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Concentracédo de lactato de calcio e tempo de incubacéo sobre a capacidade de adesédo e
penetracdo de espermatozoides suinos na membrana perivitelina do ovo da galinha

Calcium lactate concentration and incubation period on the binding and penetration capacity of
swine sperm in the perivitelline membrane of chicken egg

Carine Dahl Corcini' Betris Elert da Silva" Rosa Marani Rodrigues Brizolara"
Stela Mari Meneguello Gheller" Antonio Sergio Varela Junior™ Denise Calisto Bongalhardo"
Thomaz Lucia Junior

RESUMO

Este estudo testou o efeito de diferentes
concentragdes de lactato de célcio e tempos de incubacéo
sobre a capacidade de adesdo e a penetragdo dos
espermatozoides suinos nas membranas perivitelinas (MP) de
ovos de galinhas, na expectativa de desenvolver um teste para
estimar o potencial de fertilidade de machos doadores de sémen.
No primeiro experimento, amostras de sémen (n=12) foram
incubadas em meio TCM com lactato de calcio a 1,1 e 2,2ug
mL1. Posteriormente, apds definida a concentragdo de 1,1ug
mL* de lactato de célcio, um segundo experimento comparou
trés periodos de incubagéo a 39°C: 10, 15 e 20min. As respostas
testadas foram: a taxa de adesdo (TA) e o numero de
espermatozoides aderidos (NA) na MP externa, e a taxa de
penetracdo (TP) e o numero de orificios (NO) na MP interna.
A TA na MP externa foi de 100%, independentemente da
concentragdo e dos periodos testados. Com a concentracdo de
lactato de célcio de 1,1pg mL?, o NA na membrana perivitelina
externa e TP e NO na membrana perivitelina interna foram
superiores (P<0,05) aos com 2,2ug mL*. O NA foi superior
com incubagdo por 20min, em comparagdo aos periodos mais
curtos (P<0,05). No periodo de incubagdo por 10min, nédo
houve penetragdo na MP interna. Porém, com 20min de
incubacdo, a TP na MP interna e o NO foram superiores aos
obtidos com a incubacéo por 15min (P<0,05). A concentracdo
de 1,1pug mL* de lactato de célcio e o peridodo de incubagéo
por 20min permitem a execucdo eficiente de testes in vitro
usando MP para verificar etapas importantes do processo de
fertilizacdo.

Palavras-chave: fertilidade, sémen, teste in vitro, qualidade
seminal.
ABSTRACT

This study tested the effect of different calcium
lactate concentrations and incubation periods on the binding

and penetration capacity of swine sperm to the perivitelline
layers (PL) of chicken eggs, with the expectation of developing
a test to estimate the potential fertility of boars used as sperm
donors. In the first experiment, semen samples (n=12) were
incubated with TCM medium ant two calcium lactate levels:
1.1 and 2.2ug mL. After the set up of fixed calcium lactate
level (1.1pg mL?), the second experiment compared three
incubation periods: 10, 15 and 20min. The observed variables
were binding rate (BR) and number of bound sperm (NB) in
the outer PL, and penetration rate (PR) and number of holes
(NH) in the inner PL. The BR to the outer MP was 100%,
regardless of the tested concentrations and incubation periods.
The NB to the outer perivitelline layer and the PR and the NH
in the inner perivitelline layer were greater with 1.1ug mL*
calcium lactate than 2.2ug mL. The NB in the outer PL was
greater with 20min incubation than with shorter period
(P<0.05). Using 10min incubation, there was no penetration
in the inner PL, but, with incubation for 20min, the PR and the
NH in the inner PL were greater than those with incubation for
15 min (P<0.05). Using 1.1pg mL"* calcium lactate and
incubation for 20min, the in vitro test using PL can be efficiently
conducted to assess important steps of the fertilization process.

Key words: fertility, semen, in vitro test, seminal quality.

INTRODUGCAO

As avaliacBes convencionais de qualidade
seminal (motilidade, vigor e morfologia espermatica)
apresentam eficiéncia relativa, com limitada capacidade
de identificar diferengas de menor magnitude, entre
machos com potencial de fertilidade mais homogéneo
(GADEA, 2005). Essas analises convencionais teriam
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condicBes de detectar somente em torno de 44% dos
machos com baixa fertilidade (ROCHA et al., 2005).
Portanto, machos subférteis podem, eventualmente,
ser utilizados na rotina de programas de inseminacéo
artificial (1A). Além disso, estas avaliagBes apresentam
baixa associacdo com a fertilidade e séo sensiveis a
variagdes de caracteristicas individuais atribuidas aos
machos doadores de sémen (XU et al., 1998; POPWELL
& FLOWERS, 2004; MACEDO etal., 2006). Portanto,
existe a necessidade de desenvolvimento de métodos
in vitro eficientes no diagndstico do potencial de
fertilizacdo dos espermatozoides suinos.

Entre os testes que podem ser utilizadas para
predizer a fertilidade de machos suinos, podem ser
citados: o teste de penetracdo espermatica in vitro em
ovocitos homdlogos (LARSSON & RODRIGUES-
MARTINEZ, 2000; POPWELL & FLOWERS, 2004;
MACEDO et al., 2006; 2010)e o teste de fertilizacdo in
vitro (PELAEZ et al, 2006). Entretanto, esses testes
sdo relativamente trabalhosos e onerosos,
inviabilizando a sua utilizagdo narotina de centrais de
IA, o que justifica o desenvolvimento de outros
métodos de avaliacdo in vitro.

Entre os testes alternativos que podem ser
usados para a selegdo de machos com maior potencial
fertilizante, podem ser citados: o teste de penetracéo
na membrana perivitelina (MP) interna de ovos de
galinhas, anteriormente utilizado para sémen de galos
(ROBERTSON & WISHART, 1997) e o teste de adeséo
na MP externa, ja utilizado para sémen de humanos e
de camundongos (BARBATO et al., 1998).

Para a realizagdo eficiente de testes in vitro,
0 meio de co-incubacéo deve conter componentes que
promovam a manutencdo e a capacitacdo dos
espermatozoides, a reacdo acrossomal e a fertilizacao.
O lactato de célcio é capaz de estimular a capacitagao
espermatica e/ou a reagdo acrossomal em
espermatozoides suinos (ABEYDEERA & DAY, 1997).
Além disso, hd uma grande variacdo no tempo de co-
incubacdo dos gametas, mesmo que a maioria dos
protocolos utilize co-incubagdo por 6h (ABEYDEERA
& DAY, 1997; MACEDO et al., 2006). Entretanto, GIL et
al. (2004) observaram que, com periodos de co-
incubagdo entre 10 e 30min, ocorre um aumento no
nimero de espermatozoides por ovécito penetrado.
Porém, uma vez que os testes de adesdo e penetracao
in vitro nas MP de ovos de galinhas ainda ndo foram
conduzidos com sémen suino, é necessario determinar
a concentracdo de lactato de célcio e o periodo de
incubagio mais eficientes para a condugdo deste teste.

O objetivo deste estudo foi testar o efeito
de diferentes concentracfes de lactato de célcio e

periodos de incubacdo sobre a capacidade de adesao
e penetracao in vitro de espermatozoides suinos nas
MP interna e externa de ovos de galinhas.

MATERIAL E METODOS

As amostras de sémen avaliadas neste
experimento (12 ejaculados) foram colhidas de trés
machos suinos sexualmente maduros e com fertilidade
comprovada através de taxas de pari¢des acima de 85%.
Os reprodutores, pertencentes a uma central de 1A
comercial, localizada no municipio de Pelotas-RS, foram
submetidos a uma frequéncia de colheitas de duas
vezes por semana, durante o periodo de um més.
Imediatamente apds a colheita, os ejaculados foram
diluidos em Beltsville Thawing Solution (BTS), obtendo
a concentracdo de 3,5x10° espermatozoides 100mL*
(PURSEL & JOHNSON, 1975). A avaliacdo da
concentracdo espermatica dos experimentos foi
realizada no espectrofotdmetro, programado com
comprimento de onda de 550nm. As amostras foram
transportadas para o laboratorio da Reproducdo da
UFPel, a temperatura de 24°C até no maximo de 1h antes
da execucdo das avalia¢fes. Somente foram utilizados
ejaculados com motilidade igual ou superior a 80%. Os
parametros de qualidade seminal avaliados logo ap6s
a diluicdo do sémen foram motilidade e morfologia
espermaticas. Todas as substancias quimicas utilizadas
neste experimento eram de procedéncia da Sigma
Chemical Company (St. Louis, MO — USA).

A motilidade espermatica foi avaliada por
microscopia Gtica de contraste de fase, sob aumento
de 200X (BEARDEN &FUQUAY, 1997), sempre pelo
mesmo técnico treinado. A morfologia espermatica foi
avaliada segundo o protocolo de HANCOCK (1959),
com a contagem de 200 células em microscopia Optica
com contraste de fase.

As MP foram provenientes de ovos de
galinhas, frescos e ndo férteis, tendo sido isoladas
conforme descrito por ROBERTSON & WISHART
(1997). No primeiro experimento, com o objetivo de
avaliar as diferentes concentragGes de lactato de célcio,
foi utilizado meio composto por: meio de cultura de
tecidos (TCM) 199; 0,91mM de piruvato; 5,5mM de
glucose; 50ug mlt de sulfato de estreptomicina; e
lactato de célcio em duas concentragdes (1,1 ou 2,2ug
mL1). Este meio foi descrito anteriormente por
MACEDO et al. (2006) para o teste de penetracéo in
vitro de sémen suino em ovocitos homélogos.
Aproximadamente 10min antes do teste, os ejaculados
foram submetidos a centrifugacdo a 900g por 3min,
pararemover o BTS e ndo alterar o meio de fertilizagao.
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O volume de pellet do sémen correspondente a 1x10°
espermatozoides por mL foi adicionado diretamente a
750pL do meio de fertilizacdo. As MP foram incubadas
durante 20min com os espermatozoides em banho-maria
a 39°C, sem atmosfera controlada e sem agitacéo.

No segundo experimento, com o objetivo
de avaliar os diferentes tempos de incubacéo, a
concentracdo de lactato de célcio utilizada foi de 1,1pg
mL, indicado pelo primeiro experimento. Foram
comparados trés periodos de incubagdo: 10, 15 € 20min.
Ap0s esses periodos, as MP foram lavadas para a
retirada dos espermatozoides ndo aderidos e esticadas
sobre uma lamina. O corante fluorescente Hoechst
33342 foi adicionado sobre a MP externa, para a
contagem do nimero de espermatozoides aderidos sob
luz ultravioleta (filtro de excitacdo BP 330 - 385), em
microscépio de epifluorescéncia, em aumento de 200X.

As laminas contendo as MP internas foram
observadas em microscopio de campo escuro, sob
aumento de 200X. Trés campos da lamina foram
fotografados, para a contagem do nimero de pontos
de orificios, representando os pontos de hidrdlise na
MP interna. Posteriormente, foi calculado o nimero
médio de orificios por mm2,

No experimento 1, foram comparadas duas
concentracBes de lactato de cdlcio, enquanto, no
experimento 2, foram comparados trés periodos de
incubagdo. Em ambos os experimentos, as amostras
foram colhidas de trés machos, tendo sido realizadas
quatro repeticdes. Estatisticas descritivas foram
calculadas para motilidade e morfologia espermaticas.
Todas essas variaveis foram avaliadas pelo teste de
normalidade Shapiro-Wilk. De acordo com esse teste,
o ndmero de espermatozoides aderidos a MP externa e
penetrando na MP interna entre as concentracdes de
lactato e os tempos de incubacdo nédo apresentaram
distribuicdo normal (P<0,05). Em funcéo disso, 0s
dados foram analisados através de testes néo-
parameétricos (teste de Wilcoxon, no experimento 1, e
analise de variancia de Kruskal-Wallis, no experimento 2).

Comparacdes das taxas de adesdo na MP externa e de
penetracdo na MP interna (considerando presenca ou
auséncia de espermatozoides e de orificios,
respectivamente) foram feitas pelo teste exato de
Fischer, considerando o nivel de p<0,05 para diferencas
significativas. As analises estatisticas foram realizadas
com o software STATISTIX (2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias de motilidade e o percentual de
espermatozoides normais foram de 90,0+5,3% e
94,0+2,3%, respectivamente. A média geral do nimero
de espermatozoides aderidos na membrana perivitelina
externa foi de 37,5+35,8 e 0 ndmero de orificios na
membrana perivitelina interna por mm?foi igual a 5,2+2,9.

Este estudo foi conduzido com intuito de
determinar se espermatozoides suinos sao capazes de
reagir com a membrana perivitelina do ovo de galinha
(MP) de maneira similar ao observado com outras
espécies. A concentracdo de 1,1ug mL* de lactato de
célcio apresentou respostas superiores as observadas
com a concentracdo de 2,2ug mLt (P<0,05), tanto para
a MP externa, quanto para a MP interna (Tabela 1). A
maior concentracdo de lactato de calcio influenciou
negativamente na adesdo dos espermatozoides na MP
externa e na penetracao e orificio na MP interna, o que
pode ser consequéncia de uma indugdo precoce da
capacitacdo espermatica e da reacdo acrossomal, antes
da interacdo com as proteinas da zona pellcida
(ABEYDEERA& DAY, 1997).

O numero de espermatozoides aderidos na
MP externa e o nimero de orificios na MP interna foram
maiores com incubacdo por 20min (Tabela 2), em um
meio ja utilizado anteriormente para a realizacdo de teste
de penetracao in vitro da espécie suina (MACEDO et
al., 2006; 2010). Esse periodo de incubacéo é condizente
com os achados de FUNAHASHI & ROMAR (2004),
que ndo observaram diferenca na taxa de penetracéo
in vitro, com co-incubacdo de gametas suinos no
intervalo de 5 a 30min, sem agentes capacitantes.

Tabela 1 - Taxa de adesdo (TA) e nimero de espermatozoides suinos aderidos (NA) na membrana perivitelina (MP) externa e taxa de
penetracdo (TP) e numero de orificios (NO) na MP interna do ovo de galinha em funcdo da concentracdo de lactato de célcio.

Concentragdes de
Lactato de célcio

TA (%) NA TP (%) NO
1,1 pg mL* 100 72,0+17,7% 88,9" 9,6+21%
2,2 ug mL*! 100 143+17,1° 44,4° 11+2,18

AB| etras diferentes na coluna indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Wilcoxon Rank Sum Test (P<0,005) e
FCletras diferentes na coluna indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste exato de Fischer (P<0,05), (n=12 ejaculados).

CiénciaRural, v.42, n.1, jan, 2012.
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Tabela 2 - Taxa de adesdo (TA) e nimero de espermatozoides suinos aderidos (NA) na membrana perivitelina (MP) externa e taxa de

penetracdo (TP) e nimero de orificios (NO) na MP
ejaculados).

interna do ovo de galinha em fungdo do tempo de incubagdo (n=12

Periodo de Incubagdo

(min)

TA (%) NA TP (%) NO
10 100 11,7 +9,6° o 0,0+0,0°
15 100 235+2,12°8 50 ¢ 0,5+0,7°
20 100 68,3 £9,19* 1007 6,0+2,1%

ABC| etras diferentes na coluna indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05) e ""letras
diferentes na coluna indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste exato de Fischer (P<0,05).

Os machos avaliados néo diferiram quanto
ao potencial de adesdo espermatica na MP externa do
ovo de galinha. Esses resultados sugerem que tal
varidvel pode néo ser Gtil na observacéo de diferencas
na potencial fertilidade entre individuos, uma vez que
resultados positivos foram observados em 100% das
amostras, independentemente da concentracdo de
lactato de célcio (Tabela 1) e do periodo de incubacao
(Tabela 2).

O teste SBA (Sperm-Binding Assay), que
utiliza substrato sintético da MP ndo apresentou
resultados consistentes em suinos (REIS et al., 2003),
0 que pode ser atribuido a presenca de proteinas da
MP externa e interna. No segundo experimento do
presente trabalho, a ocorréncia de 100% de TA,
independente do meio ou tempo de incubac&o, sugere
que os espermatozoides ndo necessitam sofrer reacéo
acrossomal para aderirem a MP externa. FAZELI et al.
(1997) relataram que 8% dos espermatozoides aderidos
a ovAcitos apresentavam o acrossoma integro, mesmo
apds co-incubagdo por 6h. REIS etal. (2003) observaram
diferencas entre machos, quanto a capacidade de
ligacdo de seus espermatozoides ao substrato sintético
do teste SBA, somente ap06s 72h de armazenamento,
mas o numero de células espermaticas aderidas foi
maior quando albumina sérica bovina (BSA) foi
acrescida ao diluente. Porém, essa condicao
experimental ndo pode ser repetida, pois a concentragdo
de BSA acrescida ao diluente nédo foi informada. Além
de ndo ter apresentado resultados consistentes, o teste
SBA necessita de equipamento especifico e de um
periodo longo (19h) para a sua execugao, o que dificulta
a sua implantacdo na rotina das centrais de 1A, em
funcdo dos custos elevados.

A confiabilidade no teste de adesdo a MP
externa pode ser questionada, uma vez que 0s
espermatozoides que ndo sofreram o processo de
capacitacdo, reacdo do acrossoma e transposicdo da
zona peldcida podem se aderir a MP externa

(ROBERTSON et al., 2000). J& no teste de penetracao
na MP interna, sdo avaliados diretamente os orificios
provocados pela a¢do hidrolitica das enzimas
acrossomais, ap0s o processo de capacitacao
espermatica. Outro aspecto importante a ser
considerado é que a MP interna é composta por
proteinas ZPb-ZPc, com alta homologia com as
proteinas ZP3 encontradas em ovocitos suinos
(MUGNIER et al., 2009), fazendo com que se espere
uma alta correlagdo entre o nimero de orificios mm-2 de
MP interna e a capacidade fecundante dos
espermatozoides suinos in vivo. Dessa forma, o teste
de penetracao espermatica in vitro na MP interna pode
ser considerado mais eficiente do que o teste com a
MP externa, por refletir ndo somente a capacidade de
adesdo do espermatozoide, mas também sua habilidade
em sofrer a reacdo acrossomal e hidrolisar amembrana.

Os resultados obtidos com a incubacéo por
20min podem viabilizar a adequacdo do teste de
penetracdo in vitro na MP para ser usado na rotina em
centrais de IA, em funcdo de sua rapida execucéo e por
utilizar equipamentos que estdo normalmente
disponiveis nessas instalagdes. Por outro lado, sua
utilizacdo nessas condicOes devera ser validada em
estudos futuros, através de comparagdes entre 0s
resultados observados in vitro com a fertilidade in vivo.

CONCLUSAO

O teste de penetracdo in vitro de
espermatozoides suinos na membrana perivitelina
interna de ovos de galinhas pode ser realizado de forma
eficiente com o0 uso do meio TCM com 1,1ug mL* de
lactato de calcio e com incubacédo por 20min.
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