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ABSTRACT

Objective: Sperm motility has an important role in the normal fertilization process. The motility of
post-thaw sperm is so poor and represents a problem, even in some assisted reproduction techniques. Until
now, we get few improvements in this field using pentoxifilin and platelet-activating factor. Pituitary adeny-
late cyclase-activating polypeptide (PACAP27) is a peptide, which has the capacity to stimulate
guanilatocyclase. It is present in sperm tails and could have a relationship with sperm motility. The aim of
this study is to establish if the PACAP27 and vasoactive intestinal polypeptide (VIP) have any action in the
motility of the post-thaw sperm.

Material and Methods: We mixed 12 post-thaw sperm samples with peptides (PACAP27 and VIP) to
improve the sperm motility. The percent motility, viability and motion parameters were evaluated by using a
computerized analyzer system.

Results: Viability in the initial moment was 33.5% in the 3 groups. After 60 minutes was 27.9%, 29.2%
and 30% in the control, VIP and PACAP27 groups, respectively. After 180 minutes was 26.8%, 29.6% and
27,6% in the same groups. The motility after 60 minutes in the PACAP27 and VIP groups was similar to the
controls (22.5%, 22.4% and 21.1%, respectively; p > 0.05), and after 180 minutes was 22.5%, 21.4% and
21.5% in control, VIP and PACAP27 groups, respectively. Also, there were no differences in the motion param-
eters among the groups, when evaluated by the computerized analyzer system.

Conclusion: We concluded that PACAP27 and VIP had no effects upon motility and viability of post-
thaw semen.
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INTRODUCAO adenilatociclase, sendo entdo denominados
polipeptideos pituitarios ativadores da adenilato-
Os peptideos sédo agentes de comunicacaaiclase (PACAP38 e PACAP27), baseados no nime-
intercelular que participam do programa de sobrevi-ro de residuos de aminoécidos que cada um possuia.
véncia celular, modulam o sinal neuronal e a diferen-O PACAP27 corresponde aos 27 residuos N-termi-
ciacao celular. Podem agir no meio intercelular e de-nais do PACAP38. A andlise estrutural demonstrou
terminar o desenvolvimento e a sobrevivéncia da céque a formacao destes peptideos é a mesma em hu-
lula. O sinal destes peptideos geralmente é mediadmanos, ovinos e ratos, e apresentam uma sequéncia
por alteracdes intracelulares que envolvem a enzim®&8% homoéloga ao polipeptideo intestinal vasoativo
adenilatociclase (1). Myiata et al. (2,3) descobriram(VIP) (1). Entdo, pode-se dizer que tanto PACAP27
2 peptideos amidados com 38 e 27 residuos deomo o 38 pertencem a mesma familia de peptideos
aminodcidos provindos do hipotalamo de ovinos. Osdo VIP, secretina, glucagon e hormdnio liberador de
autores perceberam que estes peptideos tinham ungmnadotrofinas (1,4). Os sitios de ligacdo (recepto-
potente capacidade de estimular a atividade daes) do PACAP foram localizados, por meio de auto-
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radiografia, nos testiculos, epididimos, adrenais, puldhorar a motilidade através da associagdo com 0s
moes, figado, préstata e vesiculas seminais. Tampeptideos PACAP27 e VIP.
bém foram identificados no hipotalamo, pituitaria )
anterior, cultura de esplenécitos e de astréocitos (1)MATERIAL E METODOS
O PACAP esta presente nos testiculos e poderia re-
gular a funcao das células germinativas, através de Os peptideos (PACAP27 e VIP) foram de-
um mecanismo paracrino, e, devido a isto, possuirsenvolvidos pelo Departamento de Fisiologia e Far-
um importante papel na espermatogénese (5,6)macologia da Universidade de Tulane e o sémen foi
Leung et al. (7) demonstraram a presenca de PACARyriundo do Banco de Sémen do Departamento de
através de imunofluorescéncia indireta, no epidi-Urologia da mesma universidade.
dimo, principalmente ao nivel da cabeca e corpo. E Foram utilizadas 12 amostras de sémen hu-
bem conhecido o fato de que também existem reimano, congelado de forma habitual em meios de cul-
ceptores do PACAP na cauda dos espermatozéidesyra Ham F10 (GIBCO, Long Island, New York) e
envolvendo a adenilatociclase e a motilidade (1). EI-YOLK (GIBCO, Long Island, New York). As amos-
Gehani et al. (8) perceberam que alguns fatoredras que apresentavam motilidade normal no perio-
paracrinos (PACAP27 e VIP) provavelmente inici- do pré-congelamento foram selecionadas ao acaso e
am e mantém a esteroidogénese testicular precoocgescongeladas através da incubacéo a 37°C, duran-
fetal em ratos, antes do inicio da secrecao do horte 5 minutos. O sémen foi lavado e colocado em meio
monio luteinizante. de cultura Ham F10, com uma concentracdo média
A motilidade espermatica é importante no de 80 x 10espermatozéides/ml. Cada amostra foi
processo normal de fertilizacdo. Devido a preocupa-dividida em 3 grupos contendo 500 mL, sendo adi-
¢do com a SIDA e outras doencas sexualmenteionado 7 mL de PACAP27, VIP ou Ham F10 (con-
transmissiveis, tem sido utilizado somente sémertrole). Entao foram avaliados a porcentagem de
criopreservado para a fertilizacao artificial. Porém, motilidade, a viabilidade espermatica e os para-
ocorre uma importante perda de motilidade espermetros de motilidade, com o sistema de anélise
matica apos o descongelamento, o que representa uoomputadorizado. A motilidade foi avaliada através
grande problema a ser resolvido nos processos de fede uma camara de Makler (Sefi Medical Instruments,
tilizagéo assistida. O processo congelamento/descorinc., Haifa, Israel) onde foi contado o numero de
gelamento causa dano a membrana do espermaspermatozoides méveis em uma populacao de 100
tozoide, reduzindo a motilidade e, automaticamente espermatozéides. A viabilidade espermatica foi me-
a fertilidade. O dano é determinado pela peroxidacaalida através da mistura de 10 mL da amostra com
lipidica de acidos graxos insaturados e pela geracamual volume de eosina-Y a 0,5% (Sigma Chemical
e liberacdo de radicais livres. Também ocorre alteraCo., St. Louis, MO) durante 2 minutos. Entdo, 100
¢do no balanco de ions, diminuigdo da producgéo deespermatozoides foram contados com auxilio de uma
ATP pela mitocdndria e diminui¢cdo da producéo deobjetiva de contraste de fase com aumento de 400X.
energia levando a uma menor motilidade. E claro queDs espermatozdides ndo corados foram considera-
a motilidade diminuida torna-se irrelevante quandodos vivos. Para analise dos parametros de motilidade
falamos em injecéo intra-citoplasmatica de espermafoi empregado um sistema computadorizado de ana-
tozobides. Até agora, em poucos casos foram obtido$ise de esperma (Cell Track/Sperm analysis system,
bons resultados na melhora da motilidade ap6s o proMotion Analysis Corporation, Santa Rosa, CA) que
cesso congelamento/descongelamento de sémen, atravalia a motilidade, velocidade curvilinea, linea-
vés do emprego de pentoxifilina e fator de ativacdoridade média, velocidade progressiva e deslocamento
de plaquetas (9-11). lateral da cabeca. Sete mL de cada amostra foram
Com o intuito de recuperar a motilidade dos colocados sobre uma camara de Makler para a video-
espermatozéides apos o descongelamento do sémemjcrografia, com uma objetiva de fase com aumen-
realizamos este estudo in vitro, na tentativa de meto de 20X. O sistema foi calibrado para detectar 30

44



SPERM STIMULATION WITH PEPTIDES

imagens/segundo com $Bgundos de duragdo para Tabela 2 —Analise da viabilidade dos espermato-
captura de imagem, e uma média de 4 a 8 pixels pozdides por grupo estudado

espermatozéide moével, sendo entdo contados aprq-
ximadamente 100 espermatozdides. Todas as anali- Tempo Controle VIP PACAP27
ses foram realizadas de modo cego por um Unico ob-(minutos) (%) (%) (%)
servador. Estes parametros foram analisados aos G, 0

20 o 180 mut 33 5+ 33,5 33,5
€ Pm'”“ OS',I. atistica foi utilizad ) 60 27.8* 29,2% 30*
ara a analise estatistica 10l utiizado a ana- 180 26,8* 29,6* 27,6*

lise de variancia para comparar 0s grupos tratados
contra o controle, através do programa Staquik® > 0,05

statistical package (Lundon Software Inc., Chagrin

Falls, OH). Um valor de p < 0,05 foi considerado bém ndo demonstraram qualquer diferenca entre os

estatisticamente significativo. grupos (p > 0,05).
RESULTADOS DISCUSSAO
A motilidade espermatica média do grupo Existem muitas investigacbes sobre

controle foi de 22,54%, no grupo do VIP foi 22,19% estimulag&o da motilidade espermética com o objeti-
e no PACAP27 foi 22,24% (p > 0,05). Quanto a vo de aumentar as taxas de fertilizacdo. A pen-
motilidade, aos 60 minutos apds a administracdo dosoxifilina produz uma estimulagéo in vitro dose-de-

peptideos ao sémen, identificamos: 21,1% dependente da porcentagem de motilidade e da velo-
espermatozéides mdéveis no grupo controle, 22,4%cidade curvilinea (9). Este efeito pode ser causado
no grupo do VIP e 22,5% no grupo de PACAP. E pelainibicdo da AMPc-fosfodiesterase e também por
estes valores continuaram semelhantes aos 180 maumento do AMP ciclico intracelular (9). Outras

nutos também, isto é, 22,5%, 21,4% e 21,5% nos grumetilxantinas e fatores de ativacao plaquetéaria po-
pos controle, VIP e PACAP (p > 0,05) (Tabela-1). A dem também estimular os movimentos dos esperma-

tozoides (9-11).

Tabela 1 -Andlise da motilidade dos espermatozoides Existem 3 receptores de grande afinidade

por grupo estudado para o PACAP, espalhados no organismo: tipo | - es-
pecifico para 0 PACAP27 e 38, e que fracamente apre-
Tempo Controle VIP PACAP27 ende o VIP; tipo Il (VIP 1) - ndo apresenta nenhuma

(minutos) (%) (% (%) diferenca de afinidade entre PACAP e VIP (5); e tipo
0 23 5* 23 5* 23 5* I (VIP 2) - esta presente nos testiculos (4). O

60 21 1% 22 A 22 5 hipotdlamo contém as maiores concentra¢gfes destes

180 22 5 21 4% 21 5 peptideos e seus respectivos receptores. Foram ainda
identificados receptores em muitos outros tecidos,
*p>0,05 incluindo os testiculos (1,12). Nos testiculos, o

PACAP foi localizado no interior dos tubulos
viabilidade dos espermatozdides foi, aos 0 minutosseminiferos, nas espermatides proximas do limen,
33,5% para todos os grupos, enquanto que aos 188spermatogbnias e espermatocitos primarios
minutos foi 26,8%, 29,6% e 27,6%, respectivamente(1,10,13), e também nas caudas de espermatozéides
para controle, VIP e PACAP27 (p > 0,05) (Tabela-2). maduros (1). Através de radio-imunoensaio (imuno-
Os demais parametros de motilidade, isto &, velociteatividade com um anti-soro especifico), Li et al.
dade curvilinea, linearidade média, velocidade pro-(6) e Yanaihara et al. (14) localizaram PACAP nos
gressiva e deslocamento lateral da cabeca doacrossomas em desenvolvimento das espermatides,
espermatozéides, analisados pelo computador, tammas nao em espermatides maduras. As células germi-
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nativas mais maduras apresentam um grande nimers.
de receptores tipo | do PACAP27, principalmente nas
suas caudas (1). A distribuicdo do receptor VIP I
dentro dos tubulos seminiferos sugere um
envolvimento com a maturacdo dos espermatécitos
(10). O PACAP pode ainda modular a funcao das cé®.
lulas de Sertoli (9,15).

Usando antagonistas do PACAP, Gozes et al.
(16) demonstraram uma inibicdo da motilidade
espermatica, evidenciando o papel destes peptideos
na motilidade dos espermatozéides. Foi demostradd.
que 200 nM de PACAP38, de PACAP27 e de VIP
inibem a sintese de proteinas secretadas pela
espermatide (5). O PACAP27 e VIP ndo apresenta-
ram efeito sobre a viabilidade ou motilidade em ge-8.
ral dos espermatozoides, nesta série. Provavelmente
o problema apresentado neste estudo esta relaciona-
do com a dose dos peptideos, uma vez que os dados
da literatura sugerem um efeito benéfico sobre &9.
motilidade. Estes estudos com peptideos devem ser
desenvolvidos usando outras doses para tentar obter
melhora da qualidade do sémen descongelado.
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RESUMO

ESTIMULACAO DA MOTILIDADE ESPERMATICA COM PEPTIDIOS

A motilidade espermética é muito importante no processo normal de fertilizacéo. Esta motilidade, apés
0 descongelamento do sémen, fica muito prejudicada e representa um problema, mesmo para alguns dos pro-
cessos de fertilizacdo assistida. Até agora poucos avangos ocorreram neste campo, através do emprego de
pentoxifilina e fator de ativacdo de plaquetas. O polipeptideo pituitario ativador da adenilatociclase 27 (PACAP
27) é um peptideo com capacidade de estimular a guanilatociclase, e pertence a mesma familia do polipeptideo
intestinal vasoativo (VIP). Esta presente na cauda dos espermatozoides e pode estar relacionado com a motilidade
espermatica. O objetivo deste estudo é estabelecer se 0 PACAP 27 e o VIP apresentam alguma acao sobre a
motilidade espermatica apds o descongelamento do sémen.

Foram misturadas 12 amostras de sémen descongelado com peptideos (PACAP 27 e VIP) com o intuito
de melhorar a motilidade espermatica. Avaliamos a viabilidade e a percentagem de motilidade espermatica,
bem como parametros de motilidade analisados por computador.

O indice de viabilidade no momento inicial foi de 33,5%, nos 3 grupos. Aos 60 minutos foi de 27,9%,
29,2% e 30% nos grupos controle, VIP e PACAP, respectivamente, e aos 180 minutos, foi de 26,8% no grupo
controle, 29,6% no grupo de VIP e 27,6% no grupo do PACAP (p > 0,05). Quanto a motilidade, aos 60 minutos
apos a administracdo dos peptideos ao sémen, identificamos: 21,1% no grupo controle, 22,4% no grupo do VIP
e 22,5% no grupo de PACAP (p > 0,05). E estes valores continuaram semelhantes aos 180 minutos também,
isto &, 22,5%, 21,4% e 21,5% nos grupos controle, VIP e PACAP. N&o houve diferenca estatisticamente signi-
ficativa em relacdo aos demais parametros de motilidade, avaliados por computador, entre os 3 grupos.

Concluimos que tanto o PACAP27 como o VIP ndo apresentam nenhum efeito sobre a viabilidade ou
motilidade dos espermatozéides descongelados.

Unitermos: fertilidade, motilidade esperméatica, PACAP, polipeptideo, VIP, espermatozoides
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