 2004; QUINTERO-
MORENO; RIGAU; RODRIGUEZ-GIL, 2004). Na Tabela 1, pode-se observar
os valores padrdes para o s€émen suino in natura ser considerado bom para a
producdo de doses inseminantes.

Ultimamente, linhas de pesquisa com diluidores tém sido desenvolvidas,
objetivando o prolongamento do tempo de estoque de trés para cinco ou sete
dias (ALVARENGA; MURGAS; ZANGERONIMO, 2009; MURGAS et al.,
2002), além de objetivar a melhoria das caracteristicas espermaticas.

Huo et al. (2002) mostraram que a viabilidade e a atividade mitocondrial
dos espermatozoides nos meios de longa duracdo sdo superiores a 50%, até o 13°
dia de conservagdo. No entanto, a maioria dos diluidores permite o
armazenamento do sémen por, no maximo, 72 horas apés a preparacao das
doses.

Entre o primeiro e o terceiro dia de armazenamento, a motilidade e a
integridade acrossomica dos espermatozoides geralmente permanecem altas,
mas varios estudos com IA indicam que os espermatozoides sofrem danos
funcionais decorrentes das condi¢des de armazenamento (JOHNSON; WEITZE;
MAXWELL, 2000).
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Para o sucesso da conservacdo do sémen suino, dois fatores sdo
importantes: a temperatura de armazenamento e a composi¢do do meio diluidor
(JOHNSON; WEITZE; MAXWELL, 2000). De acordo com Mateos (2003), os
elementos necessarios a sobrevivéncia dos espermatozoides suinos ainda nao sdo
totalmente conhecidos, mas ¢ sabido que, para conservar as células espermaticas
por periodos prolongados, € necessario que se reduza a atividade metabodlica dos
espermatozoides, mediante a diluicdo em temperatura ¢ em meio adequados.
Outros fatores, ndo menos relevantes, também devem ser levados em
consideracdo, como por exemplo, a estrutura do laboratério e a tecnificagdo dos
funcionérios.

No entanto, o éxito da IA ndo esta relacionado somente a capacidade do
diluente em conservar os espermatozoides em condi¢des adequadas durante este
tempo de estocagem do sémen, mas também na manuten¢do da capacidade
fecundante do mesmo apo6s sua utilizagdo. Assim, os diluidores de sémen suino
devem garantir para os espermatozoides fonte de energia, pH adequado e
pressdao osmotica ideal, além também de prevenir o crescimento bacteriano.

Anil et al. (2004) afirmaram que o sémen armazenado em um diluente
formulado para dez dias de uso diminuiu a fertilidade em porcas quando se
utilizou a dose armazenada durante seis dias, mas 1Sso ndo aconteceu em marras.

De acordo com Bortolozzo et al. (2005), a garantia de qualidade dos
diluentes atualmente comercializados, reconhecidos pelo Ministério da
Agricultura, e a disponibilidade de produtos destinados a diferentes periodos de
armazenamento também contribuem para a maior qualidade e potencial
fecundante da dose inseminante (qualidade e viabilidade dos espermatozoides).

Diante do exposto, pode-se afirmar que o desenvolvimento de uma
técnica que permita a longa conservagdo do poder fecundante do sémen
provavelmente facilita sua utilizagdo em programas de IA, proporcionando

otimizagdo dos reprodutores.
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Tabela 1 Valores padrdes para o sémen suino in natura ser considerado bom
para a producdo de doses inseminantes
Pardmetro Seminal Padrao Referéncia

Aparéncia do ejaculado Branco a Bortolozzo et al. (2005)
acinzentado
. Lima, Oliveira e Fialho
Peso do ejaculado (g) 150 a2 250 (2004),
Motilidade espermatica (%) No minimo 70 Lima et al. (2007)
Vigor espermatico No minimo 3 Lima et al. (2007)
Grau .de aiglutlnag:ao No maximo 3 Flowers (1996)
(aglutinag¢des/campo)
Taxa de degradacao da (- Tonio (1988 citado por
motilidade (%) Nomaximo 40 1500 A et al., 2002)
Acrossomas anormais (%) No maximo 5 Scheid (1993)
Caudas anormais (%) No méximo 10 Scheid (1993)
Gota citoplasmadtica proximal (%) No méaximo 10 Corréa et al. (2001)

Total de anormalidades (%) No maximo 20 Lima et al. (2007)

2.3 Congelamento de sémen suino

A técnica de congelamento de s€men suino ndo é nova; no entanto, esta
ndo se desenvolveu conforme o esperado, pelo menos até o momento. Apesar
disso, pesquisas continuam abordando este tema, pois o dominio do
congelamento de sémen suino traria vantagens como a importagdo e exportagao
de doses de alta qualidade genética ao redor do mundo com menor dificuldade, a
perpetuagdo de espécies nativas (PALLAS; DE ALBAS, 2002) e a garantia de
fornecimento constante de sémen no caso de um problema epidemiolédgico
temporario ou se a produgdo de sémen diminuir como resultado de efeitos
climaticos adversos (CEROLINI et al., 2001).

Devido a redugdo do desempenho reprodutivo e as dificuldades no

processo, o uso de sémen congelado fica restrito apenas a comercializagdo de
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doses por longas distancias e ao campo experimental (BORTOLOZZO et al.,
2005).

As inseminagdes artificiais poderdo ser realizadas exclusivamente com
sémen suino congelado no futuro apenas se forem resolvidos os aspectos
negativos que estdo associados a sua utilizacdo, tais como: baixo desempenho
reprodutivo, alta variabilidade entre os animais em resposta ao congelamento e
alta concentragio de espermatozoides nas doses inseminantes (MARTIN, 2000).

Existem diversos protocolos desenvolvidos que objetivam a melhoria da
técnica de congelamento de sémen suino. Poto et al. (2000) verificaram melhor
qualidade no sémen quando descongelado a 56 °C durante oito segundos do que
a 42 °C por 45 segundos, sendo assim, varrdes considerados inaptos apos o
congelamento/descongelamento do sémen podem tornar-se tUteis quando o
sémen ¢ bem processado.

Cordova, Pérez e Martin (2000) confirmaram que a temperatura
utilizada no processo de descongelamento de sémen suino ¢ crucial para a
viabilidade e capacidade de fertilizagdo in vitro (FIV). Os resultados de suas
pesquisas indicaram que os espermatozoides suinos descongelados ndo perdem a
capacidade de fertilizagdo in vitro, quando comparado com o sémen fresco.
Porém, esses autores afirmaram que o processo de congelamento e
descongelamento reduz a motilidade espermatica e a integridade acrossomica
pela metade.

Echegaray (2003) afirmou que, para o congelamento de sémen suino, ¢
necessario fazer uma seleg¢do preliminar dos animais a serem utilizados e que
somente 20 a 30% dos reprodutores podem ser utilizados como doadores de
sémen para o congelamento, considerando um minimo de 35% de motilidade
espermatica das doses descongeladas.

Em experimentos de Cerolini et al. (2001), foi observado que a alta

habilidade espermatica antes do congelamento ¢ indicativa de boa viabilidade e
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motilidade apds o congelamento/descongelamento e que a qualidade do
espermatozoide também interfere nas alteragcdes que ocorrem no contetdo de
lipideo da célula espermatica apos o processo de criopreservagao.

A particular sensibilidade ao frio dos espermatozoides suinos ¢ um
problema em se tratando de criopreservacdo. No entanto, a fracdo rica em
espermatozoides ¢ mais resistente do que o ejaculado completo e pode tolerar o
resfriamento lento (CORDOVA; PEREZ; MARTIN, 2000).

O problema do congelamento de s€émen suino ndo é a sua manutencio a
-196 °C, mas a grande porcentagem de células espermaticas que morrem na faixa
de temperatura entre 22 e -15 °C, sendo que cada célula passa duas vezes por
essa temperatura no processo de congelamento e descongelamento
(ECHEGARAY, 2003).

Os efeitos do congelamento sobre as caracteristicas fisiologicas tém sido
observados, tais como queda da motilidade espermatica, dano acrossomal e
diminui¢do da capacidade fecundante (CURRY, 2000). De acordo com
Petrunkina et al. (2001), a estocagem in vitro acarreta em deficiéncias na
qualidade dos espermatozoides, o que reduz a capacidade de movimentagdo
através do oviduto.

Roa et al. (2005) afirmaram que a inseminacdo artificial intra uterina
(IAIU) parece ser o complemento apropriado para o emprego do sémen
congelado, visto que através dessa biotecnologia o sémen ¢ depositado
diretamente no utero da matriz, reduzindo assim, a necessidade de muitos
espermatozoides com alta viabilidade.

Segundo Coérdova, Pérez e Martin (2004), a influéncia do choque
térmico durante o congelamento na redugdo da resposta do espermatozoide
frente a FIV ainda n3o é clara, mas os resultados obtidos com a FIV
monospérmica tém sido encorajadores para o uso de sémen congelado na IA de

suinos.
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Como ja mencionado, a técnica de congelamento de sémen suino ainda
precisa ultrapassar muitas dificuldades e a adicdo de produtos que possam

melhorar os pardmetros seminais pode ser uma boa alternativa.

2.4 Inseminacdo artificial e indices reprodutivos

A inseminacdo artificial é a técnica reprodutiva mais utilizada nas
grandes granjas comerciais de suinos, tanto no Brasil, como no mundo. A grande
difusdo da IA deveu-se principalmente ao surgimento de linhagens genéticas de
machos terminais que agregaram as carcacas de seus descendentes as qualidades
exigidas pela tipificagdo instituida na industria de carnes (BORTOLOZZO et al.,
2005).

De acordo com Roca et al. (2006), a IA tem alcancado 6timos indices
reprodutivos, como alta taxa de parto e tamanho de leitegada, os quais sdo
melhores ou iguais aos indices obtidos com a monta natural. Flowers e Alhusen,
(1992) também verificaram aumento da taxa de parigdo com o uso da IA. Além
disso, Biedermann e Rupp (1995) afirmaram que a IA foi superior ao
acasalamento natural no que diz respeito a varias caracteristicas reprodutivas.

Além dos bons indices reprodutivos, intimeras vantagens levaram a
ampla difusdo da IA, dentre as quais estdo os ganhos genéticos com a utilizagdo
de machos geneticamente superiores, redu¢do nos custos de cobertura, melhor
aproveitamento das instalagdes, maior seguranga sanitaria, maiores cuidados
higiénicos nas coberturas, eliminagdo dos ejaculados improprios para uso e
evolugdo técnica da equipe na implantagdo dessa tecnologia (WENTZ et al.,
2000).

Quanto aos tipos de IA, Fitzgerald, Jones e Stalder (2008) afirmaram
que ndo existe diferenga na performance reprodutiva (taxa de parto, nimero total

de leitdes nascidos, nimero de leitdes nascidos vivos e tamanho da leitegada)
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entre a inseminagdo artificial intracervical (IAIC) e a inseminacdo artificial
intra-cervical (IAIU) e que a decisdo de qual tipo de inseminacdo utilizar deve
depender da estimativa dos custos. Miller et al. (2009) afirmaram que utilizando
500 milhdes de espermatozoides em um volume de 20 mL de sémen na [AIU
obtém-se 100% de taxa de paricdo e Alvarenga, Murgas e Zangeronimo (2009)
verificaram que a IAIU com volume de 15 mL e concentragdo de 1,5 bilhdo de
espermatozoides proporciona indices reprodutivos satisfatorios. Bolarin et al.
(2006) verificaram que ndo existem diferencas estatisticas nos indices
reprodutivos de matrizes suinas inseminadas com IAIC ou com [AIU profunda,
indicando que a IAIU profunda ndo tem efeito negativo sobre o potencial de
fertilidade.

Como a IA tem apresentado diversos beneficios para a reproducdo de
suinos, ¢ fundamental que se continuem as pesquisas voltadas para a melhoria
dessa biotecnologia, bem como para a melhoria dos parametros do sémen
destinado a IA, pois, com o aumento dos indices reprodutivos, pode-se aumentar

tanto a quantidade quanto a qualidade da carne suina produzida.

2.5 Influéncia do IGF-1 nos espermatozoides

A influéncia do IGF-I sobre a fungdo reprodutiva em fé€meas ¢ bem
conhecida (STEVENSON; WATHES, 1996; WATHES et al., 1998), entretanto,
poucos estudos tem sido conduzidos para mostrar um possivel papel deste
hormonio na fungdo reprodutiva em machos (GANCARCZYK et al., 2006;
HENRICKS et al., 1998).

Sabe-se que receptores para IGF-I podem ser encontrados em
espermatogonias, espermatocitos, espermatides e espermatozoides (HENRICKS
et al., 1998). Sendo assim, o IGF-I pode ser um importante fator envolvido nao

s6 no desenvolvimento, mas também na maturacdo e na ativagdo da motilidade
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espermatica (VICKERS et al., 1999).

No sémen de equinos sexualmente ativos, existem cerca de 10,3 ng/mL
de IGF-I (MACPHERSON et al., 2002) e em bovinos, ha aproximadamente
130,0 ng/mL, variando bastante entre raca ¢ idade dos animais (HENRICKS et
al., 1998). Nesses trabalhos, verificou-se que existe influéncia do IGF-I na
qualidade dos espermatozoides, principalmente quanto a motilidade, vigor e
morfologia espermatica. No entanto, a importancia do IGF-I na reproducao, esta
mais associada ao processo de maturagdo de espermatozoides no trato
reprodutivo feminino do que no masculino. Foram verificados eventos
envolvendo a maturagdo e a capacitagdo dos espermatozoides no trato
reprodutivo feminino, mais especificamente no oviduto (SMITH, 1998;
SUAREZ, 1998).

Henricks et al. (1998) afirmaram que o IGF-I presente no plasma
seminal bovino pode interagir com uma determinada regido acrossomal do
espermatozoide (receptores para IGF-I). Essa interagdo entre hormonio e
receptor pode aumentar a motilidade e o vigor espermatico. A presenca de IGF-I
no trato reprodutivo masculino e feminino, bem como de receptores em células
espermaticas sugere um possivel papel regulatério em eventos de pré-
fertilizagao.

Segundo Quetglas et al. (2001), a adigdo de IGF-I na maturagdo in vitro
ou cultura de embrido ndo teve efeito benéfico no desenvolvimento de embrides
bovinos.

Em alguns estudos com roedores, também ¢ possivel observar a relagao
entre IGF-I e a fisiologia da reprodugdo de machos, como por exemplo, o estudo
de Vickers et al. (1999), em que o IGF-I melhorou a motilidade espermatica e
diminuiu a quantidade de alteragdes morfologicas de espermatozoides imaturos
de ratos deficientes em GH.

Em humanos, apos a incubagdo do sémen com 50 ng/mL de IGF-I, Miao
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et al. (1998) averiguaram que esse hormonio exerce efeito direto na motilidade e
na ativagdo espermatica, o que precede o evento da fertilizagdo. Assim, as
concentragdes seminais de IGF-I podem estar relacionadas a capacidade
fecundante dos espermatozoides devido ao envolvimento com a continuidade da
motilidade apdés a ejaculacio (MACPHERSON et al.,, 2002). Desta forma,
supde-se que animais com maiores concentragcdes de IGF-I no sémen possam ter
espermatozoides mais resistes ao processo de diluicdo. Esta hipdtese surgiu a
partir dos estudos conduzidos por Henricks et al. (1998) com bovinos. Neste
trabalho, os autores verificaram que a adigao in vitro de IGF-I em concentragdes
fisioloégicas estimulou a motilidade espermatica em amostras de sémen e
sugeriram que este hormonio poderia manter esta taxa devido a facilitacdo do
uso da energia (aceleragdo do metabolismo) ou ao seu efeito antioxidante,
atuando como protetor de membrana.

Recentemente, Selvaraju et al. (2009) estudaram o efeito da adi¢do de
100 ng/mL de IGF-I no sémen descongelado de bufalos sobre a motilidade,
integridade da membrana e do acrossoma, integridade funcional, peroxidagdo
lipidica e utilizagdo de frutose por espermatozoides. Entretanto, trabalhos
semelhantes ndo foram encontrados na literatura procurando elucidar o papel do
IGF-I na fungdo espermatica de suinos.

Neste sentido, a adigdo de IGF-I ao s€émen suino resfriado ou congelado
pode ser uma alternativa para diminuir os danos fisioldgicos dos
espermatozoides bem como para melhor aproveitar os nutrientes do meio

diluidor e assegurar a fertilizagao.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de realizacdo dos experimentos e caracteriza¢cdo dos animais

Os experimentos foram realizados na granja comercial de suinos (ciclo
completo) da Fazenda Sdo Paulo localizada em Oliveira — MG nos meses de
janeiro, abril ¢ maio de 2010.

Antes do inicio dos experimentos, os varrdes foram avaliados
clinicamente (exame andrologico) e tiveram sua fertilidade comprovada.
Durante a pesquisa, os animais receberam 2,5 kg de ragdo por dia, distribuidos
em dois arragoamentos ¢ a agua foi fornecida a vontade.

Os reprodutores foram mantidos em baias individuais situadas em
galpdo de alvenaria, sendo a umidade e a temperatura controladas. As
temperaturas minimas e maximas em °C no interior do galpdo foram
respectivamente 20,5 + 2,9 e 29,2 + 2,9 para o més de janeiro, 17,5 + 3,1 ¢ 27,0
+ 2,6 para abrile 17,3 + 3,2 ¢ 25,6 + 2,0 para maio.

3.2 Colheita e avaliacdo do sémen

A colheita do sémen foi realizada com auxilio de um manequim fixo
macio para que o animal se sentisse confortavel durante a monta e adequado
para ndo produzir traumatismos no pénis ou aparelho locomotor dos cachagos.
As colheitas foram realizadas sempre pela manhd, uma hora apds o
arragoamento.

A colheita do sémen foi realizada em sala especifica pelo método da
mao enluvada, em frasco/recipiente graduado (mL) com capacidade para 500
mL, pré-aquecido a 37 °C e protegido por recipiente isotérmico (copo térmico).

Antes da colheita, foi realizada a higienizagdo do prepticio através de pressdo
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manual no sentido da abertura prepucial e limpeza da regido com papel toalha.
Durante a colheita, foi realizada a separacdo da fragdo gelatinosa do ejaculado,
por meio de camada dupla de papel filtro adaptada ao frasco coletor. Coletou-se
o ejaculado na sua totalidade (fracdo pobre e rica em espermatozoides).

Apbs a colheita, o sémen foi imediatamente levado ao laboratério da
prépria granja, sendo mantido a 37 °C em banho-maria para que fossem
realizadas as avaliagdes rotineiras do sémen in natura para possivel descarte de
material anormal. Foram feitas avaliagdes tanto macroscopicas como
microscopicas do ejaculado. Todo material utilizado na avaliagdo seminal e que

entrou em contato com o sémen foi mantido a 37 °C.

3.3 Experimento I: Quantificagao de IGF-I no plasma seminal de suinos e a

sua influéncia nos parametros seminais in natura

Foram utilizados 27 varrdes entre sete ¢ 34 meses de idade, sendo 18 da
genética Agroceres, cinco D-Best, trés LM e um Genetic Pork. Ao todo, foram
coletados dois ejaculados de cada animal.

Apbs a colheita do sémen, foram avaliados os seguintes pardmetros in
natura:

a) Aparéncia: determinada visualmente, sendo atribuido o valor 1 para
aparéncia aquosa, 2 para soro-leitosa (mais comum) e 3 para leitosa.

b) Odor: o sémen suino possui odor caracteristico ou sui generis. Foi
avaliada a presenca de urina, cheiro fétido e odor normal. A presenga de odor
fétido ou de urina indicou contamina¢do do ejaculado sendo o mesmo
descartado.

¢) Volume/Peso: determinado diretamente pela leitura no recipiente em
mL e pesando-se o ejaculado in natura (subtraindo- se o peso do recipiente de

colheita) em balanga digital de precisdo, considerando 1,0 g igual a 1,0 mL.
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d) Motilidade espermatica: uma gota de sémen foi colocada entre lamina
e laminula e em microscopio Optico com aumento de 100x, verificou-se o
percentual de células espermaticas méveis;

e) Vigor espermatico: uma gota de sémen foi colocada entre ldmina e
laminula e foi observada em microscépio Optico com aumento de 100x, onde a
forca de movimento do espermatozoide foi classificada entre zero e cinco;

f) Grau de aglutinagdo: uma gota de sémen foi colocada entre ldmina e
laminula e foi observada a quantidade de aglutinagdes por campo em
microscopio optico com aumento de 100x. Foram atribuidos valores de zero a
trés pontos, sendo os valores mais elevados indicativos de sémen mais
aglutinado.

g) Teste de vivos e mortos: uma gota de sémen foi corada com uma gota
de eosina-nigrosina e um esfregaco em lamina foi realizado e observado em
microscopio optico com aumento de 400x, onde se verificou o porcentual de
células espermaticas vivas (sem coloracdo) e mortas (roseas), segundo
metodologia de Mies Filho (1982);

h) Concentragdo espermatica: uma gota de sémen foi colocada em
microcurveta e a concentracdo (espermatozoides/mL ou sptz/mL) foi verificada
através de espectrofotometro;

1) Taxa de degradacdo da motilidade (TDM): foi realizada a incubagao
de 2,0 mL de sémen a 37 °C por um periodo de duas horas e apos isso foi
aplicada a seguinte formula matemadtica, para que fosse calculada a taxa de
degradagdo da motilidade (SALGUEIRO et al., 2003):

TDM (%) = vigor (a 5 minutos) — vigor (a 2 horas) x 100

vigor (a 5 minutos)
j) Teste de resisténcia osmoética (TRO): foram adicionados 100ul de
sémen puro em 1,0 mL de solugdo 100 mOs/L de agua (duas partes de agua

destilada: uma parte de diluente BTS — Beltsville Thawing Solution) e o material
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foi incubado por 40 minutos a 37 °C. Em seguida, foi avaliada a propor¢ao de
espermatozoides com a cauda enrolada e com a cauda reta, utilizando um
microscopio 6ptico com aumento de 400x, em um total de 100 espermatozoides
contados. Espermatozoides com a cauda reta indicaram ruptura de membrana, ja
0S que permaneceram com a membrana integra apresentaram a cauda enrolada.

k) Morfologia espermatica: pequena quantidade de sémen foi misturada
a uma solu¢do de formol-citrato (2,94%). As amostras foram encaminhadas ao
Laboratorio de Fisiologia e Farmacologia Animal do Departamento de Medicina
Veterinaria da UFLA para posterior analise. Uma gota da amostra foi colocada
entre lamina e laminula e observada em microscopio de contraste de fases com
aumento de 1000x, utilizando o6leo de imersdo. Foram contados 100
espermatozoides e contabilizadas a quantidade de anormalidades no acrossoma,
na cauda (enrolada, quebrada, enovelada e isolada), quantidade de gota
citoplasmatica proximal (GCP) e a quantidade total de anormalidades
morfolégicas na amostra (alteracdes de cabeca — pequena, grande, piriforme e
isolada, alteragdes de acrossoma e de parte intermediaria, alteracdes na cauda e
presenca de GCP).

1) Concentragdo de IGF-I ([IGF-I]): imediatamente apds a avaliagdo
inicial, 1,0 mL de sémen foi colocado em tubo de eppendorf e centrifugado (3
°C, 3360 g durante dez minutos) para remover o sobrenadante contendo o
plasma seminal. Novamente, a amostra retirada foi centrifugada nas mesmas
condicdes para remocao de todos os espermatozoides. O sobrenadante resultante
foi entdo armazenado a -10 °C até a determinagdo da concentracdo de IGF-I que
foi estimada utilizando kit de ELISA (imunoensaio), seguindo o protocolo do
produto. O kit usado teve o IGF-I humano recombinante como padrdo (Human
IGF-1 ELISA Kit 1x96well - RAYBIOTECH — USA). Esta técnica foi escolhida
frente a similaridade entre o IGF-I humano e suino, pois, de acordo com

Tavakkol, Simmen e Simmen (1988), a sequéncia de aminoacidos ¢ altamente
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conservada entre as espécies, mostrando 100% de homologia entre o IGF-I
humano, suino e ovino. Outro motivo para a escolha desta técnica foi a alta
sensibilidade do teste, segundo Roberts ¢ Almond (2003). O método de analise
ELISA para verificar a concentragdo de IGF-I nas amostras de plasma seminal
também foi realizado no Laboratério de Fisiologia e Farmacologia Animal da

UFLA.

3.4 Experimento I1: Adicdo de IGF-1 ao sémen suino resfriado

Foram utilizados sete varrdes da genética Agroceres PIC, linhagem 337
TG Superior, com idade entre um e dois anos.

Foi coletado um ejaculado de cada animal. Apos a colheita e a avaliacao
rotineira do sémen in natura (aparéncia, volume, motilidade, vigor e grau de
aglutinagdo), o material foi diluido em solugdo 1:1 com o diluente BTS. Em
seguida, determinou-se a concentragdo espermatica em espectrofotometro para o
calculo das doses inseminantes (trés doses de 100 mL contendo trés bilhdes de
espermatozoides). Novamente, o BTS foi utilizado para a diluicdo do sémen,
sendo o primeiro adicionado sobre o segundo.

Apods o sémen ser diluido e devidamente fracionado em frascos de
armazenamento, as doses de sémen foram mantidas a temperatura ambiente em
local protegido contra luz durante 90 minutos. Em seguida, as doses foram
refrigeradas a 15 °C.

As 24 horas de armazenamento, quatro aliquotas de 10 mL foram
retiradas de um dos frascos armazenados, novamente aquecidas a 37 °C em
banho-maria e entdo adicionadas quantidades de IGF-I humano recombinante
(Human IGF-I 100 pg — BIOVISION - USA): 0; 50, 100 e 150 ng/mL. A
solucdo resfriada que sobrou no interior do frasco foi descartada.

Apds a adigdo do hormoénio, em cada aliquota reaquecida, foram
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avaliados a motilidade e o vigor espermatico nos tempos 0, 30, 60, 90 ¢ 120
minutos de incubag@o em banho-maria a 37 °C. Nos tempos 0 ¢ 120 minutos de
incubagdo, também foram realizados os testes de vivos e mortos, resisténcia
osmotica e amostras foram coletadas para posterior realizagdo da analise de
morfologia espermatica. Todas essas andlises foram realizadas como descrito
anteriormente no experimento I.

Além dessas analises, nos tempos 0 e 120 minutos de incubagdo,
coletou-se em tubos de eppendorf, amostras de 1,0 mL para realizagdo de
analises de peroxidagdo lipidica e consumo de frutose pelos espermatozoides e
amostras de 100 pL para analise de atividade da glutationa peroxidase. Esses
tubos de eppendorf foram centrifugados a 3360 g durante dez minutos. O
sobrenadante foi transferido para novos tubos de eppendorf devidamente
identificados e foi congelado a -10 °C até o dia das analises, as quais foram
realizadas de acordo com a seguinte metodologia:

a) Peroxidacao lipidica: foi utilizado um kit especifico para essa analise
(QuantiChrom™ TBARS Assay Kit — BioAssay Systems) seguindo a
metodologia especificada pelo fabricante. O preparo das amostras e dos
reagentes foi realizado no Laboratério de Fisiologia e Farmacologia Animal da
UFLA e as amostras foram lidas em leitor de ELISA no Laboratério de
Fitopatologia também da UFLA. O principio do kit era mensurar a quantidade
de malondialdeido (MDA) produzido com a reagdo, pois este ¢ o principal
produto da peroxidagao lipidica. A concentragdo de MDA foi expressa em pumol
equivalente.

b) Atividade da glutationa peroxidase (AGP): foi utilizado um kit
especifico para essa analise (Glutathione Peroxidase Activity Kit — Assay
Designs) seguindo a metodologia do mesmo. A andlise foi realizada no
Laboratorio de Fitopatologia da UFLA e a absorbancia foi mensurada em leitor

de ELISA a 340 nm a cada 30 segundos durante um periodo de 15 minutos. A
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atividade da glutationa peroxidase foi expressa em nmole/min/mL ou em
unidades/mL, sendo que uma unidade de glutationa peroxidase ¢ definida como
a quantidade de enzima que oxidou um nmol de NADPH em NADP" por minuto
a25°C.

c¢) Consumo de frutose: as amostras de plasma seminal foram
descongeladas e desproteinizadas antes do inicio da analise. Para retirar as
proteinas do plasma seminal, 0,1 mL da amostra foi colocado em tubo de ensaio
e foram acrescentados 2,9 mL de agua destilada, 0,5 mL de Ba(OH), (0,15
mol/L) e 0,5 mL de ZnSO, (0,175 mol/L). A solugdo foi misturada e mantida em
repouso durante cinco minutos. Em seguida, filtrou-se utilizando papel filtro. Do
material filtrado, 1,0 mL foi transferido para um novo tubo de ensaio, onde se
adicionou 1,0 mL de solugdo de resorcinol (8,47 mmol/L) e 3,0 mL de HCI (10
mol/L). Utilizou-se solu¢do de D-frutose (0,28 mmol/L) como padrdo e agua
destilada como branco. Os tubos de ensaio foram incubados em banho-maria a
90°C durante dez minutos e, apoOs atingir a temperatura ambiente, as amostras
foram lidas a 490 nm em espectrofotometro. Todo o procedimento foi realizado
no Laboratério de Ciéncias dos Alimentos da UFLA. Apds diminuir o valor de
absorbancia do branco, a concentragdo de frutose no plasma seminal foi expressa
em mmol/L de acordo com a formula: valor de absorbancia da amostra/valor de
absorbancia do padrao x 11,12. Para conhecer a taxa de consumo de frutose
pelos espermatozoides, utilizou-se a seguinte equagdo: concentragdo de frutose a
0 minuto de incubagdo — concentracao de frutose a 120 minutos de incubacao.
Toda a metodologia foi adaptada do trabalho de Lu et al. (2007).

As 48 e 72 horas de armazenamento, todo o procedimento de incubagio
do sémen, realizagdo de analises e coleta de amostras para posteriores testes
foram realizados de acordo com a mesma metodologia descrita para 24 horas de
armazenamento.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados com
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sete repeticdes (animais) em esquema fatorial 4x3 (quatro doses de IGF-I e trés
tempos de armazenamento) com parcelas subdivididas no tempo (periodos de
avaliacdo apds o reaquecimento). Apenas para a variavel consumo de frutose, as

parcelas ndo foram subdivididas no tempo.

3.5 Experimento I11: Adicdo de IGF-1 ao sémen suino descongelado

Foram utilizados sete varroes da genética Agroceres PIC, linhagem 337
TG Superior, com idade entre um e dois anos.

A metodologia proposta para o congelamento ¢ o descongelamento do
sémen suino foi modificada do trabalho de Westendorf et al. (1975).

Foi coletado um ejaculado de cada animal. Apos a colheita e a avaliacao
rotineira do sémen in natura (aparéncia, volume, motilidade, vigor, grau de
aglutinagdo e concentra¢do), o material foi diluido em solugdo 1:1 com o
diluente BTS (25 mL de sémen e 25 mL de BTS).

Ap6s a diluigdo, a dose de s€émen foi mantida em temperatura ambiente
em local protegido da luz durante 90 minutos. Em seguida, a dose foi
armazenada em geladeira a 15 °C por 180 minutos.

Apds este periodo, a solugdo foi fracionada em cinco tubos de ensaio e
submetida a centrifugagdo (1612,8 g por 10 minutos) para a retirada do plasma
seminal (sobrenadante). O sedimento de espermatozoides foi entdo 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 antibidtico - Ampicilina), esse procedimento foi realizado a
temperatura de 15 °C. Em seguida, determinou-se a concentracdo espermatica
em espectrofotometro e se calculou o volume necessario de diluidor de
resfriamento que deveria ser adicionado para obter uma concentragdo final de
1,5 x 10° espermatozoides/mL. Logo apds, retirou-se 10 mL que foram

resfriados a 5°C durante 90 minutos. Em seguida, as amostras foram novamente
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ressuspensas em 5,0 mL, agora no 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 - ¢ 0,9 mL
de glicerol), de modo que se obteve uma concentragdo final de 1,0 x 10°
espermatozoides/mL.

A seguir, o sémen foi envasado, com auxilio de uma seringa, em
palhetas de 0,5 mL a concentragio de 500 x 10° espermatozoides/palheta. Esse
procedimento foi realizado a temperatura de 5 °C e foram feitas 15 palhetas de
cada ejaculado.

Posteriormente, foi adicionada uma quantidade de nitrogénio liquido em
uma caixa de isopor com medidas internas de 33 cm de comprimento, 20,5 de
largura e 27 de altura contendo um cano plastico de 14 cm de comprimento e 1,5
cm de didmetro acoplado & tampa com a finalidade de controlar a saida de vapor
de nitrogénio e, consequentemente, a queda de temperatura. Essa caixa de isopor
também continha um termémetro acoplado a tampa. No interior da caixa, havia
uma grade de 17,5 cm de altura, acima da qual as palhetas foram dispostas. Essa
grade tinha a funcdo de deixar as palhetas distantes do nitrogénio liquido
(aproximadamente 15,5 cm de distdncia) de forma que as palhetas entrassem em
contato somente com o vapor de nitrogénio. Apds colocar o nitrogénio liquido e
as palhetas no interior da caixa de isopor e tampa-la, a temperatura decresceu de
5 °C a -5 °C, sendo aproximadamente 3 °C por minuto. O artefato utilizado para
diminuir a temperatura das palhetas para -5 °C foi chamado de “biocongelador

grande” e pode ser visualizado na Figura 1.



Figura 1 “Biocongelador grande”. a) Vista externa e b) vista interna

Apds o termdmetro marcar -5 °C, adicionou-se uma quantidade de
nitrogénio liquido em outra caixa de isopor com medidas internas de 19,5 cm de
comprimento, 10,5 de largura e 14,5 de altura contendo apenas um termometro
acoplado a tampa. No interior da caixa, havia uma grade de 3,5 cm de altura, na
qual palhetas foram dispostas. Essa grade tinha a fun¢do de deixar as palhetas
distantes do nitrogénio liquido em aproximadamente 0,5 cm, de forma que as
mesmas entrassem em contato somente com o vapor de nitrogénio. Apés colocar
o nitrogénio liquido e as palhetas no interior da caixa de isopor e tampa-la, a
temperatura das palhetas decresceu de -5 °C a -140 °C, em escala de
aproximadamente 40 °C por minuto. O artefato utilizado para diminuir a
temperatura das palhetas para -140 °C foi chamado de “biocongelador pequeno”

e pode ser visualizado na Figura 2.
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Figura 2 “Biocongelador pequeno”. a) Vista externa e b) vista interna

As duas curvas de congelamento utilizadas foram propostas por Murgas
et al. (2001).

Apds o termOmetro marcar -140 °C, as palhetas foram introduzidas em
botijdo de nitrogénio liquido & temperatura de -196 °C. O botijao foi
transportado para o Laboratdrio de Fisiologia e Farmacologia Animal da UFLA,
onde foi realizado o descongelamento do sémen e a adi¢cdo de IGF-I as amostras.

O descongelamento foi realizado em banho-maria a 50 °C durante oito
segundos sendo, em seguida, o contetdo de uma palheta diluido em 10 mL de
diluidor BTS a temperatura de 37 °C. Posteriormente, foram adicionadas as
diferentes concentragdes de IGF-I humano recombinante: 0; 50, 100 e 150
ng/mL. Apés a adicdo do hormoénio, em cada aliquota reaquecida, foram
avaliados a motilidade e o vigor espermatico nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120
minutos de incubagdo em banho-maria a 37 °C. Nos tempos 0 ¢ 120 minutos de
incubacdo, também foram realizados o teste de vivos e mortos, resisténcia
osmotica, morfologia espermatica, peroxidacdo lipidica, atividade da glutationa
peroxidase e consumo de frutose pelos espermatozoides. Todas essas analises
foram realizadas como descrito no experimento II.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados com
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quatro tratamentos (concentracdes de IGF-I) e sete repeticdes (animais) com
parcelas subdivididas no tempo. Apenas para a variavel consumo de frutose, as

parcelas ndo foram subdivididas no tempo.

3.6 Andlises estatisticas

Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa Statistical
Analysis System, SAS (1996), utilizando-se 5% de probabilidade.

a) Experimento I: foi realizada correlacdo de Spearman (dados ndo
paramétricos) entre os parametros seminais € a concentragdo de IGF-I no plasma
seminal, visto que os dados obtidos para as varidveis analisadas ndo atingiram
distribui¢cdo normal.

b) Experimento II: realizou-se andlise de variancia dos dados obtidos
para motilidade, teste de vivos e mortos, resisténcia osmotica e consumo de
frutose pelos espermatozoides apds o teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e as
médias foram submetidas a analise de regressdo. Os dados obtidos para
peroxidacdo lipidica e atividade da glutationa peroxidase foram transformados
pela opgdo raiz quadrada. Os dados de vigor espermatico e pardmetros
morfologicos foram submetidos a andlise ndo paramétrica, visto que ndo
atingiram a normalidade mesmo ap6s a transformacdo e as médias foram
comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis.

¢) Experimento III: os dados referentes a motilidade, vigor espermatico
e parametros morfologicos foram analisados de forma nao paramétrica, visto que
ndo atingiram a normalidade mesmo apés a transformacéo e as médias foram
comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis. Realizou-se analise de variancia dos
dados obtidos para teste de vivos e mortos, resisténcia osmdtica ¢ consumo de
frutose apos o teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e as médias foram

submetidas a analise de regressdo. As médias obtidas para peroxidacao lipidica e



35

atividade da glutationa peroxidase foram transformadas pela opgdo raiz

quadrada.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento I: Quantificacdo de IGF-I no plasma seminal de suinos e a

sua influéncia nos parametros seminais in natura

Os dados da correlagdo entre a concentragdo de IGF-I e os parametros

seminais in natura de suinos estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 Médias, desvio padrio (DP) e valores de correlagio entre a
concentra¢do de IGF-I no plasma seminal e os pardmetros seminais in
natura de suinos — Brasil — 2010 (n=27).

Variavel Médias DP  Correlagdio  P=
Concentracao de IGF-I (ng/mL) 1,5 0,7 1,0000 0,00
Aparéncia do ejaculado 2,6 0,4 0,0329 0,87
Peso do ejaculado (g) 292,6 162,5 -0,0302 0,88
Motilidade espermatica (%) 81,9 7,9 0,0486 0,81
Vigor espermatico 3,2 0,4 0,0787 0,70
Grau .de aiglutlna(;ao 23 2.0 00719 0.72
(aglutina¢des/campo)
Teste de vivos e mortos (%) 88,8 5,9 -0,4517 0,02

Concentracao espermatica 405.1 1153 0,0086 0.97

(10°sptz/mL)
Taxa de degradz)%o da motilidade 19,5 195 0,0590 0.77
Teste de resisténcia osmética (%) 88,4 6,8 -0,1879 0,35
Acrossomas anormais (%) 1,4 1,2 0,0684 0,73
Caudas anormais (%) 8,4 4.2 0,1097 0,59
Gota citoplasmatica proximal (%) 0,6 0,9 0,0207 0,92
Total de anormalidades (%) 10,8 4,6 0,0318 0,88

Foi encontrada média de 1,5 ng/mL de IGF-I no plasma seminal in

natura de suinos, o que ¢ uma quantidade pequena quando comparada com
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sémen de equinos (cerca de 10 ng/mL) e bovinos (aproximadamente 130,0
ng/mL) de acordo com Macpherson et al., (2002) e Henricks et al., (1998). Isso
pode ter acontecido devido ao kit ELISA utilizado para quantificar IGF-I no
plasma seminal de suinos neste trabalho ser especifico para humanos.

Nao houve correlagdo (P>0,05) do IGF-I com a maioria dos pardmetros
estudados. Houve apenas baixa correlagdo negativa (P<0,05) entre a
concentragdo de IGF-I no plasma seminal e o teste de vivos € mortos, o que
representa queda da viabilidade espermatica com o aumento da concentragdo do
horménio no plasma seminal. Isso pode ter ocorrido pelo fato de que o IGF-I
desempenha uma fun¢do semelhante a da insulina, ou seja, captura os nutrientes
como aminoacidos e agucares presentes no plasma seminal e facilita a passagem
desses nutrientes para o interior das células espermaticas. Sendo assim, com o
aumento do IGF-I no plasma seminal, o aproveitamento de nutrientes pode se
tornar mais rapido, fazendo com que os espermatozoides gastem muita energia e
liberem radicais livres também de forma rapida, resultando na morte precoce
dessas células.

Como o teste de vivos e mortos ¢ uma analise complementar a
motilidade espermatica, esses resultados contrastaram com os encontrados por
Macpherson et al. (2002). Esses autores afirmaram que existe correlagdo positiva
entre a concentracdo de IGF-I no plasma seminal e a motilidade e morfologia
espermdtica em equinos. Brito et al. (2007) também encontraram essa mesma
associagdo, porém no sémen bovino. Selvaraju et al. (2009) averiguaram que o
IGF-1 exerce efeito positivo na motilidade e na integridade da membrana
acrossOmica de espermatozoides de bufalos. Provavelmente possa haver maior
importancia deste hormdnio na fisiologia espermatica destas espécies do que em
suinos.

Como se observou na Tabela 2 encontrou-se valor médio de 88,4% de

espermatozoides resistentes ao choque hiposmético. Resultado semelhante foi
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encontrado por Alvarenga, Murgas e Zangeronimo (2009), quando utilizaram
diferentes diluentes em quatro volumes distintos de sémen suino. O
espermatozoide, com uma membrana celular integra, se colocado em solugdo
hiposmotica, permite a passagem da agua pela membrana celular até o
restabelecimento do equilibrio osmotico entre os fluidos extras e intracelulares
(SANTOS et al., 2001). Com o influxo da agua para o interior da célula, ha um
aumento do volume celular, com posterior dobramento da cauda (JEYENDRAN
et al., 1984).

Neste trabalho, todos os valores dos pardmetros seminais se situaram
dentro de faixas tecnicamente aceitaveis (Tabela 1), confirmando que os animais
utilizados no experimento possuiam caracteristicas sexuais normais ¢ estavam

aptos para a reprodugdo.

4.2 Experimento 11: Adicdo de IGF-1 ao sémen suino resfriado

Os resultados obtidos para a motilidade espermatica do sémen suino
resfriado adicionado de IGF-I estdo apresentados na Tabela 3.

Nao houve diferenca (P>0,05) para a motilidade espermatica apds a
adicdo de diferentes concentragdes de IGF-I nos tempos 24, 48 ¢ 72 horas de
armazenamento. Nas pesquisas de Henricks et al. (1998), onde os autores
adicionaram IGF-I ao sémen bovino in vitro, ocorreu aumento da motilidade
espermatica total e progressiva quando comparado com o sémen sem adi¢do do
horménio. Por outro lado, ndo foi encontrada correlagdo entre a concentracao de
IGF-I sanguineo e os pardmetros seminais em varrdes (HOSSENLOPP et al.,
1986). A divergéncia de resultados pode estar relacionada com as diferentes
metodologias e espécies de animais utilizadas nos estudos, além disso, a
concentragdo de receptores e do proprio hormonio podem influenciar os

resultados das pesquisas. No entanto, na maioria dos trabalhos encontrados na
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literatura (BREIER et al., 1996; GRAVANCE et al., 1997, MACPHERSON et
al., 2002; VICKERS et al., 1999), o IGF-I presente no plasma seminal esta

associado positivamente com a motilidade espermatica, sendo que isso pode ser

devido a melhoria de aproveitamento de nutrientes energéticos presentes nesse

plasma seminal.

Tabela 3 Motilidade espermatica (%) em diferentes tempos de armazenamento
(15 °C) e de incubagdo (37 °C) no sémen suino adicionado de IGF-1 —

Brasil — 2010 (n=7).

Tempo de IGF-I (ng/mL) g
Incubacio (minutos) 0 50 100 150 Media
- 24 horas de armazenamento -
0 87,9 89,3 85,7 84,3 86,8
30 82,9 82,9 82,9 83,6 83,0
60 81,4 80,7 81,4 77,1 80,2
90 77,9 72,9 78,6 75,7 76,3
120 72,1 60,0 70,7 63,6 66,6
Média 80,4 77,1 79,9 76,9
- 48 horas de armazenamento -
0 84,3 82,1 84,3 82,9 83,4
30 82,9 81,4 82,9 82,9 82,5
60 74,3 77,1 75,0 76,4 75,7
90 70,0 72,1 67,1 69,3 69,6
120 60,0 64,3 65,7 67,1 64,3
Média 74,3 75,4 75,0 75,7
- 72 horas de armazenamento -
0 76,4 77,1 78,6 78,6 77,7
30 74,3 74,3 77,1 72,9 74,6
60 543 65,7 67,9 71,4 64,8
90 429 52,1 55,0 58,6 52,1
120 443 46,4 52,9 55,0 49,6
Média 58,4 63,1 66,3 67,3
CV (%) 11,5

'Regressdo linear significativa (P<0,05)
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O fato de ndo ter ocorrido melhora da motilidade de espermatozoides
nesse estudo pode estar associada a quantidade de receptores para esse horménio
na membrana da célula espermatica suina, pois, se existir um nimero pequeno
destes, a adicdo do hormonio pouco ou ndo influencia na captacdo do hormoénio.
Em bovinos, existe em média 1000 receptores para IGF-I em cada célula
espermatica (HENRICKS et al., 1998), porém ainda ndo se sabe a quantidade de
receptores para IGF-I presente em espermatozoides de suinos. De acordo com
Vickers et al. (1999), o efeito do IGF-I na melhoria da motilidade e da
morfologia espermatica esta diretamente relacionado com o IGF-I presente no
liquido da vesicula seminal e com os receptores para IGF-I nos espermatozoides.

Verificou-se regressdo linear (P<0,05) para o periodo de incubagio,
demonstrando que a medida que se aumentou o tempo de incubagdo, diminuiu-
se a motilidade espermatica, independentemente do tempo de armazenamento e
da concentracdo de IGF-I adicionada. Também se pode observar que houve
diferenca (P<0,05) entre os trés tempos de armazenamento estudados e que o
IGF-I néo influenciou no decréscimo natural da motilidade espermatica.

Na Tabela 4, estdo apresentados os resultados obtidos para o vigor
espermatico do sémen resfriado adicionado de IGF-I.

Nao houve diferenga (P>0,05) para o vigor espermatico apos a adi¢ao de
diferentes doses de IGF-I, independentemente do tempo de armazenamento e do
periodo de incubagdo. Como no caso da motilidade espermatica, isso pode ter
acontecido devido ao nimero de receptores para IGF-I.

As 24 horas de armazenamento, houve menor vigor espermatico
(P<0,01) aos 120 minutos de incubagdo quando comparado aos tempos 0 e 30
minutos. As 48 horas de armazenamento, o vigor espermatico no tempo 0 de
incubagao foi maior (P<0,01) que no tempo 60 que, por sua vez, foi superior ao
tempo 120. As 72 horas de armazenamento, nos trés ultimos tempos de

incubagao, houve menor vigor espermatico (P<0,01) quando comparado com os
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dois primeiros periodos de incuba¢do. Essa queda do vigor dos espermatozoides
a medida que se aumentou o tempo de incubacdo a 37 °C foi independente da
adi¢dao do IGF-I. Vasconcelos et al. (2001) também verificaram que, no sémen
suino diluido mantido a 37 °C, existe queda do vigor espermdtico com o passar
do tempo e isso provavelmente acontece devido ao tempo de vida util dos

espermatozoides.

Tabela 4 Vigor espermatico em diferentes tempos de armazenamento (15 °C) e
de incubagdo (37 °C) no sémen suino adicionado de IGF-I — Brasil —

2010 (n=7).

Tempo de IGF-I (ng/mL) 1
Incubagio (minutos) 0 50 100 150 Media
- 24 horas de armazenamento -

0 3,14 3,00 3,00 3,00 3,04 a
30 3,00 2,86 3,00 2,86 2,93 ab
60 2,71 2,57 2,71 2,71 2,68 ab
90 2,71 2,43 2,71 2,57 2,61 ab
120 2,57 2,00 2,43 2,00 2,25b

Média 2,83 2,57 2,77 2,63
- 48 horas de armazenamento -

0 3,00 3,00 3,14 3,00 3,04a
30 2,71 2,86 2,86 2,57 2,75 ab
60 2,43 2,29 2,57 2,43 2,43 b
90 2,29 2,29 1,86 2,00 2,11 be
120 1,57 1,71 2,00 1,43 1,86 ¢

Média 2,40 2,43 2,49 2,29
- 72 horas de armazenamento -

0 3,00 3,00 3,00 2,86 2,96 a
30 2,57 2,29 2,43 2,43 243 a
60 1,57 1,43 2,00 1,86 1,71 b
90 1,43 1,29 1,43 1,43 1,39b
120 1,29 1,14 1,29 1,43 1,29 b

Média 1,97 1,83 2,03 2,00

"Médias seguidas de diferentes letras diferem pelo teste de Kruskal-Walis (P<0,01)
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Na Tabela 5, encontram-se os dados do teste de vivos e mortos para o
sémen suino apos a adi¢do de IGF-I.

Observa-se que as 72 horas de armazenamento, com 0 e com 50 ng/mL
de IGF-I, a medida que aumentou o tempo de incubacdo, diminuiu a viabilidade
espermatica, porém, a partir do momento em que se adicionou doses maiores de
IGF-I (100 ou 150 ng/mL), a viabilidade espermdtica se manteve
independentemente do periodo de incubagio e isto comprova o efeito do IGF-I
sobre o teste de vivos e mortos, principalmente quando o sémen diluido esta
armazenado por um periodo relativamente longo e isso poderia melhorar a
fertilizagdo utilizando esse tipo de sémen. No sémen suino in natura (Tabela 2),
verificou-se correlacdo negativa entre teste de vivos e mortos e concentragdo de
IGF-I no plasma seminal, sendo que o efeito do hormonio pareceu estar mais
relacionado ao metabolismo energético dos espermatozoides, porém o efeito do
IGF-I no pardmetro de viabilidade espermatica do sémen suino processado
(resfriado ou congelado) pode estar associado a fungdo antioxidante do
hormdénio, pois as membranas dos espermatozoides sdo sensiveis a baixas
temperaturas. Segundo Leidl et al. (1993) e Wainer et al. (1996), a agdo
antioxidante do IGF-I pode resultar no aumento da viabilidade espermatica.

No estudo de Minelli, Moroni e Castellini (2001), em que incubaram
espermatozoides de coelho com um complexo de IGF-I (150 kDa) purificado do
plasma seminal desses animais, os autores observaram aumento significativo na
viabilidade e na motilidade dos espermatozoides.

As 48 horas de armazenamento, quando se adicionou 50 ng/mL de IGF-
I, houve queda da viabilidade espermatica a medida que aumentou o periodo de
incubacio.

Houve aumento linear (P<0,05) da viabilidade espermatica com a adigdo
de IGF-I as 72 horas de armazenamento, detectado aos 120 minutos de

incubacio.
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Também se pode observar que houve diferenga (P<0,05) entre os trés
tempos de armazenamento estudados e que o IGF-I, assim como na motilidade
espermdtica, ndo influenciou nesse decréscimo natural da viabilidade

espermadtica do sémen resfriado.

Tabela 5 Espermatozoides vivos (%) em diferentes tempos de armazenamento
(15 °C) e de incubagdo (37 °C) no sémen suino adicionado de IGF-I —
Brasil — 2010 (n=7).

Tempo de IGF-I (ng/mL) L
. . . I 1 Média
incubacdo (minutos) 0 50 100 150
- 24 horas de armazenamento -
0 87,6 88,4 89,4 89,0 88,6
120 88,2 86,0 86,9 87,8 87,2
Média 87,9 87,2 88,1 38,4
- 48 horas de armazenamento -
0 86,3 90,7 a 86,2 89,9 88,3
120 86,3 86,5b 88,3 88,2 87,3
Média 86,3 88,6 87,3 89,0
- 72 horas de armazenamento -
0 89,3 a 87,8 a 86,0 87,7 87,7
1207 81,9b 82,6 b 87,6 85,3 84,3
Média 85,6 85,2 86,8 86,5
CV (%) 4,39

'Médias seguidas por diferentes letras diferem pelo teste F (P<0,05)
*Regressio linear significativa (P<0,05)

A Tabela 6 contém os dados referentes ao teste de resisténcia osmdtica.
Observou-se efeito quadratico (P<0,05) as 72 horas de armazenamento
independentemente do periodo de incubagdo, sendo que a partir da equagdo

quadratica (y = - 0,0005x> + 0,0674x + 91,52; R*= 0,95), estimou-se que o nivel
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de 67 ng/mL de IGF-I adicionado ao sémen possibilita melhor resisténcia
osmotica dos espermatozoides (Figura 3).

Selvaraju et al. (2009), ao adicionar 100 ng/mL de IGF-I no sémen
bubalino descongelado, verificaram aumento da resisténcia osmoética nos tempos
60 e 90 minutos de incubacdo quando comparado ao grupo controle (sem adigdo
de IGF-I) e afirmaram que essa maior integridade da membrana espermatica do
sémen tratado com IGF-I indica que a adi¢do desse hormdnio pode ser 1til para a
capacidade fertilizante dos espermatozoides. Além disso, os autores também
sugeriram um importante papel antioxidante do IGF-I na estabilidade das

membranas.

Tabela 6 Resisténcia osmética (%) dos espermatozoides em diferentes tempos de
armazenamento (15 °C) e de incubagdo (37 °C) no sémen suino
adicionado de IGF-I — Brasil — 2010 (n=7).

Tempo de IGF-I (ng/mL)

. ) Média
incubagao (minutos) 0 50 100 150
- 24 horas de armazenamento -
0 92,0 92,6 91,9 93,6 92,5
120 91,1 92,3 92,9 93,3 92,4
Média 91,6 92,4 92,4 93,4
- 48 horas de armazenamento -
0 93,0 94,7 90,4 93,5 92,9
120 94,3 91,3 93,0 92,0 92,7
Média 93,7 93,0 91,7 92,8
- 72 horas de armazenamento -
0 92,0 95,1 92,9 92,0 93,0
120 90,7 93,0 93,7 90,7 92,0
Média' 91,4 94,1 93,3 91,4
CV (%) 3,63

'Regressdo quadratica significativa (P<0,05)
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Figura 3. Resisténcia osmotica de espermatozoides do s€émen suino as 72 horas
de armazenamento (15 °C) adicionado de IGF-I

Na Tabela 7, estdo apresentados os resultados obtidos para o total de
anormalidades morfologicas nas amostras.

Nao houve diferenca (P>0,05) ap6s a adigdo de diferentes doses de IGF-
I, independentemente do tempo de armazenamento e do periodo de incubag@o.
No entanto, a concentracdo de IGF-I no plasma seminal de humanos foi
correlacionada (r = 0,748) com a morfologia espermatica, mostrando que quanto
maior ¢ a concentragdo de IGF-I, menor é o porcentual de formas anormais

(GLANDER et al., 1996).
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Tabela 7 Total de anormalidades na morfologia espermatica (%) em diferentes
tempos de armazenamento (15 °C) e de incubagdo (37 °C) no sémen
suino adicionado de IGF-I — Brasil — 2010 (n=7).

Tempo de IGF-I (ng/mL) L
. . Média
incubacdo (minutos) 0 50 100 150
- 24 horas de armazenamento -
0 4,57 4,86 5,57 6,86 5,46
120 6,00 5,57 7,57 6,57 6,43
Média 5,29 5,21 6,57 6,71
- 48 horas de armazenamento -
0 11,71 7,14 5,86b 9,71 8,61
120 12,86 6,71 10,57 a 12,14 10,57
Média 12,29 6,93 8,21 10,93
- 72 horas de armazenamento -
0 10,86 9,29 7,86 b 9,57 9,40
120 11,71 10,57 12,71 a 11,71 11,68
Média 11,29 9,93 10,29 10,64
P= 0,0399

"Médias seguidas por diferentes letras diferem pelo teste de Kruskal-Walis (P<0,05)

Como foram observadas mais anormalidades morfologicas aos 120
minutos de incubagdo do que ao 0 minuto e devido a improvavel capacidade do
IGF-I alterar a morfologia espermatica imediatamente ap6s seu contato com o
sémen, na Tabela 8, estdo apresentados os resultados obtidos para a quantidade
de anormalidades de cabeca (pequena, grande, isolada, piriforme e alteragcdes na
integridade acrossomica) e de cauda (enrolada, isolada, enovelada, quebrada e
presenca de GCP) no sémen suino em trés diferentes tempos de armazenamento
apenas aos 120 minutos de incubagao.

Ao se adicionar 150 ng/mL de IGF-I, a maior quantidade de alteragdes
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de cabeca ocorre as 72 horas, quando comparado as 24 horas de armazenamento
(P<0,05). Selvaraju et al. (2009) ndo encontraram diferenca na integridade
acrossomica ao adicionar 100 ng/mL de IGF-I ao s€émen bubalino descongelado.
Por lado, Minelli et al. (2001), ao incubar sémen de coelhos com um complexo
purificado de IGF-I, verificaram maior quantidade de alteragcdes na integridade
acrossdmica, comprovando que o IGF-I atuou como indutor da reagdo
acrossomica.

Para alteracdes de cauda, ndo houve diferenga (P>0,05) entre as doses

de IGF-I ou entre os tempos de armazenamento.

Tabela 8§ Anormalidades de cabeca (%) e de cauda espermatica (%) em
diferentes tempos de armazenamento (15 °C) do sémen suino
adicionado de IGF-I e submetido a 120 minutos de incubagdo a 37 °C
— Brasil — 2010 (n=7).

Tempo de IGF-I (ng/mL) .
armazenamento (horas) 0 50 100 150" Média
- Anormalidades de cabeca -
24 0,14 0,14 1,14 0,86 b 0,57
48 1,43 1,00 1,14 1.86ab 1,36
72 2,00 2,00 2,43 329a 2,43
Média 0,71 1,05 1,57 2,00 0,71
P= 0,0001
- Anormalidades de cauda -
24 5,86 5,43 6,43 5,57 5,82
48 8,57 5,71 9,43 5,86 7,39
72 11,29 7,86 9,29 7,71 9,04
Média 8,57 6,33 8,38 6,38
P= 0,2886

"Médias seguidas por diferentes letras diferem pelo teste de Kruskal-Walis (P<0,05)
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Na Tabela 9, observa-se a taxa de peroxidagao lipidica das membranas
dos espermatozoides suinos. Através do desdobramento das interagdes,
observou-se que, as 24 horas de armazenamento, houve regressdo linear
(P<0,05) nos dois tempos de incubagdo. Ao inicio do periodo de incubagdo, a
medida que se aumentou o IGF-I, também aumentou a peroxidacao lipidica. No
entanto, aos 120 minutos, a medida que se aumentou a dose de hormonio,
diminuiu a peroxidag¢do. O mesmo aconteceu quando o sémen ficou armazenado
durante 48 horas. Alguns estudos tém demonstrado peroxidacdo lipidica na
membrana como uma das causas de defeito na fung¢do espermatica do sémen
diluido e armazenado a 4 °C (VISHWANATH; SHANNON, 2000) e do sémen
criopreservado (CHARTTERGEE; GAGNON, 2001).

Depois de 72 horas de armazenamento, houve regressao linear (P<0,05)
apenas para o primeiro tempo de incubagao.

Houve aumento (P<0,05) da peroxidagdo lipidica com o passar do
tempo de incubagao do sémen sem IGF-I, armazenado durante 24 e 48 horas. No
entanto, quando se adicionou 150 ng/mL de IGF-I houve queda da peroxidagdo a
medida que aumentou o periodo de incubagdo. Isso sugere o efeito do IGF-I
como agente antioxidante atuando na membrana de espermatozoides de suinos
apdés um periodo de incubagdo. Stewart et al. (1996) afirmaram que, além do
IGF-I estar associado com o metabolismo energético da célula espermatica, ele
também age como antioxidante. A peroxidacgdo lipidica e as espécies reativas ao
oxigénio podem danificar gravemente o metabolismo, resultando na perda da
motilidade espermatica entre outras fungdes dos espermatozoides (AITKEN,
1994).

Segundo Faustini et al. (2004), a integridade da membrana espermatica ¢
essencial para a sobrevivéncia das células e para o correto funcionamento das

mesmas. Esses autores ainda afirmaram que a peroxidagdo lipidica é uma das
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causas mais deletérias para a membrana. Essa peroxidacdo pode danificar a
estrutura das organelas celulares, além da membrana plasmatica e do DNA

(NEIDL et al., 2002).

Tabela 9 Peroxidacdo lipidica (uMol equivalente) em diferentes tempos de
armazenamento (15 °C) e de incubagdo (37 °C) no sémen suino
adicionado de IGF-I — Brasil — 2010 (n=7).

1
' Teznpo dp IGF-I (ng/mL) Meédia
incubacdo (minutos) 0 50 100 150
- 24 horas de armazenamento -
0’ 185,3b 279,3 263,1 307,1a 2587
120° 3438 a 308,8 223,5 2440Db 280,0
Média 264,6 294,1 2433 275,6
- 48 horas de armazenamento -
0’ 248,8 b 363,8 330,6 4512 a 348.,6
120° 4257 a 306,9 321,9 246,0b  325,1
Média 337,3 335,4 326,3 348,6
- 72 horas de armazenamento -
0’ 2453 311,0 341,3 338,1 309,0
120 256,3 226,7 316,7 303,3 2758
Média 250,8 268,9 329,0 320,7
CV (%) 13,45

"Médias seguidas por diferentes letras na coluna diferem pelo teste F (P<0,05)
*Regressio linear significativa (P<0,05)

Os resultados obtidos para atividade da glutationa peroxidase estdo
apresentados na Tabela 10.

As 24 horas de armazenamento, quando ndo se adicionou IGF-I, houve
aumento (P<0,05) da atividade da enzima quando se aumentou o tempo de
incubacdo. Isso pode ser explicado devido ao maior tempo de exposi¢do da

enzima a uma temperatura mais elevada o que naturalmente provoca maior
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ativacdo. Aos 120 minutos de incubacdo, houve regressdo linear (P<0,05),
verificando que a medida que se aumentou a dosagem do horménio, diminuiu-se
a atividade da enzima. Nesse mesmo periodo de incubagdo e tempo de
armazenamento, observou-se queda da peroxidacdo lipidica (Tabela 9) através
da adicdo de IGF-I, sendo assim, como o proprio hormonio foi eficaz em relagdo
a diminuicdo da peroxidacdo da membrana espermadtica, pode ser que nao houve
necessidade de ativar a enzima glutationa peroxidase, a qual desempenharia essa

mesma fungao de evitar a peroxidagao lipidica.

Tabela 10 Atividade da glutationa peroxidase (unidades/mL) em diferentes
tempos de armazenamento (15 °C) e de incubagdo (37 °C) no sémen
suino adicionado de IGF-I — Brasil — 2010 (n=7).

1
. TeEnpo dp IGF-I (ng/mL) Meédia
incubagdo (minutos) 0 50 100 150
- 24 horas de armazenamento -
0 6,47 b 5,77 6,84 6,30 6,47
120° 9,49 a 4,84 5,69 5,60 6,40
Média 7,98 5,31 6,26 6,20
- 48 horas de armazenamento -
0’ 5,41 580b 7,29 7,84 6,59
120° 6,53 9,70 a 7,89 7,33 7,86
Média 5,97 7,75 7,59 7,59
- 72 horas de armazenamento -
0 530b 7,47 5,61 6,50 b 6,22
120° 9,27 a 6,17 4,60 9,79 a 7,46
Média 7,29 6,82 5,11 8,14
CV (%) 11,37

"Médias seguidas por diferentes letras na coluna diferem pelo teste F (P<0,05)
Regressio linear significativa (P<0,05)
*Regressdo quadratica significativa (P<0,05)

Segundo Alvarez e Storey (1989), as enzimas como superoxido
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desmutase e catalase também estdo presentes no plasma seminal para conter os
efeitos das espécies reativas ao oxigénio na peroxidacdo lipidica e prevenir
danos aos espermatozoides.

As 48 horas de armazenamento, houve aumento linear (P<0,05) da
atividade da glutationa peroxidase com o aumento do IGF-I logo apos sua adigdo
(tempo 0). Aos 120 minutos de incubacdo, houve efeito quadratico (P<0,05),
sendo obtida a equagdo y = -0,0004x> + 0,0571x + 6,8415 (R2 = 0,64), a qual
possibilitou que fosse estimada a concentracdo de IGF-I a ser adicionada ao
sémen para que a glutationa peroxidase apresentasse a melhor atividade (Figura

4).

y=-0,0004x>+0,0571x+6,8415
R’=0,6430

Atividade da glutatione
peroxidase (un./mL)

6,55 & 71

6,00 ‘ ; ‘
0 50 100 150

Concentragio de IGF-I (ng/mL)

Figura 4. Atividade da glutationa peroxidase do sémen suino as 48 horas de
armazenamento (15 °C) e 120 minutos de incubacdo (37 °C)
adicionado de IGF-1

A partir desta equagdo, pode-se inferir que a adigdo de 71 ng/mL de
IGF-I ao sémen possibilita maior AGP. Kobayashi et al. (1991), ao acrescentar
antioxidantes exdégenos em amostras de sémen promoveram aumento da

motilidade espermatica e queda da concentragdo de malondialdeido.
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Além disso, observou-se que ao adicionar 50 ng/mL de IGF-I, houve
maior atividade enzimatica aos 120 minutos de incubacdo quando comparado
com o periodo de 0 minuto.

As 72 horas de armazenamento, também houve efeito quadratico
(P<0,05) aos 120 minutos de incubacdo, sendo que, ao adicionar 150 ng/mL de
IGF-I obteve-se a melhor atividade da glutationa peroxidase (Figura 5). Com os
tratamentos 0 ¢ 150 ng/mL de IGF-I houve maior atividade enzimatica aos 120

minutos de incubagdo quando comparado com o periodo de 0 minuto.

.o y=0,0008x’+0,1244x+9,5315 o
£33 gos R*=0,9263
s E ?
S Z 840
@ 3 7,85
S g 730
g3 675
S E 620 .
25§ 565 78
< % 510
4,55 *
4,00 . . )
0 50 100 150

Concentragdo de IGF-I (ng/mL)

Figura 5. Atividade da glutationa peroxidase do sémen suino as 72 horas de
armazenamento (15 °C) e 120 minutos de incubacdo (37 °C)
adicionado de IGF-I

Os dados referentes ao consumo de frutose pelos espermatozoides que
foram submetidos ao resfriamento e posteriormente foram adicionados de IGF-I
encontram-se na Tabela 11.

Houve reducdo linear (P<0,05) do consumo de frutose pelos
espermatozoides com o aumento do IGF-I no sémen. Selvaraju et al. (2009), ao
colocar 100 ng/mL de IGF-I no sémen de btfalos, puderam relatar aumento do
consumo de frutose pelos espermatozoides apos 30 e 60 minutos de incubagao.

Além disso, esses mesmos autores verificaram aumento na motilidade
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espermatica devido ao maior consumo de frutose pelos espermatozoides.

Tabela 11 Consumo de frutose pelos espermatozoides (mmol/L) em diferentes
tempos de armazenamento a 15 °C no sémen suino adicionado de
IGF-I — Brasil — 2010 (n=7).

IGF-I (ng/dL)

Armazenamento 0 50 100 150 Média
24 horas 24,69 25,43 24,92 22,19 24,31
48 horas 24,18 23,10 25,91 22,87 24,02
72 horas 26,56 27,68 22,59 21,12 24,49
Média' 25,15 25,40 24.47 22,06
CV (%) 17,63

'Regressio linear significativa (P<0,05)

4.3 Experimento I11: Adic&o de IGF-1 ao sémen suino descongelado

A motilidade e vigor espermdtico do sémen descongelado adicionado de
IGF-I estdo apresentados na Tabela 12.

A motilidade espermatica do sémen descongelado, no inicio da
incubagdo, foi maior (P<0,01) quando se adicionou 100 ng/mL de IGF-I em
relagdo ao sémen que ndo recebeu o hormodnio, tendo uma diferenga de quase
10% na motilidade, o que é um aumento significativo considerando a
sensibilidade do espermatozoide suino ao processo de
congelamento/descongelamento. Selvaraju et al. (2009) também verificaram
aproximadamente 10% de aumento na motilidade espermatica apos a adigdo de
IGF-I no sémen descongelado de bufalos, porém nos periodos 30, 60 e 90
minutos de incubagdo e ainda afirmaram que a influéncia do IGF-I na
estimulagdo da motilidade pode ser devido ao efeito direto nos receptores para

este hormonio presentes nos espermatozoides. O tratamento de ratos deficientes
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em GH e de homens sub-férteis com o préprio GH melhorou a motilidade
espermatica, principalmente devido ao aumento da concentragcdo de IGF-I no

plasma seminal (BREIER et al., 1998; OVESEN et al., 1996).

Tabela 12 Motilidade (%) e vigor espermatico em diferentes periodos de
incubagdo (37 °C) apdés a adicdo de IGF-I ao sémen suino
descongelado — Brasil — 2010 (n=7).

Tempo de IGF-I (ng/mL) ‘1
Incubacio (minutos) 0 50 100 50 Media
- Motilidade Espermatica -
0 15,00 17,50 ab 23,33a 16,67ab 18,13 A
30 9,17 10,00 10,83 11,67 10,42 B
60 2,50 6,67 4,17 5,00 4,58 C
90 3,33 5,83 3,33 2,50 3,75C
120 0,83 1,67 3,33 0,83 1,67 C
Média 6,17 8,33 9,00 7,33
= 0,0000
- Vigor Espermatico -
0 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 A
30 2,67 2,50 2,50 2,50 2,54 AB
60 0,83 1,50 1,17 1,33 1,21 BC
90 0,83 1,33 0,83 0,83 0,96 BC
120 0,17 0,50 1,00 0,50 0,54 C
Média 1,50 1,77 1,70 1,63
P= 0,0000

'Médias seguidas por diferentes letras minusculas na coluna e maiusculas na linha
diferem pelo  teste de Kruskal-Walis (P<0,01)

De forma geral, a motilidade foi mais alta no inicio do periodo de
incubagdo quando comparado aos 30 minutos e esse, por sua vez, foi superior
aos outros periodos de incubagdo. Champion et al. (2002) verificaram que o
IGF-I pode ser usado seguramente para preservar a motilidade espermatica

durante o transporte a temperatura ambiente do sémen equino diluido.
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Quanto ao vigor espermatico, nao houve diferenga (P>0,05) entre as
concentragoes de IGF-I. Também foi verificado que, assim como na motilidade,
a medida que se aumentou o periodo de incubacdo, diminuiu-se o vigor
espermatico P(<0,01).

O teste de vivos e mortos e o teste de resisténcia osmotica do sémen
suino descongelado e adicionado de IGF-I estdo apresentadas na Tabela 13.

Houve efeito quadratico (P<0,05) para o teste de vivos ¢ mortos em
relagdo as concentragdes de IGF-I adicionadas, podendo-se observar que, dentre
as doses adicionadas, a concentra¢ao de 150 ng/mL foi a que resultou em maior

viabilidade espermatica (Figura 6).

Tabela 13 Médias mensuradas para espermatozoides vivos (%) e resisténcia
osmotica (%) em diferentes periodos de incubagdo (37 °C) apds a
adicao de IGF-I ao s€émen suino descongelado — Brasil — 2010 (n=7).

1
TCIanO d'e IGF-I (ng/mL) Média
Incubagdo (minutos) 0 50 100 150
- Espermatozéides vivos -
0 242 21,4 23,6 26,8 24,0 a
120 20,8 17,4 16,4 20,8 18,9b
Média’ 22,5 19,4 20,0 23,8
CV (%) 10,2
- Taxa de Resisténcia Osmotica -
0 80,8 84,0 71,5b 77,6 a 78,5
120° 83,2 80,6 80,0 a 69,2 b 78,3
Média 82,0 82,3 75,8 73,4
CV (%) 4.4

'Médias seguidas por diferentes letras na coluna diferem pelo teste F (P<0,05)
Regressio linear significativa (P<0,05)
*Regressio quadratica significativa (P<0,05)
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Figura 6. Teste de vivos e mortos apos a adi¢do de IGF-I no sémen suino
descongelado

Também se pode observar que, aos 120 minutos de incubagdo, houve
reducdo linear (P<0,05), da taxa de resisténcia osmotica com o aumento da
concentragdo de IGF-I. A ocorréncia de choque osmotico eventualmente resulta
em reducdo da viabilidade espermatica (COOREA et al.,, 1996; CORREA;
ZAVOS, 1995), porém esse fato nao foi verificado na pesquisa em questao.

Houve aumento da resisténcia osmoética com o passar do tempo quando
se adicionou 100 ng/mL de IGF-I e reducdo da resisténcia ao adicionar 150
ng/mL. Alguns estudos demonstraram que espermatozoides criopreservados sao
particularmente sensiveis as mudangas nas condigdes osmdticas encontradas
durante o congelamento, descongelamento e processamento (FISER;
FAIRFULL, 1984; FOOTE, 1978; ZAVOS, 1991).

Na Tabela 14, estdo apresentados os resultados obtidos para a
quantidade de anormalidades de cabega (pequena, grande, isolada, piriforme e
alteracdes no acrossoma), de cauda (enrolada, enovelada, quebrada, isolada e
presenca de gota citoplasmatica proximal) e o total de anormalidades

morfoldgicas no sémen descongelado.
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Nao houve diferenga (P>0,05) em relagdo aos periodos de incubagdo ou
as concentragdes de IGF-I sobre os pardmetros morfologicos do sémen
descongelado. Esses resultados foram semelhantes aos encontrados por
Selvaraju et al. (2009), em que ndo foi encontrada diferenca estatistica na
integridade acrossomica de espermatozoides incubados com 100 ng/mL de IGF-
I quando comparado ao grupo controle (sem adigdo de hormdnio). Porém,
Glander et al. (1996) afirmaram que o IGF-I ¢ necessario para o
desenvolvimento de células germinativas humanas e que o IGF-I seminal ¢

associado com morfologia normal.

Tabela 14 Anormalidades na morfologia espermatica (%) em diferentes periodos
de incubagdo (37 °C) apds a adicdo de IGF-I ao sémen suino
descongelado — Brasil — 2010 (n=7).

Tempo de IGF-I (ng/mL) L1 _
incubagio (minutos) 0 50 100 150 Media P
- Anormalidades de cabeca -
0 15,7 10,7 13,7 13,2 13,3 0,1072
120 14,7 16,3 13,5 14,2 14,7
Média 15,2 13,5 13,6 13,7
- Anormalidades de cauda -
0 9,7 9,7 11,3 8,7 9,8 0,7690
120 7,7 9,5 11,0 10,0 9,5
Média 8,7 9,6 11,2 9,3
- Total de anormalidades -
0 29,7 22,3 26,3 25,2 25,9 0,4295
120 25,2 26,8 25,2 24,8 25,5
Média 27,4 24,6 25,8 25,0

'Nao houve diferenca significativa (P>0,05)

Os resultados obtidos para peroxidagdo lipidica das membranas dos

espermatozoides e atividade da enzima glutationa peroxidase estdo na Tabela 15.
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Apo6s o desdobramento da interacdo, observou-se reducdo linear
(P<0,05) aos 120 minutos de incubacdo para a peroxidagdo lipidica com o
aumento de IGF-I. Também se pode observar que houve aumento linear
(P<0,05) para a atividade da glutationa peroxidase com o aumento da
concentragdo do hormdnio. Um sistema antioxidante composto por glutationa
redutase, glutationa peroxidase, catalase e superdxido dismutase tem sido
descrito como um mecanismo de defesa contra a peroxidagao lipidica do s€men
e isso ¢ importante para a manutencdo da motilidade e da viabilidade

espermatica (Bucak et al., 2010).

Tabela 15 Peroxidacdo lipidica (uMol equilavente) e atividade da glutationa
peroxidase (unidades/mL) em diferentes periodos de incubagdo (37
°C) apos a adigdo de IGF-I ao sémen suino descongelado — Brasil —

2010 (n=7).
Tempo de Dose de IGF-I (ng/mL)' Média
incubagdo (minutos) 0 50 100 150
- Peroxidacao lipidica -
0 2,91 2,94 2,89 3,12 2,96
120 3,37 2,71 2,69 2,60 2,84
Média 3,14 2,82 2,74 2,90
CV (%) 7,25
- Atividade da Glutationa Peroxidase -
0 3,23 3,11 3,03 3,42 3,20
120 2,80 3,23 3,59 4,05 3,42
Média 3,01 3,17 3,54 3,50
CV (%) 11,87

'Regressio linear significativa (P<0,05)

Selvaraju et al. (2009) encontraram correlagdo negativa (r = -0,96) entre
os niveis de peroxidacdo lipidica e a motilidade espermatica. No presente

estudo, pode-se observar que a adicdo de IGF-I melhorou a motilidade



59

espermatica enquanto diminuiu a peroxidacao lipidica e aumentou a atividade da
glutationa peroxidase. Bell et al. (1993) também encontraram correlagdo
negativa entre peroxidacao lipidica e motilidade espermatica.

Na Tabela 16, s@o encontrados os resultados obtidos para o consumo de
frutose pelos espermatozoides.

Nao houve diferenga (P>0,05) para o consumo de frutose pelos
espermatozoides submetidos a diferentes concentracdes de IGF-1. Esse resultado
foi diferente do encontrado por Selvaraju et al. (2009), que adicionaram 100
ng/mL de IGF-I ao sémen descongelado de btfalos e observaram aumento no
consumo desse carboidrato pelos espermatozoides aos 30 e¢ 60 minutos de
incubacdo. Através disso, explicaram o aumento da motilidade espermatica nos

mesmos periodos de incubacao.

Tabela 16 Consumo de frutose pelos espermatozoides (mmol/L) apos a adigdo
de IGF-I no sémen suino descongelado — Brasil — 2010 (n=7).

D IGF-1 L)'
ose de IGF-I (ng/mL) Meédia COV p=
0 50 100 150 (%)

Variavel

Consumo de frutose 8,48 7,27 6,08 6,54 7,09 23,04 0,4867

'Nio houve diferenga significativa (P>0,05)
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5 CONCLUSAO

Varrdes de diferentes linhagens apresentam média de 1,5 ng/mL de IGF-
I no plasma seminal in natura, estando associada de forma indireta apenas com o
teste de vivos e mortos.

A adicdo de 100 ng/mL de IGF-I ao sémen suino resfriado e de 150

ng/mL ao sémen descongelado proporciona melhoria nos parametros seminais.
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ANEXOS
TABELA 1A Analise de variancia para motilidade espermatica em diferentes

tempos de armazenamento e de incubagdo no sémen suino
adicionado de IGF-I.

FV GL SQ QM F P>F
Animal 6 74,12 12,35 4,66 0,0005
IGF-1 3 8,26 2,75 1,04 0,3813
Armazenamento 2 84,46 4223 15,93 0,0000
IGF*Arm. 6 16,41 2,73 1,03 0,4130
Erro 1 1 66,00 175,01 2,65
Incubacdo 4 147,73 36,93 39,44 0,0000
IGF*Incub. 12 10,26 0,86 0,91 0,5342
Arm.*Incub. 8 20,58 2,57 2,75 0,0062
IGF*A.*1. 24 17,05 0,71 0,76 0,7870
Erro 2 2 288,00 269,72 0,94

TABELA 2A Analise de variancia para teste de vivos e mortos em diferentes
tempos de armazenamento e de incubag@o no sémen suino
adicionado de IGF-I.

FV GL SQ QM F P>F
Animal 6 548,98 91,50 5,51 0,0001
IGF-1I 3 44,33 14,78 0,89 0,4508
Armazenamento 2 125,512 62,76 3,78 0,0279
IGF*Arm. 6 57,35 9,56 0,58 0,7481

Erro 1 66 1095,31 16,60

Incubagéo 1 152,38 152,38 10,40 0,0019
IGF*Incub. 3 100,62 33,54 2,29 0,0856
Arm.*Incub. 2 48,01 24,01 1,64 0,2014
IGF*A.*1. 6 155,13 25,86 1,77 0,1186

Erro 2 72 1054,86 14,65




75

TABELA 3A Anilise de varidncia para resisténcia osmotica dos
espermatozoides em diferentes tempos de armazenamento e
de incubagdo no sémen suino adicionado de IGF-I.

FV GL SQ QM F P>F
Animal 6 472,92 78,82 11,63 0,0000
IGF-I 3 21,64 7,21 1,07 0,3702
Armazenamento 2 3,58 1,79 0,26 0,7685
IGF*Arm. 6 109,46 18,24 2,69 0,0212
Erro 1 66 44723 6,78
Incubacao 1 8,60 8,60 0,76 0,3863
IGF*Incub. 3 66,69 22,23 1,97 0,1268
Arm.*Incub. 2 5,73 2,86 0,25 0,7771
IGF*A.*1. 6 34,56 5,76 0,51 0,7995
Erro 2 72 814,43 11,31

TABELA 4A Analise de varincia para peroxidagdo lipidica da membrana dos
espermatozoides em diferentes tempos de armazenamento e de
incubagdo no s€men suino adicionado de IGF-L.

FV GL SQ QM GL P>F
Animal 6 25,07 4,18 0,43 0,8566
IGF-1 3 47,22 15,74 1,62 0,1934
Armazenamento 2 91,78 45,89 4,72 0,0122
IGF*Arm. 6 107,01 17,83 1,83 0,1059

Erro 1 66 641,87 9,73

Incubagdo 1 5,62 5,62 1,07 0,3043
IGF*Incub. 3 113,08 37,69 7,17 0,0003
Arm.*Incub. 2 25,94 12,97 2,47 0,0918
IGF*A.*1. 6 105,16 17,53 3,34 0,0059

Erro 2 72 378,30 5,25
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TABELA 5A Analise de variancia para atividade da glutationa peroxidase em
diferentes tempos de armazenamento e de incubagdo no sémen
suino adicionado de IGF-I.

FV GL SQ QM GL P>F
Animal 6 2,20 0,37 4,67 0,0005
IGF-I 3 1,54 0,51 6,52 0,0006
Armazenamento 2 0,60 0,30 3,80 0,0275
IGF*Arm. 6 2,98 0,50 6,31 0,0000
Erro 1 66 5,19 0,08
Incubacao 1 0,87 0,87 10,08 0,0022
IGF*Incub. 3 1,40 0,47 5,42 0,0020
Arm.*Incub. 2 0,61 0,30 3,53 0,0345
IGF*A . *1. 6 4,96 0,83 9,59 0,0000
Erro 2 72 6,21 0,09

TABELA 6A Andlise de variancia para consumo de frutose pelos
espermatozoides em diferentes tempos de armazenamento no
sémen suino adicionado de IGF-I.

FV GL SQ QM F P>F

Animal 6 80,15 13,36 0,73 0,6270

IGF-I 3 152,43 50,81 2,78 0,0480

Linear 1 132,78 132,78 7,26 0,0090

Quadratico 1 12,97 12,97 0,71 0,4030

Armazenamento 2 3,38 1,69 0,09 09119

IGF*Arm. 6 201,32 33,55 1,83 0,1059
Erro 66 1207,63 18,30

TABELA 7A Analise de variancia para teste de vivos e mortos em diferentes
periodos de incubagdo apos a adi¢do de IGF-I no sémen suino

descongelado.
FV GL SQ QM F P>F
Animal 5 1,36 0,27 1,96 0,1445
IGF 3 1,93 0,64 4,64 0,0173
Linear 1 0,09 0,092 0,67 0,4280
Quadratico 1 1,84 1,84 13,26 0,0020
Erro 1 15 2,08 0,14
Incubagdo 1 4,00 4,00 18,17 0,0004
IGF*Incub. 3 0,45 0,15 0,69 0,5719

Erro 2 20 4,40 0,22
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TABELA 8A Anilise de varidncia para resisténcia osmotica dos
espermatozoides em diferentes periodos de incubacdo apos a
adi¢c@o de IGF-I no sémen suino descongelado.

FV GL SQ QM F P>F
Animal 5 5,32 1,06 545  0,0047
IGF-1 3 1,90 0,63 324 0,0518
Erro 1 15 2,93 0,20
Incubagio 1 0,08 0,08 0,53  0,4743
IGF*Incub. 3 2,02 0,67 4,53 0,0140
Incub. d. IGF 0 1 0,06 0,06 037  0,5496
Incub. d. IGF 50 1 0,54 0,54 3,65  0,0706
Incub. d. IGF 100 1 0,70 0,70 470  0,0425
Incub. d. IGF 150 1 0,80 0,80 541 0,0307
IGF d. Incub. 0 3 1,63 0,54 3,66 0,0293
Linear 1 0,45 0,45 3,06 0,0960
Quadratico 1 0,04 0,04 027  0,6100
IGF d. Incub. 120 3 2,29 0,76 514 0,0083
Linear 1 1,56 1,56 10,52 0,0040
Quadratico 1 0,11 0,11 0,77  0,3910
Erro 2 20 2,97 0,15

TABELA 9A Analise de variancia para peroxidagdo lipidica da membrana dos
espermatozoides em diferentes periodos de incubacdo apds a
adi¢c@o de IGF-I no sémen suino descongelado.

FV GL SQ QM GL P>F

Animal 5 0,03 0,01 0,44 0,8153
IFG-I 3 0,08 0,03 1,80 0,1919

Erro 1 15 0,22 0,01
Incubagdo 1 0,02 0,02 1,17 0,2924
IGF*Incub. 3 0,11 0,04 2,34 0,1037
Incub. d. IGF 0 1 0,04 0,04 2,93 0,1025
Incub. d. IGF 50 1 0,01 0,01 0,91 0,3512
Incub. d. IGF 100 1 0,02 0,02 1,53 0,2306
Incub. d. IGF 150 1 0,04 0,04 2,83 0,1080
IGF d. incub.0 3 0,01 0,01 0,32 0,8130
IGF d. incub 120 3 0,17 0,06 3,79 0,0260
Linear 1 0,10 0,10 6,83 0,0170
Quadratico 1 0,07 0,07 4,41 0,0490

Erro 2 20 0,30 0,02
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TABELA 10A Anadlise de variancia para atividade da glutationa peroxidase em
diferentes periodos de incubagdo apés a adi¢do de IGF-I no
sémen suino descongelado.

FV GL SQ QM GL P>F

Animal 5 0,19 0,04 1,07 0,4170
IFG-1 3 0,17 0,06 1,60 0,2322

Erro 1 15 0,53 0,04
Incubacéo 1 0,049 0,05 1,06 0,3159
IGF*Incub. 3 0,23 0,08 1,65 0,2092
Incub. d. IGF 0 1 0,04 0,04 0,85 0,3664
Incub. d. IGF 50 1 0,01 0,01 0,12 0,7371
Incub. d. IGF 100 1 0,22 0,22 4,85 0,0395
Incub. d. IGF 150 1 0,01 0,01 0,19 0,6658
IGF d. incub.0 3 0,03 0,01 0,24 0,8639
IGF d. incub 120 3 0,36 0,12 2,63 0,0773
Linear 1 0,22 0,22 4,83 0,0400
Quadratico 1 0,09 0,09 1,97 0,1750

Erro 2 20 0,92 0,05

TABELA 11A Analise de variancia para consumo de frutose pelos
espermatozoides apos a adicdo de IGF-I no sémen suino

descongelado.
FV GL SQ QM F P>F
Animal 5 36,52 7,30 0,80 0,5667
IGF-I 3 19,70 6,56 0,72 0,5560

Erro 15 136,94 9,13




