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RESUMO - Objetivou-se verificar o efeito da adi¢do de insulina (0,1; 1 ou 10 UI/mL) ao diluente de congelamento
convencional por meio de andlise computadorizada das caracteristicas de motilidade espermatica (CASA), funcionalidade
da membrana plasmatica, por meio de choque hiposmotico, e integridade de membrana acrossomal, avaliada pelo teste
FITC/PSA. Nao houve efeito significativo da adigdo de 0,1 e 1 UI/mL de insulina na analise imediata apos o
descongelamento sobre os parametros de motilidade e cinematica espermatica, porém o nivel de 10 UI/mL de insulina

promoveu redugdo desses pardmetros.
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Adding insulin to frozen seminal extender from Mangalarga Marchador
stallions

ABSTRACT - Success rates in equine sperm cryopreservation are lower than in other domestic species. The objective
of this study was to verify the effect of adding 0.1 IU/mL, 1 IU/mL and 10 IU/mL insulin to conventional frozen extender
using computerized analysis of sperm motility (CASA), plasma membrane functionality by hypo-osmotic shock and acrossomal
membrane integrity through the FITC/PSA assay. No difference was observed in treatment with 0.1 and 1 IU/mL after thawing
in the analysis of motility and kinematic sperm parameters. However, when 10 IU/mL insulin was used there was a reduction

in these parameters.
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Introducéo

Existe uma grande diferenca na congelabilidade do
sémen entre garanhdes e até mesmo entre ejaculados de
um mesmo garanhdo (Pickett & Amann, 1993). Essa
diferenga também ocorre entre racas e a grande maioria dos
garanhdes Mangalarga Marchador ¢ classificada como
maus congeladores quando se utiliza apenas o glicerol
como crioprotetor (Gomes et al., 2002). Alvarenga et al.
(1996) observaram que a congelabilidade do sémen de
garanhdes Mangalarga Marchador foi pior que a do sémen
de garanhdes de salto e da raga Quarto de Milha.

A insulina ¢ um hormdénio anabélico que promove a
captagdo de glicose e aminoacidos, a sintese de proteinas
e lipideos e o aumento das funcdes intracelulares e da
membrana plasmatica (Abdelmonein et al., 1998). Esse
hormdnio polipeptidico é essencial para o metabolismo
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normal e aregulacdo do crescimento mediante ligagdo com
seu respectivo receptor transmembrana ou com receptores
de IGF (fator de crescimento semelhante & insulina) na
superficie da célula-alvo (Dupontetal.,2001). Hicks et al.
(1972) observaram que a concentragdo de insulinano plasma
seminal humano ¢ quase trés vezes maior que no sangue, o
que sugere alguma fungdo seminal. Kremer (1965), citado
por Hicks et al. (1972), observou que, quando se utilizam
glicose ou piruvato como substrato, a adicdo de insulina
aumenta significativamente a motilidade de espermatozoides
humanos, o que ndo ocorreu quando se utilizou frutose.
Aitken (1994) relatou que hormdnios, citosinas e fatores de
crescimento presentes no plasma seminal afetam a motilidade
espermatica e a fertilizagdo. Aquilaetal. (2005) mostraram
que espermatozoides humanos podem expressar e secretar
insulina, o que sugere uma regulagdo autécrina do
metabolismo da glicose, a qual é provida ao espermatozoide
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pelo plasma seminal e pelo fluido do trato reprodutivo da
fémea (Koch, 1980, citado por Aquila et al., 2005).
Macpherson et al. (2002) observaram que a motilidade
espermatica total e a taxa de prenhez sdo maiores em
garanhdes com altas concentracdes de IGF-I no plasma
seminal. Van Tilburg et al. (2008) constataram melhora na
integridade de acrossoma e na motilidade apos o teste de
termorresisténcia com a adi¢ao de insulina ao diluente de
congelamento seminal ovino.

Este trabalho foi conduzido com a finalidade de verificar
o efeito da insulina sobre a motilidade, a cinematica, a
integridade de acrossoma e a funcionalidade de membranas
espermaticas adicionadas ao meio crioprotetor seminal de
garanhdes da raca Mangalarga Marchador.

Material e Métodos

Foram utilizados cinco garanhdes da ragca Mangalarga
Marchador provenientes do haras Lugavi em Campos dos
Goytacazes - RJ. Inicialmente foram realizadas cinco coletas
de sémen de cada garanh@o com intervalo de 2 dias, a fim
de eliminar células espermaticas armazenadas por longo
periodo. Em seguida, foram coletados trés ejaculados de
cada animal para realizagdo deste trabalho.

O sémen foi obtido utilizando-se uma vagina artificial
modelo Hannover com a temperatura de 42 °C e uma égua
em cio natural como manequim. A porcdo gelatinosa
proveniente das vesiculas seminais foi removida ao ficar
retida no filtro de coleta.

A concentragdo espermatica foi determinada com auxilio
de uma camara de Newbauer utilizando-se uma amostra do
sémen diluida na proporc¢do de 1:200 de solugdo formol
citrato preparada com 2,94 gde citrato de sédioem 100 mL
de 4gua destilada, removendo-se 4 mL desta solucdo e
adicionando 4 mL de formaldeido (Merck®).

O sémen foi diluido em meio de resfriamento contendo
10 g de leite desnatado Molico® (Nestle®) ¢ 0,4 g de
AGROVET® (Novartis®) diluidos em 100 mL de 4dgua
destilada q.s.p. na propor¢do de uma parte de s€émen para
duas de diluente e em seguida foi centrifugado a 600 g,
durante 10 minutos, a temperatura ambiente. Cercade 10 a
20% do diluente de resfriamento com o plasma seminal foi
preservado para ressuspensdo com o diluente de
congelamento proposto por Vidament et al. (2002) com
modificagdes, contendo 50 mL de lactose 11%; 25 mL de
glicose-EDTA (12 g de glicose; 0,240 g de carbonato de
sodio; 0,740 g de EDTA; 0,750 g de Citrato de sédio
dihidratado; 0,8 g de AGROVET® (Novartis®); 200 mL de
agua destilada q.s.p); 20 mL de gema de ovo; 3 mL de

glicerol; 2 mL de dimetilformamida; 0,5 mL de Equex® -
Farmacia, Orvus et paste. Todos os demais reagentes
descritos acima foram obtidos pela empresa VETEC.

Avaliou-se a adi¢do de insulina ao diluente de
congelamento (Iolin® mista bovina e suina altamente
purificada com concentragdo de 100 Ul/mL) da seguinte
maneira: controle, 0,1 Ul/mL, 1 UI/mL e 10 UI/mL. Os
parametros de motilidade e cinematica espermatica foram
avaliados utilizando-se o programa Ceros, versao 10.8, da
Hamilton Thorn Research (HTM-CEROS), de funcionali-
dade de membrana plasmatica pelo teste hiposmotico
(Dell’aqua Jr. et al., 2001) e de integridade de membrana
acrossomal pelo teste FITC-PSA.

A ressuspensdo do sedimento de espermatozoides foi
feita acrescentando-se o diluente de congelamento de
acordo com os tratamentos, de forma a se obter uma
concentragio de 100 x 10° células/mL. O envase do sémen
foi feito em palhetas de 0,5 mL, que foram mantidas em
repouso por 20 minutos a 4 °C e em seguida, colocadas a 4
cmacimadonivel do nitrogénio liquido durante 10 minutos
e imersas neste criogénio para armazenamento.

A integridade funcional da membrana espermatica foi
avaliada por choque hiposmotico utilizando-se a técnica
desenvolvidapor Dell’AquaJr. etal. (2001) modificada. Em
um tubo foram adicionados 190 mL de 4gua bidestilada a
38 °C e 10 uL do sémen descongelado. A amostra foi
incubada por 5 minutos em banho-mariaa 38 °C e em seguida
foicolocadauma gota sobre alaminarecobrindo-a comuma
laminula para analise em microscopio de contraste de fase
com aumento de 400X. Foram contadas 200 células
espermaticas, considerando funcionais aquelas com cauda
enrolada e ndo-funcionais aquelas que permaneceram com
a cauda esticada.

A integridade do acrossoma foi avaliada utilizando-se
afluoresceinaisotiocianato conjugada coma Lectina Pisum
sativum aglutinina (FITC-PSA), a qual se liga a
glicoconjugados da membrana acrossomal externa ou a
matriz acrossomal (Bedford et al., 2000) em associagdo ao
iodeto de propideo.

Apds a andlise da funcionalidade da membrana,
motilidade e cinematica espermatica, o sémen descongelado
foi centrifugado a 200 g por 2 minutos para remogdo do
diluente de congelamento e adicdo de PBS. Em seguida,
foram preparados esfregagos das amostras, que foram secos
atemperatura ambiente e mergulhados em metanol resfriado
a —10 °C no congelador por 30 segundos e novamente
secos a temperatura ambiente. Foram colocados sobre
cada lamina 60 pL de FITC-PSA sob protecdo de
luminosidade. Em seguida, as laminas foram cobertas com
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um pedaco de transparéncia para retroprojecio e
incubadas por 20 minutos. Cada lamina foi adicionada de
iodeto de propidio (60 pL) e novamente coberta com um
pedaco de transparéncia para retroprojecdo e incubada
por 10 minutos. As laminas foram lavadas com PBS e
cobertas com laminula para observagdo em microscopio
com ultra-violeta (UV) com aumento de 100X. Foram
contadas 200 células por lamina, classificadas como
acrossoma integro (verde uniforme), parcialmente reagido
(balloon ou danificado) e reagido (vermelho). O
comprimento de onda utilizado na observacdo foi de
540 nm e todos os reagentes utilizados foram obtidos pela
Sigma-Aldrich.

Os parametros de motilidade e cinematica espermatica
foram determinados por avaliacdo computadorizada
utilizando-se o programa Ceros, versao 10.8, da Hamilton
Thorne Research (HTM-CEROS, 1999). Uma cidmara de
contagem de 20 uL (Hamilton Thorne Research) pré-
aquecida pela placa de platina aquecedora (+ 37 °C) foi
utilizada para observacdo da amostra seminal por
microscopio 6tico com aumento de 100 vezes acoplado ao
computador. A intensidade da fonte de luz foi ajustada para
que as imagens dos espermatozoides fossem capturadas e
digitalizadas para analise pelo programa.

Foram escolhidos quatro campos que apresentavam
melhor motilidade aparente na amostra para andlise ¢ a
média desses valores foi anotada e salva pelo programa
para analise estatistica.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de
varidncia e¢ os tratamentos comparados pelo teste F. As
médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade e as andlises estatisticas
foram realizadas utilizando-se o programa computacional
Genes (Cruz, 2006) para determinagao do efeito dos niveis
de insulina dos garanhdes e das coletas de sémen.

Resultados e Discussao

A adi¢do de insulina (0,1 ¢ 1 Ul/mL) ao diluente de
congelamento ndo promoveu diferenga significativa nas

analises de motilidade espermatica, mas a adi¢do de
10 UI/mL diminuiu a motilidade total e motilidade
progressiva (Tabela 1).

A principal fonte de energia para o espermatozoide
realizar diferentes fungdes relacionadas a motilidade,
capacitagdo, penetracdo da zona pelucida e fusdo de
membranas entre espermatozoide e ovocito € pela glicose
(Travis et al., 2001). Entretanto, esse agtcar ndo penetra
imediatamente nas membranas celulares, com exceg¢do de
poucos tecidos, como cérebro, figado, leucocitos e hemacias,
eapresenca de insulina é essencial para movimentagao da
glicose pela membrana plasmatica, induzindo o aumento
do nimero de proteinas transportadoras especificas
(Cunningham, 1997).

A adicdo da insulina ao meio de congelamento nido
melhorou amotilidade espermatica na analise imediatamente
ap6s o descongelamento. Provavelmente isso ocorreu pelo
curto tempo para penetragdo da glicose nas membranas
espermaticas. Van Tilburg et al. (2008) verificaram que a
adicdo de insulina melhorou os parametros de linearidade
e retiddo na analise apds trés horas do descongelamento,
porém o efeito na analise imediata ap6s o descongelamento
também ndo melhorou os valores de motilidade. Uma
provavelrazao para o efeito negativo daadicaode 10 Ul/mL
de insulina sobre a motilidade total e progressiva ¢ que o
volume utilizado corresponde a pouco menos que 10% do
volume do diluente utilizado, desse modo, pode ndo ter
ocorrido interagdo adequada entre os crioprotetores desse
meio com as células espermaticas.

A adi¢dode0,1;1e10UI/mL de insulinaao diluente de
congelamento ndo teve efeito sobre a velocidade da
cinematica espermatica, mas a adicdo de 10 Ul/mL de
insulina diminuiu a amplitude lateral de cabega em relagdo
aos grupos controle ¢ 0,1 UI/mL de insulina e aumentou a
frequéncia de batimento flagelar em comparagéo a auséncia
de insulina (Tabela 2).

Correlagdes positivas altamente significativas entre
motilidade progressiva ¢ os parametros de velocidade
indicam que o espermatozoide com trajeto linear progressivo
e reto percorre uma distdncia maior em menor espago de

Tabela 1 - Motilidade espermaticaimediatamente apos o descongelamento do sémen de garanhdes Mangalarga Marchador criopreservado

em meio contendo insulina

[Insulina] UI/mL Motilidade total (%)

Motilidade progressiva (%)

Retidao (%) Linearidade (%)

0 (Controle) 31,6 + 18,0a 19,8 + 12,0a 78,3 + 3,6a 452 + 37a
0,1 32,5 + 17,9a 20,8 £ 12,3a 79,3 + 3,2a 46,7 + 4,4a
1 31,6 + 18,5a 20,8 + 13,3a 78,9 + 4,0a 46,5 + 4,3a
10 24,5 £ 15,9b 15,7 £ 10,5b 80,0 £ 6,0a 45,7 + 5.3a

Média geral 30,0 19,3 79,1 46,0

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 2 - Cinematica espermatica no sémen de garanhdes Mangalarga Marchador criopreservado em meio com insulina

Insulina Meédia geral
0 UI/mL (controle) 0,1 UI/mL 1 Ul/mL 10 UI/mL
Velocidade média do percurso (im/s) 55,9 + 11,1a 55,8 £ 11,9a 55,0 £ 11,5a 52,0 + 12,3a 54,7
Velocidade linear (im/s) 443 + 9,4a 45,0 £ 10,5a 43,7 + 10,0a 422 + 11,0a 43,8
Velocidade curvilinea (im/s) 92,0 £ 27,5a 96,9 + 18,9a 95,9 + 20,3a 92,4 + 19,7a 94,3
Amplitude lateral de cabega (im) 5,2 £ 0,6a 5,1 £ 0,7a 5,0 £ 0,9ab 4,8 £ 1,0b 5,0
Frequéncia de batimento flagelar (Hz) 22,3 £ 6,4b 23,2 + 6,7ab 23,3 + 7,9ab 25,4 + 7,0a 23,6

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

tempo. A velocidade média do percurso (VAP) eavelocidade
linear (VSL) também tém forte correlacdo positiva com a
fertilidade e podem ser utilizadas para estimar a fertilidade
de amostras seminais (Kathiravan et al., 2008).

Com o aumento da concentragdao de insulina, houve
queda na amplitude lateral da cabega do espermatozoide,
aumentando a frequéncia de batimento flagelar. Desse
modo, os espermatozoides tiveram melhor aproveitamento
energético durante seu trajeto. Mortimer (1997) reportou
que o aumento na viscosidade do diluente diminui a
amplitude da onda flagelar. Geralmente, amplitude lateral de
cabeca elevada ndo ¢ desejavel porque afeta a progressao
celular, desse modo, valores mais elevados de ALH denotam
menor qualidade da amostra seminal (Arruda et al.,2003).

Rathi et al. (2001) postularam que a amplitude
lateral da cabeca e a velocidade curvilinea aumentam em
espermatozoides equinos hiperativados em meio contendo
agentes capacitantes, como bicarbonato e Ca2" ion6foro.
Esses autores concluiram que espermatozoides equinos
hiperativados apresentam VCL > 180um/se ALH> 12um, o
que ndo ocorreu neste experimento.

A adi¢dode0,1;1¢10UI/mL de insulina ao diluente de
congelamento também ndo teve efeito sobre as analises de
funcionalidade de membrana plasmatica e integridade de
membrana acrossomal (Tabela 3).

O processo de resfriamento altera a fluidez dabicamada
fosfolipidica, fazendo com que os fosfolipideos semelhantes
agrupem-se ¢ excluam proteinas da membrana, diminuindo
sua mobilidade e, assim, a funcionalidade da membrana
(Jasko, 1994). A adig@o de insulina ndo melhorou essa perda
na funcionalidade de membrana nem a integridade
acrossomal, provavelmente em decorréncia de sua agdo no
metabolismo espermatico, mas ndo evidenciado efeito
crioprotetor desse horménio.

A capacitagdo ¢ caracterizada por um padrdo de
movimento pela maioria dos espermatozoides no ato da
fertilizag@o e esses espermatozoides hiperativos tendem a
movimentar-se vigorosamente em circulos (Ho & Suarez,2001).
Aquilaetal. (2005) sugeriram um possivel envolvimento da
insulina na indugdo da capacitacdo de espermatozoides

humanos. Entretanto, neste experimento os valores de
velocidade curvilinea foraminferiores a 180 pm/s eaamplitude
lateral de cabega foi menor que 12,0 um para todas as
concentracdes de insulina utilizadas, valores compativeis
com espermatozoides nao-capacitados (Rathietal.,2001).
Alémdisso, aintegridade acrossomal também néo foi afetada
pela adicdo de insulina (Tabela 3).

A concentragao de glicose no meio ¢ o principal fator
deliberagdo de insulina. A glicose aumenta a quantidade de
ATP pela cadeia respiratéria nas células B das ilhotas
pancreaticas e os niveis de ATP controlam o fechamento
dos canais de K* e a despolarizagio da membrana plasma-
tica. A despolarizagio faz com que os canais de CaZ" se
abram e esse ion flua para dentro da célula provocando a
liberagdo de insulina ja sintetizada (Jeffrey & Alan, 2000).
Esse mecanismo ¢ semelhante nos eventos que antecedem
a fertilizacdo, que envolvem a capacitacdo e a reagdo
acrossOdmica, apesar de cerca de 90% da producao de ATP
no espermatozoide maduro ser obtida por glicolise
(Mukay & Okuno, 2004). O Ca2* extracelular é requerido tanto
na capacitagdo espermatica quanto na inducdo da reagdo
acrossomica (Kauletal., 1997)eoinicio dareagao acrossomica
depende de um aumento intracelular massivo dos niveis de
Ca?* na célulaespermética (Bailey & Bayard, 1994).

Colenbrander et al. (2000) mostraram que a glicose no
diluente favorece areagdo acrossdmica em espermatozoides
de cdo ede hamster. Aquilaetal. (2005) demonstraram que
aestimulagdo da secrec¢do de insulina pela célula espermatica

Tabela 3 - Médias de membranas funcionais (hiposmético) e
acrossomas integros (PSA) no sémen de garanhdes
Mangalarga Marchador imediatamente apo6s o

descongelamento
Insulina %Hiposmotico %PSA
0 UI/mL (controle) 30,1 + 11,2a 68,2 + 15,5a
0,1 Ul/mL 31,4 + 12,92 71,7 + 15,2a
1 Ul/mL 30,9 + 13,9a 71,6 + 17,1a
10 Ul/mL 32,2 + 13,8a 73,3 + 14,6a
Meédia geral 31,2 71,2

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nio diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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¢ dose-dependente de glicose, assim como as células 3
do pancreas. E possivel que, na auséncia de insulina no
plasma seminal ou no diluente, o espermatozoide seja
estimulado a liberar sua reserva de insulina para manter
seu metabolismo. Esse processo acarreta a entrada de CaZ"
e ativa os mecanismos dareacao acrossomal. Com a adi¢ao
de insulina nos meios crioprotetores, os espermatozoides
ndo necessitariam liberar suas reservas de insulina para
captar a glicose do meio e ndo acarretariam a entrada de
Ca?* nos mesmos nem a ativacio dos mecanismos da
reacdo acrossomal.

A capacitagdo tem sido correlacionada a alteragdes no
metabolismo celular, na concentragéo intracelular de ions,
na fluidez da membrana plasmatica, no pH intracelular e na
concentracao intracelular de AMPc (Viscontietal., 1998).
Entretanto, ainda ndo se sabe ao certo os mecanismos de
acdo da insulina no espermatozoide.

Mesmo ndo atuando diretamente na crioprotecdo, o
fato de nao ter influenciado na capacitacdo, a redugdo na
amplitude lateral de cabeca e o aumento da frequéncia de
batimento flagelar sugerem que a adigdo de insulina pode
ser utilizada para atuacdo no metabolismo espermatico e na
manuten¢ao da qualidade da amostra seminal de garanhdes
da raca Mangalarga Marchador. Entretanto, existe a
necessidade de maiores estudos para determinar em qual
mecanismo metabolico a insulina atua no espermatozoide e
qual sua correlagdo com a fertilidade.

Conclusdes

A adigdode 0,1 UI/mL e 1 Ul/mL de insulina ao meio de
congelamento de sémen equino ndo teve efeito citotoxico
as células espermaticas apos o descongelamento.
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