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RESUMO

Estudos mostram que o ion calcio é muito importante para regulacdo da motilidade
espermética. Desta forma, este trabalho foi dividido em dois experimentos, tendo como
objetivos: 1) Avaliar o efeito de diferentes tipos e concentracdes dos ions calcio no diluidor
BTS para smen suino sobre a qualidade dos espermat6zoides suinos mantidos resfriados; 2)
Avaliar se os diferentes tipos e concentragbes de ions célcio no diluidor BTS para sémen
suino podem promover a hiperativacdo espermética. O sémen foi coletado de varrdes e seus
parametros analisados. Para o primeiro experimento, foram utilizados diferentes tipos de
célcio diluidos em BTS: Carbonato de calcio, Hidréxido de célcio, Fostato dibasico anidro de
célcio, Sulfato hidratado de calcio e Sulfato anidro de célcio, distribuidos em diferentes
concentragbes. 0 mM — controle; 0,4mM; 4mM; 40mM e 400mM. Para o segundo, foram
usados os mesmos diferentes tipos de calcio diluidos em BTS para as concentragbes. 0 mM —
controle; 0,4mM e 4mM. As amostras foram armazenadas a 17°C, elevando-se a temperatura
a 37°C para a avaliagdo subjetiva do vigor e motilidade espermética (experimento 1) e
avaliacdo objetiva computadorizada (experimento 2), realizadas do DO até D2. Os testes de
viabilidade espermatica (experimento 1 e 2) e morfologia (experimento 2) foram realizados
no DO e D2. No experimento 1, verificou-se que a adi¢do dos sais de célcio gerou, a partir do
primeiro dia, alteragdes no vigor e na motilidade dos espermatozdides suinos e ndo exerceu
efeito negativo sobre a membrana espermatica, ressaltando-se que os valores de vigor dessas
amostras caracterizam movimentos circulares e desorganizados, 0 que pode estar relacionado
a hiperativagcdo. No experimento 2, os resultados para a concentracdo de 4 mM (CaHPO,,
CaS0,.2H,0 e CaSO,) indicaram um aumento da velocidade média da tragjetoria (> 40um/s) e
da fregliéncia de batimento cruzado (> 8,0Hz), além da reducdo da linearidade (< 35%).
Assim, concluiu-se que a adicdo de 4 mM de CaHPO,, CaS0,.2H,0 e CaSO, gerou a
hiperativacdo das células esperméticas e que ndo exerceu efeito negativo sobre a membrana
espermatica.

Palavras-chave: Espermatozoéide; calcio; motilidade, hiperativacdo.



ABSTRACT

Studies show that the calcium ion is very important for regulation of sperm motility.
Thus, this work was divided into two experiments, with the objectives: 1) assess the effect of
different types and concentrations of calcium ions in BTS extender for boar semen on the
guality of spermatozoa boars kept cold, 2) assess whether the different types and
concentrations of calcium ions in BTS extender for boar semen can promote sperm
hyperactivation. The semen was collected from boars and their parameters examined. For the
first experiment, we used different types of calcium diluted in BTS: calcium carbonate,
calcium hydroxide, anhydrous dibasic calcium fostate, hydrated calcium sulfate and calcium
sulfate anhydrous, distributed in different concentrations. 0 mM - control, 0.4 mM; 4 mM;
40mM and 400mM. For the second, they were used different types of calcium diluted in BTS
for concentrations: 0 mM - control, 0.4 mM and 4 mM. The samples were stored a 17°C,
increasing the temperature at 37°C for the subjective evaluation of the force and sperm
motility (experiment 1) and objective assessment computed (experiment 2), made the DO to
D2. Testsfor sperm viability (experiment 1 and 2) and morphology (experiment 2) were made
in the DO and D2. In experiment 1, it was found that the addition of calcium salts generated
from the first day, changes in the force and motility of sperm and no pigs had negative effect
on the sperm membrane, emphasizing that the values of such force samples characterize
circular movements and disorganized, which may be related to hyperactivation. In experiment
2, the results for the concentration of 4 mM (CaHPO,, CaS0O,.2H,0 and CaSO,) indicated an
increase in average speed of trajectory (> 40 u m/ s) and the frequency of cross beat (> 8.0
Hz), in addition to reduction of linearity (< 35%). Thus, it was concluded that the addition of
4 mM CaHPO,, CaS0,.2H,0 and CaSO, generated by hyperactivation of sperm cells and not
exerted negative effect on the sperm membrane

K eywords. Spermatozoa; calcium; motility; hyperactivation
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1. INTRODUCAO

Héa alguns anos, 0s conceitos sobre manejo reprodutivo em suinocultura eram muito
diferentes dos que se conhece e aplica atualmente. Os novos conceitos tém como finalidade
obter alta fertilidade (acima de 90%), assim como alta prolificidade (acima de onze leitbes
nascidos vivos) (CORREA et al., 2001).

No Brasil, a transformacdo tecnologica da suinocultura ocorreu juntamente com a
implantacdo dos primeiros programas de inseminacéo artificial. Esta biotécnica possibilita a
disseminacéo acelerada do material genético de animais superiores, ou seja, de varrbes com
excelentes caracteristicas genéticas, reprodutivas e produtivas (qualidade e quantidade de
sémen que produzem) (BORTOLOZZO et al., 2005).

Assim, para a aplicacdo desta biotécnica, os parametros de qualidade a serem
considerados no ejaculado do varrdo consissem em determinar: volume, aspecto, odor,

colorago, concentragdo, vigor, morfologia e motilidade espermética (CORREA et al., 2001).

Alguns estudos mostram que a inclusio de fons C&?* nos diluidores de sémen tem um
papel especial naregulacéo da motilidade espermatica de vertebrados e invertebrados. Alguns
resultados sugerem que o célcio extracelular € indispensavel para a ativacdo da motilidade
espermédtica, além de ser um pré-requisito para o quimiotactismo celular (YOSHIDA et al.,
1994).

Em mamiferos, os fons Ca®* extracelular regulam a fertilizagdo através da participacéo
em muitos eventos, incluindo hiperativacdo da motilidade espermética, reacdo acrossdmica,
fusdo espermatozdide-odcito e ativacdo do odcito (SUAREZ et al., 1993). Também afirma-se
de acordo com MARQUEZ et al. (2007) que a elevacéo deste ion esta associada a0 processo
de capacitacéo espermatica.

Considera-se que a motilidade hiperativada, um padrdo movimento flagelar apresentado
por espermatozoides de mamiferos no oviducto, € essencial para a fertilizagdo in vivo ( HO et
al., 2002) ein vitro (SUAREZ et a., 1993).



A melhoria na velocidade espermética causada pelo célcio é ingtantanea. Assim, a
adicdo de calcio ao diluidor de sémen poderia aumentar a capacidade de fertilizacdo dos
espermatozoides em fertilizagdo in vitro ou em processos de transferéncia de gametas

intrafalopianos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Anatomofisiologia do varréo

O sistema reprodutivo do macho é composto por diferentes estruturas incluindo:
hipotalamo, glandula pituitéria (hipofise), testiculos, sistema de ductos urogenitais e glandulas
sexuais anexas. Estas estruturas se comunicam via sistema endocrino e nervoso para controlar
a atividade reprodutiva dos machos. A funcéo testicular normal requer estimulo hormonal das
gonadotrofinas hipofisérias. LH (hormoénio luteinizante) e FSH (hormbdnio do foliculo
estimulante), que, por sua vez, sdo controladas pela secrecdo pulsatil do horménio liberador
de gonadotrofinas (GnRH) do hipotdamo. Trata-se do eixo Hipotaamo-hipofise-gonadal.
Outros hormonios hipofisarios (por exemplo: prolactina, horménio do crescimento e
horménios estimulantes da tiredide) podem ter parpéis secundarios no suporte da funcéo
tegticular (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

Os testiculos localizam-se no escroto, regido perineal. Eles tém como funcdo a
producéo de espermatozoides e hormdnios (o principal androgeno, testosterona, € horménios
esteréides). S&o compostos de tubulos seminiferos onde sdo produzidos os espermatozoéides.
As células de Sertoli, encontradas revestindo a luz dos tabulos seminiferos, sdo responsaveis
pela producdo de: a) estrogénio: encontrado em grande quantidade no sémen, devido a
conversdo de testosterona em estrogénio pelas células de Sertoli, por meio da enzima
aromatase; b) inibina: importante para regulacdo das gonadotrofinas no macho; ¢) Proteina
ligadora de androgeno (ABP): facilita a entrada de testosterona do tecido intersticial para
dentro dos tubulos, sob influéncia do FSH, estando envolvida na maruracdo dos
espermatozoides e producdo de horménios. As células de Leydig, responsaveis pela producéo
de testosterona em resposta ao estimulo do LH, sGo encontradas em grande quantidade em
machos suinos. Estas células, nervos, vasos linfaticos e sangliineos estdo localizados entre 0s
tGbulos seminiferos (CORREA et al., 2001).

Os tubulos seminiferos sdo continuos com tubulos retos, que se conectam arede testis
(rede testicular). A rede testicular une-se aos ductos eferentes, os quais finalmente formam o
ducto do epididimo, um tubo enovelado que, com tecido conjuntivo e muscular, foma a
cabeca, corpo e cauda. O epididimo tem como principais fungbes. armazenamento e

maturacdo dos espermatozoides, e também serve como via de transporte aos espermatozoides



até os ductos deferentes. O ducto deferente € um tubo por onde os espermatozoides sdo
transportados da cauda do epididimo até a uretra pélvica (HAFEZ e HAFEZ, 2004).
Adjacente a uretra pélvica existem trés glandulas anexas, que secretam o fluido e o gel que
compreendem 90% do volume do gaculado. No macho suino, essas glandulas séo: vesiculas
seminais que sdo grandes e menos compactas, responsaveis pela producdo da maioria dos
fluidos do sémen suino usados como substratos energéticos (pouca frutose e grandes
guantidades de ergotioneina e inositol); glandula progtética tem a funcdo de neutralizar a
acidez das secregdes vaginais e dar as caracteristicas de odor ao sémen; glandulas bulboretrais
s80 grandes nos machos suinos e secretam a fragdo gelatinosa, que € caracteristica do seu
gjaculado. A porcéo terminal do sistema urogenital é a uertra peniana, a estrutura central do
pénis. O pénis suino é do tipo fibro-eléstico e possui a sua porcao final (glande) espiralada. O
prepucio, acessivel a palpacéo digital, € onde urina, sémen e outras secrecbes podem se
acumular (CORREA et ., 2001).

O caminho que os espermatozoides percorrem desde as vias mais internas até a saida
do sémen por meio do ejaculado & tubulos seminiferos, tdbulos retos e rede testicular (vias

intratesticulares) — ducto do epididimo — ducto deferente — uretra (vias extratesticulares).

A producdo didria de espermatozodides pode ocorrer em ritmo constante, da mesma
forma que o volume do ejaculado. Para um reprodutor suino com uma idade média de oito a
dose meses, essa producdo didria é de 9,5 x 10° espermatozéides/mL e para um reprodutor
adulto (doze meses) essa producdo chega a 17 x 10° espermatozéidesmL (LIMA, 2006).
Geralmente, o volume normal do ejaculado de um macho suino adulto varia de 50 a 500mL
(BORTOLOZZO et al., 2005), com um volume médio de 240 a 250mL (HAFEZ & HAFEZ,
2004).

2.2 Conservacao do sémen suino

O espermatozoide do varrdo apresenta muita sensibilidade, tanto ao envelhcimento,
guanto ao choque térmico, devido a fragilidade do seu acrossomo. De maneira geral, a
conceituacdo da qualidade do sémen suino apds a conservacdo reside no nuimero de
espermatozoides com integridade do acrossomo e no percentual de formas dotadas de
motilidade. Esta circunsténcia se relaciona com a particularidade do metabolismo do

espermatozoide suino o qual necessita de oxigénio para sua ativacdo (MIES FILHO, 1987).



A temperatura de conservacado aconselhada varia de um modo amplo de 4 - 5° a 20 -
22°C. No entendimento de alguns autores, atemperatura de 4 - 5°C seria a mais favoravel, por
impedir a proliferacdo de germes. A refrigeracdo do sémen a temperatura de 4 - 5° C pode
colaborar para uma expansdo ainda maior da técnica de inseminacdo artificial (1A),
principalmente em regides onde predominam temperaturas elevadas durante todo o ano. A
possibilidade de refrigerar o sémen nessa temperatura, em refrigeradores comuns, torna o uso
dalA de maior aplicabilidade a partir de uma consideravel reducéo dos custos para as granjas
(CORREA et a., 2001). Entretanto, a sensibilidade especial do espermatozoéide da espécie
suina as modificacBes térmicas recomendam a utilizagdo de temperaturas mais altas do que
15°C (MIES FILHO, 1987).

Na técnica praticada normalmente para conservacdo do sémen suino, utiliza-se uma
temperatura de 15 a 18° C , que constitui um 6tima temperatura de conservacao para evitar
problemas de motilidade reduzida, morfologia entre outros. Normalmente se utiliza diluidores
de curta duragcdo, como o BTS - Betsville Thawing Solution . Nesse caso, a viabilidade do
sémen decresce a partir das 72 horas ap0s a dilui¢céo, com reflexos negativos sobre os indices
reprodutivos. Os diluidores normalmentes utilizados para acondiconar sémen (15-18° C), ndo
permitem acondicionar sémen a 5° C, pelas injurias sofridas pelo mesmo, principalmente
quanto amotilidade e morfologia (CORREA et d., 2001).

Com a temperatura de 15 a 18° C, ha uma reducdo no metabolismo dos
espermatozoides, que exigem menos nutrientes e, conseguientemente, produzem menos sub-
produtos (produtos toxicos resultantes do metabolismo) (CORREA et ., 2001).

A reducdo da temperatura tem sido um método utilizado para prolongar a viabilidade
dos espermatozbides ejaculados, devido a0 seu efeito de desaceleracdo dos processos
metabolicos celulares (BORTOLOZZO et al., 2005). O fato de que baixas temperaturas de
armazenamento prolongam a duracdo da motilidade foi demonstrado em aves (GIESEN e
SEXTON, 1983), bovinos (FOOT e BRATTON, 1960) e humanos (APPELL et al., 1977).
Entretanto, 0 espermatozdide suino €, particularmente, muito sensivel ao resfriamento
(LEEUW et d., 1991). Um resfriamento até temperaturas inferiores a 15°C resulta em reducéo
da taxa de sobrevivéncia espermética. Este fendnimo é atribuido a alteracbes estruturais e

bioquimicas que levam a ruptura da membrana plasmética, degeneracdo do acrossomo e perda



permeabiilidade seletiva da membrana, com perda de ions e enzimas (LEEUW et al., 1991).
Com isso 0 armazenamento do sémen suino fica restrito a temperaturas superiores a 15°C. A
temperaturaideal para o armazenamento do sémen suino diluido é de 16 a 17°C. Este pode ser
armazenado em refrigeradores adaptados para atingir esta temperatura (BORTOLOZZO et al.,
2005).

2.31on célcio

O calcio € um metal iGnico abundante e um dos mais importantes elementos
congtitucionais do organismo e da fisiologia celular. Cerca de 90% do célcio corpora é
encontrado nos dentes e ossos. A frag8o restante encontra-se envolvida em processos
fisiolégicos de excitacdo, crescimento, locomocgdo celular, estabilidade da membrana
plasmética, comunicacdo intercelular, fusdo de membranas, processos de transportes
intracelulares e fertilizacdo. O ion célcio pode atuar, tanto no meio intracelular, como
extracelular, depende do seu sitio de acéo (GILMAN et al., 1991).

Desde que seu papel na contracdo muscular foi identificado h&d 100 anos atras, o cacio
tem sido mostrado como o0 segundo mensageiro intracelular e que é importante em inlmeras
outras fungdes incluindo divisdo celular, diferenciacdo, motilidade celular (YANAGIMACHI
e USUI, 1974; HONG et al., 1984; PRIEN et al., 1990; BERRIDGE et al., 2000; BOOTMAN
et a., 2001; DOWDEN et al., 2006) e apoptose (ALBERTS et a., 2004).

Altos niveis de célcio dentro da célula sdo toxicos (ALBERTS et al., 2004), por isso
uma regulacdo é necessaria. Os eucariotos tém desenvolvido numerosos sistemas que
expulsam o ion para fora da célula ou armazenam-no em compartimentos especializados
(WITHERS et al., 2006). Em muitas células, o Ca®* tem maior funcdo sinalizadora quando
esta em concentragdes elevadas no compatimento citosolico (BERRIDGE, 1993).

O Ca&" e o AMP ciclico funcionam como mediadores intracelulares pequenos,
peguenas moléculas de sinalizacdo intracelular, sdo hidrossolUveis e difundem-se no citosol.
Eles transmitem o sinal por se ligarem a proteinas de sinalizacéo especificas ou proteinas-alvo
e alterarem seu comportamento. O Ca’* é mais amplamente utilizado como mediador
intracelular do que o AMP ciclico (ALBERTS et al., 2004). Ainda pode ressaltar que existem

nos espermatozéides humanos relagdes inversas entre o estimulo da motilidade pelo AMPc



(motilidade ativada — progressiva) e modulacdo da motilidade produzida pelo Ca**
(motilidade hiperativada) (TASH e BRACHO, 1994).

A concentracdo desse fon no citosol € mantida em niveis muito baixos (10* mM),
enguanto é alta no liquido extracelular (1-2 mM) e no limen do reticulo endoplasmatico.
Assim, existe um gradiente através da membrana plasmética tendendo a conduzir o ion para o
citosol. Quando o sinal abre temporariamente os canais de Ca®* na membrana, o fon migra
para o citosol, aumentando de 10 a 20 vezes sua concentracao local e estimulando as proteinas
celulares (ALBERTS et al., 2004).

Este ion desempenha um papel muito importante na regulacdo da motilidade
espermédtica, principalmente no momento da fertilizacgo (MARQUEZ et al., 2007). A
elevacdo da sua concentracdo intracelular nesta célula esta relacionada a alguns eventos:
capacitacao, reacdo acrossdomica, motilidade espermatica hiperativada, entre outros (SUAREZ
et a., 1993).

2.4 M ecanismo de acéo do calcio na célula esper matica

O ion célcio tem um papel regulador no controle da motilidade e do metabolismo
energético do espermatozoide. ApOs a ejaculacdo, 0s espermatozdides passam por um
processo de capacitacdo, e a reagdo acrossdmica € acompanhada pelo aumento da
concentracdo intracelular de célcio. No reprodutor suino, as modificactes da permabilidade de
membrana aos ions e, em particular, ao calcio durante a capacitacdo, seriam responsaveis pela
mudanca da motilidade dos espermatozéides (DARSZON et al., 1999).

O C&" intracelular nd muda na auséncia de Ca?* externo, mas uma subseqgiiente
adicdo de Ca®* a0 meio causa um aumento do C&* intracelular e da motilidade espermética
(KRASZNAI et al., 2000). Os resultados de KRASZNAI et al (2000) indicam que o influxo
de fons Ca”™* através dos canais de Ca®* e o resultante aumento do Ca’* intracelular s os

eventos desencadeadores dainiciagdo da motilidade dos espermatozoides de peixe carpa.

Estudos das relagbes entre calcio e os parametros do sémen séo controversos. PRIEN e
colaboradores (1990) mostraram que o Ca®* no sémen do homem diminui significativamente

com areducdo da motilidade (< 60%), cujo total de calcio ndo foi diferente para homens com



semen com motilidade normal. HONG e colaboradores (1984) mostraram que o calcio tem
um efeito desfavordvel na motilidade dos espermatozoides ejaculados. NISHIDA e
colaboradores (1996) mostraram que a exposicao in vitro de espermatozoides humanos a

baixas concentracdes de calcio aumenta a capacidade fertilizante.

Os canais ibnicos sdo elementos chaves na comunicagdo entre o espermatozdide e 0
odcito. Mudancas de permeabilidade ibnica no espermatozoide regulam a motilidade
espermética, 0 quimiotactismo e a reacdo acrossdmica (DARSZON et al., 1999). Os tipos

principais de canais de Ca?* sdo:

1. Os canais de Ca®* dependentes de voltagem se abrem, na membrana plasmética, em
resposta a despolarizacdo e permitem a entrada do ion (ALBERTS et al., 2004): canais
potencial — dependente (CATTERAL et al., 1995) e receptor — operado (PITCHER et al.,
1998), trocas de sddio — calcio (VINES et al., 2002), canais nucleotideos ciclicos (CNCs)
(WIESNER et a., 2007), canais de Ca®* reserva-operados (PUTNEY, 1986; PUTNEY, 1990),
canal transportador célcio-calmodulina dependente de ATPase (MPCA) (CARAFOLI, 1987,
BLAUSTEIN e LEDERER, 1999) e familia CatSper (CARISON et a., 2003).

2. Os canais de liberacdo de Ca** com portdes inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) que
permitem a saida e entrada do ion do reticulo endoplasmatico e do acrossomo, nos
espermatozoides (ALBERTS et a, 2004).

Os canais de Ca’* voltagem-receptor-operados sdo proteinas transmembranérias que se
abrem em resposta & despolarizacso da membrana e permitem a entrada de fons Ca®* do meio
extracelular parao interior dacélula(CATTERALL et al., 2003).

Os canais nucleotideos ciclicos (CNCs) sdo canais catibnicos controlados por
nucleotideos ciclicos como AMPc ou GMPc (ALBERTS et a, 2004). A presenca de CNCs
em espermatozéides de mamiferos foi suposta desde que os niveis de AMPc e Ca&* sdo
importantes moduladores da motilidade (também da capacitacdo e reacdo acrossomica)
(DARSZON et a., 1999). Os CNCs dos espermatozéides sdo permedveis a0 Ca&®* e mais
sensiveis a0 GMPc do que ao AMPc. Os véarios tipos de CNCs tém diferentes permeabilidades
para 0 Ca" e sdo distintamente localizados no flagelo (WIESNER et al., 2007). Nos

espermatozoides de vertebrados e invertebrados, muitos processos celulares sdo regulados por



nucleotideos ciclicos e Ca** intracelular (ARNOULT et al., 1996). Assim, os CNCs podem
auxiliar muitas fungdes incluindo quimiotactismo, exocitose acrossomal e motilidade
(WIESNER &t al., 2007).

CatSper representa uma Unica classe de canal i6nico pulsétil proteico, ou sgja, canal
potencial-dependente (REN et al.,, 2001; CARLSON et al., 2003; QUILL et al., 2003;
KIRICHOK et a., 2006). E também o Unico cétion canal proteico, localizado na peca
intermediéria do flagelo (CARLSON et al., 2003), requerido para a motilidade espermética
normal, em particular para a penetracao espermatica na zona peltcida (REN et al., 2001).

A ativacdo da CatSper promove o aumento da concentracdo de Ca’* intracelular na
cauda espermética. O aumento do nivel de Ca®* regula a motilidade espermética, através das

proteinas motoras na cauda (REN et a., 2001).

O fato de que a CatSper € expressada somente em células germinativas masculinas —
especificamente, na cauda de espermatozéides maduros - tem fortalecido a sugertdo de que
ela esta envolvida na regulacéo da motilidade espermatica (GARBERS, 2001).
Espermatozoides de camundongos deficientes em CatSper falharam na aquisicdo da
motilidade hiperativada (REN et a., 2001).

Os canais de Ca*" reserva-operados estd localizados na membrana plasmética e
mediam a entrada de Ca?* quando as reservas de internas est&o esgotadas devido a agdo do
|P; ou sinais liberadores de Ca®* (PUTNEY, 1986; PUTNEY, 1990).

Os canais MPCA pertencem a familia de canais voltagem-ATPase que permitem o
transporte ativo do ion através da membrana plasmética (WITHERS et a., 2006) e séo
essenciais para a fertilidade (SCHUH et a., 2004). Os MPCA si0 redritos a membrana
plasmética da cauda de espermatozoides de bovinos e camundongos (WENNEMUTH et al.,
2003). A calmodulinaé uma proteina de ligagdo a Ca®* que serve como transdutor do sinal de
Ca’*. Ela funciona como um receptor intracelular polivalente de Ca?*, mediando muitos
processos regulados pelo CaZ* (DEDMAN et d., 1977; CHEUNG, 1980; ALBERTS et al.,
2004).0 complexo Ca**/calmodulina atua por se ligar a outras proteinas. Entre os alvos
regulados pela calmodulina estédo muitas enzimas e proteinas de transporte de membrana
(ALBERTS et al., 2004).



O mensageiro intracelular inositol 1,4,5-trifosfato (1Ps) € produzido pela hidrélise de
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,) (BERRIDGE e IRVINE, 1984; ALBERTS et al., 2004).
O IP; é atamente mobilizado no citoplasma e difundido para o interior da célula
(ALLBRITTON et al., 1992) onde sdo encontrados receptores especificos (IPsR) no
acrossomo. A ligacdo do IP; muda a conformacdo dos IPsR de modo que o canal seja aberto,
permitindo a saida e entrada de Ca®* no acrossomo (BOOTMAN et al., 2001; KHAN et al.,
2001). Os receptores de |P; foram claramente localizados no acrossomo dos espermatozoides
de camundongos, hamster e cachorro, sugerindo que o acrossomo funciona como umareserva
interna de calcio (WALENKY e SNYDER, 1995; KURODA et a., 1999).

De acordo com WALENSKY e SNYDER (1995), o | P; regula 0 aumento de Ca®* com
a participacdo do acrossomo na inducdo da reacdo acrossOmica e hiperativacdo do
espermatozdide. Os efeitos de |P; podem ser mimetizados pelo uso de um ionéforo de Ca’*,
como o A23187 ou aionomicina, que permite a entrada de Ca’* do liquido extracelular parao

citosol.

Os ionoforos sdo pequenas moléculas hidrofdbicas que se dissolvem em bicamadas
lipidicas e aumentam sua permeabilidade a ions inorganicos especificos. Eles permitem o
movimento liquido dos ions somente a favor dos seus gradientes eletroquimicos (ALBERTS
et a., 2004).

O A23187 € um exemplo de carreador de ion movel que transporta ions divalentes,
como o Ca®* e o Mg** (SIMPSON et al., 1987). Quando as células sdo exposta a A23187, o
Ca’ do fluido extracelular penetra no citosol a favor de acentuado gradiente eletroquimico.
Esse iondforo é amplamente utilizado para aumentar a concentragdo de Ca* livre no citosol
(ALBERTS et al., 2004).

Espermatozoides de mamiferos, como outras células eucaridticas, usam sinais de calcio
(Ca™") para controle de respostas fisioldgicas. O influxo de Ca?* é considerado um regulador
importante para a motilidade espermética, um participante da capacitacdo e um elemento
essencial parao inicio dareacdo acrossdmica (BABCOCK e PFEIFFER, 1987; DARSZON et
al., 1999). A motilidade € uma funcéo importante para 0s espermatozoides e € usada como um
indicador na qualidade do sémen (APARICIO et al., 2005).



2.5 Hiperativacéo esper matica

O calcio € um ion critico para a fisiologia espermatica (MICERA et al., 2008). A
elevacdo da concentracdo de fons Ca®* é importante para o desenvolvimento da fisiologia
espermética que precede a fertilizacdo e para a motilidade ativada e hiperativada dos
espermatozoides (TURNER, 2006).

Durante a maturagdo espermética, a concentracdo intracelular de Ca®* aumenta em
muitas espécies (BALDI et al., 1991), conduzindo a uma motilidade hiperativada (WHITE et
al., 1989) e reacdo acrossomica espontanea (BABCOCK e PFEIFFER, 1987; DARSZON et
al., 1999).

Espermatozoides de muitas espécies de mamiferos sofrem mudancas no tipo de
motilidade flagelar, de progressiva, motilidade linear, para menos progressiva, menos linear e
mais vigorosa, a motilidade hiperativada (ROBERTSON et a., 1988).

A motilidade hiperativada foi primeiramente descrita por YANAGIMACHI (1969,
1970), realizando estudos com espermatozéides epididimarios de hamster, subseqiientemente,
em outras espécies de mamiferos (FRASER, 1977). YANAGIMACHI (1969, 1970) observou
gue espermatozoides de hamster incubados em fluido folicular ou soro exibiam um vigoroso
movimento caracterizado por ata amplitude de batimento flagelar. Ele chamou este
movimento de ativagdo, mas depois mudou o termo para hiperativacdo para distinguir da

motilidade inicial dos espermatozdides no epididimo ou vasos deferentes.

Essa motilidade € definida como o padrdo de movimento flagelar apresentado pelo
espermatozoide no sitio de fertilizacdo, podendo ser estimulada por horménios, ions e
secregdes do fluido luminal do oviducto, dependendo da espécie. O fon C&* tem mostrado-se
como crucial parainiciacéo e manutencéo da motilidade hiperativada (HO e SUAREZ, 2001).
Essa motilidade é caracterizada pela alta amplitude de inclinagdo flagelar, batimentos
flagelares assimétricos, e trgetoéria circular ou irregular (SUAREZ, 1996). Os
espermatozoides de gjaculado a fresco nadam com baixa amplitude e batimentos flagelares

simétricos ao longo datrajetdria que é quase linear (SUAREZ et al., 1983).



A hipertivacdo tem sido caracterizada por uma variada amplitude de batimento
flagelar, marcada pelo deslocamento lateral da cabeca, trajetdria star-spin (girar em rotacéo) e
€ considerada uma parte integral da capacitacéo precedente da ligacdo do espermatozbide na
zona pelicida e da ocorréncia da reagdo acrossdmica (YANAGIMACHI, 1970).
ROBERTSON e colaboradores (1988) concluiram em seus resultados utilizando
espermatozoides humanos que as mudancas na motilidade flagelar, especiamente a
ocorréncia de motilidade hipertivada, precede a ocorréncia da reacdo acrossdmica em

espermatozoides livres e nadantes.

O padréo assimétrico de movimento flagelar foi induzido em espermatozoéides
desmembranados e membranados de ourico do mar quando a concentragdo de Ca®* no meio
foi elevada (BROKAW, 1991). Um semelhante batimento flagelar assimétrico foi obervado
em espermatozoides de Ciona (BROKAW, 1997). O movimento curvilineo obervado nas
ascideas pode ser derivado do movimento assimétrico Ca*-induzido do flagelo espermético e
€ considerado responsavel pelo quimiotactismo espermético (Y OSHIDA et al., 2002).

Pode-se dizer que a motilidade hiperativada representa um aumento da forca do
batimento flagelar espermético em resposta ao aumento da viscosidade. I1sto € uma vantagem
mecanica conferida ao espermatozdide, que teria sua passagem facilitada através do oviducto
e da zona pelucida do odcito (SUAREZ et al., 1991).

SUAREZ E DAI (1992) concluiram que espermatozdides de camundongos foram
capazes de penetrar no meio viscoelastico mais efetivamente depois de hiperativados. Assim,
a hiperativacdo seria uma vantagem para o movimento dos espermatozéides por meio do
fluido viscoso do oviducto, muco viscoelastico do oviducto e matrix viscoelastica do cumulus.

O meio utilizado para hiperativacéo dos espermatozoides continha 2,5Mm de CaCl,.

STAUSS e colaboradores (1995) utilizaram um meio de capacitacdo que continha
2,4mM de CaCl,. Também demonstraram que a hiperativacdo de espermatozoides de
camundongos foi suprimida apés ter sido iniciada por meio do uso de antagonistas dos canais
de célcio, por exemplo o Cadmio, e que ela ofereceu vantagem na penetracdo da zona

pellcida do odcito.



De acordo com WIESNER e colaboradores (2007) a adicdo de Ca®* ao meio, cerca de
2mM causa um aumento do Ca®* intracelular e da motilidade espermética (KRASZNAI et al.,
2000; HO et al., 2002). A concentragdo de Ca* intracelular € maior na cabeca e na cauda dos
espermatozoides de hamster hiperativados quando comparada com espermatozoéides ativados
no mesmo tempo e na mesma amostra (SUAREZ e DAI, 1995). O aumento da concentracao
na cauda € maior do que na cabeca, isto seria porque o principal local de influxo de célcio
para a hiperativacdo é na cauda (SUAREZ e DAI, 1995). Os resultados de KRASZNAI et a
(2000) indicam que o influxo de fons C&* através dos canais de Ca®* da membrana
plasmética e o resultante aumento do Ca?* intracelular 3o os eventos desencadeadores da

iniciacdo da motilidade dos espermatozdides de peixe carpa.

Assim, estudos mostraram que o Ca®* extracelular é requerido para a manutencdo da
hiperativacdo em espermatozdides de camundongos (YANAGIMACHI, 1982), e o
mecanismo de aumento do calcio intracelular no espermatozdide envolve a abertura de canais
de célcio da membrana plasmética, porque a hiperativacdo € interrompida quando canais de
cacio sdo bloqueados por antagonistas (STAUSS, 1995). Trabalhos mostraram que
espermatozdides apresentavam falhas na motilidade ao longo do tempo na auséncia de Ca*
extracelular (HEFFNER e STOREY, 1981; CHINOY et al., 1983).

A entrada de Ca*" na célula espermética através dos canais de Ca’* voltagem serve
como um segundo mensageiro de sinalizagdo elétrica, iniciando eventos intracelulares
incluindo contracdo, motilidade hiperativada, secrecdo, neurotransmissdo e regulacdo de
enzimas ativadas e expressdo de genes (CATTERALL, 2000). A atividade do canal de célcio
flagelar é potencializada pela alcalinizagdo intracelular, ou seja, aumento do C&* intracelular
(KIRICHOK et a., 2006).

A hiperativacdo tem sido associada com o alcance da capacidade para fertilizagdo in
vitro (SUAREZ ¢t al., 1993). BURKMAN (1984) observou que espermatozoides de humanos
exibem motilidade hiperativada quando incubados dentro de condicdes capacitantes in vitro.
CANCEL e colaboradores (2000) determinaram que espermatozoides caracterizados como
hiperativados sdo importantes para estudos com fertilizacdo in vitro (FIV) em camundongos.
E importante ressaltar que espermatozoides hiperativados antes de alcancar o oviducto sio

incapazes de fertilizar, porque um espermatozoide hiperativado € incapaz de passar do Utero



para 0 oviducto (SHALGI et a., 1992), porque possui uma trajetoria circular ou irregular
(SUAREZ, 1996).

O principal método de determinacéo da hiperativacdo € a avaliacéo pelo sistema de
analise computadorizado que permite analisar as carcteristicas seminais mais precisamente,
observando a reducdo da linearidade espermatica, o aumento do batimento flagelar
assimétrico, o aumento da velocidade média da trgjetéria etc (SUAREZ, 1996).

A linearidade de 34% tem, geralmente, sido o limite inferior dos espermatozbides
humanos ndo hiperativados in vivo (KATZ e YANAGIMACHI, 1980). JA MORTINER e
colaboradores (1998) consideraram que, com linearirade < 50%, 0s espermatozoides sao
considerados hiperativados. Uma linearidade (LIN) de 16 + 11% e freqUéncia de batimento
cruzado (BCF) de 8,7 £ 4,1Hz caracterizam a trajetoria star-spin (girar em rotacéo), tipico da
hiperativacdo, descrita no estudo de ROBERTSON e colaboradores. (1988). O grupo de
espermatozoides com tragjetdria transitoria para a hiperativacdo sdo caracterizados por 19 <
LIN < 34% e BCF igua a 10,9 + 3.9Hz (ROBERTSON et a., 1988). Essa fase transitoria
entre a ativacdo e hiperativacdo tem sido registrada por muitas espécies, incluindo
espermatozdide humano (MORTIMER e MORTIMER, 1990). Os espermatozides néo
hipertivados sdo caracterizados por LIN de 53 + 37% e BCF de 5,3 + 5,2 Hz (ROBERTSON
et al., 1988).

2.6 Sistema de analise seminal

A avaliagdo da qualidade seminal € complementar ao exame clinico para estimar o
potencial de um macho como reprodutor. Normalmente, julga-se o volume, aspecto,
concentracdo, motilidade e morfologia espermética (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2005).

2.6.1 Andlise subjetiva
Refere-se a classificagdo do vigor espermético e porcentagem de células espermaticas

moveis segundo as caracterigticas individuais (andlise qualitativa) dos espermatozoéides do

varréao.



A andlise do vigor espermético € individual, observando em torno de cinglenta

células, aleatoriamente, para a avaliagdo das caracteristicas. Apés esta andlise individual, uma

observacéo coletiva deve ser feita em todas as células do campo do microscopio, a fim de se

determinar a proporcdo de diferentes caracteristicas de vigor espermatico, chegando-se entéo

a nota “quebrada’. Para uma anélise confiavel, ab menos trés campos do microscépio devem

ser avaliados. No quadro 1, est&o colocados os parametros a partir dos quais sdo dadas as

notas de 0 a 5, relacionando-se ao vigor, presenca ou auséncia de deslocamento e tipo de
movimento (TONIOLLI, 1996).

Quadro 1. Parametros de classificacdo das caracteristicas espermaticas — Andlise subjetiva

NOTA CARACTERISTICAS

0,0 Todos 0s espermatozodides estdo imdveis.

0,5 Movimentos esporadicos fracos e sem deslocamentos.

1,0 Movimentos circulares continuos e fracos. Dedocamento muito lento ou sem
deslocamento; tromores do espermatozoide e fracas oscilagbes do flagelo de
eficacia nula.

15 Movimentos circulares fracos com deslocamento (+ 50%), espermatozdides néo
saem do campo do microscopio (C.M.).

2,0 Movimentos circulares fracos e desorganizados com deslocamento sem sair do
C.M. Tremores com alguns espermatozéides se deslocando mais rgpido com
oscilagdes fracas do flagelo.

2,5 Movimentos circulares/retilineos, médios com deslocamento, espermatozoides
saem do campo do microcdpio. As oscilagdes do flagelo sdo de intensidade média.

3,0 Movimentos retilineos, alguns curvilineos sem tremores e com raio bem maior com
oscilacdes intensas do flagelo; espermatozéides saem do C.M. (50 A 60%).

35 Movimentos retilineos fortes e intensos com deslocamento, espermatozoides saem
do C.M. (60 a 70%), com oscilactes fortes do flagelo.

4,0 Movimentos retilineos fortes e intensos com deslocamento, espermatozoides saem
do C.M. (80 a 90%), com oscilactes fortes do flagelo.

45 Movimentos retilineos e flechantes fortes, espematozoides saem do campo do
microscopio (80 a 90%), com oscilacdes muito fortes do flagelo.

50 Movimentos retilineos e flechantes muito fortes, espermatozéides saem do campo

do microscopio (> 90%), com oscilagbes muito fortes do flagelo.




2.6.2 Andlise computadorizada

O método cléssico de julgamento da qualidade seminal tem sido baseado em uma
avaliacdo subjetiva dos parametros (VERSTENGEN et al., 2002). Alguns pesquisadores
como BOYER e colaboradores (1989) ressaltaram a importancia e necessidade de uma
metodologia objetiva, 0 que motivou a elaboracdo e o desenvolvimento de instrumentos

automatizados capazes de analisar as trajetérias dos espermatdzoides.

A andlise de sémen assistida por computador (CASA) pode ser definada como um
sistema automatizado para visualizar, digitalizar e analisar imagens sucessivas dos
espermatozoides, fornecendo informacdo acurada, precisa e significativa do movimento
individual de cada espermatozlide e também resumos edtatisticos das subpopulacbes
esperméticas (AMANN & KATZ, 2004). Espermatozoides de diferentes espécies tém sido
analisados pela CASA (DAVIS & KATZ, 1992).

Muitos estudos de sémen suino tém usado o sistema CASA para realizar uma anélise
objetiva da motilidade (ABAIGAR et a., 1999; ERIKSSON et al., 2001; PENA et a.,2003).

Nos ultimos anos, os sistemas de avaliacdo automética tém mostrado ser uma
ferramenta Util na avaliagcdo das propriedades cineméticas do espermatozoide individual do
gjaculado, mostrando grande potencial para predizer a fertilidade do macho, por meio da
correlacdo da velocidade de natacdo do espermatozoide com a fertilizacdo de odcito in vitro e
invivo (COX et. a., 2006).

A concentragdo espermética tem influéncia nos resultados da CASA. Estudos com
humano e animal tém demonstrado que o sistema CASA ndo € eficaz para avaliacOes de
amostras esperméticas com alta ou baixa concentracdo, assim, para uma correta anélise, a
concentracdo espermética deve estar entre 20 a 50 x10° sptz/ml (BUDWORTH et. al., 1987;
DAVIS e KATZ, 1993). TARDIF e colaboradores (1997) utilizaram um sémen processado
paraa CASA com uma concentracao de aproximadamente 20 x 10° sptz/mL.

De acordo com BOYER et al. (1989) e VERSTENGEN et a. (2002) os parametros
comumente obtidos por meio da CASA sdo: velocidade curvilinear (VCL), velocidade média

da trgjetdria (VAP), velocidade linear progressiva (VSL), amplitude de deslocamento lateral



da cabeca (ALH), fregliéncia de batimento cruzado (BCF), retilinearidade (STR), linearidade
(LIN), oscilacdo (WOB) (vide quadro 2; Figura 1).

Quadro 2. Parametros da motilidade espermética obtidos por meio da CASA

Parametro Sigla | Unidade Descricao

Velocidade curvilinear VCL um/s | Velocidade da trgetoria real do

espermatozoide

Velocidade média da| VAP | um/s | Velocidade da trgetoria meédia do
trajetoria espermatozoide

Velocidade linear VSL um/s | Velocidade em fungdo da linha reta
estabelecida entre o primeiro e Ultimo

ponto datrajetoria do espermatozoide

Linearidade LIN % Relacéo percentual entre VSL e VCL
Retilinearidade STR % Relacdo percentual entre VSL e VAP
Index de oscilagdo OsC % Relacéo percentual entre VAP e VCL
Amplitude de | ALH um Deslocamento meédio da cabeca do
deslocamento lateral da espermatozoide em suatrajetoriareal
cabeca

Freguéncia de batimento | BCF Hz Freqgiéncia que a cabeca do
cruzado espermatozoide atravessa a trgetéria

média
VCL
VAP
VSL

Figura 1. Velocidades obtidas pelo sissema CASA. VAP: velocidade média da trajetoria;

VCL: velocidade curvilinear; VSL: velocidade linear progressiva.
Fonte: (BOYER et al., 1989;VERSTENGEN et d.,2002).



Na tentativa de correlacionar os parametros da CASA com a taxa de fertilizacdo,
verificou-se que os valores de VAP, VSL e VCL sdo significativamente maiores em amostras
gue produzem mais de 50% de odcito fertilizados do que naquelas em que a taxa de
fertilizacdo de odcito € menor que 50% (VERSTEGEN et al., 2002), comprovando que
amostras com elevados valores de VAP, VCL, VSL, LIN e BCF apresentam melhor migracéo
e penetragdo no muco cervical (MORTIMER, 2000; VERSTEGEN et al., 2002). Além disso,
pardmetros como BCF e LIN tém revelado correlacdo positiva com a taxa de prenhez em
alguns estudos (VERSTEGEN &t al., 2002).

Pode-se dizer que o desenvolvimento inicial dos sistemas CASA foi baseado na
hipétese de que a motilidade espermética era o principal critério seminal. Entretanto, com o
advento da fertilizacdo in vitro, a qualidade do movimento dos espermatozdides tem sido
relegada em alguns casos (AMANN e KATZ, 2004). Assim deve-se destacar que os esforcos
ndo devem ser apenas direcionados ao desenvolvimento de sistemas CASA superiores, mas

também, devem ser relacionados ao aperfeicoamento dos avaliadores de sémen.



3. JUSTIFICATIVA

O sémen suino difere em muitos aspectos do sémen de outros animais domésticos por
ser produzido em grande quantidade, ser extremamente sensivel ao chogue térmico, ter um
curto periodo de vida dos espermatozodides resfriados, além de reduzida resisténcia a
contaminacdo bacteriana e toxinas (MIES FILHO, 1987). Na técnica praticada normalmente
para conservacdo do sémen suino, normalmente se utilizam diluidores de curta duracéo (BTS)
e uma temperatura variavel de 15 a 18° C para evitar problemas de motilidade reduzida,
morfologia entre outros (CORREA et ., 2001).

Os efeitos do calcio na motilidade dos espermatozoides de mamiferos vém sendo
investigados, com controvérsias nos resultados em varios laboratérios. Significativas
melhorias na motilidade espermatica em resposta ao calcio extracelular tém sido observadas,
mas FAKIH e colaboradores (1986) verificaram que o calcio ndo entra nos espermatozoides.
Outros resultados indicam que o célcio pode auxiliar na velocidade dos espermatozoides e
reduzir o tempo para perda da motilidade (FAKIH et al., 1986).

NISHIMURA (1993) observou que o movimento de espermatozoides € inibido por
elevada concentracdo de fons Ca?* extracelular. Na presenca de altas concentragdes de fons
Ca”™*, um grande influxo desses fons induzido por baixas temperaturas parece diminuir a
motilidade. Contudo o mesmo autor também relatou que esses ions tém um papel regulador
no controle da motilidade e metabolismo energético. Assim, o influxo de fons C&* resultaram
na estimulacdo da funcdo respiratoria e motilidade em espermatozéides bovinos
(NISHIMURA, 1993).

Assim, torna-se necessario avaliar o efeito do Ca&* extracelular no vigor e na
motilidade espermaticain vitro, e se a adicéo de ions célcio ao diluidor BTS para sémen suino
pode promover a hiperativacdo dos espermatozoOides do varrdo, visto que essa € uma

caracteristica espermética importante para um possivel fertilizacdo in vitro (FIV).



4. HIPOTESE CIENTIFICA

O uso de ions célcio na conservacdo de sémen suino promove a hiperativacéo da

célula espermatica.



5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito de diferentes tipos e concentracdes dos fons Ca®* em diluidores de

Ssémen sobre 0s espermatozoides suinos in vitro.

5.2 Obj etivos especificos

* Testar qual das concentragdes de fons Ca®* proporciona alteracdes do vigor e

motilidade espermética.

* Avaliar o efeito das concentracbes de ions Calcio na motilidade espermética:

hiperativacéo.

* Desenvolver uma nova composicdo de diluidor para incrementar o vigor e a

motilidade, mantendo a morfologia espermatica compativel com os padrdes de normalidade.
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Efeito das concentracfes de ions calcio no sémen suino resfriado

Effect of concentrations of calcium ions in boar sperm cold

RESUMO

Estudos mostram que o ion calcio é muito importante para regulacéo da motilidade
espermética. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de diferentes tipos e
concentragbes dos ions calcio no diluidor BTS para sémen suino sobre a qualidade dos
espermatézoides suinos mantidos resfriados. O sémen foi coletado de varrbes e seus
parametros foram analisados. O experimento contou com a utilizagdo de diferentes tipos de
célcio diluidos em BTS: Carbonato de célcio, Hidréxido de célcio, Fostato dibasico anidro de
célcio, Sulfato hidratado de calcio e Sulfato anidro de célcio, distribuidos em diferentes
concentragbes. 0 mM — controle; 0,4mM; 4mM; 40Mm e 400mM. As amostras foram
armazenadas a 17°C, elevando-se a temperatura a 37°C para a avaliagdo subjetiva do vigor e
motilidade espermatica, realizada do DO até D2. O teste de viabilidade espermatica foi
realizado no DO e D2. Assim, concluiu-se que a adicdo dos sais de calcio gerou, a partir do
primeiro dia, alteracBes no vigor e na motilidade dos espermatozéides suinos, e que nao
exerceram efeito negativo sobre a membrana espermdtica nem sobre a membrana
acrossomica, ressaltando-se que 0s valores de vigor dessas amostras caracterizam movimentos
circulares e desorganizados, 0 que pode estar relacionado a hiperativagéo.

Palavr as chave: Espermatozoide, calcio, motilidade.

ABSTRACT

Studies show that the calcium ion is very important for regulation of sperm motility.
The objective of this study was to evaluate the effect of different types and concentrations of
calcium ions in BTS extender for boar semen on the quality of spermatozoa boars kept cold.
The semen was collected from boars and its parameters were analyzed. The experiment
involved the use of different types of calcium in BTS extender: calcium carbonate, calcium
hydroxide, anhydrous dibasic calcium fostate, hydrated calcium sulfate and calcium sulfate
anhydrous, distributed in different concentrations. 0 mM - control, 0.4 mM; 4 mM; 40Mm
and 400mM. The samples were stored at 17°C, increasing the temperature at 37°C for the
subjective evaluation of the force and sperm motility, which are made of DO to D2. The test
was conducted in sperm viability DO and D2. Thus, it was concluded that the addition of
calcium salts generated from the first day, and force changes in sperm motility of boars, and



have not had negative effect on the sperm membrane. It points out that the values of force
characterize the samples circular movements and disorganized, which may be related to
hyperactivation.

K eywords. Spermatozoa, calcium, motility

INTRODUCAO

O calcio € um metal iGnico abundante e um dos mais importantes elementos
congtitucionais do organismo e da fisiologia celular. Cerca de 90% do célcio corpora é
encontrado nos dentes e ossos. A fragdo restante encontra-se envolvida em processos
fisiolégicos de excitacdo, crescimento, locomocgdo celular, estabilidade da membrana
plasmética, comunicacdo intercelular, fusdo de membranas, processos de transportes
intracelulares e fertilizacdo. O ion célcio pode atuar, tanto no meio intracelular, como
extracelular, dependendo do seu sitio de acéo (GILMAN et al., 1991).

Alguns estudos mostram que a inclusio de fons Ca** nos diluidores de sémen tem um
papel especial naregulacéo da motilidade espermatica de vertebrados e invertebrados. Alguns
resultados sugerem que o célcio extracelular é indispensavel a ativacdo da motilidade
espermédtica, além de ser um pré-requisito para o quimiotactismo celular (YOSHIDA et al.,
1994).

Em mamiferos, os fons Ca’* extracelular regulam a fertilizagdo por meio da
participacdo em muitos eventos, incluindo hiperativacdo da motilidade espermética, reacéo
acrossomica, fusdo espermatozdide-odcito e ativacdo do odcito (SUAREZ et al., 1993).
Também se afirma de acordo com MARQUEZ et a. (2007), que a elevacdo desse ion esta

associada ao processo de capacitacao.

As reservas de calcio intracelular encontram-se em organelas membranosas, como
reticulo endoplasmatico e sarcoplasmético.No espermatozdide, duas organelas membranosas
s80 encontradas na regido do colo: envelope nuclear redundante (ENR) e mitocondria (HO et
a., 2002). A sua liberagdo depende de sinais elétricos, quimicos ou anatbmicos sobre as
bombas de célcio, canais de célcio e atividade de trocas ibnicas (BOOTMAN et al., 2001).



A entrada de célcio na célula ocorre através de canais de Ca** presentes na membrana
plasmética. canais potencial — dependente (CATTERAL, 1995) e receptor — operado
(PITCHER €t al., 1998), trocas de sddio — célcio (VINES et al., 2002) e canais nucleotideo
ciclico (WIESNER et al., 2007). Na célula espermética, além desses canais que estdo
localizados no flagelo, existem proteinas especificas que funcionam como canais idnicos:
familia CatSper, localizadas na peca principal do flagelo (CARLSON et al., 2003).

No reprodutor suino, as modificactes da permabilidade de membrana esperméatica aos
fons e, em particular, ao calcio durante a capacitacéo, seriam responsaveis pela mudanca da
motilidade dos espermatozoides (DARSZON et al., 1999). Para espermatozoides, 0 aumento
dos niveis milimolar de célcio extracelular sGo requeridos para desencadear dois processos
gue precedem a fertilizacdo: a motilidade hiperativada e a reagdo acrossdmica. A
hiperativacdo ocorre algum tempo depois da inseminacdo dentro do trato reprodutivo da
fémea e tem sido associada com o alcance da capacidade para fertilizagdo in vitro (SUAREZ
et a., 1993). In vitro, espermatozdides de camundogo hiperativados penetram na zona
pelicida mais efetivamente do que os espermatozdides ndo hiperativados (STAUSS et al.,
1995).

A motilidade hiperativada € definida como o padrédo de movimento flagelar
apresentado pelo espermatozdide no sitio de fertilizacdo, podendo ser estimulada por
horménios, ions e secrecBes do fluido luminal do oviducto, dependendo da espécie. Essa
motilidade é caracterizada pela alta amplitude de inclinacdo flagelar, batimentos flagelares
assimétricos e trajetoria circular ou irregular (YANAGIMACHI, 1994). O C&* extracelular é
requerido para a manutencdo da hiperativacdo em espermatozoides de camundongos
(YANAGIMACHI, 1982) e a concentracdo de Ca’* intracelular dentro do flagelo de
espermatozoide hiperativado é elevada (SUAREZ et al., 1993). Assim pode-se observar que o
fon Ca®" tem mostrado-se como crucial para iniciacdo e manutencdo da motilidade
hiperativada (HO & SUAREZ, 2001).

A melhoria na velocidade espermatica causada pelo célcio é instanténea. Entdo, a adicéo
de célcio ao diluidor de sémen durante a inseminacdo poderia aumentar a capacidade de
fertilizacdo dos espermatozoides em fertilizacdo in vitro ou em processos de transferéncia de

gametas intrafalopianos. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de diferentes



tipos e concentracfes dos ions calcio no diluidor BTS para sémen suino sobre a qualidade dos

espermat6zoides suinos.

MATERIAISE METODOS

Local e animais experimentais

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Reproducéo Suina e Tecnologia
de Sémen da FAVET-UECE, utilizando-se dois varrdes das ragas Durok e Dalland, mantidos
sob 0 mesmo regime de estabulacdo e manejo alimentar (dois quilos de ragdo/dia). As analises
microscopicas foram realizadas no Laboratério de Reproducdo de Carnivoros da FAVET-
UECE.

Coleta e avaliacdo do sémen

O sémen dos reprodutores suinos foi coletado uma vez por semana, durante cinco
Ssemanas consecutivas, por meio da técnica da méo enluvada em recipiente com capacidade de
600 ml coberto por gaze e protegido em copo térmico de coleta. Foi utilizado o gaculado total
de cada reprodutor apds separacdo da parte gelatinosa. O gjaculado, apds a coleta, foi levado
ao laboratério para avaliagdo da concentracdo, volume, total de espermatozoides, temperatura,
vigor e motilidade espermética, utilizando-se microscépio éptico com aumento de 200x.

Somente ejaculados com valores > 80% de motilidade foram processados.

Delineamento experimental

No experimento, foram testadas individualmente cinco formas de calcio adicionadas
ao diluidor BTS — Betsville Thawing Solution (BTS puro — controle) em quatro concentragoes
diferentes. (Quadro 1).

Cada jaculado foi dividido em 21 tratamentos diluidos para uma concentracéo final de
35 x 10° sptz/ml em por tratamento. As amostras de cada tratamento foram colocadas em
tubos de ensaio de 3 ml, que correspondem individualmente a cada um dos dias de anélise
(DO, diadacoleta; D1 e D2), e conservadas a uma temperatura entre 15 e 17°C. Em cada dia
de andlise, foram retirados os tubos equivalentes a cada macho e cada diluidor para serem
incubados em banho-maria a 37°C por 10 minutos. Apés o periodo de incubagdo, foi realizada

a avaliagdo seminal subjetiva das caracteristicas de vigor espermatico (notas de 0 a 5) e



motilidade espermatica (valores de 0 a 100%) de acordo com a metodologia proposta por
TONIOLLI (1996).

Quadro 1. Constituicdo dos tratamentos de calcio em func¢éo da concentracdo e do periodo de

conservacéo.

Tratamentos Concentracdes Periodo de

de Célcio (mM) conservacao

BTS 0 (controle) DO; D1; D2
Carbonato de célcio - CaCOs 0,4; 4; 40; 400 DO; D1; D2
Fosfato dibasico anidro de célcio - CaHPO, 0,4; 4; 40; 400 DO; D1; D2
Hidréxido de calcio - Ca(OH), 0,4; 4, 40; 400 DO; D1; D2
Sulfato diidratado de calcio - CaSO4.2H,0 0,4; 4; 40; 400 DO; D1; D2
Sulfato anidro de célcio - CaSO, 0,4; 4; 40; 400 DO; D1; D2

Avaliacdo dos esper matozoides vivosmortos

De cada tratamento, foram realizados trés esfregacos de sémen, a fim de se proceder a
analise da porcentagem de vivogmortos. As amostras de sémen para os esfregacos foram
feitas sempre aos 10 minutos de incubacdo, realizadas nos seguintes dias de conservacdo: 0s
esfregacos foram feitos no DO (dia da coleta) dividido em: D0.0 (poucos instantes apos a
adicdo de sémen aos diluidores de Ca**) e D0.1 (no momento da avaliacio espermética) e D2

(dltimo dia de conservagéo).

As avaliacOes foram feitas por meio da microscopia Optica a um aumento de 400x. A
solucdo corante foi formada por 0,1 g de azul de bromofenol ; 0,4 g de citrato de sbdio e 10
mL de agua destilada. A osmolaridade da solucdo foi medida e, quando necessario, gjustada
com agua destilada até ficar entre 300 e 310 mOsm. A solugdo foi guardada em geladeira a
17°C. Para se preparar o esfregaco, juntou-se uma gota de sémen com outra de corante, a
mesma temperatura, € homogenizou-se. Apés 30 segundos, retirou-se uma gota dessa mistura,
e realizou-se 0 esfregagco que permaneceu em temperatura ambiente antes da analise. Segundo

avitalidade, os espermatozoides foram classificados em 2 categorias diferentes:

1) Espermatozoides vivos com acrossoma intacto, ndo corados,

2) Espermatozoides mortos, corados.



Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o de Blocos ao Acaso. A andlise estatistica
foi feita por meio da avaliacdo das médias e erros padrdes, aos quais foram aplicados testes de
analise de variancia. Primeiramente, aplicou-se GLM (Modelo Linear Geral), uma analise
variancia multifatorial e, posteriormente, o teste de Tukey para comparactes entre os dias de
analises dos tratamentos e para comparacdo entre os tratamentos. Utilizou-se o programa de
estatistica Systat 7.0. Considerou-se diferenca estatistica quando P<0,05.

RESUL TADOS E DISCUSSAO

Coleta e avaliagdo do sémen a fresco

Para o experimento, foram utilizados um total de dez ejaculados, tendo-se como médias
para os parametros avaliados: Temperatura (°C): 36,1 + 0,1; concentracgo (x10° sptz/ml): 297
+ 23; volume (ml): 255,5 + 23,0; total de espermatozéides (x10° sptz): 75,1 + 8,8; vigor
espermético: 4,1 £ 0,1 e motilidade espermatica (%): 91 + 1.

Motilidade e vigor esper maticos

Os valores médios de vigor e motilidade das amostras, que receberam diferentes
concentragbes de carbonato de cécio - CaCO; e hidréxido de célcio - Ca(OH),, estdo
representados na Tabela 1. As amostras que receberam as maiores concentragdes de CaCOj; e
Ca(OH), (40 e 400mM) tiveram valores de motilidade e vigor significativamente menores
(P<0,05) que as demais concentracfes nas analises dos dias. DO (dia da coleta), D1 e D2,
verificando-se que altas concentragdes desses sais no meio extracelular tém efeito negativo
sobre o0 vigor e a motilidade espermatica. As amostras que receberam 0,4 e 4mM de CaCOs e
Ca(OH), ndo diferiram, significativamente, do controle ( OmM de CaCO3 e de Ca(OH),) no
DO, mas no D1 e D2 seus valores foram significativamente menores para vigor e motilidade,
ressaltando-se que os valores de vigor dessas amostras caracterizam movimentos circulares e

desorganizados (TONIOLLI, 1996), o que pode estar relacionado a hiperativacéo.

Observa-se, também, que em cada concentracdo de calcio (CaCO; e Ca(OH), ) hauma
reducdo progressiva tanto para a motilidade quanto para o vigor espermético ao longo dos
tempos de andlise (DO, D1 e D2).



Tabela 1. Valores médios + SEM para motilidade (%) e vigor espermético (1 a 5) das
amostras com diferentes concentragdes de Carbonato de Célcio, Hidroxido de Célcio, Fosfato
dibéasico anidro de Célcio, Sulfato diidratado de Calcio e Sulfato anidro de Célcio.

TRAT CONC VIGOR - 1a5 (DIA) MOTILIDADE % (DIA)
deCa® DO D1 D2 DO D1 D2
(mM)
BTS 0 31+03a 25+01lab 21+02b 605+40a 500t12ab 450+6,3Db
A A A A A A
0,4 20+02a 15+02b 1,1+02b 495+25a 405+50b 335t40b
A B B A B AB
4 24+03a 15+02b 09+01b 585+5la 405+44b 275t46b
CaCOs A B B A B B
40 1,3+01la 02+01b 05+01b 315+44a 80+32b 20+20b
C C C B C C
400 08+02a 01+01lb 00+00b 225+50a 40+27b 00+00b
C C C B C C
0,4 23+03a 1,7+02b 09+02b 545+41a 405t44b 30,0t45b
A B B A B B
4 25+02a 1,7+02b 14+02b 520+46a 410t40b 31,0t40b
Ca(OH), A B B A B B
40 01+0l1a 00+00a 00+00a 10+10a 00+00a 00+00a
C C C C C C
400 01+01a 00+00a 00+00a 10+10a 00+00a 00+00a
C C C C C C
0,4 24+02a 1,7+03ab 10+02b 580+44a 415+36ab 29,0:26bh
A B B A B B
4 22+03a 15+03a 07+04b 585+53a 395+51la 225t36b
CaHPO, A B B A B B
40 23+03a 19+0la 14+02b 560+55a 400+50a 305t27b
A B B A B B
400 21+02a 1,6+02ab 10+02b 525+38a 420t32ab 280t53b
A B B A B B
0,4 24+02a 15+03b 15+01b 565+45a 375+550b 350+45h
A B B A B B
4 26+02a 1,8+02ab 14+03b 615+45a 415t48ab 36,5t57bh
CasS0,.2 A B B A B B
H,O 40 21+03a 16+02a 10+02b 525+7,0a 410t36a 325+54b
A B B A B B
400 23+03a 1,7+02ab 12+02b 545+48a 415+45ab 325+560h
A B B A B B
0,4 22+03a 1,8+02ab 10+03b 540+53a 435t30ab 29,0t4,6bh
A B B A B B
4 23+02a 1,7+02ab 13+03b 565+38a 420t22ab 335t12b
Caso, A B B A B B
40 25+02a 1,8+02ab 12+02b 590+41la 415t38ab 335t1,0b
A B B A B B
400 28+02a 16+02b 08+02c 630+36a 420+36b 250+53cC
A B B A B B

* Grupo controle

a,b,c,d comparag@o na mesma linha em cada parametro avdiado

ABCD comparago entre os tratlamentos de um mesmo sal na mesma coluna e o controle para os paréametros avaliados.
(P<0.05)

TONIOLLI & COMBAMOUS (1999) utilizaram concentractes diferentes de CaCl,
(0,041; 0,41; 4,1 e 41mM) e observaram que concentragdes de 4,1 e 41 mM desse sal
promovem um maior aumento da motilidade quando comparado ao das concentracbes de
0,041e 0,41 até o terceiro dia de acondicionamento a 17°C. A partir do quarto dia, as

diferencas foram maiores com efeito significativamente favoravel a concentracéo de 4,1 mM



de CaCl,, concluindo-se que altas concentracfes desse sal no meio extracelular tém um efeito
negativo sobre a motilidade espermética. Também se pode pensar que o célcio restante no
meio extracelular provoque um desequilibrio nocivo a membrana dos espermatozdides. Nos
estudos de LIMA (2006), observou-se que as concentragoes de 5,0 e 7,5 mM de CaCl,
influenciam a motilidade espermética, mantendo maiores frequéncias de motilidade na escala
de 60 — 90%.

Os resultados de motilidade e vigor espermético obtidos pela adicdo de diferentes
concentragbes de fosfato dibasico anidro de célcio (CaHPO,), sulfato diidratado de célcio
(CaS04.2H,0) e sulfato anidro de calcio (CaSO,;) estdo apresentados na Tabela 1. As
amostras que receberam 0,4; 4; 40 e 400mM de CaHPO,, CaS0,.2H,0O e CaSO, tiveram
valores de motilidade e vigor significativamente menores (P<0,05) que o controle no D1 e D2
de analise. Nas andlises do DO, ndo houve diferencas significativas de vigor e motilidade entre
as diferentes concentracdes de fosfato dibésico anidro de célcio, sulfato diidratado de célcio e
aulfato anidro de célcio. Também se deve levar em consideracdo que os valores médios de
vigor dessas amostras com diferentes concentragbes de CaHPO,, CaS0,.2H,O e CaSO,
caracterizam movimentos circulareg/retilineos com oscilagbes do flagelo mais vigorosas
(TONIOLLI, 1996) do que as encontradas nas amostras de CaCO3; e Ca(OH),, 0 que pode
estar relacionado a hiperativacdo. Dessa maneira sugere-se uma avaliagdo das caracteristicas
esperméticas por meio de um sistema de analise computadorizado para determinacdo da
hiperativacdo. Em cada concentracdo de calcio (CaHPO,, CaS0,4.2H,0 e CaS0O,), hd uma
reducdo progressiva tanto para a motilidade, quanto para o vigor espermatico ao longo dos
tempos de andlise (DO, D1 e D2).

Atualmente, pouco se sabe sobre a regulagdo bioquimica da motilidade hiperativada.
Tem-se demonstrado que o calcio extracelular € requerido para manter a hiperaticacéo in vitro
(FRASER, 1987) e tem sido mostrado que a concentracdo de célcio livre no meio intracelular
€ maior no espermatozoide hiperativado do que no ativado. Em espermatozoides de touro, a
motilidade hiperativada pode ser facilmente distinguida da motilidade ativada. A motilidade
ativada € caracterizada pelo batimento ssmétrico do flagelo que resulta em uma trajetoria
linear; e a motilidade hiperativada, pelo batimento flagelar assimétrico, que produz padrdes de
movimentos circulares ou em figura de oito (MARQUEZ e SUAREZ, 2004).



Alguns estudos ja foram realizados utilizando o cloreto de célcio (CaCl,) adicionado
ao diluidor de sémen em concentragdes varidas, por exemplo, 1 mM em espermatozdides de
camundongos (NAKAMURA et al., 1993); 2,5; 5,0 e 7,5mM em espermatozoides de suinos
(LIMA, 2006); 11mM em espermatozoides de ascidia (Y OSHIDA et al., 2003); 0,22; 0,5; 1,5
e 25mM em espermatozoides de humano (MARIN-BRIGGILER et a., 2003). Esse sal,
muitas vezes, foi escolhido por apresentar boa estabilidade e ndo precipitar no meio de
diluicdo (LIMA, 2006). Pesquisas utilizando o hidroxido de célcio [ Ca(OH), ], adicionado ao
meio com células espermaticas de camundongos, em concentragdes que variaram de 0,5; 2 e
10mM, mostraram que o aumento gradual da concentracdo de calcio extracelular esta

associado ao aumento da concentracéo intracelular desse ion (KIRICHOK et a., 2006).

O mecanismo de aumento do célcio intracelular em espermatozoides envolve a
abertura de canais de calcio na membrana plasmatica, porque a hiperativacao é interrompida

guando esses canais sdo blogueados por antagonistas (STAUSS etal., 1995).

Assim, de acordo com DARSZON et al. (1999), o ion célcio tem um papel regulador
no controle da motilidade e do metabolismo energético do espermatozoide. A motilidade
espermdtica € um bom indicador da fertilidade espermatica em suinos e apresenta alta
correlacdo com a taxa de penetragcdo em o0citos tanto in vitro, quanto in vivo (GADEA,
2005). Segundo BORTOLOZZO et al. (2005), a avaliagdo da motilidade seminal por periodos
prolongados é importante, uma vez que as dilui¢cbes sGo extremamente altas e a presenca de

plasma seminal € praticamente nula.

Avaliacdo dos esper matozoides vivosmortos

Os valores médios de espermatozoides vivos das amostras, que receberem diferentes
concentragdes de carbonato de célcio e hidroxido de calcio: D0.0 (momento da diluicéo),
DO0.1 (quatro horas apds o acondicionamento a 17°C) e D2, estdo representados na Tabela 2.
As amostras, que receberam as maiores concentracdes de CaCO3 e Ca(OH), (40 e 400mM),
tiveram valores de espermatozoides vivos significativamente menores (P<0,05) que as demais
concentragbes nas analises do D0.0 e D0.1. Nas analises do D2, ndo houve diferencas
significativas para esses valores entre as diferentes concentragdes de calcio. As amostras, que
receberam 0,4 e 4mM de CaCO3 e Ca(OH),, ndo diferiram significativamente do controle
(BTS) em nenhum dos dias de analise. Observa-se, também, que, no controle BTS e nas
concentragtes de 0,4; 4; 40 e 400mM de célcio (CaCO; e Ca(OH), ) no D0.0 e DO0.1, ndo



houve diferencas significativas para os valores de espermatozdides vivos, e esses valores séo

significativamente maiores do que os observados no D2.

Tabela 2. Valores percentuais médios + SEM para espermatozoides vivos das amostras nas
diferentes concentracdes de Carbonato de Célcio, Hidroxido de Calcio, Fosfato dibasico
anidro de Célcio, Sulfato diidratado de Célcio e Sulfato anidro de Cacio.

TRAT CONC VIVOS (DIA)
deca® D0.0 DO.1 D2
(mM)
BTS* 0 56,5+5a 60,5+5a 34+4b
A A A
04 62,0+3a 60,5+ 3a 325+5b
A A A
4 605+45a 605+4a 335+45b
CaCO; A A A
40 425+4a 420+3a 225+45b
B B A
400 425+4a 430+3a 240+45b
B B A
04 565+5a 645+45a 330+35b
A A A
4 580+5a 60,0+35a 37,0 +4b
Ca(OH), A A A
40 340+6a 305+7a 250+3b
B B A
400 350+ 6a 325+7a 250+4b
B B A
04 585+45a 640+3a 41+3Db
A A A
4 56,5+5a 60+5a 38+3b
CaHPO, A A A
40 56,0+ 6a 60,0+ 6a 355+3b
A A A
400 535+5a 60,0+ 4a 31,0+ 3b
A A A
04 540+5a 585+5a 320+4b
A A A
4 585+5a  630+45a 435+45b
CaS0,.2 A A A
H.O 40 585+6a 590+ 6a 34+35b
A A A
400 585+7a 615+5a 310+35b
A A A
04 590+ 6a 630+6a 305+4b
A A A
4 610+4a 64+3a 285+3b
CaS0, A A A
40 635+3a 630+3a 285+3b
A A A
400 645+3a 625+3a 32,0+3b
A A A

* Grupo controle

a,b,c,d comparag@o na mesma linha em cada parametro avdiado

ABCD comparago entre os tratamentos de um mesmo sal na mesma coluna e o controle namesma
coluna para 0s parametros avaliados.

(P<0.05)

Os valores médios de espermatozoides vivos das amostras, que receberem diferentes
concentragbes de fosfato dibasico anidro de célcio, sulfato diidratado de célcio e sulfato
anidro de calcio: D0.0 (momento da diluicdo), DO.1 (quatro horas apds o acondicionamento a
17°C) e D2, estdo representados na Tabela 2. Nas andlises do D0.0, D0.1 e D2, ndo houve



diferencas significativas entre os valores encontrados nas diferentes concentracbes de
CaHPO,4, CaS04.2H,0 e CaS0, e no controle. Embora esses sais tenham exercido efeito
sobre o vigor e motilidade espermética no segundo dia de andlise, ndo foram capazes de
alterar a viabilidade espermética. Também pdde ser verificado que, em cada concentracéo de
calcio (CaHPQ,, CaS0,.2H,0 e CaS0O,) no D0.0 e DO.1, ndo houve diferencas significativas
para 0os valores de espermatozoides vivos e esses valores sdo significativamente maiores do

gue os observados no D2.

Apos a gjaculacdo, os espermatozdides passam por um processo de capacitacdo, e a
reacdo acrossdomica € acompanhada pelo aumento da concentracéo intracelular de calcio. No
reprodutor suino, as modificagbes da permabilidade de membrana aos ions e, em particular,
a0 calcio durante a capacitacdo seriam responsaveis pela mudanca da motilidade dos
espermatozoides (DARSZON et al., 1999).

Uma importante indicacdo das alteracbes que ocorrem na membrana plasmética é a
mudanca permeabilidade dessa membrana,ocorrendo um aumento da permeabilidade para
corantes, um aumento, também, das concentragdes intracelulares de ions, incluindo o célcio,

assim como alteracdes nos canais iénicos (JOHNSON et al., 2000).

Pode-se afirmar que os sais carbonato de célcio e hidroxido de célcio nos niveis de 0,4
e4mM e os sais fosfato dibasico anidro de célcio, sulfato diidratado de calcio e sulfato anidro
de calcio nos niveis 0,4; 4; 40 e 400mM ndo exerceram efeito negativo sobre a membrana
esperméatica nem sobre a membrana acrossomica. Resultados diferentes foram observados nos
sais carbonato de calcio e hidroxido de célcio nos niveis 40 e 400mM que apresentaram
valores significativamente menores de espermatozoides vivos, 0 que permite afirmar que o
calcio restante no meio extracelular provocou um desequilibrio nocivo a membrana dos

espermatozoides.
CONCLUSAO
Concluiu-se que a adicdo dos sais de calcio gerou, a partir do primeiro dia, alteracbes

no vigor e na motilidade dos espermatozoéides suinos, ressaltando-se que os valores de vigor

dessas amostras caracterizam movimentos circulares e desorganizados, 0 que pode estar



relacionado a hiperativacdo. Também se observou que esses sais em seus niveis ja

mencionados ndo exerceram efeito negativo sobre a membrana espermética.
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Avaliacdo computadorizada do efeito das concentracgdes de ions calcio no sémen suino
resfriado: Hiperativacao

Evaluation computed the effect of concentrations of calcium ions in boar sperm cold:
Hiperativacéo

RESUMO

Estudos mostram que o ion calcio é um tipo de mensageiro intracelular que regula
fendbmenos celulares fisiologicos, como a motilidade. O objetivo do presente trabalho foi
avaliar se diferentes tipos e concentragdes de ions calcio no diluidor BTS para sémen suino
podem promover a hiperativacdo espermética. O sémen foi coletado de varrdes e seus
parametros foram analisados. O experimento contou com a utilizagdo de diferentes tipos de
célcio diluidos em BTS: Carbonato de célcio, Hidréxido de célcio, Fostato dibasico anidro de
célcio, Sulfato hidratado de calcio e Sulfato anidro de célcio, distribuidos em diferentes
concentragdes: 0 mM — controle; 0,4mM e 4mM. As amostras foram armazenadas a 17°C,
elevando-se a temperatura a 37°C para a avaliagdo objetiva computadorizada, realizada do DO
até D2. Os resultados para a concentracdo de 4 mM (CaHPO,, CaS0,.2H,0 e CaSOy)
indicaram um aumento da velocidade média da trajetoria (> 40um/s) e da freqliéncia de
batimento cruzado (> 8,0Hz), dém da reducdo da linearidade (< 35%). Os testes de
viabilidade e morfologia espermatica foram realizados no DO e D2. Assim, concluiu-se que a
adicdo de 4 mM de CaHPO,, CaS0,.2H,0O e CaSO, gerou a hiperativacdo das células
esperméaticas e que ndo exerceu efeito negativo sobre a membrana espermatica.

Palavras chave: Espermatozoide; calcio; motilidade, hiperativacéo.

ABSTRACT

Studies show that the calcium ion is a type of intracellular messenger that regulates
cellular physiological phenomena, such as motility. The objective of this study was to assess
whether different types and concentrations of calcium ions in dilutive BTS for boar semen can
promote hyperactivation sperm. The semen was collected from boars and its parameters were
analyzed. The experiment involved the use of different types of calcium diluted in BTS:
calcium carbonate, calcium hydroxide, anhydrous dibasic calcium fostate, hydrated calcium
sulfate and calcium sulfate anhydrous, distributed in different concentrations: 0 mM - control,

0,4 mM and 4 mM. The samples were stored a 17°C, increasing the temperature at 37°C for



objective assessment computed held the DO to D2. The results for the concentration of 4 mM
(CaHPO,, CaS0,4.2H20 and CaSO,) indicated an increase in average speed of trajectory (> 40
u m/ s) and the frequency of cross beat (> 8.0 Hz), besides reducing the linearity ( < 35%).
Tests for sperm viability and morphology were made in the DO and D2. Thus, it was
concluded that the addition of 4 mM CaHPO,, CaS0,.2H,O and CaSO, generated the
hyperactivation of sperm cells and have not had negative effect on the sperm membrane.

Keywords. Spermatozoa; calcium; motility; hyperactivation

INTRODUCAO

O ion calcio € um tipo de segundo mensageiro intracelular que regula fenbmenos
celulares fisiolégicos (BOOTMAN et al., 2001). Esse ion pode ser usado como um sinal,
porgue sua concentracdo no citosol é mantida em niveis muito baixos (10* mM), enquanto é
alta no ligquido extracelular (1-2 mM) e no lumen do reticulo endoplasmético. Assim, existe
um grande gradiente através da membrana plasmética tendendo conduzir o ion para o citosol.
Quando o sinal abre temporariamente os canais de C&* na membrana, o fon migra para o
citosol, aumentando de 10 a 20 vezes sua concentracdo local e estimulando as proteinas
celulares que correspondem ao mesmo (ALBERTS et al., 2004). O C&" intracelular ndo
muda na auséncia de Ca?* externo, mas uma subseqiiente adicdo de Ca?* ap meio causa um
aumento do Ca* intracelular e da motilidade espermética (KRASZNAI et a., 2000).

Os tipos principais de canais de Ca®* presentes nas células sdo: 1) Os canais de Ca®*
dependentes de voltagem se abrem, na membrana plasméatica, em resposta a despolarizacéo e
permitem a entrada do ion (ALBERTS et al., 2004): canais potencial — dependente
(CATTERAL, 1995) e receptor — operado (PITCHER et al., 1998), trocas de sodio — calcio
(VINES et al., 2002) e canais nucleotideo ciclico (WIESNER et al., 2007). Na célula
espermética, além desses canais que sdo localizados no flagelo, existem proteinas especificas
gue funcionam como canais idnicos. familia CatSper, localizadas na peca principal do flagelo
(CARISON et al., 2003); 2) Os canais de liberagdo de C&* com portdes inositol 1,4,5-
trifosfato (IPs) que permitem a saida do ion do reticulo endoplasmético e do acrossomo, nos
espermatozoides (ALBERTS et a, 2004).

Os resultados de KRASZNAI e colaboradores (2000) indicam que o influxo de ions

Ca’" através dos canais de Ca®* da membrana plasmética e o resultante aumento do C&*



intracelular sdo os eventos desencadeadores da iniciacdo da motilidade dos espermatozoides

de peixe carpa Cyprinus carpi.

Alguns estudos mostram que esse ion desempenha um papel muito importante na
regulacdo da motilidade espermatica, principalmente no momento da fertilizacéo
(MARQUEZ et a., 2007). A elevagdo da sua concentracdo intracelular nesta célula esta
relacionada & capacitacdo, reacdo acrossdmica, motilidade esperméatica hiperativada, entre
outros (SUAREZ et a., 1993).

A motilidade hiperativada € definida como o padréo de movimento flagelar
apresentado pelo espermatozdide no sitio de fertilizacdo, podendo ser estimulada por
horménios, ions e secregdes do fluido luminal do oviducto, dependendo da espécie. O ion
Ca’" tem-se mostrado como crucial para a iniciagdo e manutencdo da motilidade hiperativada
(HO e SUAREZ, 2001), que é caracterizada pela alta amplitude de inclinacdo flagelar,
batimentos flagelares assimétricos, e trajetoria circular ou irregular (YANAGIMACHI, 1994).

E importante ressaltar que espermatozoides hiperativados, antes de alcancarem o
oviducto, sdo incapazes de fertilizar, porque um espermatozoide hiperativado € incapaz de
passar do Utero parao oviducto (SHALGI et a., 1992).

Entdo, a adicdo de calcio ao diluidor de sémen poderia aumentar a capacidade de
fertilizacdo dos espermatozoides em fertilizacdo in vitro ou em processos de transferéncia de
gametas intrafalopianos. O objetivo do presente trabalho foi avaliar se diferentes tipos e
concentragbes de ions calcio no diluidor BTS para sémen suino podem promover a

hiperativacdo da célula espermatica.

MATERIAISE METODOS

Local e animais experimentais

As coletas de sémen foram realizadas na Granja Regina no municipio de Maranguape-
Ce, utilizando-se quatro varrdes da raca Dalland, com idade média entre 1,5 a 3 anos,
mantidos sob o mesmo regime de estabulacdo e manejo alimentar (dois quilos de
concentrado/dia). Em seguida, as amostras foram transportadas em caixa térmica para o
Laboratério de Reproducdo Suina e Tecnologia de Sémen (LRSTS) da FAVET-UECE, onde



foram acondicionadas em refrigerador a 17°C. As andlises microscopicas de morfologia e
viabilidade espermatica foram realizadas no Laboratorio de Reproducéo de Carnivoros (LRC)
da FAVET-UECE. As andlises computadorizadas das amostras foram realizadas no
Laboratério de Tecnologia do Sémen Caprino e Ovino (LTSCO) da FAVET-UECE.

Coleta e avaliacdo do sémen

O sémen dos reprodutores suinos foi coletado uma vez por semana, durante dez
semanas consecutivas, por meio da técnica da méo enluvada em recipiente com capacidade de
600 mL, coberto por gaze e protegido em copo térmico de coleta. Foi utilizado o gaculado
total de cada reprodutor apos a separacdo da parte gelatinosa. O gjaculado, apos a coleta, foi
levado ao laboratério da granja para avaliacdo da concentracdo, volume, total de
espermatozoides, temperatura, vigor e motilidade espermética, utilizando-se microscopio
optico com aumento de 200x. Somente ejaculados com valores > 80% de motilidade foram
processados.

Delineamento experimental
No experimento, foram testadas, individualmente, cinco formas de calcio adicionadas
ao diluidor BTS — Betsville Thawing Solution (BTS puro — controle) em quatro concentragoes

diferentes. (Figura 1).

Cada jaculado foi dividido em 11 tratamentos diluidos para uma concentracéo final de
35 x 10° sptz/ml para cada tratamento. As amostras de cada tratamento foram colocadas em
tubos de ensaio de 3 ml, que correspondem, individualmente, a cada um dos dias de andlise
(DO, quatro horas apds o acondicionamento a 17°C; D1 e D2), e conservadas a uma
temperatura entre 15 e 17°C. Em cada dia de analise, foram retirados os tubos equivalentes a
cada macho e cada diluidor para serem incubados em banho-maria a 37°C por 10 minutos.
Apbs o periodo de incubacdo, foi realizada a andlise computadorizada da motilidade
espermética com auxilio de um microscopio de contraste de fases acoplado a uma video-

camera adaptada a0 sistema Sperm Class Analyser® (SCA, Microptic S.L., versio 3.2.0).

Paraaandlise, cinco pl da amostra foram colocados em uma Camara de Makler® (Sel-
Medical Instruments), previamente aquecida a 37°C, sendo avaliados, entéo, os parametros de
velocidade média da trajetdria dos espermatozoides rapidos (VAP, um/s), linearidade (LIN,

%), frequiéncia de batimento cruzado (BCF, Hz) e porcentagem dos espermatozéides moveis.



Ejaculado e BTS | == 0mMde Ca® - Controle

CaCO; Ca(OH), CasSO,

0,4mM 4mM 0,4mM  4mM 0,4mM  4mM

CaHPO, CaS0,4.2H,0

0,4mM 4mM 0,4mM 4mM

[ ]s 35 x 10° sptz/mL

Periodo de conservacéao (Dias) — DO; D1; D2

Figura 1. Constituicdo dos tratamentos de calcio em funcdo da concentracéo e do periodo de

conservacéo.

Avaliacdo dos esper matozoides vivosmortos e morfologia esper matica

De cada tratamento, foram realizados dois esfregacos de sémen, a fim de se proceder a
analise da porcentagem de células vivog'mortos e morfologia espermética. As amostras de
semen para os esfregacos foram feitas sempre aos 10 minutos de incubacdo, realizadas nos
seguintes dias de conservacdo: no DO (dia da coleta, quatro horas apos o acondicionamento a
17°C) e D2 (ultimo dia de conservacdo). Em cada esfregaco, foram contadas 200 células

esperméticas.

As avaliacOes foram feitas por meio da microscopia optica a um aumento de 400x. A
solucdo corante foi formada por 0,1 g de azul de bromofenol; 0,4 g de citrato de sodio e 10
mL de agua destilada. A osmolaridade da solucdo foi medida e, quando necessario, gjustada
com agua destilada até ficar entre 300 e 310 mOsm. A solugdo foi guardada em geladeira a
17°C. Na preparacdo do esfregaco, juntou-se uma gota de sémen com outra de corante, a
mesma temperatura, e homogenizou-se. Apés 30 segundos, retirou-se uma gota dessa mistura

e realizou-se 0 esfregagco que permaneceu em temperatura ambiente antes da analise. Segundo



a qualidade acrossdmica, os espermatozéides foram classificados em 2 categorias diferentes
(DERIVAUX, 1980, citado por MEDEIROS et a., 2006):

1) Espermatozoides vivos com acrossoma intacto, ndo corados,

2) Espermatozoides mortos, corados.

Segundo a morfologia, os espermatozdides foram classificados em seis categorias
diferentes de acordo com BORTOLOZZO e colaboradores (2005):

1) Normal;

2) Cabecaalterada;

3) Acrossomo alterado;

4) Pecaintermediéria alterada;
5) Caudaalterada;

6) Presenca de gota citoplasmética proximal.

Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso. Na analise estétistica
os dados foram expressos ha forma de média e erro padréo, e posteriormente submetidos a
analise de variancia, primeiramente, aplicou-se GLM (Modelo Linear Geral), uma andlise de
variancia multifatorial e, posteriormente, o teste de Tukey para comparacdes entre os dias de
analises dos tratamentos e para comparacdo entre os tratamentos. Utilizou-se o programa de
estatistica Systat 7.0. Considerou-se diferenca estatistica quando P < 0,05.

RESUL TADOS E DISCUSSAO

Coleta e avaliagdo do sémen a fresco

Para 0 experimento, foi utilizado um total de vinte gjaculados, tendo-se como médias
de todos os ejaculados para os parametros avaliados. Temperatura (°C): 36,1 + 0,1;
concentragdo (x10° sptz/mL): 382 + 17; volume (mL): 332,5 + 11,4; total de espermatozéides
(x10° sptz): 126,0 + 6,0; vigor espermético: 4,3 + 0,1 e motilidade espermética (%): 93 + 1.



Avaliacdo computadorizada
Os valores percentuais médios dos espermatozéides moveis das amostras que

receberam diferentes concentracbes de carbonato de célcio - CaCOs, hidroxido de célcio -
Ca(OH),, fosfato dibasico anidro de cdcio (CaHPO,), sulfato diidratado de calcio
(CaS04.2H,0) e sulfato anidro de célcio (CaSO,), estdo representados na Tabela 1.

Somente as amostras que receberam 4 mM de CaHPO,, CaS0,.2H,0O e CaSO,
tiveram valores de espermatozoides moveis significativamente maiores que o controle (0 mM-
BTS) nos dias 0, 1 e 2 de andlise. As amostras que receberam 0,4 e 4 mM de CaCOs; e
Ca(OH),, e 0,4mM CaHPQ,, CaS0,.2H,0 e CaSO, de ndo diferiram do controle durante os

diasde andlise.

Os valores médios de VAP (velocidade média da trajetoria), LIN (linearidade) e BCF
(fregiéncia de batimento cruzado) dos espermatozoides rapidos das amostras, que receberam
diferentes concentracbes de CaCOs;, Ca(OH),, CaHPO,;, CaS0,.2H,O e CaS0O, estéo
representados na Tabela 2.

As amostras que receberam 0,4 e 4 mM de CaCOj3, CaHPO,, CaS0,.2H,0 e CaSO,
tiveram os valores de VAP significativamente maiores que o controle (0 mM-BTS) no dia O
de andlise, apenas as amostras que receberam 0,4 e 4 mM de Ca(OH), ndo diferiram do
controle. No dia 1, apenas as amostras que receberam 0,4 e 4mM de CaHPO,, CaS0,.2H,0 e
CaS0O, tiveram valores de VAP significativamente superiores ao controle (0 mM-BTS).
Somente as amostras que receberam 4 mM de CaHPO,, CaS0,.2H,0O e CaSO, tiveram

valores de VAP significativamente maiores que o controle (0 mM-BTS) no dia 2 de anélise.

De acordo com SUAREZ (1996) o principal método de determinacdo da hiperativacdo
€ a avaliacdo pelo sistema de analise computadorizado que permite analisar as carcteristicas
seminais mais precisamente, observando a reducédo da linearidade espermatica, o aumento do
batimento flagelar assimétrico e o aumento da velocidade média da tragjetoria. A motilidade
espermética € um bom indicador da fertilidade espermatica em suinos e apresenta alta
correlacdo com a taxa de penetragcdo em o0citos tanto in vitro, quanto in vivo (GADEA,
2005).



As amostras que receberam 0,4 e 4 mM de CaCOs3, Ca(OH),, CaHPO,, CaS0,4.2H,0 e
CaS0O, tiveram os valores de BCF significativamente maiores que o controle (0 mM-BTS) no
Dia 0 de andlise. No dia 1, apenas as amostras que receberam 0,4 e 4mM de CaHPO,,
CaS0,.2H,0 e CaS0O, tiveram valores de BCF significativamente superiores ao controle (0
mM-BTS). Somente as amostras que receberam 4 mM de CaHPO,, CaS0,.2H,0 e CaSO,
tiveram valores de BCF significativamente maiores que o controle (0 mM-BTS) no dia 2 de

andlise.

Pode-se observar que, nos dias 0, 1 e 2 de andlise, todas as amostras que receberam
0,4 e 4 mM de CaCQOg3, Ca(OH),, CaHPO,, CaS0,.2H,0 e CaSO, tiveram os valores de LIN
significativamente menores que o controle (0 mM-BTS). Essa reducdo da linearidade,
associada ao aumento da velocidade média da trajetéria e da frequiéncia de batimento cruzado,
gerada pela adicdo de fons Ca®* a0 meio, esta relacionada & hiperativagdo das células

esperméticas.

A linearidade de 34% tem sido o limite inferior dos espermatozoides ndo humanos
hiperativados in vivo (KATZ e YANAGIMACHI, 1980). JA MORTIMER e colaboradores
(1998) consideraram que, com Linearirade < 50%, 0s espermatozoides sd0 considerados
hiperativados. Uma linearidade (LIN) de 16 + 11% e frequiéncia de batimento cruzado (BCF)
de 8,7 + 4,1Hz caracterizam a trajetéria ‘ star-spin’ (girar em rotacéo), tipica da hiperativacéo
descrita no estudo de ROBERTSON e colaboradores. (1988). O grupo de espermatozoides
com trajetdria transitoria para a hiperativagéo € caracterizado por 19 < LIN < 34% e BCF
igual a 10,9 + 3.9Hz (ROBERTSON et al., 1988). Essa fase transitoria entre a ativacéo e
hiperativacdo tem sido registrada por muitas espécies, incluindo espermatozéide humano
(MORTIMER e MORTIMER, 1990). Os espermatozéides ndo hipertivados séo
caracterizados por LIN de 53 + 37% e BCF de 5,3 + 5,2 Hz (ROBERTSON et a., 1988). Os
resultados encontrados no presente trabalho mostraram uma reducdo da linearidade das

amostras (<35%), caracterizando uma hiperativacéo de acordo com os autores ja citados.

Observou-se, também, que, em cada concentracdo de calcio (CaCOsz;, Ca(OH),,
CaHPO,, CaS0,.2H,0 e CaS0O,) e no controle, houve uma reducéo progressivade VAP, LIN
e BCF ao longo dostempos de andlise (DO, D1 e D2).



Tabela 1. Valores percentuais médios = SEM para os espermatozoides moveis das amostras
com diferentes concentracdes de Carbonato de Calcio, Hidroxido de Célcio, Fosfato dibasico
anidro de Célcio, Sulfato diidratado de Célcio e Sulfato anidro de Cacio.

TRAT  CONC MOVEIS % (DIA)

deca® DO D1 D2
(mM)

BTS* 0 429+57a  229+50b 44+10c

A A A
04 50,7+50a  234+50b 78+27cC

CaCO; A A A
4 573+60a  302+69b 107+22¢c

A A A
04 51,8+54a  253+57b 67+14c

Ca(OH), A A A
4 452+63a 122+3,6b 62+11b

A A A
04 414+62a 17,2+ 4,0b 50+05b

CaHPO, A A A
4 69,2+53a 60,1+5,7a 373+73b

B B B
04 443+63a 154+39b 72+17b

CaS0,.2 A A A
H.O 4 754+29a 64,0+ 6,2a 284+59b

B B B
04 430+73a 232+59ab 128+50b

CaS0, A A A
4 651+45a 636+67a  415+7,0b

B B B

* Grupo controle

a,b,c,d comparag@o na mesma linha em cada parametro avdiado

ABCD comparagéo entre os tratamentos de um mesmo sal na mesma coluna e o controle para os parametros
avaliados (P < 0.05)



Tabela 2. Valores médios + SEM para VAP (velocidade média da traetoria), LIN
(linearidade) e BCF (frequéncia de batimento cruzado) das amostras com diferentes
concentragbes de Carbonato de Calcio, Hidroxido de Cdalcio, Fosfato dibasico anidro de
Célcio, Sulfato diidratado de Célcio e Sulfato anidro de Célcio.

TRAT CONC VAP* (ums) LIN*** (%) BCF*** (Hz)
§§+ DO D1 D2 DO D1 D2 DO D1 D2
(mM)
BTS* 0 406+13a 315t40b 10,7£30c 50,1%1,7a 453+36b 30,0:23b 53%04a 4,0:05b 1,2+0,5C
A A A A A A A A A
04 491+14a 354+38b 13,7+28c 358%l,7a 234+34b 18,6:27b 84%04a 4,2t04b 2,0£0,7c
CaCo;, B A A B B B B A A
4 451+12a 30,6+40b 17,6+t37c 39,7+20a 24,6+29 152+30c 7,8+03a 4,4+03b 2,5:0,8c
B A A B B B B A A
04 39,7t14a 29,0:34b 104+29c 358+tl2a 283+23a 11,9t30b 82t04a 4,2t03b 1,70,6¢
Ca(OH), A A A B B B B A A
4 37,5¢32a 26,7+34b 88+:30b 394+30a 27,5:28b 80:24c 6,3+07a 3,4+06b 1,2+04b
A A A B B B A A A
04 474+23a 402t32b 4,9t15c 437+1,8a 275:2,80 7,3:t22c 7,9t05a 52+02b 0,3:0,1c
CaHPO, B B A B B B B B A
4 50,0+1,9a 38,0+11ab 30,7+33b 37,8+12a 330+Lla 165+23b 84+04a 7,6+t05ah 5,6+0,8b
B B B B B B B B B
04 480+2,0a 42,4t37b 104+30c 33,7t1,9a 288:33b 133t27c 8005a 50:0,1b 1,7+0,6b
Cas0,.2 B B A B B B B B A
H,O 4 47,0+15a 414+33a 252+¢32b 384+lla 316:27a 167+20b 86+03a 7,0:06a 4,5+0,8b
B B B B B B B B B
04 452+27a 408+22a 135:34b 30,9t25a 256:35a 13,3t27b 6,7+0,7a 6,0+10a 1,7+0,7b
Caso, B B A B B B B B A
4 465+12a 425+16a 339+38b 425:29a 334+12a 17,3+25b 84+03a 7,4+04a 50+0,8b
B B B B B B B B B

* Grupo controle; ** Vel ocidade média datragetdria; *** Linearidade; **** Frequiéncia de Batimento Cruzado
a,b,c,d comparag@o na mesma linha em cada parametro avdiado

ABCD comparago entre os tratamentos de um mesmo sal na mesma coluna e o controle para os paréametros avaliados.
(P<0.05)

STAUSS et al. (1995) utilizou um meio de capacitacdo que continha 2,4mM de CaCl,.
Também demonstrou que a hiperativacéo de espermatozéides de camundongos foi suprimida
apos ter sido iniciada por meio do uso de antagonistas dos canais de célcio, por exemplo o
cadmio, e que ela ofereceu vantagem na penetracéo da zona pellcida do oécito. SUAREZ E
DAI (1992) concluiram que espermatozéides de camundongos foram capazes de penetrar no
meio viscoelastico mais efetivamente depois de hiperativados, utilizando um meio para
hiperativacdo dos espermatozoides que continha 2,5Mm de CaCl,. Assim, a hiperativacéo
seria uma vantagem para 0 movimento dos espermatozoéides por meio do fluido viscoso do

oviducto, muco viscoelastico do oviducto e matrix viscoelastica do cumulus.

A hiperativacdo tem sido associada com o alcance da capacidade para fertilizagdo in
vitro (SUAREZ €t al., 1993). BURKMAN (1984) observou que espermatozoides de humanos

exibem motilidade hiperativada quando incubados dentro de condi¢des capacitantes in vitro.



CANCEL e colaboradores (2000) determinaram que espermatozoides caracterizados como

hiperativados sdo importantes para estudos com FIV (fertilizag&o in vitro) em camundongos.

Avaliacdo dos esper matozoides vivosmortos

Os valores médios percentuais de espermatozoides vivos das amostras, que receberam
diferentes concentracdes de carbonato de calcio, hidroxido de calcio, fosfato dibasico anidro
de calcio, sulfato diidratado de célcio e sulfato anidro de cdlcio: DO e D2, est&o representados
na Tabela 3. Nas andlises do DO e D2, ndo houve diferencas significativas entre os valores
encontrados nas diferentes concentraces (0,4 e 4 mM) de CaCOsz, Ca(OH),, CaHPO,,
CaS0,.2H,0 e CaSO, e no controle BTS (0 mM).

Observou-se, também, que, em cada concentracao de calcio (CaCOs, Ca(OH),, CaHPO,,
CaS0,4.2H,0 e CaSO,) e no controle, os valores de vivos encontrados no dia 0 foram

significativamente maiores do que os valores de vivos, no dia 2 (P<0,05).

Embora esses sais tenham exercido efeito sobre a motilidade espermética, linearidade
e fregiéncia de batimento cruzado, os mesmos ndo foram capazes de alterar a viabilidade
espermética. Provavelmente, as amostras que receberam 0,4 e 4 mM de CaCOgs, Ca(OH),
podem ter perdido a capacidade de motilidade apdés um dia de acondicionamento. No
reprodutor suino, as modificagbes da permabilidade de membrana aos ions e, em particular,
ao célcio seriam responsaveis pela mudanca da motilidade dos espermatozoides (DARSZON
et al., 1999), ou sgja, modificacbes bioguimicas importantes para a fungdo normal dos
espermatozoides (NISHIMURA, 1993).



Tabela 3. Valores percentuais médios + SEM para espermatozoides vivos das amostras nas
diferentes concentracdes de Carbonato de Célcio, Hidroxido de Calcio, Fosfato dibasico
anidro de Célcio, Sulfato diidratado de Célcio e Sulfato anidro de Cacio.

TRAT CONC de C&* VIVOS % (DIA)
(mM) D1 D2

BTS* 0 785+ 2 aA 60,0+ 2,5 bB

0,4 80,0+ 1,5 aA 64+ 2bB

CaCoO; 4 80,5+ 1,5 aA 56,5+ 2 bB
0,4 81,5+ 1,5aA 55,0+ 1,5 bB

Ca(OH), 4 79,0+ 1,5 aA 54,0+ 3bB
0,4 775+ 2aA 58,0+ 2 bB

CaHPO, 4 80,0+ 2 aA 56,0 + 2 bB
0,4 83,0+ 1,5a8A 59,5+ 1,5 0B
CaS0,.2H,0 4 84,0+ 1,5aA 56,5+ 2,5 bB
0,4 81,0+ 2aA 60,0+ 2 bB

Caso, 4 81,0+ 1,5aA 56,5+ 2 bB

* Grupo controle

a,b,c,d comparag@o na mesma linha em cada parametro avdiado

ABCD comparago entre os tratamentos de um mesmo sal na mesma coluna e o controle para os
parametros avaliados.

(P<0.05)

M orfologia esper matica

Os valores médios percentuais dos espermatozéides com morfologia normal das
amostras, que receberam diferentes concentracdes de carbonato de célcio, hidréxido de calcio,
fosfato dibasico anidro de célcio, sulfato diidratado de célcio e sulfato anidro de célcio: DO e
D2, estdo representados na Tabela 4.

Nas andlises do DO e D2, ndo houve diferencas significativas entre os valores
percentuais de espermatozdides normais encontrados nas diferentes concentracdes (0,4 e 4
mM) de CaCOs, Ca(OH),, CaHPO,, CaS0,.2H,O e CaSO, e no controle BTS (0 mM).
Observou-se, também, que, no controle BTS e nas concentracfes de 0,4 e 4 mM de célcio
(CaC0Os, Ca(OH),, CaHPO,, CaS04.2H,0 e CaSO,) no DO e D2, ndo houve diferencas
significativas para os valores de espermatozoides normais. Também foram encontrados
valores percentuais para algumas alteracbes morfologicas. 1% cabeca alterada, 5 a 10%
acrossomo alterado, 3 a 7% peca intermediaria alterada, 8 a 13% cauda alterada e 2 a 6% de
gota citoplasmatica proximal em todos os tratamentos, ressaltando-se que ndo houve
diferencas significativas entre os valores encontrados nas diferentes concentractes (0,4 e 4
mM) de CaCQOj3, Ca(OH),, CaHPO,, CaS0,.2H,0 e CaSO, e no controle BTS (0 mM). Entre
as alteracOes de cabeca, destacou-se cabeca globosa e piriforme; de acrossomo, acrossomo
difuso; de peca intermediéria, peca intermediaria dobrada na base; de cauda, cauda dobrada e

cauda fortemente enrolada.



Assim, pode-se afirmar que, embora esses sais tenham exercido efeito sobre a
motilidade espermética, linearidade e frequiéncia de batimento cruzado, ndo foram capazes de

alterar amorfologia da célula espermética.

Uma importante indicacdo das alteracOes que ocorrem na membrana plasmética é a
mudanca na permeabilidade dessa membrana, ocorrendo um aumento da permeabilidade para
corantes, um aumento, também, das concentragdes intracelulares de ions, incluindo o célcio,

assim como alteracdes nos canais iénicos (JOHNSON et al., 2000).

Tabela 4. Valores percentuais médios + SEM de espermatozdides normais das amostras nas
diferentes concentracdes de Carbonato de Célcio, Hidroxido de Calcio, Fosfato dibasico
anidro de Célcio, Sulfato diidratado de Célcio e Sulfato anidro de Cacio.

TRAT CONC deCa® NORMAIS (DIA)

(mM) D1 D2
BTS* 0 87,0+ 15aA 84,0+ 2bB
0,4 87,0+ 2aA 845+ 2bB
CaCO; 4 86,0+ 1,52A 85,0+ 1,5bB
0,4 87,5+ 15aA 84,0+ 2bB
Ca(OH), 4 86,0+ 1aA 855+ 15bB
0,4 88,0+ 2aA 845+ 2bB
CaHPO, 4 87,0+ 2aA 845+ 2bB
0,4 84,5+ 2aA 86,0+ 1,5bB
CaS0,.2H,0 4 87,0+ 1,5aA 84,0+ 2bB
0,4 85,0+ 15aA 85,0+ 15bB
CaS0, 4 87,0+ 15aA 84,0+ 2bB

* Grupo controle

a,b,c,d comparag@o na mesma linha em cada alteracdo morfol 6gica avaliada

ABCD comparagéo entre os tratamentos de um mesmo sal na mesma colunae o controle para morfol ogia normal.
(P<0.05)

CONCLUSAO
A adicdo de 4 mM de CaHPO,, CaS0,.2H,0 e CaSO, gerou a hiperativacdo das
células esperméticas e ndo exerceu efeito negativo sobre a membrana espermética,
ressaltando-se que a hiperativacéo das células esperméaticas poderia aumentar a capacidade
fertilizante dos espermatozdides em fertilizac8o in vitro ou em processos de transferéncia de

gametas intrafalopianos. Assim, estudos s80 necessarios para verificar a sua eficiéncia.
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8. CONCLUSOES GERAIS

1. Os sais de célcio (0,4 e 4mM de CaCOs, Ca(OH),, CaHPO,, CaS0,.2H,0 e CaSOy;
40 e 400mM de CaHPO,, CaS0,.2H,0 e CaS0,) quando adicionados ao diluidor BTS
geraram, a partir do primeiro dia, alteracdes no vigor e na motilidade dos espermatozoides

suinos e ndo exerceram efeito negativo sobre a membrana espermética.

2. A adicdo de 4 mM de CaHPO,, CaS0,.2H,0 e CaSO, ao diluidor BTS para
Semen suino gerou a hiperativacdo das células esperméticas e ndo exerceu efeito negativo

sobre a membrana espermética.



9. PERSPECTIVAS

A adicdo dos sais de célcio ao diluidor de sémen por promover a hiperativacdo das
células espermaticas poderia aumentar a capacidade fertilizante dos espermatozdides em
fertilizacdo in vitro ou em processos de transferéncia de gametas intrafalopianos. Assim,

estudos sdo necessarios para verificar a sua eficiéncia.
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11. Anexos

Anexo A. Composicao do diluidor BTS - Betsville Thawing Solution para sémen suino

Ingredientes BTS

Glicose (g) 37,00

Citrato de sodio (Q) 6,00

Bicarbonato de sodio (Q) 1,25

EDTA (g) 1,25

Cloreto de potéssio (g) 0,75
Penicilina G potéssica (Ul) 500.000

Sulfato de estreptomicina (g) 0,50

Agua destilida g.s.p. (mL) 1000

Fonte: Minitub do Brasil Ltda

Anexo B. Composicéo do corante Azul de Bromofenol para avaliagdo do percentual de

espermatozoides vivos.

0,1 g de azul de bromofenol

0,4 g de citrato de sbdio

10 mL de &gua destilada
OBS.: Devera ser medida a osmolaridade da solugdo e se necessario, agjustada com égua
destilada até ficar entre 300 e 310 mOsm.

Anexo C. Fotos ilustrando atécnica da médo enluvada para coleta de sémen suino.




