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RESUMOD

Estudos mostram que o ion calcio @ muito importante para regulagio da motlidade
espermatica.  Assim, objetivou-se avaliar a qualidade dos espermatozoides suinos
resfnados sob o efeito de diferentes tpos ¢ concentragtes de ions calcw no diluente BTS.
O semen de varrdes foi coletado e anahisado, quanto aos sews parametros. O expermmento
conton com a utilizagdo de diferentes tipos de calcio, diluidos em BTS: Carbonate de
cileo, Hidroxido de caleio, Fostato dibagico anidm de ealcio, Sulfato hidratado de calcio @
Sulfato amidro de calew, adicionados ao diluente BTS em diferentes concentragies: ( mM
{controle); 0.4mM; dmM; J0Mm e 400mM. Apos a coleta ¢ avaliagdo seminal, as amostras
foram diluidas ¢ armazenadas a 17 °C. Para a avaliagio do efeito do calew, for retirado
uma aliguota de cada amostra, submetida a temperatura de 37 °C para a avaliagio do vigor,
motilidade ¢ vitalidade espermatica, reahzadas no DO, D2 ¢ D4 A adido dos sais de caloio
permite hiperativacio aos espermatozoides quanto 4 membrana espermatica e a membrana
acrossomica, estes sais, em seus nivers ja mencionados, nfio exerceram efeito negativo.
Palavras-chave: Espermatosoide, calcio, motilidade. sémen suino.

ABSTRACT
Studies show that calcium 1on 15 very important tor the regulation of sperm motility. Thus
the objective was to assess the quality of sperm swine flu under the etfect of ditterent types
and eoncentrations of caleium wns m the BTS. The semen of boars was collected and
analyzed for thewr parameters. The experiment included the uwse of diflerent types ol
calem diluted m BTS: caleium carbonate, caleium hydroxide, calemm phosphate dibasic
anhydrous, hydrated calcum sulphate, aphydrous calcium sulphate, added to the BTS
extender m different concentrations: {0 mM (controly;, 0.4 mM; 4 mM; 40mm and 400 mM.
After collecting and senunal review, the samples were diluted and stored at 17 °C. To
evaluate the effect of caleium was removed from an aliquot of each sample, which was
subjected 1o a temperature of 37 °C for vigor, vitaliy and sperm motility, performed on
D0, D2 and D4, The addition of calemm salts provides the sperm hvperactivation, and as a
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sperm membrane and acrosome membrane, these salis n their levels mentioned above did
not exert a pegative effect.
Keywords: Sperm, calem, motility, boar semen.

INTRODUCAO

0O cadlcio encontra-se envolvido em  processos fswlogicos de  excitagao,
crescimento, Iocomogho celular, estabilidade da membrana plasmitica, comunicagdo
intercelular, fusio de membranas, processos de transportes mtracelulares e fertilizacho
(GILMAN er of, 1991). Alguns estudos colocaram em envidéncia que, a mclusio de jons
Ca™" nos dilvenles de sémen, tem um papel especial na regulagio da motilidade
espermanca de vertebrados, com alguns resuliados sugerindo que o calow extracelular &
imdispensavel 4 atrvacho da motlidade espermata (YOSHIDA et al, 1994) Em
mamiferos, o Ca’" extracebular regula a fertilizacio, por meio de sua participacio em
diversos eventos, mclhundo hiperativacio da motilidade espermdtica, reacio acrossimuica,
fusio espermatozoide-oocito, ativagio do oocito (SUAREZ ef af,, 1993) e no processo de
capacitagio ( MARQUES er o, 2007).

Em reprodutores suinos, as modificagbes da permeabilidade de membrana
espermatica a diferentes ions ¢, em particular, ao calcio. durante a capacitacdo, serniam
responsavers pela modanga da motilidade dos espermatosides (DARSZ0ON er af, 1999).
Nessa situagdio, o aumento dos nivels de mulimolar desse on extracelular, sio requeridos
pam desencadear dois processos que precedem a ferilizacho (SUAREZ ot al, 1993).

A motildade lupermtivada ¢ defimda como o padrio de movimento flagelar
apresentado pelo espermatoenide no sitio de fertilicacio; onde, dependendo da espécie
animal, pode ser estumulada por bormomos, ions e secre¢oes do fludo luminal do oviducto
(YANAGIMACHIL 1994). O Ca*" extracelular ¢ requerido para a manutencio da
hiperativagio em espermatozodes de camundongos (YANAGIMACHI, 1982), o que
perimite, ir witrro, Uma efetiva pensiracio na zoha pelicida, em relacho mos ndo
hiperativados (STAUSS ef al., 1995), gracas a uma mawor concentragho desse won dentro do
flagelo de espermatozoides hiperativados (SUAREZ ef af., 1993}, Assim, podde-se observar
que o bon Ca’” tem mosirado sus importante participacio na iniciacio @ manutencio da
motilidade hiperativada (HO; SUAREZ, 2001 ).

A adigio de calcio ao dilvente de séemen podera aumentar a capacidade de
fertilizagio dos espermatozoides, em fertilizacio in virre, bem como em programas de
msemmagao artificial, Desta forma, o obpetive do presente trabalho for avahar o efeito de
diferentes pos & concentragdes dos wns calew . sdicionados ao diluente do sémen suino,
visando obter uma melhora da qualidade dos espermatosoides do varrio.

MATERIAIS E METODOS

Local, coleta e avaliagio do semen in nafura
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Foram utilizados reproduterss  hibridos,  periencentes ao  Labomatonoe  de
Reproducio Suina ¢ Tecnologia do Sémen, da Faculdade de Vetennarm, na Universidade
Estadual do Ceara. Os ammmuns tmbam idades entre 12 ¢ 24 meses, € s enconlmyvam eim
sistema rotmeno de colétas de sémen, sendo mantidos sob o mesmo regune de estabulacho
& manejo almentar (2 kg de racho’dia, com 14% de prodeina bruta, 2900 Koal e premux
mineral). Antes de cada coleta, era realizada uma higiemzacho externa do preplcio. com
sabdo neutro e dgua tratada. seguido de esgotamento prepucial por pressio manmal e
secagem da regido, com papel woalha descartavel,

0 sémen de cmeo reprodutores sulnos fol coletado, uma vez por semana, durante
oito semanas consecutivas (n = 40), por mew da técnica da mio enluvada, em becker
plastico, com capacidade de 600 mL, cobero por gaze descartavel e protegido em copo
témmico de coleta. Foi utilizado o epeulado total de cada reprodutor, apos separagio e
descarte da parte gelatinosa, por meio de filtro proprio. Em seguida i coleta, o ejpculado
era levado ao laboratorio e avaliade guanto a temperatura (°C); concentracho (x10°
spteml em espectrofotdmetro); volume (mL em balanca digiwal) e indice wial de
espermatosomdes (1107 spre), Para o exame do vigor espermitico (0 a 3) e da motilidade
espermatica (% de células moveis — MARTIN RILLO, 1996). ¢ ejaculado era avaliado.
através de uma amostra de sémen (15pL), colocada entre lamina e laminula e levada ao
microsedpio oplice em wm aumento de 200 vezes. Esses exames serviram para a avaliacho
e cotfrole da gqualidade de cada ejaculado, durante o periodo expermmental, sendo
aproveitados apenas agqueles com valores minimos de vigor =3.0 e de motilidade =70%.

Diluiciio do semen, diferentes tipos e concentragies do fon calcio

Foram testadas. individualmente, cinco formas quimicas/molecolares do calcio,
adicionadas ao diluente Betsville Thawing Sofution (BTS); sendo, cada wna delas, avaliada
em quatro diferemes concentragdes. O ejaculado de cada reprodutor foi repartido
igualmente entre os diferentes tratamentos, a uma concentracho de 35 x10° sptz/'ml. O
vohume final para cada tratamento (15 mL = sémen + diluente) foi repamido em tubos de
ensaw, com capacidade para 5 mL, num tofal de 3 mbos/tratamento/ejaculado (1 mbo/dia
de andlise), De acordo com a concentragio de cada ejaculado. volumes diferentes de
diluente foram utilizados, a fim de completar o volume final de cada tratamento. Cada tubo
de ensaio teve um total de 105 x10° spiz.

Foi separado, de cada ejaculado, um total de 4,725 x10° spiz, divididos por todos
05 tratamentos, em trés whos de ensaiodratamento (3 mbL'uwbo). Apos a coleta do
epculado, for colocado em banho maria a 30 °C, durante 15 mmutos; ao final dos quais, for
dilmdo em BTS, repartido nos tubos de ensmo (por ratamento), lechade com tampa
plastea e, em seguda, colocado em conservadora de sémen a temperatura éntre de 15a 17
“C, durante 3 diaz. O dia de coleta for considerado dia cero (DO) ¢ 0 sémen conservado até
4 dias apds a coleta (D4}, com andlises em tré: dias diferentes: no prmeiro (DO} no
tercemn {D2) e no tlumo (D4 dia de conservacao. Em cada dia de analise, foram retirados
05 lubos equivalentes de cada gjaculado por tratamento ¢ nceubados em banho-maria, a 37
“C, por 10 mumutos, sendo fea avaliagio seminal das caractensinas de vigor espermalcs,
motihidade espermatica e total de espermatosoides vivos,
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Diferentes concentragdes de calcio (mbd/ml) foram festadas e adicionadas ao
dilvente BTS: 0.0; 0 4mM/'mL; 4mM/mL; 40mMml e 400mM/ml., proporcionando a
formacdo dos diferenies (mamentos experimentais, conforme a segum: T1 = BTS
(Controle); T2 = BTS + Carbonato de calcio {CaCOs); T3 = BTS + Fosfato dibdsico anidro de
cilcio {CaHPOy), T4 = BTS + Hidrdxido de calcio [CalOH):j; TS =BTS + Sulfato diidrotado de
caleio (CaSOL2HA L T6 =BTS + Sulfiio ansdro de calero (CaS00),

Obs,: Os ynmmenios de T2 a Té, na sue formagko, estde mbdivididos nas quamo diferentes concentrogdes
acimsa colocadas, para cada o cdlcio restado,

Avaliagio do semen diluido e conservado
Vigor ¢ motilidade espermatica

Para as caractensticas vigor espermatico (0 a 5 - TONIOLLL 199G) e
motilidade espermatica (0 a 100% - MARTIN RILLO, 1996), fo1 retirada uma aliquota
(15pul) do sémen conservado ¢ reaquecido a 37 °C, durante 10 mmnutos. colocada entre
limina e laminula & anahsada em mucroscopia optica, com aumento de 200x. Foram
avaliados trés diferentes campos no microscopio, com analises sendo feilas em diferentes
dias de conservagho.

Avaliacao da Vitalidade Espermatica

As amostras de s@men foram preparadas para os esfregagos, em DO, D2 e Id,
sempre apos 10 mmutos de reaquecimento do sémen, a 37 °C. Os exames de vitahidade
espermatica (% de celulas vivas) foram feitos, através de um esfregaco de sémen, cormdo
pela solugio de azul de bromo-fenol (0,1 g; citrate de sodio = 0.4 g: agua destilada = 10
mL). com osmolaridade da solgdo, varindo entre 300 & 310 mOsm e analisados por
microscopia oplica, com lente de imersdo, sob um aumento de 1000x, conforme explicado
4 Sepuir: juntou-se uma gota de sémen com outra de coranie (30pL) & homogenizou-se.
Apos 30 segundos, foi retirada dessa mistura uma gota (20pL), para se preparar o
esfregago,. que ficow secando 4 temperatura ambiente. Para anilises dos resultados. as
celulas coradas foram consideradas mortas e as células ndo coradas como vivas. Foram
contadas 200 células por esfregaco.

Analise estatistica

0 dehneamento experimental utilizado for o de Blocos a0 Acaso. A analse
estatistica foi feita por mei da avaliagho das medias e emos padries. aos quais foram
aplicados testes de andlise de varancia. Pnmeraments, aplicou-se GLM (Modelo Lmear
Geral), uma andlise variancia mubtifatorial e, posterormente, o teste de Tukey e o teste do
Qu-quadrado, corngido para comparagies entre os dias de analises dos tratamentos; bem
como entre tratamentos. Utlizou-se o programa de estatistica Systat 7.0, Considerou-se
diferenga estatistica signiticativa quando p=0,05,

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Avaliacio do semen in nafura

05 epculados in patura analisados no experimento apresentaram aspecto normal,
coloracio branca lemosa, volume médiio de 255,552 Iml; concentracio media de 297,023
x10° sptz/ml ; total de células de 75,1288 x10° sptz, estando tais caracteristicas dentro da
normalidade para a espécie suina (CORREA er of, 2001; SMITAL, 2009). O sémen de
todos o8 ejaculados apresentou uma motibdade média de 91.0+1.0% e vigor espermatico
medio de 4.1+0,1, encontrando-se, desta forma, dentro dos padrdes minimos estipulados
pelo protocole para serem utilizados no experimento.

Avaliagcio do semen diluido ¢ conservado

Marilidade ¢ vigor espermitico

s valores medios de vigor ¢ motilidade espermatica das amostras que receberam
diferentes concentragoes de carbonato de caleio (CaC0;) e hidroxido de calein (CalOH ),
estiao representados na Tab. | e 2, respectivamente. As amostras que receberam as maiores
concentragdes de CaC0s e Ca{OH): (40 e 400mM) tiveram valores de motilidade e vigor
sigmificativamente menores (p=<0,03} que as demms concentragbes, nas analises efetuadas
em DO e D2, Verificou-se que alias concentracdes desses sais no mew extracelular teve
efeito negative sobre o vigor ¢ a motilidade espermatica; enguanto, no D4, nie houve
diren¢as significativas entre as concentragoes de Ca’™, As amostras que receberam 0.4 ¢
4mM de CaC0O: e CalOH); ndo difermam. significativamente, do controle nos DO e Dd;
entretanto, oo D2, seus valores foram significativamente menores para vigor e motilidade,
ressaliondo-ze gue os valopes de vigor dessas amosttas apresenfaram  movimentos
circulares e desorpanizados (TONIOLLL 1996), caracteristicas essas que podem estar
relacionadas com um processo de hiperativacio. Observou-s2, também, gue em cada
concentragio de calcw |CaCOy e CalOH):] houve uma reducio progressiva, tanto para a
motilidade, quanto para o vigor espermatico, ao longo dos tempos de analise (DD, D2 e
).

Tabela 1. Valores de vigor ¢ motilidade espermatica (meédia=DF) do semen suino,
conservado a 17 %C, duramte 5 dias, dilwido em BTS, adicionado de diferentes
concentragdes de Carbonato de Calcio.

Trat. Ca Vigor Espermitico Maotilidade Espermiiica
() D D2 D4 Do D2 D
BTS 0 3103 21202 0,120, | 60.5ELPr  45,046,3° 4,002 7

T4 2020 L1029 04h I | 40SESH 33500 (L0maSN
Caly 4 2403 0901 03=0.1" | 585&5.01%% IT.5a46M 1006360
e 1) 1,350, 0% 0,501 00000 | 3] 5844 20220 000,04

400 0802 00600 00=00* | 225:50° 002007 000,07

mdicnm diferengns significativas (p=i.05],

Ag amostras que receberam as malores concentragdes de wns calelo, tanto de
Carbonato, guante de Hudroxide de Caleow, apresentaram resultados signiftativaments
menores, devido ao fto de que altas concentragdes deste wn podem ter levado a um
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desequilibrio ibnico ma célula: pois. esta substancia. além de regular numerosos fEndmenos
celalares fiswlogicos, pode tambem desencadear e participar de eventos patologios que
levam a injuna celular (BOOTMAN er al., 2000), i que 0 mecanismo de mobilizagio do
chlew ¢ contituido por canais seletvos, O controle precizo das concentragdes de caleiw sdo
imporianies para manter mvess iniracelulares baixos @ constanies deste ion, pos o cakowo
fora de controle & letal & célula (ALBERTS er al., 2002).

Tabela 2. Valores de vigor ¢ motilidade espermitica (meédiazDP) do sémen suino,
conservado a 17 °C. duramte 5 dias, diluide em BTS. adwionado de diferentes
concentragdes de Hidroxido de Calcio.

Trat. Ca Vigor Espermitico Motilidade Espermstica
. (mM) Db D2 D4 | D0 D2 -
BTS 0 1150395 2 [0 0 1+0, 10 | 6055408 35046308 4 et ek

4 23010 oIt QA= 3E | 58 546 M 37 Ged 5B |7 545 4k

4 20 [4401% 055025 | 52,0446 260240 10,5153
&0 01=00% 00:00* 00200 | LOz10¥ 00200 FRNES N

400  0100% 90005 002004 | LEElL0™ 00007 0.0e0,0P4

E Tl T P S

Ca(OHp

evidencian diferencas significativas (p=005).

Mo entanto, tais resultados diferiram daqueles obtidos por Tomaolli ¢ Combarnous
(19995, que utilizaram concentragbes diferentes de CaCl: ¢ observaram que concentracies
de 4.1 e 41mM desse zal promoviam um makor aumento da motilidade, quando comparado
a0 das concentragdes de 0.041e 041 Mm; isto, até o terceire dia de conservacio do sémen.
a 17 "C. A panr do quarto dia, as diferengas foram mawres e com efeio
significatvamente favordvers a conceptracho de 4. 1mM de CaCly, levando-se a entender
que altas copceniragdes desse sal po mew extracelular, a longo prazo, tem um efeto
negativo sobre a motihdade espermatica. Também se pode pensar que o cilcio restante no
meio extraceular provogue um desequilibrio nocivo 4 membrana dos espermatozoides, Em
outros estudos, foi observado que concentragies de 5.0 ¢ 7,5 mM de CaCl; mfluenciaram a
motilidade espermatica, mantendo makores frequéncias de motlidade na escala entre 60 -
0% (LIMA, 2006},

s resultados de vigor e motilidade espermatica, obtidos pela adicio de diferentes
concentraghes de fosfato dibasico amdro de calcio | CaHPO: |, sulfato dudratado de calcio
[Cas04.2H:0] e sulfaro amdro de caleio |CaS0y) estio apresentados abaixo, nas Tabs. 3, 4
¢ 5, respectivamente, No tercewro dia (D2} de conservagho do sémen, as amostmas que
receberam 04; 4; 40 e 400mM destes jons tiveram valores de motiidade e vigor
significativamente menores (p<0.03) que o tratamento cooirole. Para estas mesmas
caracteristicas, nas amdlises em DO e D4, ndo bouwve diterengas significativas entre as
diferentes concentragoes de fostato dibdsico anidre de calew, sulfato dodratado de caloio e
sulfato anxdmo de calow. Tambem, deve ser levado em consideracadn, que o5 valores medms
do vigor espermatico dessas amostras, com diterentes concentragies de CaHPO.,
CaS0y.2H:0 e CaS0; apresentaram movimentos circulares/retilineos. com oscilagdes do
flagelo mais vigorosas (TONIOLLL 1996) do que as encontradas nas amostras de CaCO. e
Ca(OH)z, 0 que pode estar relacionado, também, ao processo de hiperativagio espermatica.
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Desia maneira, e sido inferessante, se eslas mesmas amosiras tvessem sido avaliadas
por mew de um sistema de analise computadonzada, para determinagio da hiperativagao.
Nas amostras com as diferentes concentragioes de calew | CaHPOy, CaS04.2H20 e CaS0y).
houve uma reducho progressiva, tanto para a molihdade, quanto para 0 vigor espermatico.
ao longo do periodo de conservacio do sémen (D a 14,

Tabela 3. Valores do vigor e da motilidade espermatica (média=DP) do sémen suino,
copservado a 17 ?C, durante 3 diss, diluido em BTS, adicionado de diferenies
concentragdes de Fosfato dibasico anidro de cdlow.

Trat, Ca" Vigor Espermaiticn Motilidade Espermatica
(mM) Do D2 = 4 1 I 4
BTS 0 Ri1E03% 20 g 301 | 605400 4504630 402 T
4 2402 LOE02*®  (340.1% | 55.0244%  29.0=26  EOx36H
CaHPO 4 2203% 07401 03401%% | SR SL53M I gaa M 7papg e
Yo 203 | 440388 gsap M | 5504558 30545 TS 0 5e5 00

JOO L EDIV™ L0H02MT D300 | 52523880 JRO4S.3NT 04

al BB Ce: letras pnwenbeg diferenles ni e Haba e msiliecnlas ns medns caliing expdem
difereticas significativas (pUb5})

Atumlmente, pouwco se¢ sabe sobre a regulagio bogquimica da  motlidade
hiperativada. Tem-se demonstrado que o calew extmcelular @ requendo. para manter a
luperaticacio in virre (FRASER, [987) e tem sido comprovada que a concentragho de
cilew livee no meio miracelular ¢ maior no espermatosoide hiperativado, do que no
ativado. Em espermatosoides de touro, a motilidade ativada pode ser facilmente
distingwda da motilidade hiperativada. No primeiro ¢aso, o movimento espermatico &
caracterizade pelo batmmento sunétrico do flagelo, o que resulta em uma trajetdna linear e,
ne segundo caso, a motilidade espermdtica e caracterizada pelo batimento flagelar
assimétnco, que produz padrbes de movimentos circulares ou em figura de oito
(MARQUEZ; SUAREZ, 2004),

Tabela 4. Valores do vigor e da motihdade espermatica (media=DP) do sémen
suino, conservade a 17 °C, durante 5 dias, diuido em BTS, adicionade de diferentes
concentmpdes de Sultato dudratado de calow.

Trat. Ca Vigor Espermitico 1 Motilidade Espermatica B
{ M) Do D2 4 ] D2 n4
IS 0 3,0=05 2102 012019 | G0554,0P% 45060 4k 7o

04 402 LSEOIM™ 0301 | 56,5845 4504 5P 10,04, 2%4

Casiy, 4 2.650,2°% 14403 050,10 | 615845 IGESLTN 1404070
IH O 40 2003 002" 0340,1% | 5255700 325E54M  IE0e4, 2P

00 2303 L0 0 4401%h | 545480 3256568 10,044,084

E.A..H:H_n: leiras mandisculas diferentes na mesma linba ¢ mainsculas na mesma coluns
mwosiram diferencns sipnificaivas (p0.05 )L

Alpuns estudos ja foram realizados, wiillizando-se o cloreto de calcio [CaCls.
adicionade a0 diluente de sémen, em copceniragdes wvaridas, por exemplo, 2.5; 50 e
7.5mM em espernmtosoxdes de sumos (LIMA, 2006) e | mM em espermatozoides de
camundongos (NAKAMURA e af, 1993} 1ImM em espermatosoides de ascidia
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(YOSHIDA e o, 2003 022 0.5 L5 e 23mM em espermatozoides do bomem
{MRIH-ERIG{F[LER et al,, 2003}, A escolha desse sal for muitas vezes justificada, por
ele apresentar boa estabulidade ¢ ndo precipitar no mew de dilugio (LIMA, 2006).
Pesquisas utilizando o ludroxide de cilew |CalOH):|. adwionado ao men com células
espermaticas de camundongos, em concentracdes que variaram de 0.5; 2 e 10mb,
mosiraram que o munento gradual da concentragio de cileio extracelular estd associado.
tambeém, a um aumento da concentracio ntraceiular desse ion (KIRICHOK e al.. 2006).

Tabela 5. Valores do vigor e da monlidade espermatica (media=DP) do sémen suino,
consarvado a 17 °C. duramte 5 dias, dilnide em BTS, adicionado de diferentes
concentraghes de Sulfato ansdro de caleo.

Trat. Ca 'ﬂ'lgnl' Ifipﬂm.ﬁﬂm Motilidade IT.:‘.pﬂ'lﬂtﬁ'l
{m\) (K1) 2 4 11} Iz [iX]

BTS 0 LI=03A 2202% 0100 | 60.5240A0 450263 40227
04 224034 003 0400 | 405 29006 120044

Ca50, 4 2020 303 02:01% | 56,5538 I3SL e 703 0RR
40 354004 ] 02 0260 [N | S000ed 1= 33 545 b 6,043, 474

400 2EA0IM L 2EQIW QR0 05 | S3.0836% 250453 201,34

mdicam diferengas significativas (p<105)

O mecanismo de aumento de cilcio ntracelular em espermatocoides envolve a
abertura de canals de caleio pa membrans plasmatea, porque a8 hiperativacio &
interromprda quando eszes canais sdo bloqueados por antagonistas (STAUSS er al., 1995),

0 calcio intracelular no espermatozoide tem um papel fundamental nos processos
de capacitagio, iperatividade e reacho acrossomal para a fertilizacho. Além disso, o cdlew
mnira celular é o principal elemento para a molilidade flagelar ¢ fusfo da vesicula
acrossomal (DARSZON ef al, 1999), O aumento de célcio mterno & um passo essencial na
via de sinaliza¢io da ZP3 (uma das trés glicoproteinas da zona pehicida), levando a reagio
acrossomal; sendo o calew extracelular muito importante para este processo fiswologico
{DARSZON aral., 1996),

Diessa forma, o ion cabeio tem um papel regulador no controle da motilidade ¢ do
metabolismo  energético do espermatozowde (DARZON ar ol 1999). A motilidade
espermatica ¢ um bom ndicador da fertilidade espermatica em suinos ¢ apresentas alta
comelchio com a taxa de penetragho em oOCIOS, TA0O i vifro, gquanto i viva (GADAE,
2005). A avalmgdo da motuldade espermatica por penodos prolongados ¢ mporante e
deve merecer atencao especial (BORTOLOZZD e al_, 2005),

Avafiagdo da Viabilidede Expermitica

s valores medios do total de espermatosordes vivos das amosiras analisadas, que
receberam diferentes concentraghes de carbonato de calcw, hidroxdo de calews, fostato
dibasico amdro de calcio, sultato dudratado de calcio e sultato anwdro de calew e foram
conservados por 3 dias a 17 °C e D, estio representados na Tab. 6.

Dentre todas as amostras testadas no presente experimento, nio howve diferenca
significativa para os valores de espermatozoides vivos e mortos no D0 e D4, exceto as
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amostas que receberam as maiores concentragoes de CaCOy e CalOHp: (40 e 00md ).
que obtivernm valores de espermatozoades vivos sigmificativamente menores {p<20,05} que
a8 demais amostras, nas analises do DO, Todos estes valores de DO sdo signilicativamenis
mawred do gue os valores observado: no D4, mostando que a vitahdade do
espermatozorde can de forma gradativa, ao longo dos dias de conservacio,

Ja, quanto ao fosfato dibdsico anidro de caleio, sulfato didratado de cilcio e
sulfate anidro de cilcio, embora temham exercido efeito sobre o vigor e motlidade
espermatica no sagundo din de analise (D32), estes nio foram capazes de alterar a
porcentagem de espermatozoides vivos,

Tabela 6. Total de espemmatozondes vivos (%) (méduasDP) do sémen suino, conservado a
17 °C, durante 5 dias. diluido em BTS, adicionado de diferentes npos e concentragies de
o0 calci.

Tratamentos | Ca* | Total spiz vives

_— mv) | DO 2 _bd
BTS 0 56,525,0° 60,5+5,0% 14,054, 0%
0.4 62,03, 074 60,5£3,04 32,550

a0y 4 60,544,544 &0, 34,0 33,544,.5™
40 42,524,0" 42,0:3,0° 22,554 5%

00 42,5407 43,043,0%0 24 (4, 5%

04 56,5=5,00 64,5459 33,035

Ca{ Ol 4 58,0450 60,043, 54 37.0:44,0M
40 34,0:6,0" 30,5:7.0° 25.0=3,0M

400} 35, 0, 0 32,5+7.0% 25,084,074

A 58,544 54 64,043 04 41,03 07

CaHPO, 4 26,550 6, 0+3 04 18,03,0M
40 56,046,074 60,046,00 35.5:3,0M

400 53 545 [P 60,04, 0P 31,023, 0™

04 54,08 0~ 55 5£5. 0% 32,0240

Calily 4 T8.545,00 63,044, 54 43,524 504
H:0 40 58, 526,00 59,006,004 34,043 5™
L 400 58,5270 61,5+3.00 31,043,5™

0,4 20, 6,0 63,006 0% 30,544,074

CaS0, 4 61,004,0™ 64,043 0 28,523 0"
40 63,5=3,00 63.0+3,07 28,523, 0M

400 64,543 0 62,5430 32,043 0™

adbB Co; letras mimisculas diferentes nn mesmn linha & manisculas mn mesma coluna
denatam diferengas signiBeativas {p=0,05 )

Apos a ejaculagin, os espermatosnides passam por um processo de capacitagio, e
a rescio acrossomica ¢ acompanhada pelo aumento da concentragio intracelular de calcio.
Segundo alguns pesquisadores, o miluxo de calew extraceblular ¢ muito importante, no linal
da capacilagio ¢ reagao acrossomal, pos o esloque mimcelular deste 100 ¢ msuliciente pama
il este processo,  esgotando-se  mpalamente, duramte o mico da  capaciagio
(DRAGILEVA ¢t al,, 1999; FLESH ¢ GARDELLA, 2000); uma vez que o semen diluido
pode comegar tal processo, visto que as difuigdes normalmente sio allas ¢ a presenga de
plasma seminal ¢ prabicamente mula (BORTOLOZZO er al., 2005),

Mo reprodutor suine, as modificagies do permabilidade de membrana aos ons e,
em particular, ao calew, durante a capacitagho, seriam responsavers pela mudanga da
motihidade dos espermatozoides (DARSZDN er ql, 1999,
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Uma importante indicacio das alteragtes que ocomem ma membrana plasmatica
a mudanca na permeabilidade dessa membrana, ocorrendo um aumento desse parimetro
para coranfes; um anmento, tambénmy das concentragies mtracelulares de jons, meliindo o
calewo, assim como alteragbes nos cannis wnwcos (JOHNSON e al., 2000).

Como ji afirmado antenormenie, a presenca de calcio na celula espermatica & de
Suma importincia para a capacitagho espermitica e reagio acrossomal, proporcionando &
celnla uma hiperativagic na sua motiidade. No emamto, os resultados obtidos neste
trabalho sugerem a possibilidade de que a uhilizagdo de calcio deve ser necessaria, apenas
quando a fecundagdo for realizada & curto prazo, visto que o calcio proporciona aos
espermatozosdes as modificacdes neceszanas a nivel membranar parm que ocoma a
fecundagio (DARSZON eral., 1999).

Acredita-se que para a conservagio do sémen. a longo pmeo, a presenga de cabcio
no mew diluente, pode acarretar em um deficit na porcentagem de celulas vivas, visto que
essa substancin pode causar uma hipermotlsdade, ocasionando um makor consumo de
ATP. um aumento na metabolizacho celular ¢, como consequéncia, wms maner produgio de
especies reativas de oxigénio (BOS). Essas ROS, em pequenas quantidades, exercem efeito
fisiologico, como a capacitagio espermatica, liperativacio e reagio acrossomal. Contude.
em guantidades elevadaz, elas tornam-se prejudiciais para os espermatosoides | AITKEN,
1997: AITTKEN ¢ FISHER. 1994), Os danos provecados pelo estresse oxdative resultam
na dunmuicio da motilidade espermatica, alteracdes na membrana plazsmatica e dinmumiicio
da sobrevida celular (GRIVEAU e LELANNOU, 1997). Enftretanto. essa afirmativa da
aciio das ROS para longo prazo de conservagiio, no caso do espermatozoide suino, seri
Interessante que fosse testada e confirmada por experimentagfio.

CONCLUSOES

A adiglio dos sais de calow proporciona liperativagio sos espermatozomdes,
podendo ser uma pratica utll para doses de sémen que serdo Wilizadas a curto prazo, bogo
apos seu preparo; uma vez que os diferentes sais de calew pdo apresentaram efedo
negativo unto &5 membrana plasmatica. tendo ela se mantido integra, a adigio do mesmo
podera proporciopar melhores resultados de fertilizacdo do sémen. Por outro lado seria
interessante lestes suplementares para se verificar @ confirmar esses efeitos em uma
conservacao do sémen suino a longo prazo.
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