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Resumo

MACEDO JR, Milton Carvalho. Teste de penetracdo espermatica em oo6citos
in vitro e fertilidade in vivo ap6s inseminacao heterospérmica em suinos
2007. 98f. Tese (Doutorado) — Programa de Pos Graduacdo em Biotecnologia
Agricola. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas-RS.

O conhecimento do potencial reprodutivo de um macho é de importancia
econdbmica e reprodutiva, principalmente se ele é utilizado em programa de
inseminacao artificial. Os testes convencionais que avaliam a qualidade seminal
nao possuem a capacidade de medir o potencial fertilizante de uma amostra e,
apenas indicam se a mesma € fértil ou ndo. O teste de penetracdo espermatica
in vitro, aparece neste contexto como um teste laboratorial alternativo para
categorizar os machos férteis, quanto a sua capacidade de fecundacao, pois
mimetizam in vitro 0 que acontece in vivo. No entanto, este teste tem seu uso
limitado por ser de dificil execucdo e por utilizar equipamentos de alto custo.
Com o objetivo de simplificar o teste, o presente trabalho avaliou alternativas
para diminuicdo do tempo de execucao, utilizacdo de odcitos criopreservados de
diferentes maneiras e sua associacdo com fertilidade in vivo através de
inseminacao heterospérmica e diagndéstico de paternidade dos leitbes nascidos.
Foi concluido que: 1) E possivel utilizar o sistema de incubacdo FRASCO, em
substituicdo ao sistema de incubac&o convencional, eliminando a necessidade
de uso da onerosa incubadora de CO;; 2) Pode-se congelar oocitos em
CRIOTUBO, juntamente com o meio de fecundacao e 6leo mineral, eliminado a
utilizacao de lupa esteriomicrocépica para manipular odcitos no dia da execucéo
do teste; 3) E viavel reduzir o tempo de co-incubacdo de odcitos e
espermatozoides para 6 horas, desde que a concentracdo espermatica utilizada
seja de 2 X 10° espermatozoéide para cada ml de meio de fecundacao utilizado;
4) O diagnéstico de paternidade revelou que ao inseminar fémeas suinas com
um pool de sémen de quatro machos, utilizando dose inseminante de 2,8 X 10°
espermatozoides, todos 0os machos tiveram participacdo semelhante na taxa de
paternidade dos leitdes nascidos.

Palavras-chave: Teste de penetracdo espermatica in vitro, criopreservagao de
odcitos, diagndstico de paternidade, suinos.



Abstract

MACEDO JR, Milton Carvalho. In vitro penetration test using oocytes and in
vivo fertility after heterospermic insemination in swine. 2007. 98f. Tese
(Doutorado) — Programa de Poés Graduacdo em Biotecnologia Agricola.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS.

The knowledge of the reproductive potential of a male is of economic and
reproductive importance, mainly if used in programs of artificial insemination. The
conventional tests for semen quality evaluation do not have the capacity to
measure the fertilizing potential of a sample, although they indicate if that one is
fertile or not. The in vitro penetration test, appears in this context as an
alternative laboratorial test to categorize of males capacity of fecundation, as
mimics in vitro what happens in vivo. However this test has its use limited for for
difficult execution and high cost. With the objective to simplify the test, the
present work evaluated alternatives for reduction of the execution time, use of
cryopreserved oocytes in different methods and its association with in vivo
fertility through heterospermic insemination and following diagnostic fertility. It
was concluded that: 1) It is possible to use the incubation system BOTTLE, to
replace the conventional incubation system, eliminating the need for using
expansive CO; incubator; 2) Oocytes can be cryopreserved in CRIOVIAL,
together with the medium of fecundation and mineral oil, eliminating the use of
stereoscopic lupa to manipulate oocytes in the day of the execution of the test; 3)
It is viable to reduce co-incubation time of oocytes and sperm for 6 hours, if
sperm concentration is of 2 X 10° per ml of way of used fecundation; 4) The
paternity diagnosis disclosed that when inseminating females swine with one
pool of semen of four males, using a dose of 2,8 X 10° spermatozoa, all the
males had the same participation in the paternity of the produced pigs.

Key-Words: In vitro penetration test, oocyte cryopreservation, paternity test,
swine.
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Introducéo Geral

A predicdo da habilidade fertilizante € de grande importancia econdémica,
principalmente em rebanhos que utilizam a técnica de inseminacéo artificial (1A),
permitindo a selecéo apenas de reprodutores com bom desempenho reprodutivo
(Gadea, 2005). Novas técnicas de IA surgiram nos ultimos anos, como a IA poés-
cervical ou intra-uterina, recomendada para fémeas suinas com mais de um
parto, o que possibilita a utilizacdo de doses inseminantes entre um sexto
(Mezalira et al, 2005; Serret et al, 2005) e um terco (Watson e Behan et al, 2002)
da concentracdo de espermatozoides, recomendada na técnica de IA
intracervical (Alm et al, 2006). A outra técnica de IA com potencial de utilizacéo é
da intra-uterina profunda, realizada com auxilio de um cateter flexivel especial
(Martinez et al., 2001; Roca et al., 2003; Vasquez et al., 2003). Por este motivo,
existe a necessidade de identificar reprodutores suinos e ou ejaculados que
tenham maior fertilidade, pois as novas técnicas de IA utilizam doses

inseminante com concentracdes reduzidas de espermatozéides.

Até o presente momento as centrais de inseminacdo utilizam métodos
de avaliagdo seminal que nem sempre identificam os machos que possuem
maior potencial fertilizante. Embora avaliacbes de caracteristicas como
concentracdo espermatica, morfologia e motilidade possam ser usadas para
identificar macho com baixo desempenho reprodutivo, muitas vezes elas nao
sdo validas para identificar diferencial de fertiidade em machos com indices
seminais considerados aceitaveis (Xu et al, 1998), pois ndo avaliam por

completo a funcionalidade da célula espermatica.
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As caracteristicas funcionais dos espermatozoides sdo aquelas
necessarias para a obtencao de sucesso na interagdo com o trato reprodutivo da
fémea, ligacdo ao odcito e fertilizacdo. Para isso, 0 espermatozoide necessita
possuir uma morfologia bem definida, motilidade progressiva, habilidade de
sofrer alteragbes na membrana (capacitagcédo), reconhecer receptores na zona
pellucida, realizar fusdo das membranas para parcial exocitose (reacao
acrossdmica) e por ultimo, fusdo do o6cito ao oolema durante a fertilizacdo
(Rodriguez-Martinez et al, 1998). No entanto, estas caracteristicas ndo sao
completamente avaliadas pelos testes convencionalmente utilizados, pois
embora alguns reprodutores sub férteis possuam alteracbes espermaticas
bastantes caracteristicas, outros possuem motilidade e morfologia normal (Miller,
1999).

Entre os testes que medem a capacidade fertilizante in vitro, e possuem
interacdo como a zona pellcida, estdo os testes de ligacdo espermatica a zona
pelucida (Fazeli et al, 1995; Braundmeier et al 2004; Waberski et al, 2005),
penetracdo espermatica in vitro (lvanova & Mallova, 1993) e produc¢do in vitro de
embrides (Long et al, 1999, Sanchez-Ruiz et al, 2006).

Em teoria, os testes de penetracdo em zona pellcida indicam uma sub
populacdo de espermatozoides capazes de reconhecer e ligar a zona pellcida,
sofrer a rea¢do acrossdmica e transpor a zona peldcida em um intervalo definido
de tempo (Waberski et al, 2005). Estes testes tém recebido atencdo especial,
pois fornecem uma completa informacdo de todos os estagios da penetracéo
espermatica (Martinez et al, 1993), além de possuir maior capacidade de
identificar alteracbes no espermatozoide quando comparado aos testes de
motilidade, morfologia, choque hiposmatico, termo resisténcia (Macedo et al,
2006) e o teste de avaliacdo da reacdo acrossomal (Vasquez et al, 1997).
Embora existam muitos trabalhos mostrando a eficacia do teste de penetracdo
espermatica in vitro (lvanova & Mallova 1993; Martinez et al, 1993; Gadea et al,
1998; Macedo et al, 2006), este € pouco utilizado devido a complexidade de sua
execucdo, demanda de tempo e do custo dos equipamentos necessarios. Além

disso, a penetrabilidade de odcitos suinos por espermatozoides € influenciada
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por varios fatores e, alguns ainda ndo estdo bem esclarecidos. Somente com o
conhecimento de diferentes componentes celulares envolvidos na penetracéao
espermatica sera possivel simplificar métodos de fertilizacdo in vitro (Campos et

al, 2001) e fazer com que os resultados possuam maior repetibilidade.

O objetivo do presente trabalho foi determinar alternativas para
simplificacdo do teste de penetracdo espermatica in vitro, avaliando diferentes
sistemas e periodos de incubacdo, formas de congelamento de odécitos,
concentracdo espermatica e a associacdo do conjunto desses fatores e sua

relacdo com fertilidade in vivo.
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Revisdo de Literatura

Esta revisdo teve o objetivo de identificar fatores que interferem no teste

de penetragdo espermatica in vitro.

Efeito das células do cumulus oophorus sobre a penetrabilidade do odcito

Pesquisas realizadas por Matas et al (1996) para verificar o efeito das
células do cumulus oophorus em od0citos imaturos sobre a penetracdo
espermética in vitro, ndo observaram diferenca na porcentagem de odcitos
penetrados e no numero de espermatozoide que penetram por 0Ocitos,
independentemente se 0s o0citos possuiam células do cumulus oophorus ou
eram desnudos (sem células do cumulus oophorus). Contudo, quando as células
do cumulus oophorus foram retiradas mecanicamente, a porcentagem de odcitos
degenerados foi maior do que quando os odcitos foram espontaneamente
desnudos ou quando estavam com as células do cumulus oophorus.
Diferentemente do que acontece em o00citos suinos maturados, as células do
cumulus oophorus em o0d0citos imaturos de suinos ndo possuem efeito sobre a
penetracdo espermatica in vitro. Ao estudar a influéncia destas células na
capacidade de penetracdo de espermatozoéides em odécitos, Campos et al (2001)
verificaram que odcitos maturos com células do cumulus oophorus apresentaram
maior taxa de penetragcdo e maior niumero de espermatozoides que penetram
por o0citos que o00citos imaturos com células do cumulus oophorus.
Diferentemente de Matas et al (1996), Campos et al (2001) verificou que odcitos

imaturos desnudados, possuem uma taxa de penetracdo maior que 00citos
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imaturos com células do cumulus oophorus, porém esta diferenca nao foi
evidenciada quando os odécitos eram maturos. Neste mesmo experimento, 0S
autores concluiram que o numero médio de espermatozdéide que penetram por
o0cito em odécitos imaturos € menor do que os encontrados em 004citos maturos
e com presenca das células do cumulus oophorus. Isto provavelmente acontece
em funcdo de existéncia de proteinas nas células do cumulus oophorus
expandido de olcitos maturos, que sdo capazes de induzir ou promover a
reacdo acrossdbmica de espermatozoéides suinos, favorecendo a penetracdo
espermética (Boatman & Robbins, 1991; Matioli et al, 1998).

Influéncia do tempo e da forma de preservacdo de ovario e oécito no teste de

penetracao espermatica in vitro

Uma das dificuldades de execucao do teste de penetracado espermatica
in vitro é a necessidade de obter oécitos sempre que o teste for realizado.
Véarios autores demonstraram ser possivel utilizar ovarios ou o0d0citos
armazenados por curto periodo de tempo, no entanto, os resultados sao

variaveis em funcdo da técnica empregada.

Recentemente, Macedo et al (2006) demonstraram que as taxas de
penetracdo espermatica utilizando odcitos frescos ou vitrificados ndo diferiram
entre si, quando comparadas dentro do mesmo sistema de incubacdo. Desta
forma, é possivel realizar a formacdo de um banco de oécitos previamente
vitrificados para ser utilizado no teste, diminuindo as dificuldades de execucéao
do mesmo e, permitindo que seja realizado em locais onde ndo ha abatedouros
préximos. Uma forma alternativa de estocar odcitos é através do emprego de
solugdes hipersaturadas (Yanagimachi et al, 1979), contudo, Lynham & Harrison
(1998), observaram que as zonas pelucidas dos od6citos estocados nestas
solucbes sofrem alteracBes progressivas com o passar do tempo, tornando-as
praticamente impenetraveis aos espermatozoides ao redor dos 70 dias de
estocagem. No entanto, o mesmo ndo foi observado, quando os autores

utilizaram odcitos congelados em solucdo com 10% de dimetilsulfoxido em soro
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fetal bovino e, estocados em nitrogénio liquido por até 332 dias, embora tenha
havido uma diminuicdo do numero de espermatozoides que penetraram nos
oocitos, em aproximadamente 30%, quando comparado com o0s resultados

obtidos utilizando odécitos de oito e 332 dias de armazenagem.

Utilizando odcitos oriundos de ovarios congelados (-196 °C) por até trés
meses, Tatemoto et al (1994) concluiram que os mesmos podem ser utilizados
em teste de penetracdo espermatica, para assegurar a capacitacdo e a reacao
acrossoOmica de sémen de touros. Entretanto, nao foi investigada uma
associacdo entre a taxa de penetracdo in vitro e fertilidade in vivo, além de ser
evidenciado que a taxa de penetracdo foi menor para odécitos oriundos de
ovarios congelados em comparacdo com as taxas obtidas com odcitos frescos
maturados in vitro (grupo controle), quando a concentracdo de espermatozoides
utilizado foi igual ou menor a 5 x 10° espermatozéide para cada mL de meio de

fecundacéo.

Holst et al (2000) avaliaram a capacidade de ligacdo de
espermatozoides canino utilizando o6citos homoélogos frescos e estocados em
solucdo hipersaturada ou oriundo de ovérios congelados, e concluiram que a
capacidade de ligacdo espermatica foi maior em odcitos frescos que nos 00citos

estocados.

Relacdo entre o didmetro do odcito e a penetracdo espermatica in vitro

O diametro do odcito interfere diretamente no teste de penetracéo
espermatica in vitro. Matas et al (1996) demonstraram que odcitos com 116 pum
(micra) de diametro obtiveram um percentual de penetracdo significativamente
maior que 0s oocitos de menor didmetro. Grupos de odécitos com até 104 um de
diametro foram penetrados por menos espermatozoéides que grupo de o00citos
com diametro entre 105 a 115 um, o que por sua vez, foram penetrados por
menos espermatozoéides que o grupo de odcitos maiores que 116 pm. A
diferenca na penetrabilidade de odcitos de diferentes didmetros esta relacionada

a variacdes na zona pelucida, receptores espermaticos e diferencas nas
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propriedades elasticas e imunoldgicas que ocorrem durante o desenvolvimento
oocitario (Matas et al, 1996). Entretanto, ndo sé@o encontrados na literatura
trabalhos publicados que classificam os odcitos pelo tamanho, mas apenas pelo
tamanho dos foliculos puncionados. Lucas et al (2003) confirmaram em seu
experimento a influéncia do didmetro do o6cito e sua penetrabilidade a
espermatozoides, concluindo que é o tamanho folicular que influencia
diretamente a penetrabilidade do odcito e que odcitos de igual tamanho, mas
originados de foliculos de tamanhos diferente apresentam diferente
penetrabilidade e, apontam os odécitos puncionados de foliculos maiores que 2,2
mm de diametro como sendo 0s mais indicados para serem utilizados no teste

de penetracdo espermatica in vitro na espécie suina.

Estaqgio de maturacdo oocitaria sobre o teste de penetracio espermatica in vitro

Existe uma grande variacdo nas taxas de penetracdo espermatica, de
polispermia e no nimero médio de espermatozoides (NMEPO) em funcdo do
estagio de maturacdo do odcito e do sistema de cultivo (Coy et al, 1999). Além
disso, diferentes autores reportaram diferentes resultados. Wang et al (1994)
reportaram que o0citos suinos desnudos e em estagio de vesicula germinativa,
bem como aqueles em maturacdo, sdo igualmente penetrados in vitro por
espermatozoides criopreservados, mas que nao h& penetracdo em odcitos
intactos (com células do cumulus oophorus) em estagio de vesicula germinativa.
Contudo, Martinez et al (1993) demonstraram que odécitos imaturos de suinos
podem ser usados no teste de penetracdo espermatica in vitro e que a taxa de
penetracdo espermética in vitro e 0 niumero médio de espermatozéides que
penetram por o0cito ndo diferem para odcitos imaturos ou maturos. Campos et al
(2001) obtiveram resultados que divergem dos resultados obtidos por Martinez et
al (1993) e justificaram que aqueles resultados foram influenciados pela alta
concentracdo espermatica utilizada naquele experimento, 0 que mascarava as

diferencas existentes.
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Efeito do macho sobre o teste de penetracdo espermatica in vitro

As taxas de polispermia e penetracdo espermatica in vitro em suinos
sdo amplamente afetadas por variacdes individuais entre machos, o que sugere
que diferentes machos respondem diferentemente a fertiliza¢do in vitro e outros
testes também, o que pode ser relacionado com a fertilidade in vivo (Xu et al,
1998; Gadea et al, 1998). No entanto, existe interacdo entre macho e
determinados testes (Popweel & Flowers, 2004), macho e tratamentos (Macedo
et al, 2006) e até mesmo diferencas na fertilidade de diferentes ejaculados de
um mesmo macho (Hammerstedt, 1996), e ou diferentes fracdes de um mesmo
ejaculado (Xu et al, 1996), dificultando que seja estabelecida uma associagcao

entre os resultados dos testes e a real capacidade fertilizante in vivo.

Influéncia da origem do od6cito sobre o teste

Odcitos oriundos de diferentes grupos interagem diferentemente com os
espermatozoides, podendo proporcionar compara¢cdes menos reais. Para obter
um resultado acurado é fundamental minimizar a variabilidade entre odcitos e
nao utilizar um namero excessivo de espermatozoides (Braunmeier & Miller,
2001). Hermansson et al (2006), avaliaram o efeito de seis diferentes réplicas de
o0citos caninos no teste de ligacdo espermatica a zona pellcida, utilizando um
pool de sémen congelado e, verificaram que o numero de espermatozoéides
ligados a zona pelldcida foi diferente entre as réplicas, o que segundo
Mahadevan et al (1987), pode se explicado por alteracdes nas glicoproteinas de

superficies da zona pelucida durante o processo de maturacéo e atresia.

Para reduzir a variabilidade entre odécitos pode ser usado um teste
competitivo, no qual espermatozoéides de diferentes machos séo corados com
diferentes fluorofuros, misturados e colocados na mesma gota de fecundacéo
permitindo que compitam pelos mesmos odcitos (Miller et al, 1998), ou bipartir a
zona pelucida e mensurar a habilidade de ligagdo a hemi-zona de uma amostra
comparando-a com a habilidade de ligacdo de um sémen controle na hemi-zona

restante, em gotas separadas (Oehninger et al., 1989).
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Influéncia do tratamento do espermatozoide na penetracdo espermatica in vitro

Previamente ao processo de fertilizac&o in vitro o sémen é centrifugado
e 0s espermatozoéides ressuspensos, com 0O objetivo de retirar as proteinas

decapacitantes presentes no plasma seminal.

Almifiana et al (2005) reportaram que a maioria dos protocolos de
fertilizacdo in vitro em suinos utilizam cafeina, que € responsavel por um
aumento na motilidade espermatica, estimulo a capacitacdo e reacao
acrossdmica espontanea e, que pode estar relacionada a altas taxas de
polispermia na producdo in vitro de embrides suinos. Funahashi et al (2000,
2001) e Almifana et al (2005), demonstraram ser possivel regular a penetracao
polispérmica em suinos utilizando adenosina, no entanto estes artificios néo
podem ser usados no teste de penetragdo espermética in vitro ja que o objetivo
do teste € avaliar a capacidade que o espermatozéide tem de penetrar em um
o0cito e, neste caso, a polispermia estaria relacionada positivamente com a
fertilidade in vivo (Gadea et al 1998). No entanto, no teste de penetracdo
espermaética in vitro, o grande desafio € identificar um protocolo que proporcione
iguais condicdes de expressdao da capacidade fertilizante para todas as

amostras, o que ndo vem sendo considerado nos trabalhos publicados.

Com o objetivo de avaliar a influéncia de lavagem seminal sobre a
producao in vitro de embrides suinos, Choi et al (1995), concluiram que odcitos
inseminados com espermatozoéides pré-incubados em solugdo DPBS (Dulbeco’s
phosphate buffered saline), apresentaram uma taxa de fertilizacdo
significativamente maior do que odcitos inseminados com espermatozoides pré
incubados em solucdo BO (Brackett & Oliphant medium). Matas et al (1996),
relatam que existe influéncia do tratamento espermatico sobre a taxa de
fertilizac&o in vitro, pois avaliaram a taxa de penetracao esperméatica e o NMEPO
apos inseminacao in vitro utilizando espermatozoides lavados em solucao salina
e pré incubados em TCM 199, ou inseminados diretamente, sem qualquer
tratamento. Estes autores concluiram que a penetrabilidade dos oécitos variou

amplamente, independentemente do tratamento espermético. Entretanto, os
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resultados do teste tiveram maior repetibilidade entre as replicas quando os
espermatozoides ndo sofreram lavagem e pré incubacédo. Segundo os autores,
os tratamentos de lavagem seminal utilizados no processo de centrifugacéo,
comprometem a integridade da membrana plasmética de até 35% dos
espermatozoides que o0s espermatozlides suinos sao influenciados néo
somente pelo doador do sémen, mas também pela manipulacdo espermatica e,
ainda que ejaculados de um mesmo macho provavelmente reajam
diferentemente ao mesmo tratamento de capacitacdo. Os mesmos autores
sugerem que se o tratamento de capacitacdo pode aumentar a susceptibilidade
do espermatozoéide de um mesmo macho a subsequentes danos de membrana,
e que o uso de espermatozoides ndo lavados e néao pré-incubados pode diminuir
a variabilidade entre réplicas. Entretanto, este grupo de pesquisa ndo usou esse
protocolo em trabalhos posteriores (Gadea et al 1998; Coy et al, 1999; Campos
et al, 2001; Lucas et al, 2003).

Influéncia do sistema de incubacdo sobre a penetracdo espermatica in vitro

Um dos fatores limitantes para a execucao do teste de penetracdo
espermética in vitro é o sistema de co-incubacdo odcito-espermatozoide. Até
recentemente todos os trabalhos publicados tinham utilizado a estufa de CO,
como sistema de incubacéo, no entanto a estufa € um equipamento caro e de
dificil locomocéo, limitando a execucdo do teste fora de centros de pesquisa.
Macedo et al (2006) adaptaram a técnica de incubacdo submarina desenvolvida
por Vajta et al (1997) para a producao in vitro de embrides e, verificaram que é
possivel utilizar este modelo de incubacéo para execucao do teste desde que se
utilize odcitos frescos e, sugeriram que aperfeicoando o sistema, este modelo
pode ser usado até mesmo quando os odcitos forem vitrificados/descongelados.
As vantagens de se utilizar o sistema submarino é que é mais econémico que o
sistema convencional (estufa) e é portatil, podendo ser transportado sem

qualquer dificuldade.

Efeito do tempo de incubacdo de espermatozoides e odcitos sobre a penetracdo

espermatica in vitro




23

O tempo de co-incubacdo entre espermatozdides e odécitos e a
concentracdo espermatica afetam diretamente a penetracdo espermatica in vitro,
interferindo na porcentagem de od6citos fertilizados, na porcentagem de
fertilizagdo monospérmica, na porcentagem de blastocistos produzidos e na
eficiéncia da producdo de embriGes in vitro (Dode et al, 2002). No teste de
penetracdo espermatica, o tempo de co-incubacédo entre espermatozodides e
o0citos e a concentracdo espermatica influenciam na taxa de penetracdo e no
namero médio de espermatozdides penetrados por odcitos (Tatemoto et al,
1994).

A maioria dos protocolos de producédo in vitro de embrides bovinos
utilizam 18h de co-incubacéo odcito-espermatozoéide, embora ap6s 10h (Ward et
al, 2002) ou 12h (Dode et al, 2002) de co-incubacdo ndo ocorra um incremento
na porcentagem de odcitos penetrados. Lin et al (2000) demonstraram na
espécie humana, que a incubacdo de odcitos-espermatozéide por 3h produz a
mesma porcentagem de embrides de boa qualidade que a co-incubacao por 16
a 18h de, que rotineiramente é utilizada. Na espécie suina o0s protocolos de
producdo in vitro de embrides suinos deixam odcitos e espermatozdéide co-
incubados por 6h, pois periodos superiores aumentam a porcentagem de
polispermia e reduzem a producéo de embrides viaveis (Xu et al, 1998; Coy et al
1993). Contudo no teste de penetracdo espermatica in vitro, o periodo de co-
incubagcdo oolcito-espermatozoide € de 18 h, embora Coy et al (1993) tenham
demonstrado que com 8 h de co-incubacgéo pode levar a fertilizacdo de 93,9%
dos odcitos. Desta forma, seria possivel diminuir o tempo de incubacéo, sem
afetar a taxa de penetracdo, diminuindo o periodo de execucdo em até 12 h.
Tatemoto et al (1994) obtiveram 87,6% de penetracdo espermatica em o00citos
bovinos co-incubados por apenas 1 h quando a concentracdo espermatica foi de
10 X 10° espermatozéide por mL de meio de fecundacdo. Recentemente,
Hermansson et al (2006) mostraram que 1h de co-incubacdo é suficiente para
testar sémen canino fresco ou resfriado utilizando o teste de ligagdo a zona

pelicida, o que mostra ser possivel diminuir o tempo de execucédo dos testes.
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Odcitos suinos co-incubados com espermatozoéides por um periodo que
variou entre 10mim e 6h (controle) apresentaram a mesma taxa de penetracéo
espermatica. Surpreendentemente, o0 NMEPO tenha sido maior quando o
periodo de co-incubacao foi de 10 e 30min, do que quando co-incubacéo foi 6h
(Gil et al, 2004). No entanto, em suinos, diferentes periodos de co-incubacao
nao tém sido testados nos trabalhos que avaliam a relacdo da fertilidade in vitro
e in vivo, embora as pesquisas acima citadas indiquem ser possivel diminuir o

periodo de incubacgdo no teste de penetracdo espermatica in vitro.

Efeito das células epiteliais do oviduto suino sobre penetracdo espermatica in

vitro

O oviduto fornece um ambiente que facilita, ou que pode ser essencial
para a capacitacdo espermatica, fertilizacdo e desenvolvimento embrionario
inicial in vivo (Buhi, et al, 1993). Ap6s o processo de monta natural ou
inseminacao artificial, os espermatozéides sdo transportados para o oviduto
onde interagem com as células epiteliais e forma um reservatério espermatico
onde os espermatozolides sdo contidos até o momento préximo a ovulagéo,

guando alguns sao liberados para interagir com os oocitos (Suares, 1987).

Romar et al (2001), demonstraram in vitro, que odcitos imaturos de
suinos na presenca das células epiteliais do oviduto sofreram uma maior taxa de
penetracdo espermatica e foram penetrados por um numero médio de
espermatozoides maior que 0s o00citos do grupo controle (sem células do
epiteliais do oviduto). O mesmo aconteceu quando utilizaram odcitos maturados
in vitro e sémen congelado, demonstrando que a secre¢ao do oviduto interfere
na interacdo dos gametas masculino e feminino, independente do estagio de
maturacdo do od6cito ou da natureza espermatica (fresco ou
congelado/descongelado) e, que estas células podem influenciar na identificacéo
in vitro da capacidade fertilizante dos espermatozoides e, no entanto, € mais um
fator que interfere no resultado dos testes de penetracdo espermatica in vitro,

mas que nao tem sido considerado.
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Inseminacdo heterospérmica e identificacdo de paternidade utilizando

marcadores de DNA

A fertilidade entre machos difere em funcédo de variagdes individuais,
como idade, efeitos sanitarios ou efeitos ambientais como temperatura e estacao
do ano (Dziuk, 1996), praticas de manejo (Vicente et al, 2004), diferencas na
libido, desempenho de cobertura, nimero de espermatozoide por ejaculado
(Berger, 1995) e habilidade do inseminador. Embora exista uma ampla
variedade de testes laboratoriais que objetivam presumir a fertilidade in vivo de
um reprodutor ou uma amostra, muitas vezes o0s resultados obtidos nestes
testes ndo sdo associados com fertilidade in vivo, além de existir muita
contradicdo entre trabalhos publicados. Fertilizagdo competitiva ou inseminacao
heterospérmica € um processo no qual espermatozdides de mais de um
reprodutor, ou espermatozoéides de um mesmo reprodutor tratado diferentemente
sdo combinados, eliminado as variaveis associadas com inseminacdo
homospérmica, j& que os espermatozoéides competem na mesma fémea (in vivo)
ou na mesma placa de fecundacédo (in vitro) (Foote, 2003). Comparado com
inseminacdo artificial homospérmica, a inseminacdo heterospérmica € um
mecanismo mais eficiente para estimar resultado da capacidade fertilizante e

elimina as variag6es inerentes a fertilidade homospérmica.

A identificacdo da paternidade de progénies originadas de inseminacao
heterospérmica pode ser realizada através da selecdo de reprodutores com
pelagens diferentes para compor o pool (Berger, 1995), tipagem sanguinea
(Bowling, 1997), utilizacdo de corantes marcadores de espermatozoides que nao
afetam a motilidade (Miller et al, 1998), associacdo da conformacdo e forma
corporal da progénie e provaveis progenitores (Dziuk, 1996) e a amplificacao de

microssatélites marcadores (Stahlberg et al, 2000).

Embora caracteristicas fenotipicas possam ser usadas para identificar
paternidade, a falta de diferencas conclusivas, em alguns casos, e o longo

periodo de gestacédo limitam a eficiéncia desta técnica, ja que muitas vezes a
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deteccdo da paternidade é desejada logo apos a fertilizacdo (Stahlberg et al,
2000). A identificacdo de marcadores de DNA e a caracterizacdo do seu
polimorfismo em diferentes espécies tem sido utilizada para identificar a
paternidade apods inseminacdo heterospérmica, utilizando reprodutores sem
diferencas fenotipicas evidentes (Vicente et al, 2004). A utilizacdo de
marcadores genéticos € uma possibilidade para detectar machos férteis e sub-
férteis e estabelecer correlacdo com parametros espermaticos observados em
sémen fresco ou congelado (Vicente et al, 2004). Este desenho experimental
aumenta em pelo menos 10 vezes a eficiéncia de mensuragéo da fertilidade de
diferentes machos, reduzindo enormemente o numero de observacdes e o0 custo
requerido para alcancar o nivel de significAncia estatistica desejada. No entanto,
este modelo tem sido subutilizado para classificar reprodutores com base em
fertilidade (Foote, 2003).

Microssatélites marcadores, também conhecidos como short tandem
repeats, short sequence repeats (SSR) ou sequence tagged microssatelite sites
(STMS) contem repetidas seqliéncias compostas de 2 a 6 nucleotideos e
quando comparados com marcadores sanguineos convencionais (grupos
sanguineos e proteinas polimorficas), o uso de microssatélites amplamente
polimoérficos aumenta a probabilidade de exclusdo e a porcentagem de correta
identificacdo de parentesco (Putnova et al, 2003). Para diminuir o tempo de
execucdo e as chances de erro, é possivel proceder as reacdes em cadeia da
polimerase (PCR) utilizando varios primers marcados (corados) na mesma
reacdo, caracterizando a reacdo multiplex, e a subsequente avaliacdo dos
fragmentos amplificados com auxilio de um sequenciador de DNA e software
especializado, possibilitando inclusive a utilizacdo de diferentes primers que
amplifiquem fragmentos de tamanhos iguais (Nechtelberger et al, 2001; Putnova
et al, 2003; Panzardi, 2006). A tecnologia de identificacdo de paternidade
utilizando microssatélites ndo € dependente da existéncia de sequenciador de
DNA e softwares, pois € possivel realizar identificacdo dos fragmentos gerados
na PCR através de eletroforese em gel de acrilamida seguido de coloracdo em

prata (Stahlberg, 2000; Cesconeto, 2003;), embora seja um processo mais
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demorado e menos preciso. Neste contexto a inseminagdo heterospérmica
seguida de uma correta identificacdo de paternidade é apresentada como uma

excelente ferramenta de diagndstico de fertilidade.
Concluséo

Ha um grande empenho da comunidade cientifica na tentativa de
identificar testes laboratoriais que tenham capacidade de associar desempenho
espermatico in vitro e fertilidade in vivo. Entretanto, o grande nuamero de
varidveis que ndo sao controladas, por dificuldade de execucdo, pelo
desconhecimento de alguns mecanismos celulares, pela influéncia de
determinados constituintes das solugdes utilizadas na interacdo od0cito-
espermatozoide, diferentes desenho experimentais utilizados e andlise
estatistica, os resultados apresentados algumas vezes sédo contraditorios. No
entanto, o conhecimento dos fatores que interferem nos resultados, associado a
simplificacdo na execucéo dos testes, diminuindo custo e tempo, sdo elementos
fundamentais para a identificacdo de um teste capaz de predicar in vitro a real

capacidade fertilizante in vivo de um ejaculado ou parte dele.
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Artigo 1 - Avaliacéo de sistema de criopreservacédo de odcitos e co-

incubacado de gametas no teste de penetracdo espermatica in vitro

M. C Macedo Jr., T. Lucia Jr., G. Rambo, E. B. Ferreira Filho, A. Rosa, C. Fabhiane., M.

Cabral, J.C. Deschamps

Centro de Biotecnologia, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas
96010-900 Pelotas-RS, Brasil

(Artigo escrito segundo as normas da revista Animal Reproduction Science)

Resumo

O primeiro experimento teve como objetivo avaliar o efeito de trés
sistemas de co-incubacdo de odcitos e espermatozéides sobre o numero médio
de espermatozdéides que penetraram por odcito (NMEPO) e taxa de penetracdo
espermatica in vitro (TPIV). Os sistemas testados foram: ESTUFA, BAG, e
FRASCO. Neste experimento foram utilizados 937 odcitos divididos nos trés
tratamentos e agrupando o resultado gerado pela interacdo entre os quatro

machos usados como doadores de sémen e os trés tratamentos. O NMEPO foi
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6,3, 3,9, e 15,5 para os tratamentos ESTUFA, BAG e FRASCO respectivamente
e, a TPIV variou de 70,8% a 98,6%. O teste LSD identificou diferenca estatistica
(P<0,05) entre os 3 tratamentos. A analise de regresséo logistica identificou que
quando os machos B, C e D foram alocados no sistema de incuba¢cdo FRASCO,
apresentaram TPIV similares (P>0,05) as apresentadas por eles proprios no
tratamento ESTUFA, quando a interagdo de cada um deles com os tratamentos
ESTUFA ou BAG foram consideradas nivel de referéncia. O segundo
experimento comparou o NMEPO e TPIV utilizando odcitos vitrificados pelo
sistema open pulled straw (OPS) ou congelados em criotubo. Neste experimento
foram avaliados 530 od6citos, e o teste de qui-quadrado revelou que apenas um
macho, dos quatro utilizados, apresentou o0 NMEPO maior (P>0,05) no
tratamento onde os odécitos foram congelados em criotubos quando comparado
aos odcitos vitrificados em OPS. Para os outros trés machos o NMEPO foi igual
para ambos os tratamentos. A TPIV variou entre 70,6% e 100%, mas a andlise
de regressdo logistica mostrou que a TPIV para trés dos quatro machos
utilizados no experimento ndo diferiu  estatisticamente  (P<0,05),
independentemente se o0s odcitos foram vitrificados ou congelados. Nos dois
experimentos, a analise de regressao logistica identificou a existéncia de um
efeito diferencial dos tratamentos dependente do macho utilizado, contudo os
resultados indicam que o sistema de incubacdo identificado como FRASCO
pode ser utilizado em substituicdo ao tratamento ESTUFA e, o congelamento de
odcitos utilizando CRIOTUBO pode ser utilizado em substituicdo a vitrificacdo de

oocitos. A utilizacdo de sistema de incubacdo FRASCO e congelamento de
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oocitos em CRIOTUBO simplificam a execucdo do teste de penetracao
espermaética in vitro e caracterizam avancos para que no futuro este teste possa

ser realizados também em centrais de inseminacao.

Palavras-chave: Teste de penetracdo espermética in vitro, criopreservacao,

odcitos, suinos.

1 Introducéao

A utilizacdo da inseminacao artificial (IA) em suinos tem sido crescente,
em funcdo dos beneficios genéticos, econdmicos e sanitarios (Deschamps et al.,
1998). Como consequiéncia, esta ocorrendo um aumento nos programas de 1A
internos, aonde a coleta de sémen e a IA sdo realizadas nas proprias granjas,
bem como no numero de centrais de IA, que comercializam sémen e, portanto,
no valor comercial dos machos. Neste contexto, o conhecimento da fertilidade de

cada reprodutor passa a ser fundamental para obter bons indices reprodutivos.

Métodos de avaliacdo seminal sdo amplamente utilizados para estimar o
potencial reprodutivo dos machos. Rotineiramente, a analise do ejaculado de um
macho suino selecionado para reproducdo, é limitada as caracteristicas como
volume, motilidade, concentracdo e morfologia espermética. Porém tais
caracteristicas podem n&o medir a real capacidade fecundante dos
espermatozoides e, a potencialidade reprodutiva do macho (Barth, 1992). Desta
forma, é possivel a sub-utilizacdo de machos de alta capacidade fecundante ou

0 uso de machos de menor fertilidade. Estudos em animais domésticos mostram
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que nem sempre o0s ejaculados que possuem as melhores caracteristicas
seminais sdo associados ao melhor desempenho reprodutivo (Linford et al.,
1976). Gadea et al. (2004), mostraram que em suinos, devido a pré-selecao e a
eliminacdo de ejaculados de baixa qualidade, a alta concentracdo de
espermatozoéides por dose, utilizado em programas de IA, reduz a probabilidade
de detectar diferencas na fertilidade através da avaliagdo de parametros
seminais. Entre os métodos alternativos para estimar o potencial da capacidade
fertilizante do sémen suino, os testes que medem a capacidade de penetracéo
espermatica ou fertilizagcdo in vitro, tém recebido atengcdo especial, pois
fornecem informacdes de todos os estagios do processo de fertilizacdo (Martinez
et al, 1993). Algum destes testes tem demonstrado serem boas ferramentas para
auxiliar na avaliacdo da capacidade de fertilizacdo do sémen suino (Gadea et al,
1998; Xu et al., 1998 Macedo et al., 2006; Sanches- Ruiz et al., 2006). Macedo
et al (2006) realizaram estes testes utilizando odcitos imaturos de suinos,
criopreservados através da técnica de vitrificacdo (Saafeld et al., 1997; Bertholot
et al, 2000; Vajta et al, 1997a) e incubados em estufa de CO, ou em sistema
“submarino”, adaptado de Vatja et al (1997b). Neste trabalho realizado por
Macedo et al. (2006) foi constatado que os testes de motilidade, morfologia
espermatica, choque hipoosmotico (chipo), e de termoresisténcia (TTR), nao
identificaram alteracdes nas células espermaticas que estdo associadas a
reducdo na capacidade de penetracdo, durante o periodo de armazenagem do
sémen diluido até 72h. O teste de penetracdo espermatica in vitro, foi o Unico

teste capaz de detectar perdas na funcionalidade espermatica, sendo portanto,
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mais sensivel que os outros testes utilizados. Para implementar a utilizacdo de
odcitos vitrificados no teste de penetracdo espermatica in vitro, 0s autores
sugerem aperfeicoamento no sistema de incubagdo submarino, eliminando,
assim a necessidade de utlizacdo da estufa de CO, Outro aprimoramento
necessario é a diminuicdo do tempo de execucao do teste e a simplificacdo do
processo de armazenamento. Neste contexto, a utilizagdo de criotubos, os quais,
além dos odcitos criopreservados, poderiam conter solucdo de congelamento e
6leo mineral, podendo constituir, um “kit-TPIV” comercial. Para a validagao final
do processo é necessario estabelecer a relacdo entre o teste de penetracao
espermética in vitro, utilizando odcitos vitrificados, e a fertilidade in vivo de

machos suinos.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar alternativas para
simplificacdo do teste de penetracdo espermatica in vitro, através da realizacdo
de dois experimentos. No primeiro, foram comparados as TPIV e o numero
médio de espermatozdides que penetraram odcito (NMEPO) vitrificados em trés
sistemas de incubacdo: (a) co-cultivo de odcitos e espermatozoides em placas
de petri alocadas em estufa de CO, (ESTUFA), considerado como controle; (b)
sistema submarino (BAG), e o (c) co-cultivo de odcitos e espermatozoéides em
frascos de vidro alocados em um banho-maria (FRASCO). No segundo
experimento foi verificado se a utilizacdo de odcitos vitrificados pelo sistema
OPS ou congelados em CRIOTUBO geram TPIV e NMEPO similares, utilizando

diferentes machos.
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2 Material e Métodos

Os produtos utilizados nos dois experimentos foram adquiridos da Sigma
Chemical Company, (St. Louis, USA), exceto o TCM 199 (Gibco-Invitrogen,
Grand Island, N.Y, USA), SFB (Cultilab Mat Cult Cel, Campinas,SP, Brasil),
DPBS (Nutricel, Campinas, SP, Brasil) e Supercoolty (21st Century Medicine,

Rancho Cucamonga, California, USA).
2.1 Experimento 1:

2.1.1 Obtencéao dos oocitos

Os odcitos foram obtidos através da puncédo de foliculos ovarianos entre
3 a 6 mm de diametro, oriundos de leitoas pré-puberes (aproximadamente 95
kg), abatidas em frigorifico local e transportados para o laboratério até 60
minutos apds o abate das leitoas, em solucdo salina a 30 °C, acrescida de 40
mg de gentamicina. A puncao folicular foi realizada com seringa de 10 mL e
agulha de calibre 40 x 12. O material obtido das puncdes foi colocado em um
tubo conico de 15 mL, e o sedimento formado foi avaliado sob lupa
estereomicroscopica, a fim de procurar e selecionar os o0d0citos. Foram
desprezados o00citos que apresentaram particbes multiplas de citoplasma ou
lesGes de zona pelucida. Apos a selecdo, os odcitos sofreram vigorosas e
repetidas pipetagens, com auxilio de uma micropipeta dosadora graduada de

200 puL, para a retirada das células do cumulus oophorus.
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2.1.2 Vitrificacdo e descongelamento dos od6citos

Nas solucdes de vitrificacéo, foi adicionado 1% de Supercoolry, visando
reduzir a toxidade das solucdes crioprotetoras e também, por sua capacidade de
se ligar e inativar as impurezas que causam a formacéo de gelo em agua ou
solucbes aquosas (Wowk et al, 2000). A solucdo de vitrificacdo 1 (VS1) foi
composta de 1,4M de DMSO, 1,8M de EG, enquanto que a solucdo de
vitrificacdo 2 (VS2) foi composta de 2,8M de DMSO, 3,6M de EG, 0,6M de
sacarose (Bertholot et al, 2000). Grupos de 10 odQcitos, previamente
selecionados e desnudos, foram passados em 5 gotas de Dulbeco phosphate
buffered saline (DPBS) acrescido e 0,4% de albumina sérica bovina (BSA),
equilibrados por trés minutos na solucéo VS1 e transferidos para uma microgota
de 3-5 uL contendo a solugcdo VS2, onde permaneceram por um minuto e,
posteriormente, foram envasados por capilaridade utilizando o método open
pulled straw (OPS). As palhetas contendo os odécitos foram submetidas ao vapor
de nitrogénio por trés segundos e entdo imersas em nitrogénio liquido (Bertholot

et al, 2000).

O descongelamento foi realizado pela exposicéo das palhetas ao ar por
5 segundos, e imersdo da extremidade que continha os o6citos em solucao de
0,5 M de sacarose por 5 minutos (Macedo et al, 2006) . A extremidade da
palheta oposta aos odécitos foi tampada com o dedo para que se formasse uma
pressdo positiva e 0s oocitos fossem expulsos. Na sequéncia, 0s o00citos

passaram, respectivamente, por gotas de solugdes de 0,25 M e 0,125 M de
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sacarose e DPBS acrescidas de 0,4% de BSA, permanecendo cinco minutos em
cada uma. Tanto as solu¢des de congelamento quanto as de descongelamento

estavam a 39 °C no momento de uso.

2.1.3 Coleta e diluicdo do sémen

As amostras de sémen utilizadas neste experimento foram coletadas de
4 machos, com fertilidade conhecida, alocados em uma central de inseminacao
artificial de uma unidade produtora de suinos, localizada na regido. Apds 0s
machos serem coletados pelo método da méao enluvada, o sémen foi diluido em
Beltsville Thawing Solution (BTS - Pursel & Jhonson, 1975) de modo que cada
dose possuisse uma concentracdo de 3 x 10° espermatozéides com motilidade

progressiva, em 100 mL, e armazenado a 17 °C até seu uso.

2.1.4 Lavagem espermaética

Aliquotas de 12 mL de sémen diluido, foram centrifugadas por um
minuto a um rotacdo de 60 gravidades (g). De cada amostra centrifugada, foram
recuperados 6 mL do sobrenadante, que foram transferidos para outro tubo
conico, sendo adicionado a este, 6 mL da solugéo de lavagem (31,8 mg/L de
CaCl,.2H,0, 99,7 mg/L de penicilina, 76,7 mg/L sulfato de estreptomicina, 1g/L
de albumina sérica bovina) e submetidos a mais trés centrifugacdes de trés
minutos a uma rotacdo de 1200 g. Entre estas centrifugacdes, todo o
sobrenadante foi desprezado e o pellet formado foi ressuspenso em 12 mL da
solucao de lavagem, sendo que apos a ultima centrifugacao, o pellet formado foi

ressuspenso na proporgao 1:1 em meio de fecundacéo (0,91 mM de piruvato de
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sédio, 5,5 mM de glicose, 50 pg/mL de penicilina, 75 pg/mL de sulfato de
estreptomicina, 1,1 pg/mL de lactato de célcio), com pH modificado para 7,8 e
incubado em estufa com 5% de CO,, 38,5 °C e ar umidificado, por 40 minutos

(adaptado de Funahashi & Day, 1993).
2.1.5 Inseminacéao dos oocitos

Apdés descongelamento, o0s o0citos foram co-incubados com
espermatozoides previamente processados (lavados e incubados) a uma

concentracdo de 1 x 10° células méveis/mL, por 18 h.
2.1.6 Sistemas de co-cultivo

Sistema ESTUFA (convencional)

O co-cultivo odcitos/espermatozdéides foi realizado em estufa com 5% de
CO,, 38,5 °C e ar umidificado. Neste modelo, 35 odcitos foram colocados em
gotas de 300 uL de meio de fecundacdo (0,91 mM piruvato de sodio; 5,5 mM
glucose; 50 pug/mL penicilina; 75 ug/mL sulfato de estreptomicina; 1,1 ug/mL
lactato de célcio e 2 mM cafeina) (conforme utilizado por Macedo et al ,2003,
2004, 2006), e alocados em placa de petri de 35 mm de diametro e cobertas

com 3,5 mL de 6leo mineral.

Sistema BAG

Neste sistema, 0 co-cultivo odcitos/espermatozdides foi realizado

conforme descrito por Vajta et al (1997b), para producdo in vitro de embrides
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bovino e adaptado por Macedo et al (2006), para a realizacdo do teste de
penetracdo espermética in vitro. O sistema compreende a utilizagdo de bolsas
plasticas (Bags), produzidas artesanalmente pelos autores, a partir de bolsas
graduadas, utilizadas para diluicdo de sémen suino, com auxilio de seladora
plastica, e com volume de aproximadamente 100 cm® Os Bags foram
submersos em banho-maria com movimentagcdo continua da agua, mantida a
38,5 °C. Neste modelo, 35 odcitos foram colocados em gotas de 300 pL de meio
de fecundacdo, alocados em placa de petri de 35 mm de diametro e cobertas
com 3,5 mL de 6leo mineral. Para a gaseificacdo dos Bags foi utilizado mistura
gasosa disponivel comercialmente, composta por 5% de diéxido de carbono, 5%
de oxigénio e 90 % de nitrogénio. Os Bags foram mantidos submersos a 10 cm

da superficie da agua, por 18h.

Sistema FRASCO

Neste modelo, 35 odcitos foram colocados em 1000 puL de meio de
fecundacgéo, alocado em FRASCO de vidro com 32 mm de didmetro e tampa de
borracha, e cobertos com 1,0 mL de 6leo mineral. Para o cultivo, o0s FRASCOS
foram parcialmente imersos em banho-maria, de forma que somente a por¢ao do
FRASCO que continha os odcitos, meio de fecundacéo e o éleo mineral ficasse
submerso no banho-maria, e o restante do FRASCO acima da superficie da
agua. Para a gaseificacdo dos FRASCOS foi utilizado a mesma mistura gasosa
empregada no sistema BAG, composta por 5% de diéxido de carbono, 5% de

oxigénio e 90 % de nitrogénio.
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2.1.7 Avaliacdo da TPIV e NMEPO

Ao término do periodo de 18h de incubacdo do complexo
oocitos/espermatozéides, os mesmos foram transferidos para uma gota de
400uL de DPBS com 0,4% de BSA em placa de quatro pocos e sofreram
repetidas e vigorosas pipetagens com auxilio de micropipeta dosadora de
100uL, para a retirada dos espermatozoides acessorios. Na sequéncia, 0s
oocitos foram passados por gotas de 50uL da mesma solucdo, onde foram
mantidos e entdo armazenados em geladeira a 5 °C até a avaliacdo da TPIV,

que ocorreu em intervalo de no maximo sete dias.

Para a verificacdo da TPIV e NMEPO, os odcitos foram expostos a uma
solugdo de Hoescht 33342 (10 ug/mL) em Tissue Culture Medium (TCM), e
levados a uma estufa com 38,5 °C, onde permaneceram por 15 minutos
(adaptado de Ivanova & Mollova, 1993). Grupos de oito odcitos foram dispostos
entre lamina e laminula e levados ao microscépio de fluorescéncia em aumento
de 400 x, para a avaliacdo da TPIV. Foi considerado penetrado, o o0cito que
apresentou sua zona pellcida penetrada por pelo menos um espermatozoide,

conforme descrito por Ivanova & Mollova (1993).

2.2 Experimento 2

Os od6citos utilizados neste experimento foram obtidos pelo mesmo

método do experimento 1.
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2.2.1 Congelamento de o06citos em criotubos

A solucéo utilizada para o congelamento dos odcitos em criotubo foi
denominada de solucédo de congelamento 1 (SC1), composta de 0,7M de DMSO,
0,9 M de EG, acrescida de 1% de Supercoolry. Grupos de trinta e cinco oécitos
previamente desnudados foram expostos a uma gota de aproximadamente 7uL
da solucdo de congelamento por 120s, e transferidos para criotubos colocados
em um suporte de isopor e expostos ao nitrogénio, de forma que somente a
metade inferior destes ficasse submersa no nitrogénio. Na sequéncia foi
adicionado ao criotubo, 1 mL da solugdo de fecundacdo e 1,2 mL de 6leo
mineral, sendo o criotubo fechado, retirado do suporte e submerso por completo

no nitrogénio.
2.2.2 Vitrificacdo de oocitos em OPS

A metodologia utilizada para a vitrificacdo de odécitos em OPS é a

mesma descrita no experimento 1.

2.2.3 Descongelamento de oo6citos

Para os od6citos congelados em CRIOTUBO, o descongelamento, foi
realizado expondo o CRIOTUBO contendo os odcitos, meio de fecundagédo e

6leo mineral, ao banho-maria a 60 °C por 150 segundos.

Para os odcitos congelados no sistema OPS, o descongelamento foi

realizado pela exposi¢cdo das palhetas ao ar por cinco segundos, e imersédo da
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extremidade que continha os odcitos em solucédo de 0,5 M de sacarose por cinco
minutos. A extremidade da palheta oposta aos oécitos foi tampada com o dedo
para que se formasse uma pressao positiva e os odécitos fossem expulsos. Na
sequéncia, 0s o00citos passaram, respectivamente, por gotas de solucbes de
0,25 M e 0,125 M de sacarose e DPBS acrescidas de 0,4% de BSA,
permanecendo cinco minutos em cada uma. Tanto as solugdes de congelamento

quanto as de descongelamento estavam a 39 °C no momento de uso.

2.2.4 Inseminacéao dos oocitos

Odcitos vitrificados/descongelados pelo método OPS e
congelados/descongelados em CRIOTUBOS, foram co-incubados com
espermatozoides previamente processados (lavados e incubados) a uma
concentracdo de 1 x 10° células méveis/mL, por 18h, conforme descrito no
experimento 1. Os macho utilizados nestes experimentos foram os mesmos

machos utilizados no experimento 1.

2.2.5 Avaliagao da TPIV e NMEPO

O método utilizado para a avaliacdo da taxa de penetracdo e do niumero

de espermatozoides por odcito, esta descrito anteriormente no experimento 1.
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2.2.6 Andlise estatistica

Nos 2 experimentos o NMEPO foi comparado entre os machos e 0s
tratamentos ESTUFA, BAG e FRASCO, e também entre os tratamentos
CRIOTUBO e OPS através da andlise de variancia. Em funcdo de néao
apresentar distribuicdo normal, esta variavel foi submetida a transformacéo para

raiz quadrada. Comparacdes entre médias foram conduzidas pelo teste LSD.

Os efeitos dos tratamentos e dos diferentes machos sobre a TPIV foram
avaliados através de regressao logistica. Em ambos os experimentos, em fungéo
da ocorréncia de interacbes entre machos e tratamentos, estes eventos
individuais foram desconsiderados. Distintas combinacdes entre machos e
tratamentos foram considerados como nivel de referéncia para as comparacdes
estatisticas. Todas as analises estatisticas foram conduzidas com o software

Statistix ® (2003).

3 Resultados

Experimento 1

O NMEPO diferiu (P<0,05) entre os trés sistemas de incubacao
avaliados, sendo que o sistema FRASCO apresentou o maior NMEPO (Tabela

1),
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Tabela 1: Efeito do sistema de incubacdo sobre o numero médio de

espermatozoides que penetraram por oocito (NMEPO), considerando todos os

machos

Sistema de incubaco Odcitos (n) NMEPO
ESTUFA 339 6,3"
BAG 276 3,9°
FRASCO 322 15,52
Total 937 8,57

abCExpoentes distintos indicam significancia estatistica (P = 0,0006)

A variacdo no NMEPO foi influenciada por uma interacéo entre o efeito
dos machos utilizados e do sistema de incubacdo (Tabela 2). No entanto,
considerando o resultado obtido nos trés tratamentos, o Macho B sempre esteve
entre os machos que apresentaram o maior NMEPO (P<0,05), enquanto o

Macho C, sempre esteve entre os que obtiveram o menor NMEPO (P<0,05).

Tabela 2: Efeito da interacdo entre macho e sistema de incubacdo sobre o

namero médio de espermatozdéides que penetraram por odcito (NMEPO)

Sistema de incubacao

ESTUFA BAG FRASCO

Macho NMEPO n NMEPO n NMEPO n Total
A 6,8% 96 4,2° 59 14,9° 81 8,3%
B 8,7¢ 61 7,0% 84 26,62 55 13,14
C 3,6° 109 0,9 70 10,2 74 5,0¢
D 6,9% 73 5,0% 109 9,8° 66 7,38

abe.d. et Expoentes distintos indicam significancia estatistica (P < 0,0001)

A B.C Expoentes distintos indicam significancia estatistica (P = 0,0006)

A Tabela 3 apresenta as TPIV alcancadas por cada macho, em cada

sistema de incubagé&o, com variacéo entre 70,8 % e 100%.
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Tabela 3: Taxas de penetracao in vitro por sistema de incubacéo e por macho

Macho ESTUFA BAG FRASCO Total
A 70,8 72,9 97,5 80,4
B 100,0 96,4 98,2 98,2
C 93,6 80,0 94,6 89,4
D 98,6 90,8 90,9 93,4
Total 90,8 85,0 95,0 90,4

A avaliacdo da taxa de penetracdo de acordo com a interacdo entre
machos e sistemas de incubacdo mostrada na Tabela 4 considera como niveis
de referéncia o efeito de cada um dos 4 machos dentro do sistema de incubacéo

em ESTUFA.

Considerando a combinacgéo entre 0 Macho A e o sistema de incubacéo
ESTUFA como nivel de referéncia (Tabela 4), somente o Macho B no sistema
ESTUFA e os Machos A e C no sistema BAG apresentaram TPIV similares as
taxas do nivel de referéncia (P>0,05). Quando o nivel de referéncia foi o Macho
B no sistema ESTUFA, a TPVI ndo diferiu em nenhuma das combinac¢des entre
machos e tratamentos (P>0,05). Quando o nivel de referéncia foi o Macho C no
sistema ESTUFA, somente o Macho A alocado no tratamento ESTUFA e BAG e
0 Macho C alocado no tratamento BAG apresentam TPIV que diferiram do nivel
de referéncia (P<0,05). Quando a referéncia foi 0 Macho D no sistema ESTUFA,
somente Macho A nos sistemas ESTUFA e BAG e o Macho C no sistema BAG,
apresentaram TPIV que diferem do nivel de referéncia (P<0,05). Desta maneira,
guando os machos B, C e D foram alocados no sistema de incubacdo FRASCO,

apresentaram TPIV que nao diferiram (P>0,05) do nivel de referéncia, quando
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este, foi considerado a interacdo de cada um deles com o sistema ESTUFA.
Porém, quando os machos foram alocados no sistema de incubacao BAG, foram
os Macho A, B e D que apresentaram TPIV que nao diferiram (P>0,05) do nivel
de referéncia, quando este, foi considerado a interagdo de cada um deles com o

sistema ESTUFA.

Tabela 4: Efeito da interacdo entre macho e tratamento sobre a taxa de
penetracdo in vitro, considerando como referéncia a combinacéo de diferentes

machos com o sistema de incubacdo em ESTUFA*

Tratamento Macho Tratamento = ESTUFA

Macho A Macho B Macho C Macho D

ESTUFA A - 0,5269 < 0,0001 0,0010
B 0,5269 - 0,6335 0,6816
C < 0,0001 0,6335 - 0,3712
D 0,0010 0,6816 0,3712 -

BAG A 0,7837 0,5313 0,0001 0,0017
B 0,0001 0,6348 0,9711 0,4002
C 0,1819 0,5485 0,0014 0,0059
D 0,0005 0,5887 0,1087 0,0613

FRASCO A 0,0002 0,6528 0,6419 0,6270
B 0,0027 0,6679 0,5234 0,8401
C 0,0004 0,6147 0,5753 0,2109
D 0,0034 0,5892 0,1470 0,0712

*NUmeros nas celas séo valores de P obtidos em modelos de regresséo logistica

O efeito da interacdo entre macho e tratamento sobre TPIV,
considerando como referéncia a combinacdo entre diferentes machos e o
sistema de incubacdo em BAG, esta descrito na tabela 5. Considerando como
nivel de referéncia o Macho A no sistema BAG, as unicas TPIV similares ao
nivel de referéncia foram observadas para os Machos A e B no sistema ESTUFA

e para o Macho C no sistema BAG (P>0,05), sendo que as demais TPIV
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diferiram da TPIV observada para o nivel de referéncia (P<0,05). Quando o
Macho B no sistema BAG foi considerado nivel de referéncia, apenas o Macho A
nos sistemas ESTUFA e BAG e o macho C no sistema BAG apresentaram TPIV
que diferiram do nivel de referéncia (P<0,05). Quando o nivel de referéncia foi o
Macho C no sistema BAG, TIPV semelhantes (P>0,05) foram observadas para
0s Machos A e B no sistema ESTUFA, Macho A no sistema BAG e Macho D no
sistema FRASCO, enquanto as demais TPIV foram diferentes da observada
para o nivel de referéncia (P<0,05). Considerando o Macho D no sistema BAG
como referéncia, as Unicas TPIV diferentes foram observadas para o Macho A
nos sistemas BAG e ESTUFA e para o Macho C no sistema BAG (P<0,05), no
entanto, as demais interacdes nédo diferiram (P>0,05) do nivel de referéncia.
Desta maneira, quando os machos foram alocados no sistema de incubagéo
FRASCO, os Machos B e D apresentaram TPIV que né&o diferiram (P>0,05) do
nivel de referéncia, quando este, foi considerado a interacdo de cada um deles
com o tratamento BAG. Porém, quando os machos foram alocados no sistema
de incubagdo ESTUFA, foram os Macho A, B e D que apresentaram TPIV que
ndo diferiram (P>0,05) do nivel de referéncia, quando este, foi considerado a

interagao de cada um deles com o tratamento BAG.
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Tabela 5: Efeito da interacdo entre macho e tratamento sobre a taxa de
penetragdo in vitro, considerando como referéncia a combinacdo de diferentes

machos com o sistema de incubagcdo em BAG*

Tratamento Macho Tratamento = BAG
Macho A Macho B Macho C Macho D
ESTUFA A 0,7837 0,0001 0,1819 0,0005
B 0,5313 0,6348 0,5485 0,5887
C 0,0001 0,9711 0,0014 0,1087
D 0,0017 0,4002 0,0059 0,0613
BAG A - 0,0004 0,3418 0,0032
B 0,0004 - 0,0038 0,1372
C 0,3418 0,0038 - 0,0424
D 0,0032 0,1372 0,0424 -
FRASCO A 0,0005 0,6813 0,0032 0,0795
B 0,0043 0,5529 0,0134 0,1103
C 0,0015 0,5787 0,0131 0,3518
D 0,0113 0,1721 0,0793 0,9852

*NUmeros nas celas sdo valores de P obtidos em modelos de regresséo logistica

Experimento 2

No experimento 2, o teste de penetragcdo espermatica in vitro foi
realizado utilizando o tratamento FRASCO, conforme metodologia descrita no
experimento 1. O sistema FRASCO foi escolhido pois foi eficiente para
determinar diferencas nas TPIV de diferentes machos e por ser de facil

utilizagéo.

A tabela 6 mostra o NMEPO alcancado por cada macho dentro de cada
sistema de congelamento avaliado. Agrupando o resultado gerado por todos os
machos, o NMEPO no sistema CRIOTUBO foi superior ao encontrado no
sistema OPS (P<0,05). No entanto, ao avaliar isoladamente os resultados
obtidos por cada macho, esta superioridade foi caracteristica apenas para o

Macho A, que apresentou NMEPO superior (P<0,05), quando os odcitos
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utilizados foram congelados no sistema CRIOTUBO do que quando foram

vitrificados utilizando o sistema OPS.

Tabela 6: NMEPO em funcdo do sistema de congelamento de odécito e macho

utilizado
Macho Sistema OPS Sistema CRIOTUBO Total
N NMEPO N NMEPO

A 73 6,2° 59 14,72 10,5%
B 43 4,0 39 7,3 5,68
C 68 3,9° 86 5,2 4,58¢
D 74 3,1° 88 3,8° 3,5
Total 258 3,7% 272 7,07

Médias com expoentes distintos diferem por P < 0,0001
NMEPO = Numero médio de espermatozoides que penetraram por oécito

N= Numero de odbcito

As TPIV por macho em diferentes sistemas de congelamento variaram
entre 70,6% e 94,5%, para o sistema OPS, e entre 89,8% e 100%, para o

sistema CRIOTUBO (tabela 7).

Tabela 7: Taxas de penetracdo in vitro em funcdo do tratamento e do macho

utilizado

Macho OPS CRIOTUBO Total
A 94,5 98,3 96,4
B 76,7 100,0 88,3
C 70,6 95,3 82,9
D 91,9 89,8 90,8
Total 83,4 95,8 89,6

Quando o nivel de referéncia foi o Macho A no sistema OPS, somente
0s Machos B e C no sistema OPS apresentaram TPIV diferentes da TPIV do
nivel de referéncia. Quando o Macho B no sistema OPS foi considerado como

referéncia, as TPIV observadas para o Macho C no sistema OPS e para o
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Macho B e D no sistema CRIOTUBO foram similares (P>0,05), enquanto as
demais TPIV foram diferentes (P<0,05). Considerando como referéncia o Macho
C no sistema OPS, somente as TPIV para o Macho B nos sistemas OPS e
CRIOTUBO foram similares (P>0,05). Quando o nivel de referéncia foi o Macho
D no sistema OPS, somente os Machos B e C alocados no sistema OPS
apresentaram TPIV diferente do nivel de referéncia (P<0,05). Os Machos A, B e
D quando alocados no tratamento CRIOTUBO, apresentaram TPIV que né&o
diferiram (P>0,05) da TPIV apresentada pelo nivel de referéncia, quando este foi

considerado eles mesmos alocados no tratamento OPS (tabela 8).

Tabela 8: Efeito da interacdo entre macho e tratamento sobre a taxa de
penetracdo in vitro, considerando como referéncia a combinacéo de diferentes

machos com o sistema de congelamento OPS*

Tratamento  Macho Tratamento = OPS
Macho A Macho B Macho C Macho D

OPS A - 0,0085 0,0007 0,5293
B 0,0085 - 0,4777 0,0271
C 0,0007 0,4777 - 0,0020
D 0,5293 0,0271 0,0020 -

CRIOTUBO A 0,2841 0,0075 0,0023 0,1359
B 0,5630 0,4708 0,4540 0,5387
C 0,8120 0,0036 0,0002 0,3735
D 0,2783 0,0523 0,0033 0,6437

*NUmeros nas celas séo valores de P obtidos em modelos de regresséo logistica

4 Discussao

Os resultados obtidos no primeiro experimento demonstram que é
possivel utilizar sistemas alternativos de co-incubacdo de gametas no teste de

penetracdo espermatica in vitro. Neste experimento foram utilizados quatro
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machos e, trés deles obtiveram TPIV similar ao nivel de referéncia (NR), até
mesmo quando a ESTUFA foi considerada o NR. Macedo et al (2006)
demonstram ser possivel utilizar o sistema BAG para realizacdo do teste de
penetracdo, contudo os autores concluiram que ndo poderiam ser utilizados
odcitos suinos vitrificados neste sistema, pois a maioria dos machos utilizados
no experimento apresentaram TPIV menor que o tratamento onde os odcitos
eram vitrificados e incubados em estufa. Provavelmente, a diferenca existente
dos resultados entre os trabalhos deve-se ao fato que no trabalho de Macedo et
al (2006) a fonte de CO. utilizada foi a expiragdo humana, conforme descrito por
(Vajta et al, 1997b), enquanto no atual experimento foi utilizada uma mistura
gasosa definida (Olivier & Palma, 1998) proporcionando um ambiente similar ao
encontrado nas estufas de CO.. Alteragdes encontradas por Macedo et al (2006)
na coloracdo do meio de fecundacao durante o periodo de incubacgédo, sugerindo

alcalinizacdo da solucao, ndo foram evidenciadas no presente experimento.

A utilizacdo do sistema FRASCO ndo tinha sido relatada até o presente
momento, contudo as TPIV obtidos neste sistema foram similares as
encontradas nos sistemas BAG e ESTUFA, na maioria das interacdes entre
macho e tratamentos. O sistema FRASCO foi desenvolvido como uma forma
alternativa ao sistema BAG, uma vez que é mais facil e mais seguro para
manusea-lo, além de possuir menor probabilidade de ocorrer trocas gasosas
com o ambiente externo, 0 que ocasiona alteracdo no pH do meio de

fecundagéo (Macedo et al, 2006)
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Quando se agrupou o resultado obtido pelos quatro machos utilizados
neste experimento, o nimero médio de espermatozéides que penetraram por
odcito (NMEPO) foi maior respectivamente nos sistemas FRASCO, ESTUFA e
BAG. O motivo de o tratamento FRASCO ter obtido um maior NMEPO deve-se
ao fato de neste tratamento a relagdo nimero de espermatozoéides por odcitos
tenha sido maior que a dos tratamentos BAG e ESTUFA, embora o niumero de
espermatozoéides por mL de meio de fecundacgédo tenha sido o mesmo para todos
os tratamentos. Embora o NMEPO obtido no tratamento BAG tenha sido inferior
ao obtido no tratamento ESTUFA, pode-se dizer que as alteracdes realizadas na
metodologia utilizada por Macedo et al (2006) influenciaram positivamente para
aperfeicoamento do tratamento BAG associado a utilizacdo do odcitos
vitrificados/descongelados, uma vez que ao avaliar diferentes interacdes entre
machos e tratamentos, observou-se que na maioria das vezes, 0s resultados
obtidos através da interacdo de determinado macho com o tratamento ESTUFA
(controle) foi o mesmo resultado obtido pela interacdo do mesmo macho com o
tratamento BAG. O mesmo aconteceu com o tratamento FRASCO, que na
maioria das vezes obteve resultados similares ao controle, além de ter a

vantagem de ser de facil execucao.

A utilizagdo de congelamento em CRIOTUBO foi testada em funcéo da
praticidade que o sistema gera na execucao do teste de penetracdo espermatica
in vitro, uma vez que no mesmo CRIOTUBO que os o06citos sao congelados,
estdo presentes, o meio de fertilizacdo e o 6leo mineral que s&o utilizados no

periodo de co-cultivo dos gametas pds descongelamento dos odcitos. Desta
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forma é eliminada a necessidade da utilizacdo de lupa para manipulacdo dos
odcitos e toda a preparacdo do meio de fecundagdo no dia da realizacdo do

teste.

Agrupando o resultado dos quatro machos utilizados no experimento,
observou-se que o NMEPO foi significativamente maior no tratamento onde os
odcitos foram congelados no sistema CRIOTUBO do que no sistema OPS, o que
pode estar associado a presenca do TCM 199 no ambiente de congelamento e
descongelamento do od6cito proporcionando uma melhor preservacdo da
estrutura oocitaria envolvida no processo de conhecimento e penetracdo
espermética. Segundo Bertholot et al (2002), a presenca de aminoacidos
adicionais no TCM 199 pode aumentar a protecdo dos embribes ao
congelamento e o sistema tampéo Hepes pode também ter um efeito favoravel

sobre os embrides.

Lynham & Harrisson (1998), demonstraram que para executar o teste de
penetracdo espermética in vitro, é possivel utilizar o6citos suinos
criopreservados em uma simples solucao de soro fetal bovino (SFB) e 10% de
dimetilsulféxido (DMSO). A solucdo de congelamento de odcitos utilizada no
experimento 2, foi constituida com a metade da concentracdo da solucdo de
equilibrio (VS1), utilizada no experimento 1. Em protocolos de vitrificacdo de
embrides e odcitos, solugbes como esta, sdo utilizadas para fazer uma prévia
desidratagdo celular, evitando danos celulares devido a choque osmoético
causado pela solugcéo de vitrificacdo, geralmente denominada VS2 ou VS3

(Mahmoudzadeh et al, 1995; Saalfeld et al, 1997). No presente trabalho, esta
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solucao foi utilizada como Unica solugcao de congelamento, mesmo sabendo que
em varios experimentos (Vajta et al, 1997ab, Vajta et al, 1998ab, Isachenko et al,
1998; Vajta et al 1999; Macedo et al, 2004) foram utilizados concentracdes
maiores dos crioprotetores, objetivando preservar a integridade e funcionalidade
das estruturas oocitarias. No entanto, a hipétese era que a solucdo utilizada no
presente trabalho fosse capaz de preservar as estruturas oocitarias envolvidas
no processo de fertilizacdo, e também possibilitasse o descongelamento direto,
sem fazer re-hidratacdo oocitaria em etapas, exigido quando se utiliza
concentragdo maiores de crioprotetores. Desta forma, eliminou-se a necessidade
de micromanipular os odcitos, durante e pos descongelamento, pois eles foram
descongelados diretamente no meio de fecundagdo. Para manter os odcitos,
solugéo de congelamento, solucdo de descongelamento e meio de fecundacao
no mesmo recipiente, foi necessario que os o0citos apds serem exposto a
solugéo de congelamento, fossem alocados no CRIOTUBO (tubo criogénico) e
estes parcialmente imersos no N,L por no minimo 45s, dificultando possiveis
diluicbes da solucdo de congelamento, causada pelo meio de fecundacdo que
foi disposto logo acima. Ainda objetivando preservacdo da concentracéo inicial
da solugdo de congelamento, o meio de fecundacdo foi colocado no tubo
criogénico com auxilio de uma micropipeta graduada de 1000uL, de forma que o
meio fosse orientado para escorrer pela parede interna do tubo, que estava
resfriada, pelo contato direto com o N,L. Assim, o meio de fecundagcédo congelou

guase que instantaneamente, evitando trocas com a solucao de congelamento.
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A utilizacdo do CRIOTUBO para congelamento de odcitos ndo tem sido
relatada na literatura, contudo Chian et al (2004) utilizaram os CRIOTUBOS para
armazenar od0citos bovinos previamente vitrificados em finas palhetas e
obtiveram altas taxas de sobrevivéncia. A utilizacdo de CRIOTUBO para conter
0s 00citos durante o congelamento ndo tem sido utilizada, provavelmente porque
ele possui uma parede mais espessa que as palhetas de 0,25 mL que
geralmente s&o utilizadas, diminuindo a velocidade de congelamento e a
viabilidade celular (Vajta et al, 1998). Contudo, no presente experimento a
utilizacdo do CRIOTUBO foi capaz de preservar as estruturas de interesse no
teste de penetracdo espermatica além de simplificar o processo de
descongelamento e preparacdo da placa de co-incubacdo odcito-

espermatozoide.

5 Conclusobes

No experimento 1, embora tenha ficado evidente a existéncia da
interagcdo entre macho e tratamento, na maioria das vezes o resultado da
interacao dos diferentes machos com o tratamento FRASCO ou BAG néo diferiu
do resultado obtido da interagdo dos mesmos machos com o tratamento
ESTUFA (controle), quando este foi considerado nivel de referéncia,
demonstrando que ambos os sistemas podem ser utilizados no teste de

penetracdo espermatica in vitro.
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No experimento 2, o tratamento CRIOTUBO mostrou-se uma excelente
ferramenta para facilitar a execucdo do teste de penetracdo espermatica in vitro,
uma vez que € capaz de preservar o o00cito durante o processo de
congelamento/descongelamento e elimina a necessidade do uso de lupa para

manipulacdo do odcito pés descongelamento.
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(Artigo escrito segundo as normas da revista Animal Reproduction Science)

Resumo

O presente trabalho é composto por dois experimentos, nos quais quatro
machos foram utilizados em cada experimento e 3074 odcitos foram avaliados.
O primeiro experimento avaliou o efeito da combinacdo de trés concentracdes
espermaticas (0,5 x 10° 1 x 10° e 2 x 10° espermatozéides por mL de meio de
fecundacéo) e trés periodos de incubacdo (6, 12 e 18h) totalizando 9
tratamentos (T). O T1, T2 e T3 foram compostos respectivamente por 0,5 x 10°

espermatozoides por mL e 6, 12 e 18h de incubacdo. O T4, T5 e T6 (controle)
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foram compostos, respectivamente, por 1 x 10° espermatozéides por mL e 6, 12
e 18h de incubacdo e o T7, T8 e T9 foram compostos respectivamente, por 2 X
10° espermatozoides por mL e 6, 12 e 18h de incubacdo. O nimero médio de
espermatozdide que penetraram por oécito (NMEPO) variou entre 1,7 e 13,2,
enquanto que a taxa de penetracdo espermética in vivo (TPIV) variou de 30,9%
a 98,3%. O teste LSD identificou diferenca estatistica (P<0,05) entre
tratamentos, porém, o NMEPO ndao diferiu entre os T5, T6, T7 e T8, para 0s
quatro machos utilizados. A analise de regressao logistica identificou que
nenhum dos oito tratamentos apresentou TPIV similar (P>0,05) ao T6, para
todos os machos, entretanto o T7 e T9 apresentaram TPIV similar (P>0,05) ao
T6 para trés dos quatro machos utilizados. O segundo experimento avaliou se o
macho com maior capacidade fecundante in vitro € o mesmo que produz mais
leitdes in vivo, sendo que o T7 do experimento um foi escolhido para ser
utilizado no experimento 2. O NMEPO foi de 0,82, 0,80, 2,44 e 3,45
respectivamente para os Machos A, B, C e D, enquanto a TPIV foi de 52,5%,
53,2%, 76,4% e 91,3%, respectivamente, para 0s mesmos machos. Através da
regressao logistica demonstrou-se que com excec¢ado dos machos A e B, todos
0os demais machos apresentaram TPIV diferentes (P<0,05) entre si. As
estimativas da fertilidade in vivo foram geradas apés a inseminacao artificial de
34 fémeas suinas, utilizando um pool de sémen dos mesmos machos e das
mesmas amostras utilizadas no teste de penetracdo espermética in vitro e a
avaliacdo da paternidade dos leitdes nascidos utilizando microssatélites

marcadores. Das 34 fémeas inseminadas, nasceram 442 leitdes sendo que
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destes apenas 209 (47,3%) tiveram paternidade identificada. Os machos A, B, C
e D foram identificados como progenitores de 22%, 29,2%, 25,8%, e 23% dos
leitbes nascidos, respectivamente, porém, o teste de qui-quadrado nao
identificou diferencas (P>0,05) entre as porcentagens de participacdo de cada
macho na paternidade dos leitdes. A utilizacdo de 2 x 10° espermatozéides por
mL de meio de fecundagdo no teste de penetracdo esperméatica in vitro
possibilita reduzir o tempo de co-incubacdo de odécitos e espermatozéides para
6h, porém a diferenca encontrada na capacidade fertilizante in vitro de diferentes
machos nao foi evidenciada in vivo.

Palavras chaves: Teste de penetracdo espermatica in vitro, diagnéstico de

paternidade, suinos.

1 Introducéao

Muitos trabalhos tém sido realizados buscando associar caracteristicas
espermaticas, testes laboratoriais e fertilidade in vivo, pois a capacidade
fertilizante de um reprodutor € de grande impacto econémico, principalmente em
programas de inseminacao artificial (IA). Métodos laboratoriais tém sido
desenhados para testar diferentes aspectos da qualidade seminal e alguns dos
quais tém sido correlacionados com fertilidade (Larsson & Rodriguez-Martinez,

2000).

Entre os testes que objetivam predizer in vitro a fertilidade in vivo, a
producao in vitro de embrides, teste de penetracdo espermatica in vitro, ligacéo
a zona pellcida e teste da hemizona tem sido utilizado com éxito em espécies

de aptidao produtiva (Berger, 1989; Cox et al 1994; Fukui et al, 1998; Ward et al,
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2003; Braundmeier et al, 2004; Sanchez-Ruiz et al, 2006) e animais de
companhia e esporte (Meyers et al., 1996; Holst et al, 2000a; Holst et al 2000b;
Hermansson et al, 2006;). Estes testes tém a capacidade avaliar todas as etapas
da fertilizagdo (Martinez 1993) e mimetizar in vitro 0S processos que acontecem
in vivo. Contudo a complexidade para a execucgédo do teste, a necessidade de
técnicos treinados, grande demanda de tempo e equipamentos de custos

elevados limitam a utilizacdo deste tipo de analise.

Com o0 objetivo de simplificar o teste, Macedo et al (2006),
demonstraram ser possivel utilizar separadamente odcitos Vvitrificados e o
sistema de incubacédo submarino (Vajta et al, 1997) na execucéo do teste de
penetragcdo espermatica in vitro, eliminando o custo da estufa de CO, ou
viabilizando a formacédo de um banco do odcitos possibilitando que o teste seja
realizado até mesmo em locais que ndo exista abatedouro préximo. Este
processo também foi utilizado por Macedo (2007), que também apresentou a
utilizacéo de odcitos criopreservados em criotubos, juntamente com 6leo mineral

e meio de fecundacédo no teste de penetracdo espermatica in vitro.

No entanto, o teste de penetracdo espermética in vitro ainda necessita
ser validado, sendo necesséario verificar se as modificacbes propostas na
metodologia do teste irdo preservar a associacao dos resultados obtidos in vitro

e fertilidade in vivo.

O primeiro experimento teve o objetivo de comparar 3 periodos de co-

incubagcdo odcitos/espermatozoides (6, 12 e 18h) com 3 concentracdes (0,5 x
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10°, 1 x 10° e 2,0 x 10°) espermaéticas sobre a taxa de penetracdo espermatica in
vitro (TPIV) e o numero médio de espermatozéide que penetram por odcito
(NMEPO). O tratamento do experimento 1 que apresentou resultados similares
ao tratamento controle, porém com um periodo de incubacdo menor que 18h, foi
eleito para ser utilizado no segundo experimento. O segundo experimento teve
como objetivo verificar a associacdo entre os resultados obtidos pelo teste de
penetracdo espermatica in vitro e a taxa de paternidade in vivo de leitbes, apés
inseminacao artificial de fémeas suinas utilizando um pool de sémen de quatro
machos, com posterior identificacdo da paternidade de leitdes através da
amplificac@o de regides microssatélites polimérficas, pela técnica da reacdo em

cadeia da polimerase (PCR) ( Nechtelberger et al, 2001).
2 Material e Métodos

Os produtos utilizados nos dois experimentos foram adquiridos da Sigma
Chemical Company, (St. Louis, USA), exceto o TCM 199 (Gibco-Invitrogen,
Grand Island, N.Y, USA), SFB (Cultilab Mat Cult Cel, Campinas,SP, Brasil),
DPBS (Nutricel, Campinas, SP, Brasil) e Supercoolty (21st Century Medicine,

Rancho Cucamonga, California, USA).

2.1 Experimento 1

2.1.1 Obtencéo dos odcitos

Os odcitos foram obtidos através da puncao de foliculos ovarianos entre

3 a 6 mm de diametro, oriundos de leitoas pré-puberes (aproximadamente 95
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kg), abatidas em frigorifico local e transportados para o laboratério até 60
minutos apds o abate das leitoas, em solucdo salina a 30 °C, acrescida de 40
mg de gentamicina. A puncéo folicular foi realizada com seringa de 10 mL e
agulha de calibre 40 x 12. O material obtido das punc¢des foi colocado em um
tubo conico de 15 mL, e o sedimento formado foi avaliado sob lupa
estereomicroscépica, a fim de procurar e selecionar o0s o06citos. Foram
desprezados os 00citos que apresentaram particdes multiplas de citoplasma ou
lesbes de zona pellucida. ApGs a selecdo, os o00citos sofreram vigorosas e
repetidas pipetagens, com auxilio de uma micropipeta dosadora graduada de

200 pL, para a retirada das células do cumulus oophorus (Macedo et al 2006).

2.1.2 Congelamento e descongelamento de o6citos em CRIOTUBOS

A solucdo utilizada para o congelamento dos odcitos em criotubo foi
denominada de solucdo de congelamento 1 (SC1), composta de 0,7 M de
DMSO, 0,9 M de EG, acrescida de 1% de Supercoolry. Trinta e cinco odécitos
previamente desnudados foram expostos a uma gota de aproximadamente 7 uL
da solucédo de congelamento por 120 segundos, e transferidos para um criotubo,
que foi colocado em um suporte de isopor e exposto ao nitrogénio, de forma que
somente a metade inferior do criotubo ficasse submersa no nitrogénio. Na
sequéncia, foi adicionado ao criotubo, 1 mL da solucéo de fecundacao e 1,2 mL
de 6leo mineral, sendo o criotubo fechado, retirado do suporte e submerso por

completo no nitrogénio. Para o descongelamento, o criotubo contendo os
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odcitos, meio de fecundacao e 6leo mineral, foram expostos ao banho-maria a

60 °C por 150 segundos.

2.1.3 Coleta e diluicdo do sémen

As amostras de sémen utilizadas neste experimento foram coletadas de
4 machos, com fertilidade conhecida, alocados em uma central de inseminacao
artificial de uma unidade produtora de suinos, localizada na regido. Apds 0s
machos serem coletados pelo método da méao enluvada, o sémen foi diluido em
Beltsville Thawing Solution (BTS - Pursel & Jhonson, 1975) de modo que cada
dose possuisse uma concentracdo de 3 x 10° espermatozéides com motilidade

progressiva, em 100 mL, e armazenado a 17 °C até seu uso.

2.1.4 Lavagem espermaética

Aliquotas de 12 mL de sémen diluido foram centrifugadas por um minuto
a um rotacdo de 60 gravidades (g). De cada amostra centrifugada, foram
recuperados 6 mL do sobrenadante, que foram transferidos para outro tubo
conico, sendo adicionado a este, 6 mL da solugéo de lavagem (31,8 mg/L de
CaCl,.2H,0, 99,7 mg/L de penicilina, 76,7 mg/L sulfato de estreptomicina, 1g/L
de albumina sérica bovina) e submetidos a mais trés centrifugacdes de trés
minutos a uma rotacdo de 1200 g. Entre estas centrifugacdes, todo o
sobrenadante foi desprezado e o pellet formado foi ressuspenso em 12 mL da
solucao de lavagem, sendo que apos a ultima centrifugacao, o pellet formado foi

ressuspenso na proporgao 1:1 em meio de fecundacéo (0,91 mM de piruvato de
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sédio, 5,5 mM de glicose, 50 pg/mL de penicilina, 75 pg/mL de sulfato de
estreptomicina, 1,1 pg/mL de lactato de célcio), com pH modificado para 7,8 e
incubado em estufa com 5% de CO,, 38,5 °C e ar umidificado, por 40 minutos

(adaptado de Funahashi & Day, 1993).
2.1.5 Inseminacéao dos oocitos

Odcitos  congelados/descongelados  foram  co-incubados  com
espermatozoides previamente processados (lavados e incubados) a uma

concentracdo de 1 x 10° células méveis/mL, por 18h.

2.1.6 Sistema de cultivo FRASCO

Neste modelo, 35 odcitos foram colocados em 1000 uL de meio de
fecundacéao, alocado em frascos de vidro com 32 mm de diametro e tampa de
borracha, e cobertos com 1,0 mL de 6leo mineral. Para o cultivo, os frascos
foram parcialmente imersos em banho-maria, de forma que somente a por¢ao do
frascos que continha os odcitos, meio de fecundacéo e o 6leo mineral ficassem
submersos no banho-maria, e o restante do frascos mantido acima da superficie
da agua. Para a gaseificacdo dos frascos foi utilizado a mesma mistura gasosa
empregada no sistema BAG por Vajta et al (1997), composta por 5% de dioxido

de carbono, 5% de oxigénio e 90 % de nitrogénio.



74

2.1.7 Avaliacédo da taxa de penetragéao

Ao término do periodo de incubacdo do  complexo
oocitos/espermatozéides, os mesmos foram transferidos para uma gota de 400
uL de DPBS com 0,4% de BSA em placa de quatro pocos e sofreram repetidas e
vigorosas pipetagens com auxilio de micropipeta dosadora de 100 uL, para a
retirada dos espermatozoides acessorios. Na seqUéncia, os odcitos foram
passados por gotas de 50 uL da mesma solucdo, onde foram mantidos e entdo
armazenados em geladeira a 5 °C até a avaliagéo da taxa de penetracdo, que

ocorreu em intervalo de no méaximo sete dias.

Para a verificacdo da taxa de penetracdo, os odcitos foram expostos a
uma solucdo de Hoescht 33342 (10 ug/mL) em Tissue Culture Medium (TCM), e
levados a uma estufa com 38,5 °C, onde permaneceram por 15 minutos
(adaptado de Ivanova & Mollova, 1993). Grupos de oito odcitos foram dispostos
entre lamina e laminula e levados ao microscépio de fluorescéncia em aumento
de 400 x, para a verificacdo da porcentagem de oécitos penetrados bem como o
namero de espermatozoides por oocito. Foi considerado penetrado aquele oécito
que apresentou sua zona pelicida penetrada por pelo menos um

espermatozoide, conforme descrito por lvanova & Mollova (1993).

2.2 Experimento 2
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No experimento 2 o processo de execucdo do teste de penetracdo
espermatica in vitro foi realizado utilizando a metodologia empregada no

tratamento 7 do experimento 1.

2.2.1 Preparacao das doses inseminantes e inseminacdao artificial de

fémeas suinas

Foram utilizadas 34 fémeas suinas F1 (Large White x Landrace)
alocadas em uma granja comercial localizada na regidao de Pelotas. Durante o
cio, as fémeas foram inseminadas trés vezes. Nas duas primeiras IA, a dose
inseminante continha de 2,8 x 10° espermatozéides com motilidade em um
volume de 100 mL, no momento da preparacao e, a Ultima inseminacgéo foi
realizada com a metade da concentracdo e do volume das duas primeiras,

conforme manejo da granja.

O sémen utilizado na IA foi proveniente do mesmo ejaculado utilizado
para o teste de penetracdo espermatica in vitro (TPIV), porém apos a coleta, o
ejaculado de cada macho foi diluido em Beltsville Thawing Solution (BTS -
Pursel e Johnson, 1975) na proporcao 1:1 (ejaculado:diluente) e mantido em
banho-maria até que todos os machos fossem coletados. Uma amostra de cada
ejaculado coletado foi diluida em BTS para formar doses com 2,8 x 10°
espermatozoide em 100 mL e estas amostras foram utilizadas no teste de
penetracdo espermatica in vitro. Outra amostra de cada ejaculado foi utilizada na
formac&o de um pool de sémen, contendo 0,7 x 10° espermatozéides méveis de

cada macho, totalizando 2,8 x 10° espermatozéides em volume ajustado com
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BTS para 100 mL, que foi utilizada na inseminagao artificial. Foi utilizada
inseminacdo heterospérmica com o0 objetivo de estabelecer as mesmas
condi¢cbes para o sémen de todos os machos, eliminando a possibilidade do
sémen dos diferentes machos receberem tratamentos diferentes, além de
igualar, para todos os machos, individualidades referentes as fémeas e ou

habilidade do inseminador.

A inseminacao artificial (1A) foi realizada de acordo com o intervalo
desmame cio (IDC). Para fémeas com IDC curto, a primeira IA foi realizada 24h
apos a observacao do cio, a segunda IA foi realizada 12h apds a primeira e a
terceira 12h apés a segunda. Para fémeas com IDC médio, a primeira IA foi
realizada 12h apds a observacgéo do cio, a segunda IA foi realizada 12h apés a
primeira e a terceira IA foi 12h apGs a segunda. Para fémeas com IDC longo, a
primeira IA foi realizada logo ap6s a observacdo do cio, a segunda IA foi
realizada 12h apds a primeira, e a terceira IA foi 12h apds a segunda, caso a

fémea ainda estivesse em cio.

2.2.2 Genotipagem dos pais e dos leitdes, utilizando microssatélite

marcadores

Extracdo de DNA

Ao nascimento dos leitdes provenientes da inseminacao heterospérmica,
foi coletado uma amostra da cauda de cada individuo nascido para posterior

genotipagem. Apos a retirada da cauda, a mesma foi imersa em alcool 70 % e
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armazenadas individualmente a 5 °C até o momento da extracdo do &cido
desoxiribonucleico (DNA). A extracdo de DNA do tecido da cauda foi realizada

conforme descrito por Cesconeto (2003) e adaptada de Sambrook et al (2002).

A extracdo de DNA dos reprodutores utilizados no experimento foi
realizada a partir de amostra de sangue utilizando o Kit Puregene (2000). Foram
coletados de cada reprodutor, 5 mL de sangue, que foram acondicionados em
Vacutainer contendo etileno diamino tetraacético (EDTA) e congelados até o

momento da extracdo do DNA.

Marcadores moleculares

Para identificar a paternidade dos leitdes, inicialmente utilizou-se 5 pares
de primers denominados de TNFm1, TNFm2, IGF-I, S0082, S0097 (Joahansson
et al 1992; Ellegren et al 1993 e Looft et al, 1995), utilizado para este fim por
Stahlberg et al (2000) e Cesconeto (2003). Contudo os dados obtidos ndo foram
conclusivos pois os primers TNFm1 e IGF-1 ndo produziram amplificacfes e as
amplificacbes geradas pelos demais primers ndo foram suficientemente
polimérficas para identificar a paternidade dos leitdes. Nesta primeira tentativa
de identificacdo da paternidade, a corrida eletroforética foi realizada em gel

poliacrilamida e coloracéo por impregnacéo de prata.

Na sequéncia foram utilizados 10 pares de marcadores microssatélites,
conforme descrito por Nechtelberger et al (2001). Os marcadores moleculares
utilizados foram S005, S0090, S0101, S0155, S0355, S0386, SW24, SW240,

SW857 e SW951. O primer forward de cada um dos microssatélites foi marcado
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com um, de trés tipos de sondas fluorescentes, possibilitando que fragmentos
amplificados por diferentes primers, porém com o mesmo tamanho, podessem

ser identificados.

Na sequéncia foi realizada a genotipagem do produto da PCR utilizando

0s primers descritos na tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas dos primers utilizados nas PCR

Locus Marcador NM Primers Pb

S0005 FAM 500 F:5-TCC TTC CCT CCT GGT AAC TA-3' 203-243
R: 5GCA CTT CCT GAT TCT GGG TA-3’

S0090 TET 500 F:5-CCA AGA CTG CCT TGT AGG TGA ATA-3’ 240-253
R: 5-GCT ATC AAG TAT TGT ACC ATT AGG-3

S0101 TET 80 F:5-GAATGC AAA GAG TTC AGT GTA GG-3’ 196-224
R: 5-GTC TCC CTC ACACTT ACC GCA G-3

S0155 FAM 150 F:5-TGTTCTCTGTTTCTCCTC TGT TTG-3' 148-164
R:b 5-GTT AAA GTG GAA AGA GTC AAT GGC TAT-
3

S0355 HEX 200 F:5-TCT GGC TCC TAC ACT CCT TCT TGA TG-3 245-271
5: 5-GTT TGG GTG GGT GCT GAA AAA TAG GA-3

S0386 HEX 500 F:5-GAA CTC CTG GGT CTTATTTTC TA-3'" 158-174
R: 5’-(63TC AAA AAT CTT TTT ATC TCC AAC AGT
AT-3’

SW24 FAM 300 F:5-CTT TGG GTG GAG TGT GTG C-3 92-112
R:5'-ATC CAA ATG CTG CAA GCG-3

SW240 TET 150 F:5-AGA AAT TAG TGC CTC AAATTG G-3 93-114
R: 5-AAA CCA TTA AGT CCC TAG CAA A-3

SW857 TET 100 F:5-TGA GAG GTC AGT TAC AGA AGA CC-3’ 145-159
R: 5-GAT CCT CCT CCA AAT CCC AT-3

SW951 HEX 150 F:5-TTT CAC AAC TCT GGC ACC AG-3’ 121-136
R: 5-GAT CGT GCC CAA ATG GAC-3’

F= Forward
R= Reverse

b= Sequencia modificada
Pb = Pares de base

NM= Quantidade de primer utilizado em nanomolar
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Amplificacdo de fragmento de DNA pela técnica da PCR

Foram realizadas reacdes da PCR multiplex (10 pares de primers) em
um termociclador Eppendorff®. Cada reacéo foi realizada em volume total de 15
uL, contendo 200 uM de cada dNTP, 2,5 mM MgCl,, 1,25 Taq polimerase, 1 X
PCR buffer e DNA. A quantidade de cada primer que foi utilizado na reacéo e
esta descrito na tabela 1. A condicdo da PCR incluiu desnaturacao inicial de 10
minutos a 95 °C, 27 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 30 segundos a 60 °C, 90
segundos a 72 °C e extensdo final de 30 minutos a 72 °C. Os fragmentos da
PCR foram analisados em um sequenciador automatico modelo ABI3100

(Applied Byosystems 3100), e software Gene Mapper verséo 3.5.

2.8 Analise estatistica

O numero médio de espermatozéides que penetraram por odcito foi
comparado entre os machos por andlise de variancia. Em funcdo de nao
apresentar distribuicdo normal, esta variavel foi submetida a transformacéo para
raiz quadrada. Comparacdes entre médias foram conduzidas pelo teste LSD. Os
efeitos dos tratamentos e dos diferentes machos sobre a taxa de penetragéao
espermaética in vitro foram avaliados através de regressao logistica e pelo teste
de Qui-quadrado. Distintas combinacdes entre machos e tratamentos foram
considerados como nivel de referéncia para as comparacgfes estatisticas. Todas

as andlises estatisticas foram conduzidas com o software Statistix ® (2003).
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3. Resultados

Experimento 1

A Tabela 2 apresenta o efeito da interacdo entre macho e tratamento
sobre a taxa de penetracéo in vitro, considerando como referéncia a combinacao
de diferentes machos com o T6, sendo que as comparacdes foram feitas apenas
dentro de cada macho. Ao analisar as TPIV obtidas pelo Macho A, somente 0s
tratamentos T1 e T7 apresentaram taxas de penetracdo in vitro diferentes
(P<0,05) do T6. Ao analisar as TPIV obtidas pelo macho B, somente o
tratamento T3 apresentou TPIV diferente (P<0,05) do nivel de referéncia. Ao
analisar as TPIV obtidas pelo macho C, somente os tratamentos T1, T2, T3, T4 e
T5 apresentaram TPIV diferentes (P<0,05) do nivel de referéncia. As TPIV
obtidas pelo macho D, somente os tratamentos T2, T4, T5, e T8 foram diferentes

(P<0,05) do nivel de referéncia.

Embora varios tratamentos tenham apresentado resultados similares ao
nivel de referéncia, dentro de cada macho, nédo foi identificado um tratamento
que apresentasse resultado similar ao nivel de referéncia para todos os machos,
contudo, o tratamento 7 foi o Unico tratamento com periodo de incubacéo de 6h,
no qual trés dos quatro machos testados, apresentaram resultados que nao

diferiram (P>0,05) do nivel de referéncia.
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Tabela 2: TPIV em modelos de regressao logistica para diferentes concentracdes esperméatica e tempo de co-

incubacdo de gametas obtidos por diferentes machos

Concentra¢do Incubacéo

Macho A Macho B Macho C Macho D
(h)
T
N TPIV P N TPIV P N TPIV P N TPIV P
1 6 51 64,7 0,0388 55 41,8 0,1478 68 30,9 0,0000 48 62,5 0,2180
2 0,5x10° 12 75 88,0 04662 87 690 0,1290 64 59,4 0,0229 80 43,8 0,0005
3 18 60 90,0 0,3100 148 78,4 10,0026 63 60,3 0,0314 70 68,6 0,5357
4 6 63 90,5 0,2669 49 63,3 0,4618 47 53,2 0,0057 114 57,0 0,0309
5 1x10° 12 63 90,5 0,2669 54 556 0,9636 55 60,0 0,0346 138 44,9 0,0002
6 18 48 83,3 NR 50 56,0 NR 90 76,7 NR 64 73,4 NR
7 6 60 98,3 0,0207 64 412 0,1841 72 83,3 0,2969 95 68,4 0,4967
8 2x10° 12 53 96,2 0,0464 82 549 10,8999 59 88,1 0,0842 113 37,2 0,0001
9 18 84 940 0,0461 93 559 09921 78 75,6 0,8762 76 80,3 0,3187
Totais 557 682 596 798

TPIV = Taxa de penetracdo espermatica

NR= Nivel de referéncia

P= Nivel de significancia

N= NuUmero de obcitos

Concentracédo = Concentracdo espermatica

T= Tratamento
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Para todos os machos utilizados, o nimero médio de espermatozéide
penetrado por odcitos obtido nos tratamentos 5, 7 e 8 nao diferiu (P>0,05) do

tratamento 6, considerado o tratamento controle (Tabela 3).

Tabela 3: Niumero médio de espermatozoide que penetram por oocitos para

diferentes machos e tratamentos

T CEX10®° TI MACHOA MACHOB MACHO C MACHO D
1 0,5 6 4,7% 1,7° 3,7° 3,5°
2 0,5 12 4,7% 4,7° 3,7° 3,8°
3 0,5 18 7,6% 5,2°¢ 5,2° 5,0%
4 1 6 9,1°¢ 6,3%° 5,1° 4,8%
5 1 12 11,0 8,12 7,62 6,2%
6 1 18 11,72 8,1% 7,42 8,3
7 2 6 11,72 8,1% 8,12 8,3
8 2 12 12, 9% 8,0 8,22 8,4°
9 2 18 13,12 8,32 8,82 13,22

FreqUéncias com expoentes distintos na mesma coluna diferem por pelo menos
P<0,05 de acordo com o teste Qui-Quadrado.

T= Tratamento

CE= Concentracao espermatica

Tl= Tempo de incubacao

Experimento 2
Foram utilizadas 34 fémeas suinas, as quais geraram 442 leitbes, sendo

que 209 leitbes tiveram paternidade identificada (tabela 4).
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Tabela 4:Estatistica descritiva do diagnéstico de paternidade

Paternidade Numero de leitdes
Com paternidade identificada 209
Sem paternidade identificada 233
Total de leitbes avaliados 442

Do total de 209 leitbes com paternidade identificada 46 eram filhos do
Macho A, 61 leitdes eram filhos do macho B, 54 leitdes eram filhos do macho C
e 48 filhos eram filhos do macho D. Foi atribuida aos machos A, B, Ce D a
participacdo na paternidade dos leitdes na ordem de 22%, 29,2%, 25,8% e 23%

respectivamente (tabela 5).

Tabela 5: Identificacdo de paternidade obtida pelos diferentes machos

Macho N® leitGes identificacéo de % de ldentificacdo de Paternidade
paternidade (%)

A 46 (22,0) 10,4

B 61 (29,2) 13,8

C 54 (25,8) 12,2

D 48 (23,0) 10,8

Total 209 47,3

Frequéncias nao diferiram P<0,05

O NMEPO e a TPIV variou em funcdo dos machos utilizados. Os
Machos A, B, C e D obtiveram NMEPO de 0,82, 0,80, 2,44, e 3,45,
respectivamente, e taxa de penetracdo de 52,5%, 53,2%, 76,4% e 91,3%,

respectivamente (tabela 6).

No modelo de regressao logistica quando Macho A foi considerado o
nivel de referéncia, somente o macho B apresentou taxa de penetracdo in vitro
similar (P>0,05) ao nivel de referéncia. Quando o macho C foi considerado o

nivel de referéncia, todos os demais machos apresentaram taxas de penetracao
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diferentes, sendo que os Machos A e B apresentaram taxas de penetragao
inferiores (P<0,05) e 0 macho D apresentou taxa de penetragédo superior ao nivel

de referéncia (tabela 6).

Tabela 6: Taxa de penetracao in vitro e nimero médio de espermatozéides que

penetraram por odécitos obtido por diferentes machos

Macho N2 de odcitos NMEPO TPIV
A 101 0,82 52,52
B 109 0,80 53,22
C 127 2,44 76,4 °
D 104 3,45 91,3°¢

ab¢ Taxas comparadas através de regressao logistica diferem por pelo menos
P<0,01

4. Discussao

Diferentes periodos de co-incubacdo de espermatozéides e odcitos
durante o processo de producéao in vitro de embrides suinos tém sido testados
(Coy et al, 1993; Gil et al 2004), contudo o0 mesmo ndo tem acontecido no teste

de penetracdo espermatica in vitro.

No primeiro experimento deste trabalho, foi verificado o efeito da
combinacdo de diferentes periodos de incubacdo e concentracdo espermatica
sobre 0 numero médio de espermatozéide que penetram por oécito (NMEPO) e
a taxa de penetracdo espermatica in vitro (TPIV) e, verificou-se que estes
indices variaram em funcdo do tempo de co-incubacdo dos gametas, da
concentragdo espermatica utilizada e do macho doador de sémen. Os machos C

e D apresentaram NMEPO que nao diferiram estatisticamente nos tratamentos
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T1, T2, T3 e T4, sendo que no tratamento T3 a concentracdo espermética foi a
mesma do tratamento T1, porém o periodo de incubacédo foi 12 h adicionais. O
mesmo nao aconteceu com o Macho B, que apresentou NMEPO diferente entre
os tratamentos T1 e T2, onde a concentracdo espermatica foi a mesma e o
periodo de incubagdo tinha apenas 6h de diferenca, indicando que alguns
machos expressam todo o seu potencial de fertilizagdo nas primeiras horas de
co-incubacgdo com 0s 00citos, enquanto outros, necessitam de mais tempo. Até o
presente momento ndo ha relatos de trabalhos que realizaram o teste de
penetracdo espermatica in vitro em periodos reduzidos de incubacao (menos
que 18h) e verificaram a associacdo com capacidade fertilizante in vivo na
espécie suina, embora Coy et al (1993) descreveram que a TPIV foi de 93,9%
quando o periodo de incubacdo foi de 8h. No entanto, no experimento 1 do
presente trabalho, todos os machos utilizados apresentaram o mesmo NMEPO
no tratamento T7 (concentracdo 2 x 10°mL e 6h de co-incubacdo) e no
tratamento T6 (controle, com 18h de co-incubacdo e concentracdo espermética
de 1 X 10°mL). Quando a TPIV foi avaliada, somente o Macho A alocado no
tratamento T7 apresentou TPVI diferente do tratamento T6, porém, o0 mesmo
ndo aconteceu com os demais machos, indicando que € possivel reduzir o
periodo de co-incubacdo de espermatozoide e o0citos em até 12h, se a
concentracdo espermatica utilizada for de 2 x 10%/mL, apresentando os mesmos
resultados obtidos pelo controle. Gil et al (2004) observaram em seu trabalho
que néo houve alteracdo na TPIV em um intervalo de co-incubagao que variou

de 10mim a 6h. Porém, o mesmo ndo aconteceu com o NMEPO que,
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curiosamente, foi maior quando o periodo de co-incubacéo foi de 10 ou 30 min
do que quando foi de 6h. No presente experimento, iSto ndo aconteceu e, na
maioria das vezes o NMEPO foi maior nos periodos de co-incubacdo mais
longos, embora nem sempre esta diferenca foi estatisticamente comprovada.
Estes resultados justificam o fato de muitos protocolos de producéo in vitro de
embrides suinos utilizarem periodos de co-incubacdo de odcito e
espermatozéide que ndo exceda 6h , ja que quanto menor for este periodo,
menor é a taxa de fecundacdo polispérmica (Gil et al, 2004). No primeiro
experimento, embora as TPIV tenham sido comparadas apenas com o nivel de
referéncia, foi possivel observar que, numericamente, nem sempre a TPIV foi
proporcional a concentracdo espermatica e o tempo de co-incubacdo dos
gametas. Isto provavelmente tenha acontecido em fungédo da interagdo entre
machos e tratamentos ou por dificuldade de padronizacéo dos odcitos utilizados,
fazendo com que o mesmo interfira nos resultados obtidos, ja que odcitos
oriundos de diferentes grupos interagem diferentemente com o0s
espermatozoides (Braunmeier & Miller, 2001; Hermansson et al, 2006). Desta
forma, quanto maior for a padronizacdo dos odcitos utilizados, menor sera sua
influéncia nos resultados obtidos. No entanto, a padronizacdo é deficiente e de
dificil realizagdo, em funcdo das dificuldades de avaliar todas as estruturas do
olcito que interferem na capacidade do espermatozéide em penetra-los, além de
existirem predicadores moleculares que mensuram o potencial do od4cito em ser
fertilizado (Wang e Sun, 2007) e que jamais foram avaliados para este fim, pois

inviabilizariam a realizacdo do teste. Aspectos morfoldgicos e celulares como a
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presenca das células do cumulus oophorus (Matas et al, 1996; Campos et al
2001), tamanho do odcito (Matas et al, 1996; Lucas et al, 2003) e estagio de
maturacdo oocitaria (Martinez et al, 1993; Coy et al, 1999) sdo caracteristicas
comumente avaliadas que interferem na penetracdo espermatica in vitro e que
colaboram para selecionar o6citos com menor variabilidade entre si. Contudo,
tais caracteristicas ndo sao suficientes para impedir que diferentes odcitos
interfiram desigualmente nos resultados. Estes achados nao diminuem a
importancia do teste de penetracdo espermatica in vitro, ja que existem trabalhos
mostrando a sua associagao com fertilidade in vivo (Berger et al 1996; Gadea et
al, 1998), porém, ajudam a elucidar dificuldades encontradas para repetir alguns

resultados.

Ao identificar a paternidade dos leitdes que nasceram do experimento,
verificou-se que ndo houve diferenca estatistica na porcentagem de leitbes que
foram gerados pelos quatro machos utilizados. Provavelmente a concentracéo
espermética na dose inseminante foi alta o suficiente para mascarar diferencas
na fertilidade dos machos utilizados, porém né&o foi possivel utilizar doses
inseminantes menos concentradas, pois o experimento foi realizado em uma
granja comercial e ndo se poderia colocar em risco os indices de produtividade
da unidade. Uma segunda hipétese é que o sémen utilizado 24, 48 ou até 72h
apos coleta e diluicdo teve sua capacidade fertilizante diminuida, e que o sémen
dos machos categorizados como de maiores fertilidade in vitro, até 12h apés
coleta, teve sua capacidade fertilizante alterada, modificando o ranqueamento

dos machos quanto a capacidade fertilizante in vitro, durante o periodo de
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armazenagem, conforme mostraram Macedo et al (2006). A terceira hipotese é
que os leitdes que nédo tiveram a paternidade identificada pudessem revelar

possiveis diferencas na fertilidade in vivo.

Nechtelberger et al., (2001) obtiveram sucesso na identificacdo da
paternidade utilizando os mesmos primers que foram utilizados neste
experimento. Entretanto, no presente experimento houve dificuldade em
determinar a paternidade em aproximadamente em 50% das amostras e, 0
mesmo aconteceu com Panzardi (2006) utilizando alguns desses primers.
Embora o diagnostico de paternidade tenha sido utilizado com éxito em
experimentos anteriores (Vicente et al, 2004; Stahlberg et al, 2000) como
ferramenta de diagnéstico para mensurar a fertilidade in vivo, alguns autores
encontraram baixa taxa de excluséo utilizando inclusive primers recomendado
pelo ISAG (International Society for Animal Genetics) (Ron et al, 1995; Panzardi,

2006).

Em funcdo das dificuldades encontradas para diagnostico da
paternidade no presente experimento e nos experimentos acima citados, ao
selecionar os reprodutores a serem utilizados em experimentos futuros, deve ser
levado em consideracdo o grau de polimorfismo das regides a serem
amplificadas em cada reprodutor. Neste experimento, a baixa taxa de excluséao
ou a nao identificacdo de paternidade pode estar relacionada ao grau de
parentesco entre os animais utilizados. E uma pratica na unidade de producdo

de suinos onde foi realizado o experimento, utilizar reprodutores nascidos e
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selecionados na prépria granja, ocasionando consanglinidade e

consequentemente, diminuindo o grau de polimorfismo das regibes amplificadas.

5. Conclusodes

E possivel diminuir o periodo de incubacdo de espermatozodides e
odcitos no teste de penetracdo espermética in vitro de 18 para 6h desde que a
concentracdo espermatica seja de 2 x 10°mL. A diferenca existente na
capacidade fertilizante in vitro entre os machos testados, néo foi verificada in
vivo, onde todos os machos apresentaram a mesma taxa de paternidade. A
utilizacdo do processo aqui descrito, associando o0 uso do congelamento de
odcitos em criotubos e diminuicdo de 12h no periodo de realizacao do teste € um
avanco que colabora para que no futuro, este teste possa ser utilizado em

granjas comerciais e, ndo apenas em ambientes de pesquisa.
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Conclusdes Gerais

Embora tenha ficado evidente a existéncia da interacdo entre macho e
tratamento, na maioria das vezes o resultado obtido da interacdo dos diferentes
machos com o tratamento FRASCO ou BAG néo diferiu do resultado obtido da
interacdo dos mesmos machos com o tratamento ESTUFA (controle), quando
este foi considerado nivel de referéncia, demonstrando que ambos os sistemas

podem ser utilizados no teste de penetracdo espermatica in vitro.

O tratamento CRIOTUBO mostrou-se uma excelente ferramenta para
facilitar a execucado do teste de penetracdo espermatica in vitro, uma vez que é
capaz de preservar o] odcito durante 0 processo de
congelamento/descongelamento e elimina a necessidade do uso de lupa para

manipulacdo do odcito pos descongelamento.

E possivel diminuir o periodo de incubacdo de espermatozdides e
o0citos no teste de penetracdo espermatica in vitro de 18 para 6h desde que a
concentracdo espermatica seja de 2 x 10°mL. A diferenca existente na

capacidade fertilizante in vitro entre os machos testados, néo foi verificada in
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vivo, onde todos os machos apresentaram o mesma capacidade de produzir

leitdes.

A utilizacdo do processo aqui descrito, associando o0 uso de
congelamento de odcitos em CRIOTUBO e diminuicdo de 12h no periodo de
realizacdo do teste € um avanco que colabora para que no futuro, este teste
possa ser utilizado em granjas comerciais e, ndo apenas em ambientes de

pesquisa.
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