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RESUMO
O objetivo deste estudo foi determinar a eficiéncia de um protocolo de inducdo de
capacitacdo espermética e de reacdo acrossdmica in vitro em sémen criopreservado de
espécies mamiferas domésticas para uso na fecundacédo in vitro (FIV), utilizando a espécie
bovina como modelo e controle. No Experimento I, comparou-se o efeito de diferentes
concentragdes de heparina (5, 10 e 15 Ul/mL) na inducdo da capacitacao espermatica (CE) in
vitro do sémen criopreservado das espécies bovina, bubalina, ovina, caprina e equina.
Também se avaliou a resposta do sémen bovino capacitado in vitro ao calcio iondforo
(A23187) para a indugdo da reacdo acrossomica (RA) in vitro e, por fim, este foi utilizado
para a FIV de odcitos bovinos sem zona pelucida (ZP) para avaliar as taxas de fecundacgdo
monospérmica e polispérmica. No Experimento Il, avaliou-se a resposta do sémen equino
criopreservado frente a concentracbes maiores de heparina (50 e 100 Ul/mL) e de calcio
ionoforo (A23187) para a inducdo da CE e da RA in vitro. A sobrevivéncia dos
espermatozoides apds o descongelamento, durante e apés a incubacdo, a CE e a RA, foram
avaliadas pelas coloracdes com azul de tripano-Giemsa, e com clortetraciclina (CTC),
respectivamente. No Experimento 1, a espécie bovina apresentou baixa mortalidade
espermatica apos incubacdo (7 a 16%) e foi responsiva ao tratamento com heparina (59 a
84%), havendo diferenca nas respostas dos touros frente a heparina (p<0,05), conforme
esperado. As espécies bubalina, equina e ovina ndo responderam aos tratamentos com
heparina (<20%) e apresentaram elevada mortalidade ap6s a incubagdo com heparina (18 a
77%), havendo uma correlagdo negativa entra as taxas de mortalidade e a proporcdo de
espermatozoides capacitados (p<0,05; r= -0,70). JA o sémen caprino apresentou menor
mortalidade (19 a 42%) e resposta moderada a heparina (14 a 31%). A FIV de odcitos
bovinos sem ZP com espermatozoides bovinos apds CE e RA in vitro resultou em maiores
taxas de fecundacdo monospérmica (40%) e menores de polispermia (2%) em comparagdo a
FIV convencional, com odcitos com ZP (24% e 18%, respectivamente; p<0,05). No
Experimento 11, dois de cinco garanhdes mostraram ser mais sensiveis a heparina (10 a 30%)
e ao calcio iondforo (A23187) para a inducdo da RA in vitro (52 a 67%), mas com elevadas
taxas de mortalidade apos a incubacéo (49 a 74%). Contudo, o protocolo aplicado no presente
trabalho resultou na indugdo da capacitacdo espermatica e reagcdo acrossémica in vitro do

sémen equino criopreservado.
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ABSTRACT

This study aimed to determine the efficiency of a protocol for the induction of in vitro
sperm capacitation and acrosome reaction in frozen semen of domestic species for use in
in vitro fertilization (IVF) procedures, using bovine semen as control. In Experiment I,
the effect of different heparin concentrations (5, 10 and 15 1U/mL) on the induction of in
vitro sperm capacitation (SC) of frozen bovine, bubaline, ovine, caprine and equine
semen was compared. The response of capacitated frozen bovine semen to calcium
ionophore (A23187) for induction of in vitro acrosome reaction (AR) was also evaluated,
being used for the IVF of zona-free bovine oocytes to assess monospermic and
polyspermic fertilization rates. In Experiment 1, the response of frozen equine semen to
heparin (50 e 100 IU/mL) and calcium ionophore (A23187) for induction of in vitro SC
and AR was evaluated. Sperm survival rates after thawing, incubation, SC AR were
evaluated by trypan blue-Giemsa and by chlortetracycline (CTC) stains, respectively. In
Experiment I, bovine semen had low sperm mortality after incubation (7 to 16%) and
high response to heparin (59 to 84%), with bulls showing different responses to heparin.
Buffalo, equine and ovine semen did not respond to heparin treatments (<20% of
capacited cells) and showed high cell mortality after incubation (18 to 77%), with a
negative correlation observed between mortality and the proportion of capacitated sperm
cells (p<0,05; r= -0.70). Goat semen, in turn, had moderate mortality (19 to 42%) and
response to heparin (14 to 31%). The IVF of zona-free bovine oocytes with in vitro
acrosome reacted bovine sperm resulted in higher monospermic fertilization rates (40%)
and lower polyspermia (2%) than conventional IVF using intact oocytes (24% and 18%,
respectively; p<0.05). In Experiment |1, two out of five stallions responded to heparin (10
a 30%) and to calcium ionophore to induce AR in vitro (52 a 67%), with high mortality
rates after incubation (49 to 74%). However, the protocol used in the present study
resulted in the in vitro sperm capacitation and acrosome reaction of cryopreserved
equine semen.

Keywords: In vitro fertilization, sperm capacitation, acrosome reaction, mammals.



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

10

LISTA DE ILUSTRACOES

A ligacdo Juno-1ZUMO é essencial para a fecundacéo e pode contribuir para o
bloqueio da membrana na polispermia. A IZUMO (vermelho) é exibida na
superficie do espermatozoide ap0s reacdo acrossémica e interage com a Juno
(verde) na superficie dos odcitos ovulados (1). Ap6s a fecundacéo (2), a Juno é
rapidamente eliminada da membrana do odcitos e redistribuida como vesiculas,
que podem se ligar e neutralizar espermatozoides reagidos subsequentes,
reduzindo assim a possibilidade de criacdo de embrides poliploides ndo viaveis
(Fonte: BIANCHI; WRIGHT, 2014b).....oviiiiiiiiiieee e,

A superficie celular Juno rapidamente se torna indetectavel apds a
fecundacdo. a) O receptor Juno (verde) mostra-se bastante evidente em
odcitos em metafase Il (MII), b) passando a ser pouco evidente na telofase Il
e ¢) indetectavel nos zigotos no estadio pronuclear. Seta e asterisco indicam
locais da primeira e da segunda extrusdo dos corpusculos polares,
respectivamente; cromossomos ndo estdo dentro do plano de foco (Fonte:
BIANCHI €t al., 2014@).....ccooiiiiieiieieie e

42

Zigoto bovino, derivado de odcito bovino maturado e fecundado in vitro. O
odcito foi o primeiro maturado in vitro e fecundado in vitro com
espermatozoide tratado com heparina, no inicio de 1984, como descrito em
Parrish et al. (1986). Dois pronucleos (PN) sdo evidenciados junto com a
cauda do espermatozoide penetrante (ST). (Fonte: PARRISH et al.,
LOB0).c. ettt e e e

44
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Principais eventos durante a jornada do espermatozoide pelo trato reprodutivo
feminino (Gervasi & Visconti, 2016). 1) Passagem dos espermatozoides pelo
Utero para a tuba uterina pela juncdo Utero-tubarica (JUT). 2) Formacdo do
reservatorio de espermatozoides no istmo pela ligacdo dos espermatozoides as
células epiteliais. Moléculas de ligacdo especificas da espécie estdo
envolvidas neste processo. 3) Sinais desconhecidos associados a ovulacdo que
induzem a liberacdo de espermatozoides da tuba. Este acontecimento esta
relacionado a eventos tardios de capacitacdo, como motilidade hiperativada e
perda de proteinas de ligacdo para a remodelacdo da membrana plasmatica da
cabeca do espermatozoide. 4) O espermatozoide, agora desassociado das
células epiteliais, atinge a ampola e encontra 0 complexo cumulus-odécito, o
acrossoma reage e fecunda o oo6cito (Adaptado de COY et al,
2002). sttt e et a e a e,

47

Modelo proposto de eventos intracelulares durante a capacitacdo de

espermatozoides bovinos por heparina (Fonte: PARRISH, 2014).....................

Padrbes de coloragdo com clortetraciclina CTC de espermatozoides bovinos
criopreservado, sob microscopia de epifluorescéncia em magnitude de 1000x%.
(@) Padrdo NCA (células ndo capacitadas); (b) padrdo CA (células
capacitadas); (c) padrdo RA (células capacitadas com acrossoma reagido).

(FONE: dO AULOT)...cueiieeiiiieeiie ettt e e e e ee e e e e e

Padroes de coloracdo de Giemsa e azul de tripano em espermatozoides

bovinos em microscopio de luz em magnitude de 1000x. a) Padrdo Al



Figura 8.
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(acrossomo integro); b) padrdo ANI (acrossomo nao integro); c) padrdo MAI
(morto com acrossomo integro; d) Padréo MRA (morto com acrossomo

reagido). (FONE: dO AULOI)....ocueeeiciee e e

Taxas de capacitacdo espermatica em trés touros (Touros A, B, C) apds
incubacio por 0 h (TO) e 2 h (T2) em 5, 10 ou 15 Ul/mL de heparina. &%
Letras diferentes em cada coluna diferem significativamente (p<0,05). No
eixo X sdo apresentadas as representacdes das porcentagens de
espermatozoides: vivos ndo-capacitados (representados por barras em preto e
siglas “NCA”), vivos capacitados (representados por barras em cinza-claro e
siglas “CA”) e vivos reagidos (representados por barras em amarelo e siglas
“RA”). No eixo Y, sao apresentadas as legendas dos métodos de segregacao
espermatica, os tempos de incubacdo e as distintas concentracdes de

00T oL U [ PP

71

Taxas de sobrevivéncia e capacitacdo espermética de sémen bubalino,
caprino, equino e ovino, incubados por 0 e 2 h em 5, 10 ou 15 Ul/mL de
heparina. *% Letras diferentes em cada coluna diferem significativamente
(p<0,05). No eixo X sdo apresentadas as representaces das porcentagens de
espermatozoides: vivos ndo-capacitados (representados por barras em preto e
siglas “NCA”), vivos capacitados (representados por barras em cinza-claro e
siglas “CA”) e vivos reagidos (representados por barras em amarelo ¢ siglas
“RA”). No eixo Y, sdo apresentadas as legendas dos métodos de segregacédo
espermatica, os tempos de incubacdo e as distintas concentracdes de

REPATING. ...t e

72
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Avaliagdo das configura¢des de cromatina em estruturas bovinas 18 h apds a
fecundacio in vitro de odcitos com ou sem zona peliicida. “*Letras diferentes
em cada coluna diferem significativamente (p<0,05). No eixo X estdo as
representacdes das porcentagens de ativacao e/ou fecundagao dos oocitos com
e sem zona pelucida: odcitos partenotos (representados por barras em azul),
odcitos com zona pelucida intacta (representados por barras em cinza-claro) e
sem zona pelucida (representados por barras em preto com cinza). No eixo Y
as legendas dos grupos referentes a configuragdo de cromatina apos 18 h da
ativacdo ¢ fecundagdo in vitro de obcitos com ou sem zona pelicida:
cromatina em metafase II (MII), 1 ou 2 pré-niacleos (IPN e 2PN,
respectivamente), odcitos nao ativados mesmo com a entrada de um ou mais

eSPermMatoZoOIdes (INA)......ccocuieeeiieeeiie ettt et eeee et e e e e eeeetbeeeeaaeeenaee s e s

Imagens representativas de o0citos ativados partenogeneticamente ou
fecundados in vitro. a) Odcito partenoto ndo ativado, seta preta indica
presenca da cromatina em metafase Il (MII). b) Odcito partenoto ativado, seta
branca indica a presenca de 1 pronucleo (PN). ¢) Odcito sem zona pellcida
fecundado in vitro, seta branca indica a presenga de 2 prontcleos (PN). d)
Odcito sem zona pelucida fecundado in vitro, seta cinza indica a presenca de
material genético do espermatozoide em descondensacao, seta verde indica a
cromatina em metafase Il, sem ser ativado. e€) OGcito sem zona pellcida
fecundado in vitro, seta cinza indica a presenca de material genético do
espermatozoide em descondensacdo e em roxas ndo descondensadas,
indicando a penetracdo de mais de um espermatozoide no odcito. f) Putativo
zigoto em cultivo in vitro, Dia 2 de desenvolvimento, setas em marrom
indicam um blastdbmero com o material genético em estagio de telofase.
Microscopia de epifluorescéncia, em bisbenzimida (Hoechst 33342), sob
Magnitude de 1T000X ... ...coiierieeie e e et et et et et

76
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Figura 12. Taxas de capacitacdo espermatica in vitro e viabilidade espermatica do sémen
congelado de cinco garanhdes (A, B, C, D, E) apds incubacao por 0 h (T0),
30 min e 2 h (T2) em 50 e 100 UI/mL de heparina. *% Letras diferentes em
cada coluna diferem significativamente (p<0,05). No eixo X sdo apresentadas
as representacfes das porcentagens de espermatozoides: vivos nao-
capacitados (representados por barras em preto e siglas “NCA”), vivos
capacitados (representados por barras em cinza-claro e siglas “CA”) e vivos
reagidos (representados por barras em amarelo e siglas “RA”). No eixo Y, sdo
apresentadas as legendas dos métodos de segregacdo, tempos de incubacdo e

distintas concentragdes de heparina. ...........ccceeeeveeeiiieieiiieie e
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1. INTRODUCAO

A fecundacdo in vitro (FIV) se baseia na penetracdo de um o0cito por um
espermatozoide ex vivo, que por via de regra, deve suceder a capacitacdo espermatica e a
reacdo acrossomica (YANAGIMACHI, 1981). A técnica de FIV s6 foi possivel apds o
esclarecimento do processo de capacitacdo espermatica descrito em trabalhos
independentes realizados por Austin (1951) na Australia e Chang (1951) nos Estados
Unidos da Ameérica. Apos Chang (1959) e Whittingham (1968) produzirem os primeiros
mamiferos pela FIV, em coelhos e camundongos, respectivamente, o primeiro
procedimento bem-sucedido da FIV humana na prética clinica foi obtido com o
nascimento de Louise Brown em 1978 (STEPTOE & EDWARDS, 1978). Apesar do
nascimento do bovino Virgil 1981 (BRACKETT et al., 1982), fruto da FIV de odcitos
maturados in vivo, 0 primeiro nascimento de um animal de producdo (bovino) por
procedimentos totalmente in vitro (producéo in vitro, ou PIV, consistindo na maturacao,
fecundacéo e cultivo in vitro) ocorreu ha pouco mais de trés décadas (LU et al., 1987).

Hoje, a PIV em humanos e em certos modelos animais se encontra bem
estabelecida, em especial na espécie bovina, a qual, de acordo com Parrish (2014),
representa 0 melhor modelo para o estudo de desenvolvimento de embrides in vitro,
relatando mais de 1000 publicagdes relacionadas a embrides bovinos de 2011 até 2014. O
grande suprimento de odcitos bovinos, obtidos tanto de abatedouros quanto por
procedimentos de coleta in vivo de oo6citos via aspiracdo folicular guiada por
ultrassonografia (Ovum Pick Up, OPU), possibilita a producdo de embrides em larga
escala. Contudo, este grande avanco técnico somente foi possivel ap6s a utilizacdo de
agentes capacitantes, como a heparina, adicionados aos meios de fecundacdo in vitro,
promovendo a capacitacdo espermética in vitro e subsequente FIV em bovinos
(PARRISH; SUSKO-PARRISH; FIRST, 1985; PARRISH, et al., 1986).

A FIV na espécie equina ainda ndo é uma realidade devido a sua eficiéncia ser
muito baixa e por ndo conferir repetitividade (ZHANG; RUTLEDGE; ARMSTRONG,
1991; PALMER et al., 1991; HINRICHS, 2018). Acredita-se que a espécie equina tenha
sido a primeira a ser submetida com sucesso a inseminacdo artificial, seja por lendas

medievais, seja em tempos modernos (ALLEN, 2005). Porém, em comparagdo com as
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demais espécies domeésticas, a aplicacdo das biotécnicas da reproducdo em equinos foi
mais lenta. As principais limitacbes ao desenvolvimento da FIV em equinos estdo
relacionadas a escassa disponibilidade de ovarios e 00citos, a baixa taxa de recuperagédo
oocitaria de foliculos ovarianos, e a ineficiente resposta das éguas aos protocolos de
superovulagdo (ALLEN, 2005). Em adicdo, uma das maiores barreiras para 0 sucesso da
FIV na espécie equina esta associada a incapacidade dos espermatozoides penetrarem na
zona pelucida, como resultado de inadequada capacitacdo espermatica, 0 que resulta em
uma nao geracdo ou inadequada reacdo acrossémica dos espermatozoides, mesmo quando
estes se ligam a zona pellcida (TREMOLEDA et al., 2003, LEEMANS et al., 2016,
2019). Também se presume a possibilidade de ocorréncia do fendmeno de zona
hardening, comum em algumas espécies de roedores, como em camundongos e ratos, 0
que dificulta ou impossibilita a penetracdo do espermatozoide através da zona pelicida
(DE FELICI; SALUSTRI; SIRACUSA, 1985; FUJII; YOSHIOKA; SASAKI, 1990;
ZHANG; RUTLEDGE; ARMSTRONG, 1991; DELL'AQUILA et al., 1999). Durante a
manipulacdo do gameta feminino in vitro, possiveis mudangas nas proteinas da zona
pelGcida podem ocorrer, tornando-a mais resistente a penetracdo. O fenémeno de zona
hardening pode ocorrer por liberacdo prematura de granulos corticais dos oécitos, quando
em condicgdes inapropriadas de maturacdo (MIV) ou cultivo in vitro (CIV; DE FELICI,
SIRACUSA, 1982; ZHANG; RUTLEDGE; ARMSTRONG, 1991; DELL'AQUILA et
al., 1999; LANDIM-ALVARENGA et al., 2001; MUGNIER et al., 2009b). Este
fendmeno ja foi observado durante a maturacdo in vitro (MIV) de odcitos equinos
(DELL'AQUILA et al., 1999). Estudos relatam que a resisténcia da zona peltcida dos
odcitos de camundongos pode ser prevenida com a suplementacdo do meio com a
proteina fetuina (DELL’AQUILA et al., 1999). Mesmo assim, meios suplementados com
fetuina durante a manipulacdo de odcitos equinos ndo proporcionaram aumento nas taxas
da FIV equina que ndo ultrapassam de 0 a 33% (SCHROEDER et al., 1990;
DELL’AQUILA et al., 1999).

Na busca pela eficiéncia da FIV equina, diversos autores buscaram desenvolver
protocolos para a capacitacdo dos espermatozoides, que na nossa opinido, deixaram um
tanto de lado um dos aspectos importantes da fecundacao, que é a reacao acrossdmica per
se. No entanto, nenhum protocolo confidvel e com repetitividade de fecundacgéo in vitro
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foi estabelecido em equinos (CHOI et al., 1994; DELL’AQUILA et al., 1997a, b;
HINRICHS et al.,, 2002; MUGNIER et al., 2009a; SESSIONS-BRESNAHAN;
GRAHAM; CARNEVALE, 2014; LEEMANS et al., 2015). O uso de sistemas
alternativos, como odcitos sem zona pelicida (zona-free oocytes) ou técnicas de
micromanipulacdo de gametas, como a injecdo subzonal de espermatozoides (SUZI),
foram utilizados para investigacdo de eventos relacionados ao mecanismo e fisiologia da
fecundacdo, como a capacitacdo e a reacdo acrossémica de espermatozoides, a fusdo de
membranas dos gametas masculino e feminino, a ativacdo de odcitos e a formacdo de
prondcleos, normalmente em modelos interespécies, como o uso de odcitos de Golden
Hamster sem zona pelGcida, para a fecundacdo com espermatozoides de ruminantes ou
mesmo de humanos (IRITANI, 1991; YANAGIMACHI, 1981; KUMAR et al., 2013).
Ambos 0s sistemas necessitam de espermatozoides capacitados e com reacao
acrossémica para a fusdo com a membrana plasmatica dos oécitos (YANAGIMACHI,
1981; MANN, 1988).

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um protocolo para a manipulagéo de
espermatozoides de sémen descongelado de mamiferos domésticos de interesse
zootécnico, induzindo a capacitacdo espermatica utilizando heparina e/ou reacao
acrossomica utilizando calcio ion6foro (A23187), com vistas a permitir 0
ancoramento/adesdo do espermatozoide ao oolema, seguida da penetracdo e ativacdo do
odcito, a fecundacdo per se, a formacdo de pronicleos, clivagem e subsequente
desenvolvimento embrionario. Buscou-se utilizar a espécie bovina como modelo para
entdo traduzir a aplicacdo dos procedimentos a espécies cuja eficiéncia de fecundacédo é
baixa e variavel (bubalinos, caprinos, ovinos) ou mesmo ineficiente, como a espécie

equina em especial.



24

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fecundagdo in vitro (FIV)

2.1.1 Historico da fecundacéo in vitro

A fecundacdo in vitro (FIV) em mamiferos tem uma historia que se inicia antes
mesmo do inicio do século XX (FAUSER; EDWARDS, 2005). Pesquisas envolvendo
embrides de roedores em cultivo por um curto periodo abriram novas perspectivas para
estudos in vitro em embriBes de diversas espécies. A primeira tentativa cientifica de FIV
em mamiferos foi relatada por Schenk em 1887, quando o fendmeno da capacitacdo
espermatica ainda era desconhecido, o que acabou impedindo avangos no campo por mais
de meio século (RODRIGUES; BERTOLINI, 2019). No entanto, houve vérias tentativas
frustradas de realizar a FIV, e algumas, presumivelmente de sucesso, que se mostraram
equivocadas. A década de 1930 permitiu algum avanco, como por exemplo, o
desenvolvimento de condicGes para promover a maturagdo in vitro de odcitos imaturos de
coelho em meios de cultivo, por Gregory Pincus e seus colegas Enzmann e Saunders
(FAUSER; EDWARDS, 2005). Em 1934, Gregory Pincus e Ernst Vinzenz Enzmann
alegaram ter realizado a primeira FIV, em coelhos (PINCUS; ENZMANN, 1934), o que
foi posteriormente contestado, levando os autores a sofrerem fortes criticas e ao
ostracismo cientifico. O fato relevante de mudanca de pensamento é que, em 1951, dois
cientistas trabalhando de forma independente, Colin Russell Austin na Austrdlia e Min
Chueh Chang nos Estados Unidos, demonstraram que espermatozoides recém-ejaculados
ndo eram capazes de fecundar imediatamente um odcito maturo, por requererem um
periodo de maturacdo no trato genital feminino, ou seja, que uma capacitacdo era um
fendmeno necessario para a fecundagcdo (AUSTIN, 1951; CHANG, 1951). Isto fez com
que contestacdes fossem levantadas quanto a FIV realizada por Pincus e Enzmann:
“Como Pincus e Enzmann tiveram nascidos vivos quando co-cultivaram espermatozoides
recém-ejaculados com o6citos?” Uma possivel resposta a isto é que os espermatozoides,

apos curto periodo de co-cultivo in vitro com o0s oo6citos, podem ter sido levados ao
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interior do trato feminino junto com os odcitos, onde capacitaram e subsequentemente
fecundaram os gametas femininos (BIGGERS, 2012).

Somente em 1959 Chang realizou a FIV em coelhas, obtendo nascidos vivos
(CHANG, 1959). Pouco depois, Yanagimachi e Chang (1963) realizaram a FIV com a
inducdo da capacitacdo espermética in vitro de espermatozoides epididimarios de
Hamster, fornecendo as informagfes necessarias para posterior execucdo da FIV em um
grande namero de outras espécies animais (ROGERS, 1978; HIROSE; OGURA, 2019).
Em Cambridge, David Gordon Whittingham (1968) relatou a obtencdo de embrides de
camundongos por FIV, e em 25 de julho de 1978, nasceu o primeiro humano a partir da
FIV, a menina Louise Toy Brown (STEPTOE & EDWARDS, 1978). Em bovinos, 0
nascimento do primeiro terneiro por FIV ocorreu em 1981 (BRACKETT, 1982) de
odcitos maturados in vivo, mas o primeiro nascimento de um animal de producao
(bovino) por procedimentos totalmente in vitro (PIV) ocorreu hd pouco mais de trés
décadas (LU et al., 1987). O inicio da década de 1990 é acompanhada da evolucdo da
PIV pela FIV em outras espécies domesticas de interesse zootécnico. O nascimento do
primeiro ovino e bubalino obtidos ap6s maturacdo, fecundacdo e cultivo in vitro ocorreu
em 1991 por Czlonkowska et al. (1991) e Madan et al. (1991), respectivamente. Em
equinos, o primeiro nascimento de FIV também foi obtido em 1991, por Palmer et al.
(1991). Entretanto, este resultado nunca obteve repetitividade até o presente momento.

Por fim, o primeiro caprino de PIV foi relatado em 1992 por Cognie et al. (1992).

2.1.2 Procedimentos de FIV

Em termos coloquiais e genéricos, utiliza-se amplamente o termo FIV como
sinénimo de PIV de embriBes pela FIV. Enquanto a FIV é somente uma etapa na PIV,
esta envolve a producdo de embrides fora do trato reprodutivo animal (SANTANA,
2012), podendo ser realizada principalmente pelas técnicas de partenogénese, fecundacao
in vitro (FIV), clonagem por transferéncia nuclear (TN) e injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI). Entdo, a PIV de embrides pela FIV envolve etapas que
geralmente incluem a coleta, maturacdo (MIV) e fecundacédo (FIV) de oocitos, bem como
o cultivo ou co-cultivo (CIV) de embrides e estruturas embrionarias em laboratorio, ou
seja, totalmente in vitro (BERTOLINI; BERTOLINI, 2009; LIMA; SANTOS, 2010).
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Outro termo erroneamente utilizado na lingua portuguesa refere-se a palavra fertilizacéo
como sindnimo de fecundagdo, traduzido da lingua inglesa. Definiu-se em 1991, durante
uma reunido plenaria da Sociedade Brasileira de Transferéncia de Embrides (SBTE), hoje
designada Sociedade Brasileira de Tecnologia de Embrides, em Curitiba, PR, que o termo
correto em nosso idioma mée € o emprego da palavra fecundacdo in vitro para a FIV.
Como haveria proferido publicamente o Dr. Assis Roberto De Bem, notdrio pesquisador
brasileiro da Embrapa e pioneiro da FIV no Brasil: “fertilizacdo ¢ do solo!” (informagao
verbal)®.

A FIV é uma importante biotécnica de grande aplicacdo comercial e cientifica,
sendo muito utilizada para estudar a interacdo espermatozoide-odcito, e mecanismos
moleculares e celulares basicos da fecundacdo em mamiferos. Comercialmente, a FIV em
bovinos tem sido de valor na multiplicacdo de animais geneticamente superiores, também
impedindo o descarte precoce de fémeas geneticamente privilegiadas que portam
alteracbes patoldgicas adquiridas, e que impecam a procriacdo, mesmo pela PIV de
embrides (GONCALVES et al., 2007). A associacdo da PIV de embriGes com outras
técnicas, como a criopreservacdo, possibilita a criacdo de bancos de germoplasma que por
sua vez promovem um melhor aproveitamento do material genético e do potencial
reprodutivo de animais geneticamente superiores, assim como a preservagdo de racas ou
linhagens de animais importantes ou que corram risco de extincdo (GONCALVES et al.,
2007).

Em condicdes fisioldgicas, é necessario que o0 espermatozoide percorra um longo
trajeto pelo trato reprodutivo da fémea até a tuba uterina para que a fecundagdo do odcito
ocorra in vivo. Ao longo deste percurso, a presenca de glicosaminoglicanos (GAG) no
interior do trato reprodutivo da fémea induzem a capacitacdo espermatica (PARRISH et
al., 1989; SUAREZ; PACEY, 2006; MELLO et al., 2016). In vitro, a capacitacdo
espermatica geralmente é promovida pela heparina, um GAG presente em altas
concentragfes no trato reprodutivo da fémea, em especial a bovina, durante o estro
(BLONDIN et al., 2009). A eficécia desta molécula em induzir a capacitacdo espermatica

in vitro foi observada e descrita por Parrish et al. (1986), com o uso do sémen bovino

1. Informacéo fornecida pelo Professor Marcelo Bertolini, participante da Reunido Anual da Sociedade
Brasileira de Transferéncia de Embrides (SBTE), em Curitiba, PR, em agosto de 1991.
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descongelado, adaptando o tratamento que havia sido submetido ao ejaculado bovino
(PARRISH; SUSKO-PARRISH; FIRST, 1985), no qual o sémen foi pré-incubado com
heparina. Assim, os espermatozoides foram incubados por 15 min em meio contendo 10
pug/mL de heparina, e apds, diluidos no meio de fecundacgéo, contendo o6citos maturados
in vitro. O curto tempo de incubacdo deve-se ao sémen descongelado possuir uma menor
sobrevivéncia a incubacdo, quando comparado ao sémen in natura. Posteriormente, a
heparina passou a ser adicionada a meios de fecundacao in vitro, associado com prévia
lavagem espermatica, através de um gradiente descontinuo de Percoll® ou similares
(PARRISH; SUSKO-PARRISH; GRAHAM, 1999). A concentracdo da heparina foi um
ponto critico no desenvolvimento do protocolo de FIV, pois foi observado por First e
Parrish (1989) que as taxas de fecundacdo com espermatozoides descongelados eram
dependentes da dose de heparina (PARRISH, 2014.). E possivel, entdo, aumentar a
porcentagem de odcitos fecundados, ajustando os niveis de concentracdo de heparina no
meio de FIV. Geralmente, a concentracdo de heparina varia de 0,2 a 5 pg/mL, mas niveis
mais altos podem ser utilizados, ajustando doses a cada reprodutor. Pode-se alterar os
niveis de heparina e/ou alterar as concentracGes de espermatozoides para obter resultados
eficientes de fecundacéo, maximizando a penetracdo de espermatozoides nos odcitos e ao
mesmo tempo minimizando a polispermia (PARRISH, 2014).

Quando se emprega sémen descongelado faz-se necessaria a utilizacdo de
métodos de selecdo/segregacdo de espermatozoides antes da capacitacdo e apds o
descongelamento da dose de sémen, visando a obtencdo de maiores proporgoes de células
espermaticas moveis para a FIV. Os procedimentos de selecdo/segregacdo utilizados sao
capazes de melhorar significativamente a qualidade do sémen, por selecionarem uma
maior taxa de espermatozoides moveis e morfologicamente normais, e por eliminar ou
reduzir substancias indesejadas como os diluidores e crioprotetores, o plasma seminal,
agentes microbianos e espermatozoides mortos (GORDON, 2003). Dentre as principais
técnicas de selecdo de espermatozoides, encontram-se os gradientes de centrifugacéo,
como o de Percoll, e a técnica conhecida como swim up ou de migragdo ascendente
(McCLURE; NUNES; TOM, 1989; PARRISH; SUSKO-PARRISH; GRAHAM, 1999).
Dentre todos, os gradientes de Percoll sdo os mais utilizados nos laboratérios comerciais.

Formado por particulas de silica coloidal coberto com polivinilpirrolidona, o Percoll €
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preparado em diferentes concentrac@es, para formar um gradiente descontinuo de duas
(90, 45%) ou trés fases (90, 45, 35%) para a separacdo espermatica (GONCALVES, et
al., 2002).

No entanto, a busca por uma recuperacdo maxima de espermatozoides viaveis a
menor custo levou a varias mudancas nessa técnica ao longo dos anos (OLIVARES et al.,
2019). Possivelmente, a principal mudanga tenha sido a diminuicdo no volume do
gradiente de densidade, utilizando uma forca de centrifugacdo mais alta e menor tempo
de procedimento, caracterizando os protocolos de mini-Percoll (OLIVARES et al., 2019).
Em espécies como a bovina (MACHADO et al., 2009), caprina (OLIVARES et al., 2016)
e ovina (OLIVARES et al., 2019), foi demonstrado que a técnica de mini-Percoll poderia
ser aplicada com sucesso para a selecdo de espermatozoides. Machado et al. (2009)
relataram que o0 uso dessa técnica ndo tem efeito adverso na qualidade dos
espermatozoides bovinos e no desenvolvimento embrionério subsequente. Além disso, 0s
autores obtiveram maiores taxas de clivagem e blastocistos para o mini-Percoll, quando

comparado ao Percoll tradicional.

2.1.3 FIV em mamiferos domésticos

Inicialmente, os sistemas eficientes de producdo in vitro (P1V) de embrides eram
geralmente sistemas de co-cultivo in vivo, onde a maturacdo e a fecundacao ocorriam in
vitro, com o cultivo ocorrendo nas tubas uterinas de coelhas ou ovelhas (McEVOY,
2003). Posteriormente, passou-se a co-cultivar in vitro os embrides com células sométicas
de suporte, como as células da tuba uterina (McLAREN; BIGGERS, 1958; KRISHER,;
PETTERS; JOHNSON, 1989; SHARIF et al, 1991; MINAMI et al, 1994) ou ainda
utilizava-se meio condicionado por células para o CIV de embrifes (SJUNNESSON,
2019), em meio de cultivo de células e em presenca de soro animal (McEVOY, 2003).
Gradualmente, a monocamada de células utilizada no co-cultivo in vitro passou a ser
excluida a medida que as formulagdes para os meios de cultivo evoluiram. Os meios
quimicamente semi-definidos ou definidos forneceram informagdes valiosas para nossa
compreensdo do impacto de varias substancias na maturacdo de oocitos, na FIV e no

desenvolvimento inicial dos embrides (McEVOY, 2003).
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Ao longo dos anos, as biotecnologias da reproducdo se desenvolveram desde
procedimentos cirdrgicos invasivos até técnicas guiadas por ultrassonografia em muitas
espeécies animais (SJUNNESSON, 2019). A MIV ainda é um dos grandes obstaculos a ser
superado na maioria das espécies; outra grande dificuldade tem sido o processo de
capacitacdo espermatica (BLOTTNER; NEHRING; TORNER, 1990). Diferentes
espécies, assim como individuos dentro da mesma espécie, apresentam diferentes
respostas a substancias e suas concentracfes na inducdo da capacitacdo espermatica
(BLOTTNER; NEHRING; TORNER, 1990). Moléculas como a heparina, a albumina
sérica, a epinefrina, a penicilamina, a hipotaurina, a cafeina, o bicarbonato e o calcio sao
algumas das substancias que podem participar no processo de inducgédo in vitro da
capacitacdo espermatica (PARRISH, 2014; FUNAHASHI, 2015). Ha um grande caminho
desde a MIV e a FIV de odcitos até a capacidade de produzir descendentes vivos,
observando-se que desenvolvimento e producdo de conhecimento sobre a FIV em
algumas espécies levaram mais de 20 anos para se consolidar minimamente
(SJUNNESSON, 2019). Vale ressaltar que, embora tenham sido relatados casos de FIV
bem-sucedida com o nascimento de descendentes vivos em caninos e equinos, tais relatos
foram poucos e de minima repetitividade (PALMER, et al., 1991; NAGASHIMA et al.,
2015; SJUNNESSON, 2019). O mecanismo de fecundacdo permanece em grande parte
enigmatico em mamiferos (MUGNIER et al., 2009b). A maioria dos estudos que
exploram o mecanismo molecular da fecundacdo foram restritos a uma unica espécie, 0
camundongo, sem uma abordagem comparativa. Contudo, a identificacdo de divergéncias
entre as demais espécies poderia permitir destacarmos 0s principais componentes do

mecanismo de fecundacdo, com beneficios diretos a PIV de embrides.

2.1.3.1 FEIV em bovinos
A PIV pela FIV em bovinos tem sido um valioso modelo para interesses

cientificos e comerciais (PARRISH, 2014). Desde o inicio do século, a inddstria de PIV
de embrides bovinos esta se expandindo progressivamente (VIANA, 2017). De acordo
com Sociedade Internacional de Tecnologia de Embrides (IETS), quase um milh&o de
embrides bovinos foram produzidos in vitro em todo o mundo em 2017 (VIANA, 2017).
Parrish et al. (2014) comentam que o bovino é o melhor modelo de estudo de
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desenvolvimento de embrides in vitro, relatando mais de 1000 publica¢es relacionadas a
embrides bovinos de 2011 a 2014. O grande suprimento de odcitos bovinos, obtido tanto
de abatedouros quanto por procedimentos de coleta de odcitos via aspiracdo folicular
guiada por ultrassonografia, possibilita a producdo de embribes na escala desejada
(SOUZA; ABADE, 2019). Contudo, esse grande avanco sO foi possivel com o
melhoramento das condigfes de PIV, em especial dos meios de cultivo in vitro,
juntamente, com a adicao da heparina, albumina sérica bovina (BSA) e aminoacidos aos
meios de FIV e CIV, reduzindo o nascimento de animais com a Abnormal Offspring
Syndrome (AOS) e, assim, levando a um aumento da eficiéncia final da PIV pela FIV
(THOMPSON, 1995; HORI, 2010). Os sistemas de PIV em bovinos, apesar de
apresentarem certa eficiéncia, ainda demandam melhorias, uma vez que, e em condi¢des
apropriadas, aproximadamente 90% dos od0citos aspirados atingem o estaddio de MlII
(maturacdo nuclear), cerca de 80% sdo fecundados in vitro e, apds o cultivo in vitro,
cerca de 50% dos odcitos fecundados tornam-se blastocistos (PARRISH, 2014;
LONERGAN; FAIR, 2016).

2.1.3.2 FIV em suinos

A PIV de embrides suinos ainda tem muitos problemas a serem superados antes
que se possa considerar eficiente e reprodutivel (SJUNNESSON, 2019). Um dos
principais problemas € inerente a propria FIV, que geralmente resulta em fecundagédo
polispérmica dos odcitos. Provavelmente, a polispermia pode estar ligada a uma falha na
maturacdo in vitro do odcito suino (LEMAN; DZIUK, 1971; SUZUKI, et al., 2003; GIL
et al., 2010). Assim como a outros fatores, como uma possivel falha na reacdo de zona
pellcida, devido a uma incompleta exocitose dos granulos corticais (WANG et al., 1998)
ou até mesmo a uma temperatura inadequada durante a FIV, visto que a espécie suina
possui uma baixa tolerancia a variacdes na temperatura (GARCIA-MARTINEZ et al.,
2019). A MIV de odcitos suinos fornece taxas relativamente altas de maturacdo nuclear,
que variam entre 75% e 85%, mas, infelizmente, as taxas de polispermia podem variar de
50 a 70% (GIL et al., 2010). No entanto, quando 0s o0citos sdo fecundados por um
espermatozoide, cerca de 80% dos embribes formados podem atingir o estadio de
blastocisto (GIL et al., 2010).
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2.1.3.3 FIV em pequenos ruminantes domésticos (ovinos e caprinos)

A PIV de embrides em ovinos e caprinos estd bem estabelecida, mas as taxas de
sucesso sdo inferiores as dos bovinos (PARAMIO; IZQUIERDO, 2016). Os primeiros
cordeiros e cabritos nascidos oriundos da FIV de odcitos maturados in vitro ou in vivo
foram obtidos em meados da década de 80 (HANADA, 1985; CHENG et al., 1996).
Alguns anos apés, foi relatado o nascimento do primeiro cordeiro obtido apds maturacéo,
fecundacéo e cultivo in vitro (CIV) até o estadio de mérula (CZLONKOWSKA et al.,
1991); enquanto o primeiro cabrito nascido por procedimento totalmente in vitro foi
obtido por Cognie et al. (1992). No entanto, no inicio deste século ainda pouco se
conhecia sobre as necessidades metabdlicas de embriGes de pequenos ruminantes
(THOMPSON, 2000). Desde entdo, varias pesquisas tém procurado mimetizar in vitro as
condi¢cdes de producdo in vivo de embrides, a fim de aprimorar a eficiéncia desta
biotécnica, visto que as taxas de maturacao in vitro, que se encontram entre de 70 a 80%
em ambas as espécies (YOUNIS et al., 1991; DESMEDT et al., 1992; COGNIE et al.,
2003; BERNARDI, 2005), refletem em um desenvolvimento embrionario com taxas que
ainda podem ser consideradas baixas, com variacdo de 25 a 40% em ovinos e de 7 a 55%
em caprinos (COGNIE et al., 2003; COCERO et al., 2011). A alta variabilidade na
producdo de embribes in vitro observada entre estudos e grupos de pesquisa deve-se
principalmente a qualidade heterogénea e desconhecida dos odcitos utilizados, que
pioram durante a M1V, atraves de inadequadas maturac@es citoplasmatica e nuclear, mas
também devido ao meio de cultivo ainda ndo moldado para estas espécies (SHIRAZI et
al., 2012; ROCHA-FRIGONI et al., 2014; MENCHACA et al. 2016). Tais fatores s&o de

fundamental importancia para o sucesso da PIV de embriGes em ovinos e caprinos.

2.1.3.4 FIV em bubalinos
Desde seu inicio, a eficiéncia da FIV na espécie bubalina ndo evoluiu
significativamente (MADAN et al., 1991; SANSINENA:; GASPARRINI, 2016). Isto

deve-se a diversos problemas que ainda precisam ser resolvidos antes que a tecnologia de

FIV possa ser utilizada comercialmente. O primeiro bubalino de PIV nascido vivo foi
relatado em 1991, apods a transferéncia embrionaria (TE) para fémeas receptoras de
embrides (MADAN et al., 1991). Posteriormente, em 2002, Gasparrini relatou uma
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producdo de 37 embrides in vitro transferiveis de uma Unica doadora. Em 2004, seis
terneiros de bufalos nasceram vivos ap0s a transferéncia de 95 embrides bubalinos de
FIV vitrificados, para 55 receptoras (HUFANA-DURAN et al., 2004). Na espécie
bubalina, a tecnologia da FIV esta se mostrando uma alternativa interessante aos
programas de superovulacdo e de TE. A selecdo de doadoras em relacdo & quantidade de
embrides transferiveis in vitro parece ser uma ferramenta importante que permite alcancar
bons resultados (SANSINENA; GASPARRINI, 2016). Embora em bafalos a PIV de
embrides tenha progredido significativamente com relatos de animais nascidos (NEGLIA
et al., 2003; HUFANA-DURAN et al., 2004; SA et al., 2005; HUANG et al., 2004,
GASPARRINI et al., 2006), essa biotecnologia ainda estd longe das condi¢cdes de
repetitividade e consisténcia necessarias para ser utilizada como ferramenta produtiva. A
baixa eficiéncia em bubalinos em comparacdo aos bovinos parece estar relacionada a
particularidades da fisiologia reprodutiva do bufalo. A PIV em bufalos apresenta taxas
muito baixas de desenvolvimento embrionario ao estadio de blastocisto, que variam de 5
a 20% (ANAND et al., 2008; ELAMARAN et al., 2012; OBA; CAMARGOS, 2011) em
comparacado aos resultados da PIV em bovinos, que variam de 30 a 50% (LONERGAN;
FAIR, 2016). Inimeros fatores afetam a eficiéncia da FIV bubalina, como a viabilidade e
0 processamento do sémen, a maturacdo in vitro dos odcitos, o ambiente in vitro
adequado a sobrevivéncia de gametas, assim como o tempo da FIV e duracdo da co-
incubacdo de gametas (SANSINENA; GASPARRINI, 2016; OHASHI et al., 2017).
Além disso, outras limitacdes sdo a baixa populacéo folicular ovariana, a baixa taxa de
recuperacdo de odcitos, e a baixa eficiéncia de FIV dos o6citos MIV. Visto que, o
resultado da MIV de odcitos recuperados de ovarios derivados de matadouros € altamente
variavel, o que por fim, afeta a fecundacéo e o desenvolvimento embrionario subsequente
(HOLM et al., 1999; FARIN; CROSIER; FARIN, 2001; HAMMAM et al., 2010;
SINGH; SHAH; TANK, 2012; OHASHI et al., 2017).

2.1.3.5 FIV em equinos
Os procedimentos de FIV em equinos ainda ndo foram estabelecidos de forma

consistente até o presente momento (HINRICHS, 2018). No entanto, a razdo da FIV ser
mal sucedida nessa espécie ainda é desconhecida (SESSIONS-BRESNAHAN;
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GRAHAM; CARNEVALE, 2014), mas pode ser atribuida a dois principais fatores. O
primeiro fator, e grande limitante para a PIV de embriGes equinos é a obtencdo de
material bioldgico (gametas) em quantidade e qualidade (BERTOZZO et al., 2014).
Inicialmente, ha uma escassa disponibilidade de ovarios, devido ao baixo numero de
abatedouros para esta espécie. Além disto, as taxas de recuperacdo de odcitos séo baixas,
além da ineficiente resposta das éguas a protocolos de superovulagdo (ALLEN, 2005), e o
limitado interesse dos criadores de cavalos e associacdes de raca em alguns locais do
mundo (GALLI et al., 2007). O segundo fator é inerente a problemas durante a FIV
equina per se, os quais foram amplamente discutidos por Leemans et al. (2016). De um
lado, acredita-se que as falhas na FIV sejam devidas a problemas na MIV e no
endurecimento prematuro da zona pelucida, fenémeno conhecido como zona hardening,
causado pela exocitose prematura de granulos corticais devido ao uso de meios de MIV
inapropriados para a espécie (DELL'AQUILA et al., 1999). Frente a isto, alguns grupos
tentaram suplementar os meios de MIV com fetuina, mas ndo houve aumento nas taxas
da FIV equina (DELL’AQUILA et al., 1999; SCHROEDER et al., 1990).

Por outro lado, outros autores sugerem um terceiro fator, no qual grande parte da
falha da FIV equina esteja associada a inabilidade dos espermatozoides passarem pela
zona pellcida devido ao uso de protocolos ineficientes de inducdo da capacitacdo e da
reacdo acrossdmica (TREMOLEDA et al., 2003), tornando o progresso lento nesse
campo. Buscando a melhora de tais protocolos de capacitacdo e/ou reacdo acrossdémica
em equinos, mas sem sucesso pois as taxas de FIV permaneceram reduzidas, utilizaram-
se experimentalmente diversas substancias ja demonstradas funcionais em outras espécies
(GRAHAM, 1996), como o célcio ionoforo (A23187) (LI et al., 1995, ALM et al., 2001),
heparina (LI et al., 1995, ALM et al., 2001), proteinas da zona peltucida (GRAHAM,
1996), cafeina (GRAHAM, 1996), lisofosfolipidios (GRAHAM, 1996) e progesterona
(TREMOLEDA et al., 2003). McPartlin et al. (2009) relataram que, apds suplementar o
meio de capacitagdo espermatica de Whitten modificado com procaina, obtiveram
resposta positiva na indugdo da hiperativacao espermatica e na FIV, apresentando taxa de
66% de penetracdo dos espermatozoides no citoplasma dos oocitos equinos. Resultados
semelhantes foram relatados posteriormente por Ambruosi et al. (2013) e Leemans et al.
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(2015) apds o uso da procaina, embora tal pratica ndo tenha sido, até hoje, validada de

forma consistente e reprodutivel.

2.1.4 FIV interespécies

No inicio da década de 1970, Ryuzo Yanagimachi propds um modelo para
ensaios de capacitacdo, e em especial, ensaios de reacdo acrossomal em diversas espécies
mamiferas, utilizando odcitos de Golden Hamster (Mesocricetus auratus) sem zona
pelicida (YANAGIMACHI, 1972; YANAGIMACHI; YANAGIMACHI; ROGERS,
1976). A penetracdo in vitro de odcitos maturos de ratos por espermatozoides apos a
dissolucdo da zona pelicida ja havia sido descrita por Toyoda e Chang (1968). No
entanto, a remocao da zona pelGcida para estudos in vitro foi postulado por Mintz (1962),
que desenvolvia estudos de desenvolvimento inicial e eclosdo em embrides mamiferos,
em especial no camundongo.

De acordo com Yanagimachi (1972), a FIV de odcitos intactos de mamiferos,
em todas as etapas envolvidas, € muito especifica, o que significa que a fecundacdo de
uma determinada espécie so pode ser realizada por espermatozoides da mesma espécie. A
zona peldcida (ZP) dos odcitos € a principal barreira que impede a fecundacdo entre as
espécies, pois € o maior sitio de especificidade. Ao remover esta barreira, a
especificidade de fecundacdo pode ser reduzida, mas ndo eliminada (HANADA;
CHANG, 1972). Em algumas espécies, como por exemplo, o camundongo e o rato,
mesmo removendo a ZP, a especificidade é pouco reduzida, havendo um bloqueio da
fecundacdo com o uso de espermatozoides de espécies diferentes (HANADA; CHANG,
1972; YANAGIMACHI, 1972). Frente a isso, foi observado que havia necessidade dos
espermatozoides estarem capacitados e com a reacdo acrossdmica induzida para que
houvesse a adesdo e a penetracdo dos odcitos sem ZP (YANAGIMACHI;
YANAGIMACHI; ROGERS, 1976; YANAGIMACHI, 1981). Uma particularidade dos
odcitos de Golden Hamster, é que o bloqueio a polispermia depende de forma majoritaria
da reacdo da ZP induzida pelos granulos corticais; uma vez removendo a ZP desses
oocitos, ha uma redugdo na seletividade dos gametas (YANAGIMACHI, 1984). De
acordo com Yanagimachi e Rogers (1976), o Golden Hamster € excepcional neste
sentido, e um fato muito interessante deste modelo é que apds a fecundacdo (por
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exemplo, com espermatozoides humanos), ocorre a formagéo de pronucleos, extrusédo do
segundo corpusculo polar e, por fim, a clivagem embrionéria até o estadio de 2 células,
claramente demonstrando que Vvarios destes mecanismos sdo conservados
filogeneticamente. Ainda hoje, esse modelo € utilizado em medicina veterinaria para
ensaios de fecundacdo em diversas espécies, cuja eficiéncia da fecundagdo in vitro ainda
¢ muito baixa (PAVLOK, 1979; LANDIM-ALVARENGA et al.,, 2001; VAIJTA;
RIENZI; BAVISTER, 2010; VELASQUEZ et al., 2013).

2.1.5 Partenogénese

A partenogénese € definida como a producdo de um embrido a partir do gameta
feminino sem a contribuicdo do gameta masculino, com ou sem o desenvolvimento de
um individuo (BEATTY, 1957; BREVINI; GANDOLFI, 2008). Este tipo de reproducéo
é bastante comum em algumas espécies de insetos como moscas, formigas e abelhas,
assim como em alguns vertebrados como lagartos, peixes, anfibios, cobras, e entre outros
organismos (HIPP; ATALA, 2004; BREVINI; GANDOLFI, 2008; PAFFONI et al.,
2008).

Nos mamiferos, essa forma de reproducdo ndo é espontanea, mas pode ser
mimetizada in vitro com o0 uso de substancias ativadoras que simulam a funcgéo
fisiologica do espermatozoide em elevar a concentracio de Ca?* no citoplasma dos
odcitos resultando na ativacdo oocitaria per se. Os odcitos da maioria dos mamiferos se
encontram em MII quando ovulados ou apds a maturagdo in vitro e assim permanecem
até que ocorra a ativagdo induzida pelo espermatozoide ou por um estimulo artificial
(KUPKER; DIEDRICH; EDWARDS, 1998; MEO et al., 2007). No processo da
fecundacdo, o espermatozoide € o ativador natural dos odcitos e sua penetracdo induz
picos intracelulares de célcio (FERRER-BUITRAGO et al., 2018). Esses picos de calcio
promovem a inativacdo do fator promotor da maturacdo (MPF), do fator citostatico (CSF)
e da proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK; COLLAS; SULLIVAN; BARNES,
1993; PERECIN et al., 2007; RASCADO et al., 2010; FERRER-BUITRAGO et al.,
2018), implicando na retomada da meiose, extrusdo do segundo corpusculo polar e
formagdo dos pronucleos (DUCIBELLA; SCHULTZ; OZIL, 2006; CLIFT; SCHUH,
2013).
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Nos embrides ativados partenogeneticamente (partenotos), ndo ocorre a
separagdo das cromatides e o prondcleo é formado a partir da descondensagdo dos
cromossomos em MII, acarretando a diploidia (MEO, 2002). Entretanto, os partenotos
apresentam falhas na expressdo de alguns genes importantes, devido a origem exclusiva
do material genético materno, que acaba comprometendo todo o desenvolvimento do
concepto  (URANGA; ARECHACA, 1997; VAN DE VELDE et al, 1999;
CAMPANHA, 2012).

A ativacdo partenogenética pode ser feita com o uso de agentes ativadores
quimicos (Célcio iondforo A23187, ionomicina, cloreto de estréncio, etanol) ou por
ativadores fisicos (estimulacdo elétrica; LIU; TRIMARCHI; KEEFE, 2002; PAFFONI et
al., 2008; RASCADO et al., 2010). Frequentemente, na partenogénese ha a associacao
entre 0s agentes ativadores com inibidores da sintese proteica, como a ciclohexamida
(VARGA et al., 2008; ABDALLA et al., 2009), ou com inibidores da fosforilagdo, como
6-dimetilaminopurina (6-DMAP; SUSKO-PARRISH et al., 1994; MISHRA; MISRA;
SHARMA, 2008), garantindo a manutencdo do MPF em niveis basais até a primeira
divisdo mitética (ALBERIO et al., 2004).

A partenogénese tem sido empregada como modelo para estudos de eventos
bioguimicos e morfoldgicos que ocorrem durante o desenvolvimento embrionério inicial.
Assim como modelo para a otimizacdo de metodologias empregadas na transferéncia
nuclear como protocolos de ativacdo de odcitos (SHEN et al., 2008; WANG et al., 2008;
DE MACEDO et al., 2019). Além disso, 0s o6citos partenogeneticamente ativados sdo
frequentemente empregados em experimentos de clonagem como controles das condi¢des
de manipulacdo, tais como meio de manutencdo, temperatura ambiente, metodologia e
sistema de ativacao, sistemas de cultivo e qualidade intrinseca dos o6citos (SHEN et al.,
2008; WANG et al., 2008).

2.2 Mecanismos da fecundacéo in vivo
Os espermatozoides adquirem a capacidade fecundante durante seu trajeto pelo

trato reprodutivo feminino. Ou seja, quando colocados em contato 0s gametas recém-

ejaculados sdo incapazes de fecundar um odcito maturo (AUSTIN, 1951; CHANG,
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1951). Tal capacidade adquirida de fecundar é chamada de capacitagdo espermética. Este
fendmeno pode ser induzido in vitro, sob diferentes condigOes experimentais. A
capacitacdo varia entre as espécies quanto ao tempo necessario para que o fendmeno
ocorra (BRANNIGAN; LIPSHULTZ, 2008). De acordo com Yanagimachi (1981) este
periodo de tempo depende, por exemplo, do estado fisiolégico (hormonal) da fémea, do
meio ao qual os espermatozoides sdo expostos e do ejaculado. Em humanos, por
exemplo, ha variacGes de tempo de capacita¢do dos espermatozoides entre homens.

De acordo com (LEEMANS et al., 2019) a base bioquimica da capacitacdo ainda
ndo é bem compreendida, mas sabe-se que ocorre incorporagdes e modificacdes de varias
substancias na superficie da membrana, tornando-os incapazes de fecundar. Esse
fendbmeno € chamando de descapacitacdo espermatica. Os espermatozoides sem a
capacitacdo sdo incapazes de sofrer a reacdo acrossémica, fenémeno essencial para a
transposicdo da ZP, revestimento glicoproteico do o6cito (YANAGIMACHI, 1972).

Em camundongos, a ZP é constituida por trés glicoproteinas, a ZP1, a ZP2, e a
ZP3 (BLEIL; WASSARMAN, 1980). Hoje sabe-se que, dependendo da espécie
mamifera, a ZP pode possuir até quatro glicoproteinas (IZQUIERDO-RICO et al., 2009).
Assim, a ZP de caninos, felinos, bovinos, suinos e leporinos compreende trés
glicoproteinas (ZP2, ZP3, e ZP4), enquanto a ZP de humanos, primatas ndo humanos,
ratos e do hamster compreende quatro: ZP1, ZP2, ZP3 e ZP4 (GOUDET et al., 2008;
IZQUIERDO-RICO et al., 2009). A ZP1 é uma glicoproteina estrutural que promove a
ligacdo das demais glicoproteinas e da estrutura a ZP. A ZP3, quando ligada a superficie
do espermatozoide capacitado, desencadeia a rea¢do acrossémica, expondo assim ligantes
da ZP2, que ancora 0s espermatozoides e permite a penetracdo destes na ZP (GREEN,
1997, SENGER, 2012). A glicoproteina ZP4 é codificada como uma glicoproteina de
origem paraloga a ZP1 (HUGHES; BARRATT, 1999).

Ao entrarem em contato com a ZP3 do o6cito na ampola da tuba uterina, a
membrana externa do acrossomo e a membrana plasmatica de espermatozoides
capacitados sofrem fusdes mdaltiplas, chamadas de reacdo acrossémica, expondo enzimas
acrossomais ao ambiente (YONEZAWA, 2014). Acredita-se que certas enzimas liberadas
(por exemplo, hialuronidase) despolarizem a matriz extracelular formada pelo cumulus,

auxiliando na passagem dos espermatozoides pelo cumulus oophorus. Também, acredita-
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se que enzimas denominadas acrosinas dissolvam a ZP, auxiliando assim na passagem
das células espermaticas (YANAGIMACHI, 1981). Entretanto, a presenga das enzimas
acrossdmicas parece ndo ser essencial para a fecundacdo, e sim complementar
(YANAGIMACHI, 1994). De acordo com Yanagimachi (1981) a partir da reacédo
acrossémica, 0s espermatozoides capacitados expfem proteinas integrais, pelo menos de
duas formas. De um lado, hd a exposicdo da proteina ligante da ZP2, que permite a
passagem pela ZP (GADELLA, 2011). De outro lado, proteinas importantes para o
ancoramento e fusdo do espermatozoide ao oolema, que estdo no interior do acrossoma,
sdo translocadas e fixadas na regido equatorial da célula. Apés a capacitagdo por
influéncia do meio, 0s espermatozoides aumentam o vigor do movimento, que é
denominado hiperativacdo, que tem como objetivo fornecer um forte poder mecanico
para a transposicao da ZP (BUFFONE, 2016).

Uma vez ultrapassada a ZP, o espermatozoide se ancora e funde com a membrana
plasmaética do odcito. Em condicdes fisioldgicas, preconiza-se que o espermatozoide que
esteja prestes a se fundir tenha completado a reacdo acrossémica (YANAGIMACHI,
1981), condicao necessaria para a penetracdo na ZP e fusdo ao odcito; caso contrario, ndo
ha fusdo entre os gametas masculino e feminino (YANAGIMACHI; ROGERS, 1976). De
acordo com Yanagimachi (1972) espermatozoides com acrossoma intacto, capacitados ou
ndo capacitados, quando colocados com od6citos sem zona pellcida, possuem a
capacidade de adesdo a superficie do gameta feminino, mas sem a ocorréncia da fusdo de
membranas. O autor ainda destaca que a reacdo acrossdOmica processa a membrana
plasmatica do espermatozoide, mais especificamente, a membrana plasmética sobre o
segmento equatorial do acrossoma, na qual as proteinas integrais de fusdo estdo expostas,
e a regido anterior ao pds-acrossoma, a qual ndo estd diretamente envolvida na reacao
acrossémica, sendo capaz de se aderir e fundir com a membrana do odcito.

O mecanismo de adesdo e fusdo entre os gametas é intermediado por diversas
proteinas que interagem entre si. As proteinas no espermatozoide sdo realocadas para a
regido equatorial pouco antes ou durante a ocorréncia da reagdo acrossomica. As
proteinas descritas como contribuintes da adesdo e fusdo do espermatozoide ao odcito
foram denominadas de proteinas ADAMs (ADAM1, ADAM2 e ADAM3) e IZUMOL,
localizadas nos espermatozoides, e as VLA-6 (a6p1), CD9 e Juno (receptor de folato 4,
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Folr4), localizadas na membrana plasmatica dos odcitos (OKABE et al., 1988; BLOBEL
etal., 1992; BARCLAY; BROWN, 1997; CHEN et al., 1999; BIANCHI et al., 2014a). A
proteina ADAM2 possui um dominio desintegrina e metaloprotease. O dominio
desintegrina confere a capacidade dessa proteina de se ligar a proteinas de membrana
integrais, conhecida como integrinas. A ADAM2, ao ser exposta apds a reagdo
acrossémica, interage com duas proteinas de membrana presente no odécito, a VLA-6
(a6p1) de forma direta, e indiretamente com a proteina CD9 e a actina (ANIFANDIS et
al., 2014). A integrina a6, em combina¢do com a subunidade integrina B1, formam a
integrina VLA-6 (a6pB1), as quais foram reconhecidas na superficie dos o6citos em testes
usando blogqueio com anticorpo, no qual foi encontrada uma inibicdo de 96% do processo
de fusdo (ZIYYAT et al., 2006; BARCLAY; BROWN, 1997). As integrinas pertencem a
familia de moléculas de adesdo celular, que além desta atividade, também s&o
reconhecidas como moléculas de sinalizacdo capazes de realizar a transducdo de
mensagens do ambiente externo para o meio intracelular. Tal fun¢do cabe a sua estrutura
molecular, com os dominios citoplasmaticos das subunidades a e  das integrinas, sendo
capazes de interagir com o citoesqueleto de diferentes modos, e assim, proporcionar uma
variedade de respostas celulares que poderiam ser iniciadas por meio da ligacdo com um
ligante (JONES; WALKER, 1999). A molécula CD9 faz parte da superfamilia de
tetraspanina, as quais sdo introduzidas como "redes de tetraspanina” na membrana
plasmatica do odcito, formando uma "rede™ multi-molecular, uma caracteristica comum a
todas as tetraspaninas (BOUCHEIX et al., 1991). Assim, tais proteinas passam a interagir
com outras proteinas da membrana plasmatica do odcito. A molécula CD9 contém quatro
dominios transmembranares, separados em dois dominios extracelulares de tamanho
desigual (BOUCHEIX et al.,, 1991; RUBINSTEIN, 1996). Esta interacdo confere a
adesdo/ancoramento do espermatozoide a membrana do o6cito (ANIFANDIS et al.,
2014).

A fusdo entre os gametas é mediada pela interacdo da proteina IZUMO1 com a
proteina conhecida como receptor Juno (receptor de folato 4, Folr4). A proteina IZUMO1
possui aproximadamente 56 kDa e é membro da superfamilia da imunoglobulina (Ig)
especifica dos testiculos. Ela é codificada como uma proteina transmembranal com um

dominio extracelular 1g, com uma Unica regido transmembrana e uma cauda
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citoplasmatica curta. A proteina IZUMO1 migra da cabeca anterior do espermatozoide
para 0 segmento equatorial durante a reacdo acrossomal (INOUE et al., 2005). A
presenca de CD9 parece também ajudar em tal processo, interagindo de forma indireta
com as proteinas Juno e IZUMOL1 (ANIFANDIS et al., 2014).

O espermatozoide, ao se ancorar no oolema do od6cito, desencadeia a
despolarizacdo da membrana plasmaética pelo influxo de célcio, e esta despolarizagéo, por
si, previne o ancoramento e fusdo de outro espermatozoide neste intervalo de tempo,
fendmeno conhecido como bloqueio de membrana (YANAGIMACHI, 1981). Além
disso, 0 espermatozoide, ao se ligar a integrina de membrana, e o aumento do Ca?
subsequente parecem levar a uma reorganizacdo do citoesqueleto de actina do cortex do
odcito que permite 0 acesso dos granulos corticais a membrana que, em conjunto com a
despolarizacédo pelo caélcio, leva a uma cascata de eventos que culminam com a exocitose
dos granulos corticais, liberando diversas enzimas na regido perivitelinica
(HOODBHOY; TALBOT, 1994; GROSS et al., 2000). Tais enzimas interagem com a
ZP, levando a uma clivagem em um dos dominios da ZP2, onde o espermatozoide se
ancora para a penetracdo, bloqueando a passagem e penetracdo de outro espermatozoide,
fendmeno esse chamado de reacdo de zona. Tal endurecimento (zona hardening) €
causada pela enzima ovoperoxidase (KURASAWA; SCHULTZ; KOPF, 1989). Ainda, ha
a liberacdo de diversas proteases pelos granulos corticais que estdo envolvidas com
modificacdes na superficie da membrana do od6cito, que modifica estruturalmente
proteinas de ancoragem e fusdo dos espermatozoides (HORVATH et al., 1993). Desta
forma, ha certo bloqueio duplo de polispermia que ocorre em torno de 8 a 15 min apds a
fecundacdo do odcito e perdura por até 1 hora (STEWART-SAVAGE; BAVISTER,
1991; TAHARA et al., 1996). No entanto, Bianchi et al. (2014a) sugerem outro
mecanismo de blogueio a polispermia. Estes autores observaram que 0s o6citos de Mus
musculus domesticus em metéafase Il (MII) apresentam uma grande quantidade do
receptor Juno na membrana plasmatica. Porém, quando o odcito é fecundado, hd uma
reducdo significativa deste receptor na membrana plasmatica, o qual é liberado ao espaco
perivitelinico sob a forma de vesiculas que podem se ligar e neutralizar rapidamente o
espermatozoide que reage com o acrossoma subsequente, reduzindo assim a possibilidade

de criacdo de embrides poliploides ndo viaveis (Figura 1). Tal processo € acompanhado
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pela diminuicdo do receptor para uma forma quase inexistente apds 1 h da fecundacéo,
sugerindo que este mecanismo auxilia no bloqueio a polispermia, inibindo, assim a fusdo
de mais de um espermatozoide com o odcito (Figura 2). Tais estudos estdo de acordo com
0 que Satouh et al. (2012) descreveram sobre a dinamica de fusdo das membranas do
espermatozoide com o odcito, que transcorre em aparentemente 0 mesmo periodo de
tempo. No entanto, 0 mecanismo preciso usado para o bloqueio da polispermia parece
depender da espécie. Os oo0citos de algumas espécies dependem quase que
exclusivamente do bloqueio da membrana (por exemplo, o coelho), enquanto em outras,
pode haver o bloqueio tanto da membrana quanto da reacdo da zona para prevenir a
polispermia (por exemplo, o camundongo; YANAGIMACHI, 1981).

1. Sperm-egg recognition -lzumo binding
K / egg
ege ¥ acrosome-reacted
sperm
lzumo sperm
2. Sperm-egg fusion 3. Male and female pronuclei after fusion
#?
Neutralisation of ®
¢ subsequent sperm '
by Juno-expressin,
Nucleus of ¥ vesiclpes %
fertilizing sperm N
/ fertilized egg

Figural. A ligacdo Juno-IZUMO ¢ essencial para a fecundacdo e pode contribuir para o
bloqueio da membrana na polispermia. A IZUMO (vermelho) é exibida na superficie
do espermatozoide apds reacdo acrossémica e interage com a Juno (verde) na
superficie dos oocitos ovulados (1). Apds a fecundagdo (2), a Juno é rapidamente
eliminada da membrana do odcitos e redistribuida como vesiculas, que podem se ligar
e neutralizar espermatozoides reagidos subsequentes, reduzindo assim a possibilidade
de criacdo de embrides poliploides ndo viaveis (Fonte: BIANCHI; WRIGHT, 2014b).
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Figura2. A superficie celular Juno rapidamente se torna indetectavel apos a fecundagdo. a) O
receptor Juno (verde) mostra-se bastante evidente em o6citos em metafase 11 (Mll), b)
passando a ser pouco evidente na teléfase 1l e ¢) indetectavel nos zigotos no estadio
pronuclear. Seta e asterisco indicam locais da primeira e da segunda extrusdo dos
corpusculos polares, respectivamente; cromossomos ndo estdo dentro do plano de foco
(Fonte: BIANCHI et al., 2014a).

Antes da entrada do espermatozoide, o odcito é diploide, estagnado em metéfase
da segunda divisdo meidtica; com a entrada do nucleo haploide do espermatozoide
aumenta a ploidia. Com a ativacdo, resume-se a meiose Il e ocorre a extrusdo do segundo
corpusculo polar (CP), tornando a estrutura diploide (Figura 3), agora chamada de zigoto
(MOORE; PERSAUD, 2008). A fusdo das membranas introduz o contetdo espermatico
no ooplasma, o que desencadeia a ativacdo do citoplasma do o6cito pela acdo da
fosfolipase C zeta (PLC() (FUJIIMOTO et al., 2004; GONZALEZ-GARCIA et al.,2013),
que leva a picos regulares e repetidos de calcio citosélico, que por sua vez desencadeiam
distintas cascatas de eventos que conduzirdo ao desenvolvimento embrionério
subsequente (CIBELLI et al., 2013; FERRER-BUITRAGO et al.,2018). Com a fuséo, o
odcito se encontra momentaneamente triploide, contendo o contelddo haploide do
espermatozoide e a placa metafésica e figuras meioticas subsequentes no ooplasma,
passando a ser chamado de o6tide por um curto periodo, até a extrusdo do segundo CP
(SENGER, 2012; CLIFT; SCHUH, 2013). A formacao de pronucleos demanda um tempo
apos a extrusdo do CP, quando ocorre a remodelagdo da cromatina e se da inicio a
reprogramacao epigenética. No citoplasma do odcito, o espermatozoide perde o envelope
nuclear e a cromatina comeca a descondensar, havendo em especial a substituicdo das
protaminas por histonas de origem oocitaria (MONTANARI, 2013). Entdo, apds a
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remodelagdo da cromatina e o rearranjo cromossoémico, e apés a formagdo subsequente
dos prondcleos, a sintese de DNA e a duplicacdo de cromossomos nos pronucleos
masculino e feminino ocorrem de forma mais ou menos sincronizada (YANAGIMACHI,
1981). A ativacdo e o rearranjo dos sistemas do citoesqueleto levam a formacéao dos fusos
acromaticos, que arrastam os cromossomos de ambos 0s gametas um préximo ao outro.
Logo, os prondcleos se aproximam, seus envelopes se desintegram e seus cromossomos
se misturam no final da primeira clivagem, quando pela primeira vez estardo dentro de

um mesmo nucleo, marcando o final da singamia (YANAGIMACHI, 1994).

2.3 Maturacdo, Capacitacao e Rea¢do Acrossdmica Espermatica

O espermatozoide adquire a capacidade de fecundar um odcito ap6s passar por
dois processos de maturacdo (BUFFONE, 2016). O primeiro ocorre no epididimo,
conhecido como maturacao epididimaria. J& o segundo ocorre ap6s a ejaculacao, durante
0 transito do espermatozoide pelo trato reprodutivo da fémea, conhecido como
capacitacdo espermatica (BUFFONE, 2016). A capacitacdo, em termos fisiologicos, é
definida como uma soma de modificacBes biofisicas e bioquimicas que levam a
alteracdes no padrdo de motilidade dos espermatozoides, conhecido como hiperativacao,
e a habilidade de reconhecer e ligar-se a ZP3 desencadeando a reacdo acrossémica que
permite a passagem pela zona pelGcida e, subsequentemente, fusionar-se com o
citoplasma do od6cito (PARRISH; SUSKO-PARRISH; GRAHAM, 1999; MOORE;
AKHONDI, 1996).
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Figura 3. Zigoto bovino, derivado de odcito bovino maturado e fecundado in vitro. O od6cito foi
0 primeiro maturado in vitro e fecundado in vitro com espermatozoide tratado com
heparina, no inicio de 1984, como descrito em Parrish et al. (1986). Dois prontcleos
(PN) séo evidenciados junto com a cauda do espermatozoide penetrante (ST). (Fonte:
PARRISH et al., 1986).

A capacitacdo espermatica foi observada pela primeira vez por Austin e Chang,
em 1951, como ja descrito. Os autores demonstraram que 0s espermatozoides nao
possuiam a capacidade de fecundar um odcito logo apo6s serem ejaculados, requerendo
um periodo de maturagdo no trato genital feminino (AUSTIN, 1951; CHANG, 1951).
Tais observaces foram importantes para o desenvolvimento das futuras técnicas de
fecundacdo in vitro empregadas em diferentes espécies mamiferas (CHANG, 1959;
YANAGIMACHI; CHANG, 1963; WHITTINGHAM, 1968; STEPTOE & EDWARDS,
1978; BRACKETT et al., 1982).

A maturagdo epididimaria do espermatozoide € um processo complexo que
envolve eventos que ocorrem no epitélio seminifero, durante a migracdo pelos tibulos
seminiferos e principalmente pelo epididimo. Durante esse processo de maturacdo,
também ocorre a migracdo da gota citoplasméatica, o remodelamento acrossomal,
modifica¢cbes na cromatina nuclear, em organelas e a fusdo de epididimossomas
(HERMO et al., 2010; ROBAIRE; HINTON, 2015). Os espermatozoides, ao entrarem
em contato com o plasma seminal (glicoproteinas ou polipeptideos, incluindo fatores

descapacitantes), sofrem incorporac¢des e modificacdes de varias substancias na superficie
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da membrana, tornando-os incapazes de fecundar (GONCALVES; FIGUEIREDO;
FREITAS, 2008; LEEMANS et al., 2019).

Apbs a ejaculacdo, no trato genital feminino ou in vitro, iniciam a fase final da
maturacdo pos-testicular chamada de capacitacdo espermatica (BUFFONE, 2016). A
capacitacdo espermética é de grande importancia, pois 0s espermatozoides acabam
tornando-se aptos a ligarem-se aos receptores especificos presentes na ZP e assim
fecundarem o odcito. In vivo, este processo de capacitacdo ocorre devido a remoc¢do dos
componentes descapacitantes, no qual ndo ha modificacbes morfoldgicas na célula, mas
bioquimicas, que resultam na desestabilizagdo da membrana plasmética, aumentando a
fluidez da mesma e levando a hiperativagdo, 0s quais S0 processos essenciais para que
ocorra a reacdo acrossomica e a penetracdo do espermatozoide no odcito. Durante este
trajeto, os espermatozoides se ligam as criptas do istmo, proximo a juncao Utero-tubarica
(JUT), somente se desprendendo apds estarem capacitados, hiperativos e aptos a reacdo
do acrossoma (GONCALVES; FIGUEIREDO; FREITAS, 2008), conforme ilustrado na
Figura 4.

A tuba uterina confere um adequado microambiente para o transporte,
armazenamento e capacitacdo dos espermatozoides, e fecundacdo e cultivo embrionério
(RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2007). O fluido tubarico intraluminal possui composicao
diferente do plasma referente a composicao ionica, pH, osmolaridade e macromoléculas.
O pH é levemente alcalino, em torno de 7,6, e 0s niveis de bicarbonato variam entre 35 e
90 mM, sendo mais elevado que no sangue venoso, além de ser rico em proteinas. O
fluido tubarico varia em volume e composicdo entre as espécies, e de acordo com o
estagio do ciclo estral, sofre influéncia hormonal (LEESE, 1988; HUGENTOBLER et al.,
2004; ZHOU; WANG; CHAN, 2005). O fluido tubarico também apresenta GAGs néo
sulfatados, como o acido hialurénico, ou sulfatados (S-GAGSs), como por exemplo 0
sulfato de condroitina, sulfato de dermatano, sulfato de queratina, e sulfato de heparan e a
heparina (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2007).
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Figura 4. Principais eventos durante a jornada do espermatozoide pelo trato reprodutivo
feminino (Gervasi & Visconti, 2016). 1) Passagem dos espermatozoides pelo Utero
para a tuba uterina pela juncdo Utero-tubarica (JUT). 2) Formacdo do reservatorio de
espermatozoides no istmo pela ligacdo dos espermatozoides as células epiteliais.
Moléculas de ligacao especificas da espécie estdo envolvidas neste processo. 3) Sinais
desconhecidos associados a ovulacdao que induzem a liberacdo de espermatozoides da
tuba. Este acontecimento estd relacionado a eventos tardios de capacitagdo, como
motilidade hiperativada e perda de proteinas de ligacdo para a remodelacdo da
membrana plasmatica da cabeca do espermatozoide. 4) O espermatozoide, agora
desassociado das células epiteliais, atinge a ampola e encontra 0 complexo cumulus-
odcito, 0 acrossoma reage e fecunda o odcito (Adaptado de COY et al., 2012).

A desestabilizacdo da membrana plasmatica dos espermatozoides durante a
capacitacdo pode levar a morte celular, caso este ndo esteja préximo ao odcito. A
ocorréncia da morte celular estd ligada ao aumento de espécies reativas de oxigénio
(EROS) no interior da célula, que acaba promovendo a lipoperoxidacdo de membrana
espermatica (BURNAUGH; SABEUR; BALL, 2007). Deste modo, os componentes da
tuba devem favorecer a desestabilizacdo da membrana seletivamente para preparar a
célula espermatica para a interacdo dos gametas, mantendo assim, as propriedades
necessarias para o espermatozoide fecundar o odcito ap6s a ovulacdo. Acredita-se que
esta modulacdo ndo seja uma caracteristica do espermatozoide, mas sim um exato
controle da tuba uterina (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2007).

A capacitacdo espermaética envolve uma série de eventos, tais como a remogao

do colesterol da membrana plasmaética, aumentando a fluidez da membrana, também
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permitindo o transporte de ions (célcio e bicarbonato), com o aumento das concentracfes
intracelulares (VISCONTI et al., 2011). Também ocorrem sinaliza¢Ges intracelulares por
meio de segundo mensageiros, migracdo das proteinas de membrana, producéo de EROS,
exteriorizacdo de receptores, alteracdes em fosforilacdo e atividade da proteina quinase A
(PKA) que leva ao aumento na concentragdo de monofosfato de adenosina ciclico
(CAMP; YANAGIMACHI, 1981; ARCELAY et al., 2008; KRAPF et al., 2010).

O processo de reacdo acrossémica € calcio-dependente, pois quando hd um
influxo de célcio ocorre a fusdo da membrana externa do acrossomo com a membrana
plasmética do espermatozoide em véarios pontos. Nesses locais, as membranas rompem-
se, liberando as enzimas do acrossomo (CHENG et al., 1996) e a exposicdo de receptores
de membrana, os quais sdo requeridos para a penetracdo do espermatozoide através da
zona pelucida e para a fusdo com o oocito (ESTEVES et al., 2007).

Vérias enzimas acrossomais ja foram descritas e conferidas suas funcdes, apés a
reacdo acrossomal, conforme ja discutido acima. A hialuronidase, por exemplo, degrada o
acido hialurénico, um GAG da matriz extracelular da corona radiata. A protease
acrosina, situada na membrana acrossdmica interna, fica exposta e digere as
glicoproteinas da zona pelucida (MONTANARI, 2013). Tais enzimas parecem nao ser
essenciais para a fecundacdo, e sim complementares, uma vez que foi observada a
manutencdo da fertilidade e da fecundacdo inalterada em camundongos knockout (KO)
para acrosina (ADHAM; NAYERNIA; ENGEL, 1997). Os movimentos da cauda
também contribuem para a passagem dos espermatozoides pela corona radiata e pela
zona peldcida, em uma hipermotilidade.

A capacitacdo e a reacdo acrossdmica espermatica podem ser mimetizadas in
vitro, permitindo estudos detalhados, dos quais se coletou a maior parte de nosso
conhecimento atual sobre os mecanismos e cinética desses processos (YANAGIMACHI,
1994). Os espermatozoides capacitados in vitro sdo dotados de varias habilidades que
encontramos in vivo, incluindo a penetracdo nas camadas de células do cumulus e a
ligacdo as glicoproteinas da ZP que provoca a ocorréncia da reacdo do acrossoma. Para
atingir tais padrbes, 0s espermatozoides devem ser separados das proteinas
descapacitantes, essas provindas da cauda do epididimo e do plasma seminal, como

mencionado acima. Assim, tal remocdo € realizada in vitro por centrifugacdo da
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suspensdo espermaética ou pelo uso de gradientes de densidade descontinua de silica,
conhecido como Percoll (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2007).

Para a inducdo da capacitacdo e a reacdo do acrossoma in vitro € necessario o
emprego de diferentes meios, com caracteristicas semelhantes ao fluido tubérico,
levando-se em consideracdo as particularidades da espécie. Nos espermatozoides de
suinos, o bicarbonato e a albumina sérica bovina (BSA) sdo importantes indutores de
capacitacdo (HARRISON; GADELLA, 2005; HARRISON, 2004), enguanto que a
heparina desempenha um papel semelhante nos espermatozoides bovinos, através da
ativacdo de vérias vias intracelulares (PARRISH et al., 1986; VISCONTI; KOPF, 1998).
Demonstrou-se que a reagdo acrossdmica in vitro é induzida tanto pela zona pellcida
solubilizada, quanto pelo uso do calcio ionéforo (A23187) (BYRD, 1981; BERGER,
1989; SPINDLER et al., 2004).

Os GAGs sdo moléculas importantes para processo de capacitacdo espermatica,
como mencionado anteriormente. Dentre estes, 0 mais importante e mais usado é a
heparina. Para melhor entendimento sobre a atuacdo da heparina, Parrish (2014) sugeriu
que ela atua na capacitacdo espermatica se ligando as proteinas de ligacdo do plasma
seminal, conhecidas como BSPs, que cobrem os espermatozoides durante a ejaculacao.
Estas proteinas incluem a BSP-Al, a BSP-A2, a BSP-A3 e a BSP-30-KDa. Tais proteinas
interagem com o colesterol e fosfolipideos na membrana plasmatica dos espermatozoides.
Apbs a ligacdo com a heparina, hd uma perda na ligacdo da lectina dos espermatozoides,
iniciando a perda de componentes de superficie do espermatozoide (MAHMOUD;
PARRISH, 1996; MEDEIROS; PARRISH, 1996). As mudancas nos componentes de
superficie provavelmente estdo relacionadas a perda de BSPs induzidas pela heparina ao
longo do tempo que conduzem a uma perda de colesterol e fosfolipideos de membrana
(MANJUNATH; THERIEN, 2002), além de mudangas no pH intracelular, Ca*
intracelular (Cai**) e nos niveis de AMPc. Além disto, o calcio também exerce papel
importante na capacitacdo espermatica, pois a capacitacdo com heparina requer a
internalizacdo de calcio extracelular, levando a um aumento de calcio intracelular na
cabeca do espermatozoide (HANDROW; FIRST; PARRISH, 1989; PARRISH; SUSKO-
PARRISH; GRAHAM, 1999). Por fim, um minimo de 10 mM/L de bicarbonato &
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necessario na capacitacdo, ja que o espermatozoide também contém uma adenilato-
ciclase soluvel, presente no citoplasma, que é estimulada pelo bicarbonato.

In vitro, a albumina sérica bovina (BSA) esta quase sempre presente nos meios
de fecundacéo e capacitacdo in vitro. A BSA é um aceptor de colesterol que nao se faz
necessaria para induzir a capacitacdo junto com heparina, mas é necessaria para que 0S
espermatozoides bovinos capacitados possam realizar a reacdo acrossomica. Um modelo
que abrange todo o observado sobre os efeitos da heparina no espermatozoide bovino e

na capacitacdo espermatica é apresentado na Figura 5 (PARRISH 2014).
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Figura 5. Modelo proposto de eventos intracelulares durante a capacitacdo de espermatozoides
bovinos pela heparina (Fonte: PARRISH, 2014).

2.4 Protocolo proposto

Decorridos 30 anos desde o nascimento do primeiro potro nascido de um
procedimento de fecundacdo in vitro de o0cito equino maturado in vivo por
espermatozoide tratado com calcio ionéforo (A23187) (PALMER et al., 1991), nenhum
protocolo que reproduzisse 0 mesmo resultado de forma confidvel foi estabelecido até o
momento (CHOI et al., 1994; DELL'AQUILA et al., 1997a,b; ALM et al., 2001,
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HINRICHS et al., 2002; TREMOLEDA et al., 2003; MUGNIER et al., 2009a).
LEEMANS et al. (2016) realizaram uma compilagéo geral dos estudos publicados sobre a
FIV em equinos até o0 momento da publicacdo (Tabela 1), o que ilustra as baixas taxas de
sucesso, que variaram entre 0% e 33%. Teoricamente, os obstaculos a FIV equina podem
residir no nivel de uma maturacdo in vitro inadequada de odcitos ou uma capacitacdo
incompleta de espermatozoides. Frente a isso, diversos agentes indutores foram utilizados
na tentativa de promover a capacitacdo espermatica no sémen equino, como o ionéforo de
calcio (A23187) (LI et al., 1995, ALM et al., 2001), a heparina (LI et al., 1995, ALM et
al., 2001), proteinas da zona pelicida (GRAHAM, 1996), cafeina (GRAHAM, 1996),
lisofosfolipidios (GRAHAM, 1996) e progesterona (TREMOLEDA et al., 2003), mas
ndo apresentaram resultados repetiveis de fecundagdo in vitro. Além disso, existem o
efeito de zona hardening, que promove o endurecimento irreversivel da zona pelucida
resultante da liberacdo prematura de grénulos corticais desencadeada por condigdes sub-
6timas de maturagéo in vitro ou falha na penetrabilidade da zona pellcida tenha um papel
importante na falha da fertilizacdo in vitro equina (DELL'AQUILA et al., 1999;
TREMOLEDA et al., 2003). Por outro lado, sistemas de ensaios reprodutivos como a
remocdo parcial e perfuracdo da zona pellcida melhoraram as taxas de penetracdo de
espermatozoides (CHOI et al., 1994, LI et al., 1995, DELL'AQUILA et al., 1996), mas
aumentaram as taxas de polispermia, tornando tais abordagens de menor praticidade.

Em 2009, McPartlin et al. relataram taxas de fecundacdo e clivagem muito
promissoras (61%) ap0s co-incubarem o0d4citos com espermatozoides equinos tratados
com procaina (MCPARTLIN et al., 2009). Resultados semelhantes suportaram esses
achados posteriormente por Ambruosi et al. (2013). Entretanto, foi visto que a procaina
tem o potencial de induzir a ativacao artificialmente odcitos equinos (GOUDET et al.,
2016), ou seja, que a clivagem observada por McPartlin et al. (2009) e Ambruosi et al.
(2013) foi resultado da procaina e ndo da fecundacdo do odcitos pelo espermatozoide.
Assim, ainda hoje, ndo se tém o conhecimento adequado do mecanismo fisiol6gico de
capacitacdo na espécie equina, ndo havendo até o momento um agente indutor da
capacitacdo espermatica especifico para a espécie equina (LEEMANS et al., 2019).

O protocolo descrito neste estudo tém como objetivo promover a indugdo da

capacitacdo espermatica e da reacdo acrossomica em espermatozoides equinos de forma
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sequencial, utilizando a heparina e o célcio ion6foro (A23187) como agentes indutores,
para 0s respectivos processos. Utilizamos inicialmente a espécie bovina como modelo
para estabelecer o protocolo, por ser uma espécie de manipulacdo tecnicamente ja
consolidada, para, posteriormente, traduzir a aplicacdo dos procedimentos a espécies cuja
eficiéncia de fecundacdo é baixa e varidvel (bubalinos, caprinos, ovinos) ou mesmo
ineficiente, como a espécie equina.

A inducdo da capacitacdo espermatica foi realizada com o uso de 5, 10 e 15
Ul/mL de heparina por 2 h, mas as concentracfes podem ser modificadas conforme as
necessidades de cada espécie ou individuo. Apds a averiguacdo da melhor concentracao,
ou seja, a concentracdo que promover a melhor resposta, utilizaremos de duas
concentragdes (0,1 e 1 puM) de calcio iondforo (A23187) por 1 min. O status da
capacitacdo espermatica e da reacao acrossémica sera avaliada utilizando a coloracdo de
clortetraciclina (CTC), descrita por Pérez et al. (1996). A sobrevivéncia celular serd
avaliada pela técnica dupla de azul de tripano e Giemsa, descrita por Kovacs e Foote
(1992). Assim, determinaremos de forma detalhada o status de capacitacdo espermatica,
reacao acrossomica e a taxa de sobrevivéncia espermatica, partindo do descongelamento,
por meio da metodologia de swim up para a remocédo do diluente e crioprotetores, até a
segregacdo espermatica, com o uso do Mini-Percoll, e apds o periodo de incubagdo com
cada concentracdo de heparina (5, 10 e 15 Ul/mL), o qual optamos por um periodo de 2 h
de incubacdo, visando observar o comportamento do sémen, de forma dinamica, durante
todo o processo.

Uma vez estabelecido de forma eficiente, promovendo taxas satisfatérias de
capacitacio e de reacdo acrossbmica, buscaremos conduzir ensaios de
penetracdo/fecundacdo utilizando sistemas como 0s odcitos bovinos sem zona pellcida,
semelhante ao proposto por Yanagimachi (1972) em odcitos de hamster, com vistas a
avaliar a eficiéncia de forma fisioldgica do protocolo proposto, além de, para tornar-se
uma alterativa sobre o efeito de zona hardening observado na espécie equina. Assim, de
acordo com McPartlin et al. (2009) e Ambruosi et al. (2013), a ocorréncia da fecundacao
sera classificada pela presenca de, pelo menos dois, prondcleos ou clivagem ap0s uma co-
incubacdo dos gametas por 18 h. As taxas de penetracdo/fecundacdo também serdo
avaliadas pela presenca de dois pronucleos através da coloragdo de Hoechst 33342.
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Tabela 1. Compilagdo de resultados publicados de fecundag&o in vitro na espécie equina

Inducédo da % %
Maturacdo N° de Tipo de ca ac(;;i tacio odcitos o6citos Referéncia
oocitaria odcitos sémen pacttat: fecundados clivado
espermatica
com 2 PN S
. Célcio lonoforo a Palmer et al.
In vivo 113 In natura (A23187) 14 - (1991)
. Célcio londforo a a Bézard et al.
In vivo 173 In natura (A23187) 17 13 (1992)
. Cafeina/Célcio .
In vitro 57 Congelado londforo (A23187) 4 - Choi et al. (1994)
. . Dell’aquila et al.
_ Q3% 1%
In vitro 232 Congelado Heparina 12-33 0-1 (1996)
- - 1% Dell’Aquila et al.
In vitro 206 Congelado Heparina 4-17 0 (1997a)
- - ox - Dell’Aquila et al.
In vitro 203 Congelado Heparina 6-8 2-3 (1997b)
. In natura e Heparina/Célcio "
In vitro 349 congelado lonéforo (A23187) 11-30 - Alm et al. (2001)
: Célcio lonoforo - Hinrichs et al.
In vitro 815 In natura (A23187) 0-24 - (2002)
In vitro 54 In natura Calcio lonoforo 33 24 Zhang et al. (1990)
(A23187) getal
. In natura e Tremoleda et al.
In vitro 370 congelado Progesterona 0 - (2003)
Heparina/Calcio
In vitro 385 Congelado lonéforo 0-40°* - Roasa et al. (2007)
(A23187)/BSA
. Calcio lonoforo - Mugnier et al.
In vitro 994 Congelado A23187 0-8 - (2009b)
. . Mugnier et al.
In vitro 21 In natura Cafeina 0 - (2009a)
. . McPartlin et al.
—84C* -
In vitro 74 In natura Procaina 40-84 (2009)
- - Innatura  10% de fluido folicular 19¢ - Lange-Copsiino N
Cremonesi (2011)
In vitro 154 In natura Procaina 38-62* - Ambruosi et al.

(2013)

aNascimento de um potro de fecundagéo in vitro; "Alta taxa de fecundagio foi afetada por um ejaculado
especifico; °Odcitos fecundados e clivados; *Dependendo das diferentes condigdes testadas; - sem
informacdes apresentadas no trabalho. Fonte: Adaptada de LEEMANS et al. (2016).
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Frente a ainda deficiente base de conhecimento acerca da fecundagdo em
mamiferos, h4 uma limitagdo quanto a aplicagdo técnica em processos eficazes de
producdo in vitro de embribes pela FIV em espécies de interesse zootécnico. Neste
contexto, ha espécies com um emprego comercial sustentavel da PIV pela FIV ja ha
décadas, como os bovinos, enquanto outras ainda esbarram em etapas basicas da FIV per
se, como 0s equinos. A traducdo do conhecimento adquirido ao longo das décadas, de
forma horizontal e comparativa entre espécies, tem auxiliado no avan¢o dos processos
técnico-cientificos e na geragdo de novos conhecimentos. Muitas vezes pode-se resgatar
procedimentos obsoletos aos olhos da ciéncia, antes considerados Uteis, e que na medida
do tempo perderam espaco de aplicacdo pelo desenvolvimento de novos processos, mais
modernos, mais rapidos, eficientes e economicamente viaveis, para serem aplicados em
novas circunstancias e cenarios, podendo, com a evolucdo dos tempos, trazer resultados
surpreendentes. Varios processos na PIV de embries mamiferos ja passaram por tal
situacdo, e muito ainda devera transcorrer em circunstancia semelhante em futuro
préximo. A baixa eficiéncia na PIV pela FIV em varias espécies mamiferas domésticas
esbarra no inadequado conhecimento de detalhes em varios processos bioldgicos e
fisiologicos. Isto demonstra que ndo necessariamente por conhecermos alguns aspectos
nas espécies de maior eficiéncia, como em bovinos, poderemos obter resultados e
respostas adequadas em outras espécies, CoOmo em equinos e em outros ruminantes
domeésticos. Em equinos, por exemplo, espécie a qual a FIV € ineficiente, processos
altamente complexos estdo em préatica enquanto ndo se desvendam os mistérios da FIV,
como 0 uso crescente da injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI).
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3. HIPOTESES E OBJETIVOS

3.1 Hipoteses

a) O sémen bubalino, ovino, caprino e equino congelado responde a inducdo da
capacitacdo espermatica in vitro ap0s exposicdo a heparina, com taxas de
sobrevivéncia espermatica semelhantes ao sémen bovino congelado apds incubacéo in
vitro para utilizacdo em procedimento de fecundacéo in vitro de o6citos com ou sem
zona pelucida.

b) O sémen equino congelado responde a inducdo da capacitacdo espermatica in vitro e a
reacdo acrossdmica in vitro ap6s exposicdo a heparina e ao célcio ionoforo (A23187),
respectivamente, com taxas de capacitacdo, reacdo acrossémica e de sobrevivéncia

espermatica semelhantes ao sémen bovino congelado apds incubacdo in vitro.

3.2 Objetivo geral

a) Adequar um protocolo para a manipulacdo de sémen congelado de mamiferos
domeésticos para uso na FIV, utilizando os procedimentos e a espécie bovina como
modelo e controle, com vistas a uma eficiente inducdo da capacitacdo espermatica e da
reacdo acrossémica in vitro em espécies cuja eficiéncia de fecundacdo € baixa e

variavel (bubalinos, caprinos, ovinos) ou mesmo ineficiente, como a espécie equina.

3.3 Objetivos especificos

a) Comparar as taxas de capacitacdo espermatica in vitro e de sobrevivéncia a incubacéo
in vitro de sémen congelado bubalino, ovino, caprino e equino, frente ao bovino, apds
a exposicao a distintas concentraces da heparina como agente capacitante.

b) Avaliar as taxas de fecundagdo in vitro monospérmica, polispérmica e total de o6citos
bovinos sem zona pelicida utilizando espermatozoides bovinos de sémen congelado,
apos a inducdo da capacitacdo e da reagdo acrossdmica in vitro.

c) Comparar as taxas de capacitacdo espermatica, reacdo acrossdmica e de sobrevivéncia
in vitro de sémen congelado equino apds exposicdo a distintas concentracdes da

heparina e de célcio ionoforo (A23187).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local de Realizacdo do Estudo e Delineamento Experimental

4.1.1 Local de Realiza¢éo do Estudo

As atividades experimentais foram realizadas junto ao Laboratorio de Embriologia
e Biotécnicas de Reproducdo da Faculdade de Veterinaria (FAVET) da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Almejando alcangar os objetivos estipulados, o
presente trabalho foi realizado em dois experimentos (I e 11). O projeto do presente estudo
foi aprovado pela comissao de pesquisa (COMPesq-FAVET/UFRGS).

4.1.2 Delineamento Experimental

O Experimento | consistiu em quatro etapas. Na primeira etapa, avaliou-se a
resposta de sémen bovino criopreservado de trés touros, submetido ao tratamento padréo
de inducdo de capacitacdo em uso no laboratério para o procedimento de PIV de
embrides bovinos (5 UlI/mL de heparina). Na segunda etapa, avaliou-se o status de
capacitacdo espermatica e sobrevivéncia in vitro do sémen criopreservado de ruminantes
domeésticos (bovino, bubalino, caprino e ovino) e de equino ap6s serem incubados com 5,
10 e 15 Ul/mL de heparina. Na terceira etapa, sémen bovino criopreservado, apos
inducdo de capacitacdo in vitro com 10 UI/mL de heparina, foi submetido a inducéo da
reacao acrossdémica in vitro utilizando 0,1 e 1 M de calcio iondforo (A23187). Na quarta
etapa, sémen bovino criopreservado, com capacitacéo e reacdo acrossomal induzidas, foi
utilizado na FIV com odcitos sem ZP para avaliar a eficiéncia do protocolo. Nesta Gltima
etapa, utilizaram-se o6citos com zona peltcida para a FIV convencional e para a ativacao
partenogenética, como grupos controle.

O Experimento Il consistiu de duas etapas. Na primeira etapa, sémen equino
criopreservado de cinco garanhdes foi submetido a inducdo da capacitacdo espermatica
com o uso de heparina nas concentragdes de 50 e 100 UI/mL, com a avaliagédo da taxa de
capacitacdo espermatica in vitro e da sobrevivéncia apds incubacdo. Na segunda etapa,

sémen equino de dois garanhdes com maior sobrevivéncia in vitro apés a incubagéao foi
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submetido & reacdo acrossdmica pela exposicdo ao célcio ionoforo (A23187) nas
concentragdes 0,1 e 1 pM, com avaliagdo das taxas de reagdo acrossomica e de

sobrevivéncia in vitro apos a incubacéo.

4.2 Meios e Reagentes

Quando ndo mencionados, foram utilizados reagentes e produtos da Sigma-
Aldrich Co. (St. Louis, EUA), testados para embrides ou cultivos celulares. Todos 0s
meios foram preparados com agua purificada pelo sistema Direct-Q3/Milli-Q Synthesis
(Millipore, Bedford, EUA).

4.3 Sémen criopreservado

Os experimentos utilizaram doses de sémen bovino, ovino, bubalino e equino,
congelado em palhetas médias (0,5 mL), e doses de sémen caprino congelado em palhetas
finas (0,25 mL). Foi utilizado sémen bovino congelado de trés touros: touro A (Red
Angus; sémen diluido em meio tris-gema-glicerol e congelado em nivel de campo), touro
B (Angus; sémen comercial diluido com meio-base com leite), e touro C (Holandés;
sémen comercial). O sémen congelado ovino (Texel; sémen diluido em tris-gema-glicerol
e congelado em nivel de campo), bubalino (Mediterraneo; sémen diluido em tris-gema-
glicerol e congelado em nivel de campo), e caprino (sémen comercial) eram de apenas
um reprodutor. Foi utilizado sémen equino congelado de cinco garanhdes da raca Crioula
(sémen diluido em diluidor comercial Botu-Crio® e congelado em central comercial).
Foram realizadas trés repeticGes para cada reprodutor, de todas as espécies. Para cada
repeticdo foram utilizadas duas palhetas por espécime animal.

As doses de sémen foram descongeladas em banho-maria a 37°C por 30 s.
Imediatamente apds o descongelamento, as doses de sémen foram submetidas as
avaliacBes dos pardmetros espermaticos, compreendendo a concentragdo espermatica, o
percentual de motilidade espermatica total (M), o vigor de motilidade espermatico (V; 0 a
5) e o exame de morfologia espermatica. De cada amostra, uma gota de 10 uL era
depositada entre lamina e laminula para a avaliagdo dos parametros espermaticos
(motilidade e vigor) sob microscopia de contrate de fase (100 a 400x). A concentracédo de

cada amostra foi realizada através da contagem do numero de células com o uso da
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camara de Neubauer. Uma aliquota de 5 puL de cada amostra era depositada em um
microtubo contendo 95 pL de formol salino; ap6s a diluicdo, uma gota de 10 pL era
depositada entre lamina e laminula para a avaliacdo da morfologia espermatica sob
microscopia de contrate de fase (1000x). As amostras de sémen congelado apresentavam
pardmetros dentro dos padrdes minimos determinados pelo Colégio Brasileiro de
Reprodugcdo Animal (CBRA, 2013), para as espécies utilizadas (bovinos, bubalinos,
caprinos, equinos e ovinos), com motilidade espermatica total (M) acima de 30%; vigor
de motilidade >3 (1 a 5); concentragdo de espermatozoides moéveis de >10 x 108/mL para
sémen bovino e bubalino, 100 x 10%mL para sémen ovino e equino, 40 x 108/mL para
sémen caprino. O percentual de espermatozoides com morfologia normal foi >60%;
>70%; e >80% para sémen equino, bovino e bubalino, respectivamente, e para sémen

caprino e ovino foi <10% de defeitos maiores.

4.4 Processamento e segregacao espermatica

Os espermatozoides foram segregados por duas técnicas distintas, o0 método de
migracdo ascendente (swim up), descrito por Parrish et al. (1999), e o método de
gradiente de Mini-Percoll®, baseado em Machado et al. (2009), ambos com pequenas
modificacbes. Como presume-se uma maior taxa de capacitacdo espermatica apds a
segregacdo por mini-Percoll, causada pelas forcas fisicas da centrifugacdo no gradiente
de silica, a segregacdo por swim up teve o objetivo de servir como controle negativo em
cada amostra, evidenciando o status do sémen apés a criopreservagao.

Decorrido o descongelamento e as analises microscopicas das doses de sémen de
cada espécie, em cada experimento, cada amostra foi dividida em aliquotas para a

segregacdo espermatica por swim up e por mini-Percoll.
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441 Swimup

Um volume de 500 pL de sémen congelado de cada reprodutor era fracionado
em partes de 100 pL, na qual cada parte (100 pL) da fracdo era depositada
cuidadosamente no fundo de microtubos de 1,5 mL de fundo redondo contendo 900 uL
de Sperm-TALP, previamente aquecido, e mantido em incubadora a 39°C e 5% de CO>
por 60 min. Apé6s a incubacdo, o sobrenadante foi removido (cerca de 600 pL) e
centrifugado a 120 g por 5 min. Apos, retirava-se 300 uL do sobrenadante, restando 300
uL de suspensdo espermatica em cada tubo, os quais eram homogenizados e, por fim,
juntava-se a suspensdo dos tubos em dois tubos com 750 uL, os quais eram centrifugados
novamente a 120 g por 1 min. Logo, retirava-se 700 uL de sobrenadante de cada tubo,
restando 50 pL de suspensdo espermatica em cada tubo que, por fim, juntava-se em um
microtubo finalizando com 100 uL de suspensdo espermatica para analises de motilidade
e vigor de motilidade, viabilidade celular e determinacdo do status de capacitacdo
espermatica pré-inducao apds coloracdo, conforme abaixo.

4.4.2 Gradiente de Mini-Percoll (MP)

Uma aliquota de 250 uL de cada dose de sémen foi depositada sobre o gradiente
de Mini-Percoll® formado por 300 pL de solugdo de Percoll de 45% e de 90% em
microtubos de 1,5 mL, previamente aquecidos e estabilizados em incubadora a 39°C e 5%
de CO., e submetidos a centrifugacdo de 650 g por 10 min. Apds, removeu-se 0
sobrenadante e o precipitado foi diluido em 500 puL de meio Sperm-TALP sem BSA e
centrifugado a 160 g por 5 min para remogao do Percoll. Apoés, retirou-se o sobrenadante,
restando 100 pL de suspensdo espermética no tubo para analises de motilidade e vigor de
motilidade, e viabilidade celular e determinacdo do status de capacitacdo espermatica
pré-inducdo apos coloracéo.

Uma amostragem de cada método de segregacdo, para cada dose apOs o
processamento, foi submetida a avaliagcdes dos pardmetros esperméticos de concentragdo
espermatica, percentual de motilidade espermatica total (M) e vigor de motilidade

espermatico (V).
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4.5 Experimento | — Determinacédo do padréo de capacitacdo e reacdo acrossomica
em sémen criopreservado de ruminantes domésticos (bovino, bubalino, caprino
e 0vino) e equinos, e ensaio preliminar de fecundacéo in vitro de odcitos bovinos

sem zona pelulcida

4.5.1 Inducdo in vitro da capacitacao espermatica

Neste experimento, foram utilizadas doses de sémen criopreservado de trés
touros bovinos, um touro bubalino, um carneiro, um bode e um garanhdo. O
descongelamento e o processamento das amostras de sémen de cada espécime animal
foram realizados conforme descrito acima. Aliquotas de 10 uL do sémen segregado de
cada amostra foram retiradas para avaliacdo por coloracdes da viabilidade celular e da
capacitacdo espermatica espontanea, observada apds o swim up, e fisicamente induzida,
observada apés o procedimento do Mini-Percoll, ambos servindo de controle antes da
inducdo da capacitacdo espermaética seguida de incubagdo. Para a inducdo in vitro da
capacitacdo espermatica, aliquotas de 50 uL de cada amostra segregada, ou seja, apos o
Mini-Percoll, foram diluidas em 50 pL de meio Fert-TALP contendo 5, 10 e 15 Ul/mL de
heparina, sendo incubadas por 2 h em incubadora a 39°C e 5% de CO, e umidade
saturada. As avaliacfes de viabilidade e capacitacdo espermatica em cada tratamento
foram realizadas (i) imediatamente ap6s a adi¢do do meio Fert-TALP contendo heparina
(TO); e (ii) apds 2 h de incubacéo (T2), por coloracdo, conforme abaixo.

Este experimento foi constituido de quatro etapas. Na etapa 1, amostras de
sémen bovino descongelado dos trés touros foram submetidas & indugéo de capacitacdo in
vitro, utilizando a dose padrdo de heparina (5 UI/mL de heparina) do laboratério utilizada
para procedimento de PIV, ap0s a segregacdo pela técnica de Mini-Percoll. Na etapa 2,
utilizaram-se trés tratamentos de heparina (5, 10 e 15 Ul/mL de heparina) para a indugéo
de capacitacdo in vitro de sémen bovino e das demais espécies, para a avaliacdo da
resposta destas espécies ao agente capacitante heparina, sob as condi¢des e protocolo
utilizado em nosso laboratdrio para a espécie bovina apds o processamento com o Mini-

Percoll.
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4.5.2 Inducgdo in vitro da reagdo acrossdmica em sémen bovino

Para a inducdo in vitro da reagdo acrossomica, espermatozoides bovinos foram
segregados e capacitados in vitro com o tratamento de 10 Ul/mL de heparina,
concentracdo na qual os trés touros apresentaram taxas de capacitacdo semelhantes. Apos
2 h de incubac¢do, como controle uma aliquota de 10 uL dessa suspensédo foi submetida a
avaliacdo da capacitacdo e reacdo acrossdmica; logo apds, o restante da suspensdo dos
espermatozoides foi exposto ao célcio ionoforo (A23187) em Sperm-TALP nas
concentracdes de 0,1 e 1 uM por 1 min a 39°C e 5% de COg, protegidos da luz (Anexo
1). Decorrido esse periodo de incubacéo, as suspensdes de espermatozoides eram diluidas
(fator de diluicéo de 1:10 e 1:50 para as respectivas concentragdes) e centrifugadas a 120
g por 5 min, para a lavagem e remocdo por diluicdo do célcio ionéforo (A23187).
Imediatamente, apds a centrifugacdo, os espermatozoides foram submetidos a coloracao
com clortetraciclina (CTC) para determinacdo da capacitacdo e da reagdo acrossomica,
conforme abaixo.

As amostras de todos os touros foram avaliadas quanto as taxas de capacitacao e
reacdo acrossdémica induzidas in vitro e quanto as taxas de viabilidade (i) ap6s 1 h de
incubacdo por segregacdo pelo método swim up e pelo gradiente descontinuo de Mini-
Percoll; (ii) imediatamente ap6s a diluicdo em meio Fert-TALP contendo heparina nas
respectivas concentracGes de cada tratamento (TO); e (iii) apdés 2 h de incubacdo

subsequente (T2), conforme abaixo.

4.5.3 Determinacdo das taxas de capacitacao e reacdo acrossdmica induzidas in vitro
A avaliacdo do padrdo de capacitacdo in vitro dos espermatozoides de todos 0s
espécimes animais em estudo foi realizada por meio da técnica de coloracdo com
clortetraciclina (CTC), descrita por Pérez et al. (1996), com modificacBes (Anexo 2).
Para determinar o status de capacitacdo dos espermatozoides, foram retiradas aliquotas de
10 pL da suspenséo de cada unidade experimental, sendo diluidas em 20 pL de solucéo
de 4 mg/mL de CTC, a temperatura ambiente. Apos 1 min da diluicdo, as amostras foram
fixadas em paraformaldeido a 12% por 8 s, com 10 uL de cada amostra sendo disposta
entre ldamina e laminula a 37°C. A interpretacdo da coloracdo dos espermatozoides foi

realizada de acordo com a classificacdo descrita pelo Atlas Embrapa (MARTINS, 2016),



61

com o padréo de capacitacdo espermatica avaliado em trés niveis: 1) espermatozoides ndo
capacitados (NCA), os quais apresentaram fluorescéncia brilhante em toda a cabeca; 2)
espermatozoides capacitados (CA), apresentando auséncia ou baixa fluorescéncia na
regido pods-acrossomal e fluorescéncia brilhante na regido acrossomal;, e 3)
espermatozoides com acrossomas reagidos (RA), 0s quais apresentarem auséncia ou
baixa fluorescéncia na cabeca, com um anel fluorescente na regido equatorial espermatica
(Figura 6). As analises das coloracbes foram realizadas em microscopia de
epifluorescéncia, com filtro (filtro RKP 455) para emissao e excitacdo de 355 e 425 nm,
respectivamente, em aumento de 1000x de magnitude, sob imersdo em 0leo, e contagem

de 200 espermatozoides.

Figura 6. Padrdes de coloracdo com clortetraciclina CTC de espermatozoides bovinos

criopreservado, sob microscopia de epifluorescéncia em magnitude de 1000x. (a)
Padrdo NCA (células ndo capacitadas); (b) padrdo CA (células capacitadas); (c)

padrdo RA (células capacitadas com acrossoma reagido). (Fonte: do autor).

4.5.4 Determinacdo da viabilidade espermatica in vitro

Para avaliar a viabilidade dos espermatozoides ao longo do processamento e
incubacéo in vitro, foi realizada a coloragéo de azul de tripano e Giemsa, descrita por
Kovacs & Foote (1992), com modificagdes (Anexo 3). Aliquotas de 10 uL de cada
amostra de sémen de todos os espécimes animais em estudo foram diluidas em 10 pL da
solugéo de azul de tripano a 0,4% em microtubo de 1,5 mL, previamente aquecido, e
incubado por 15 min a 37°C. Em seguida, foram feitos dois esfregacos utilizando 10 uL
da suspensdo, sendo secos ao ar. Logo, os esfregacos foram fixados em alcool absoluto

por 5 min, sendo secos ao ar. Os esfregagos foram entdo corados com uma solucgéo de
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Giemsa 0,04 g/mL por 1 h em incubadora a 38°C. Apos, as laminas foram lavadas em
agua corrente e deixadas para secar a temperatura ambiente. A avaliagdo das laminas foi
realizada em microscopio de campo claro com a contagem de 200 células, sob imerséo,
em magnitude de 1000x. A interpretacdo da coloracdo dos espermatozoides foi realizada
de acordo com a classificagdo descrita pelo Atlas Embrapa (MARTINS, 2016): 1) mortos
com acrossoma integro, 0os quais apresentavam a cabeca corada de azul, com acrossoma
corado de rosa-escuro; 2) mortos com reacao acrossomal, com espermatozoides com a
cabeca corada de azul e com acrossoma ndo visivel (descorado); 3) vivos com acrossoma
integro, com espermatozoides com a cabeca corada de rosa claro e com 0 acrossoma
corado de rosa-escuro; e 4) vivos com reacdo acrossomal, com espermatozoides com a

cabeca corada de rosa-claro e com acrossoma ndo visivel (Figura 7).

Figura 7. Padrdes de coloragdo de Giemsa e azul de tripano em espermatozoides bovinos em
microscopio de luz em magnitude de 1000x. a) Padrdo Al (acrossomo integro); b)
padrdao ANI (acrossomo nao integro); c¢) padrdo MAI (morto com acrossomo integro;

d) Padrdo MRA (morto com acrossomo reagido). (Fonte: do autor).

455 Procedéncia e destino dos ovarios bovinos

Os ovarios bovinos foram provenientes de um abatedouro localizado no municipio
de Sdo Leopoldo, RS. Apds a coleta, o transporte dos ovéarios até o laboratério foi
realizado em um recipiente térmico contendo PBS aquecido a 30°C. Ap0s a aspiracdo
folicular, os ovérios foram armazenados em sacolas especificas para residuos bioldgicos e
encaminhados para o descarte de material biologico da Faculdade de Veterinaria da
UFRGS.
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4.5.6 Aspiracdo folicular e sele¢do de complexos cumulus-odcito (CCO) bovinos

Ap0s o recebimento dos ovarios, realizou-se a lavagem com solugdo fisiologica
aquecida a 37°C sem antibidtico. Foliculos com didmetro entre 3 e 8 mm foram aspirados
com seringa descartavel de 5 mL acoplada a agulha 18 G, com o conteddo sendo
armazenado em tubos de centrifuga de 15 mL. Posteriormente, o contedo folicular foi
filtrado e transferido para placas de Petri de 90 mm, onde foi diluido com PBS acrescido
de 0,1% de Soro Fetal Bovino (SFB; Invitrogen, Carlsbad, EUA). Os CCOs foram
recuperados sob estereomicroscopio e transferidos para uma placa de Petri de 35 mm
contendo TCM199 acrescido de 0,1% de SFB. Os CCOs foram avaliados e selecionados
morfologicamente conforme descrito por Hasler et al. (1995) em grau 1, CCOs rodeados
por quatro ou mais camadas de células do cumulus compactas; grau 2, CCOs com uma a
trés camadas de células do cumulus compactas; grau 3, odcitos desnudos; grau 4, CCOs
com cumulus com algum grau de expansdo. Foram considerados CCOs viaveis aqueles de
forma esférica, com trés ou mais camadas compactas de células do cumulus e citoplasma

homogéneo.

4.5.7 Maturagao in vitro (MIV)

Os CCOs previamente selecionados (com morfologia de grau 1 e 2) foram
submetidos a MIV em gotas de 100 pL (15 CCOs/gota) de meio de MIV, composto de
TCM-199 (M5017), suplementado com 2,4 mM de NaHCOs3, 2,2 mg/mL de piruvato de
sodio (P4562), 50 uM de cisteamina (M9768), 1% de solucdo antibidtica-antimicética
(Estreptomicina, Anfotericina B, Penicilina; G15240-062 100X - Gibco® Antibiotic-
Antimycotic), 5 pg/mL de FSH suino (Folltropin-V; Bioniche Animal Health, Bellevile,
ON, Canadd), 5 ng/mL de LH (Lutropin; Bioniche Animal Health), 1 ug/mL de estradiol,
100 ng/uL de fator epidermal de crescimento (eGF; E4127) e 10% de SFB (Fetal Bovine
Serum; Thermo Fisher Scientific, Brasil), sob 6leo mineral estéril, por um periodo de 18

h em incubadora a 38,5 °C, umidade saturada e 5% de CO..
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4.5.8 Remocdo da zona pellcida de o6citos maturados e visualizagdo dos corpusculos

polares

Apo6s 18 h de MIV, um grupo de CCOs foi retirado das gotas de meio, com
aproximadamente a metade aleatoriamente retornando as gotas de meio, permanecendo
em MIV até 24 h de maturagdo para a realizagdo da FIV convencional. O grupo de CCOs
removido da MIV com 18 h de maturacgéo foi transferido para um microtubo de 1,5 mL
contendo hialuronidase a 0,1% em TCM199 +10% SFB para incubacdo por 5 min a 39°C.
Em seguida, o tubo foi levado para agitacdo por vértex por 4 min, com 0s o0citos sendo
lavados em TCM199 + 10% SFB e selecionados pela visualizagdo do primeiro
corpusculo polar, indicativo de maturacdo nuclear. Apo6s, os odcitos maturados foram
segregados de forma aleatoria em dois grupos, sendo o primeiro submetido a ativacdo
partenogenética, e o segundo exposto a solucdo de protease a 0,5% (P8811) em TCM199
+ 0,01% PVA para a digestdo da zona pelucida (ZP, por controle visual). Em seguida, os
oocitos sem zona foram lavados em TCM199 + 10% SFB. Os odcitos com ZP que foram
destinados para a ativacdo partenogenética foram realocados a placa de MIV, até
completar 24 h de maturacdo, quando foi realizada a ativacdo quimica. Os o0citos sem
ZP foram alocados individualmente em gotas de 10 uL. de meio de MIV sob 6leo mineral,

até completar 24 h de maturacéo, sendo este 0 momento da FIV.

4.5.9 Ativacdo partenogenética quimica dos odcitos maturados

Os CCOS selecionados para a ativacéo partenogenética, apés 24 h de M1V, foram
expostos a uma solucdo de 5 uM de ionomicina em TCM199 + 10% SFB por 5 min e,
imediatamente apos, foram lavados em TCM199 + 10% SFB, transferidos para gotas de
meio Fert-TALP, e mantidos por 18 h em atmosfera umidificada com 5% de CO, em ar a
38,5°C.

4.5.10 Fecundagio in vitro (FIV)

Os CCOs que permaneceram em MIV por 24 h até a FIV convencional foram
primeiramente lavados em gotas de meio Fert-TALP, sendo entdo transferidos para gotas
de 50 uL (15 CCOs/gota) de Fert-TALP (PARRISH; SUSKO-PARRISH; FIRST, 1988),
sob 6leo mineral estéril. Os odcitos sem ZP foram lavados e transferidos para gotas de 10
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pL (1 CCO/gota) de Fert-TALP, sob 6leo mineral estéril. Para a fecundagdo, foi utilizado
sémen congelado da mesma partida de um touro previamente testado para a PIV de
embrides bovinos. As amostras do sémen foram descongeladas e processadas conforme
descrito anteriormente. Os espermatozoides foram submetidos a inducdo da capacitacéo
pela exposicdo a 10 Ul/mL de heparina, ap6s a segregacdo espermatica com auxilio da
técnica de Mini-Percoll, conforme descrito no Experimento |. Espermatozoides a serem
utilizados para na FIV foram induzidos a reacdo acrossomica com 1 uM de calcio
ionoforo (A23187), conforme descrito acima. Apds, foi realizado o célculo da
concentracdo espermatica, e cada gota contendo odcitos foi inseminada com uma dose de
5000 espermatozoides capacitados/odcito para a FIV convencional e 100
espermatozoides induzidos a reacdo acrossomica para a FIV de odcitos sem ZP. Os
gametas permaneceram em co-incubacdo por 18 h nas mesmas condi¢cdes atmosféricas da
MIV.

4.5.11 Avaliacdo da configuracdo de cromatina apos a FIV e ativacéo partenogenética
Grupos de zigotos putativos apds 18 h da ativacdo partenogenética (estruturas
com zona) ou do inicio da FIV (estruturas com ou sem ZP) foram fixadas em élcool
absoluto a 4°C e corados com 15 pg/mL de bisbenzimida (Hoechst 33342, B-2261) em
alcool absoluto a temperatura ambiente. Ap6s 10 min, as estruturas foram dispostas em
uma gota de 5 pL de glicerol em uma lamina, cobertos com uma laminula, e avaliados
quanto a configura¢do de cromatina em microscépio de epifluorescéncia, sob luz UV e
filtro (RKP 455) com emissdo e excitacdo de 355 e 425 nm, respectivamente, em objetiva
de 1000x de magnitude. As estruturas foram avaliadas quanto: (a) a presenca de um, dois
ou trés corpusculos polares; (b) a presenca ou ndo de placa metafasica; (c) a presenca ou
ndo de um, dois ou mais pronucleos; (d) a presenca e 0 nimero de espermatozoides ndo
descondensados no ooplasma; e (d) ao nimero de espermatozoides aderidos a zona
pellcida (estruturas intactas de FIV) ou ao oolema (estruturas intactas ou sem ZP de
FIV). Levou-se em consideracdo a possivel combinacao das caracteristicas em avaliacéo,

para cada tipo de zigoto putativo (partenoto, e de FIV com ou sem ZP).
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4.5.12 Cultivo in vitro (CIV)

Apo0s as 18 h de FIV, as estruturas remanescentes com ZP (de FIV ou partenotos)
foram lavadas e cultivadas in vitro em gotas de 100 puL (15 CCOs/gota) de meio SOF
modificado (HOLM et al., 1999) até o Dia 2, suplementado com 0,72 mM de piruvato de
sodio (Sodium pyruvate; P4562), 0,2 mM de glutamina (L -Glutamine; G8540),
amino&cidos essenciais e ndo essenciais e 1% de SFB, sob 6leo mineral, em incubadora a
38,5°C, 5% de Oz, 5% de CO2, 90% de N e umidade saturada. As estruturas sem ZP
remanescentes foram cultivadas no sistema well-of-the-well (WOW), de acordo com
Vajta et al. (2000) e modificado por Feltrin et al. (2006) até o Dia 2 de CIV, sob as
mesmas condigdes acima. O dia da FIV foi considerado Dia 0 (DO) para a determinagéo
dos estadios de desenvolvimento embrionario. No Dia 2, as estruturas (produtos da FIV
com e sem ZP) foram submetidas a avaliacdo da clivagem e fixadas para a avaliacdo do

status de cromatina.

4.6 Experimento Il - Determinacdo do padréo de capacitacdo e reacdo acrossomica
em sémen equino criopreservado

Devido a ndo resposta frente a inducgdo in vitro da capacitacdo espermatica e a
baixa viabilidade poés-incubacdo do sémen congelado do garanhdo utilizado no
Experimento |, foram realizadas modificacGes no protocolo deste experimento, com 0 uso
de maiores concentracfes de heparina (50 e 100 UlI/mL) e um periodo de tempo
intermediario de avaliacdo durante a incubacdo (30 min). Trés repeticdes foram
realizadas, utilizando o sémen congelado da mesma partida de cinco garanhdes, incluindo
0 sémen do garanhdo utilizado no Experimento |. Neste experimento foi empregado o
mesmo protocolo de segregacao espermatica por swim up e mini-Percoll do Experimento
I, modificando-se a inducdo da capacitacdo esperméatica com a utilizacdo de trés
concentragdes de heparina (50 e 100 UI/mL). As amostras de sémen dos garanhdes foram
avaliadas quanto as taxas de capacitacdo e reagdo acrossémica induzidas in vitro e quanto
as taxas de viabilidade (i) ap6s segregacdo pelo método swim up e pelo gradiente
descontinuo de Mini-Percoll; (ii) imediatamente apos a diluicdo em meio Fert-TALP
contendo heparina (TO); e apo6s (iii) 30 min (T30) e (iv) 2 h de incubagdo subsequente

(T2). Para cada um desses grupos, foram confeccionadas duplicatas em cada lamina por
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rotina. Os garanh@es responsivos aos tratamentos com heparina e com sémen de maior
viabilidade foram submetidos a inducdo in vitro da reacdo acrossémica nas concentragdes

de 0,1 e 1 uM de calcio ionoforo (A23187), conforme ja descrito acima.

4.7 Analise Estatistica

As taxas de viabilidade espermética, de capacitacdo e reacdo acrossémica in
vitro nos Experimentos | e Il, e as taxas de fecundacdo e clivagem e propor¢des das
configuracBes de cromatina no Experimento | foram comparadas entre grupos pelo teste
do y? ou Teste Exato de Fisher. Nos Experimentos | e 11, considerou-se para a analise 0s
valores observados dentro de cada espécime animal para as distintas concentracdes de
heparina e tempos de incubacédo (5, 10 e 15 UI/mL nos tempos 0 e 2 h no Experimento I;
0, 50 e 100 Ul/mL nos tempos 0, 30 min e 2 h no Experimento Il), e para as
concentragdes de calcio iondforo (0,1 e 1 uM). A andlise de correlagdo simples entre as
variaveis foi realizada apds transformacao por arco-seno (arco seno\P/100) dos valores
percentuais das médias de cada variavel, considerando o coeficiente de correlacdo de
Pearson (p) entre -1 e 1, utilizando o programa Minitab® para Windows (versio 19.2). O

nivel de significancia foi de 5%.
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5. RESULTADOS

5.1 Experimento |

Na primeira etapa deste experimento, a espécie bovina apresentou uma taxa de
mortalidade espermatica de 6 a 12% e de capacitacdo espermaética in vitro espontanea de
45% a 56% apos o descongelamento pela segregacdo espermatica realizada pela
metodologia de swim up (Tabela 2). Apés a segregacdo espermatica pelo método de
Mini-Percoll as taxas de mortalidade diminuiram (2 a 6%) e as de capacitacdo tiveram
um discreto aumento (53 a 62%), embora ndo observamos diferenca significativa entre os
touros (p<0,05). Mesmo ap06s o periodo de incubacédo de 2 h, uma grande percentagem de

células se mantiveram vivas (Tabela 3).

Tabela 2. Média (%) de espermatozoides bovinos mortos, ndo capacitados, capacitados e
reagidos apds a criopreservacdo pelo processo de segregacdo e a avaliagcdo com
a coloracdo com azul de tripano e com CTC

Caracteristicas Touros Segregacao
Espermaticas

Swim up (%)

8a

Mortos 122

63

44

Nao capacitados 23°

342

452

Capacitados 562

502

1b

W{i>»> O @ i>I O @ > OO0 >

Acrossomos reagidos 6%

Cc 102

& Nimeros seguidos de superescritos diferentes em cada coluna diferem significativamente (p<0,05).
ABC: Numeros seguidos de superescritos diferentes em cada linha diferem significativamente (p<0,05).
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Os resultados da indugdo da capacitacdo e da mortalidade espermatica revelaram
haver diferengca (p<0,05) no comportamento dos touros frente ao tratamento com a
concentracdo de 5 UI/mL de heparina. Observou-se que os espermatozoides do touro C
capacitaram em maior proporcdo e apresentaram baixa mortalidade em relacdo aos
espermatozoides dos touros A e B (Tabela 4). No entanto (Etapa 2), e conforme
apresentado na Figura 8, os espermatozoides do touro A capacitaram em maior propor¢éo
(p<0,05) apds a exposicao as concentracdes de 10 e 15 UI/mL de heparina, enquanto que
o touro B ndo revelou diferencas na resposta as concentracdes de heparina. Por outro
lado, o touro C foi responsivo as trés concentracdes de heparina.

Na etapa 2 deste experimento, os espermatozoides bubalino, ovino € equino nao
apresentaram nenhuma resposta a indug¢do da capacitagdo espermatica a heparina,
independente da concentracdo (5, 10 ou 15 Ul/mL). Entretanto, os espermatozoides
caprinos responderam em nivel médio as trés concentracdes de heparina usadas para a
inducdo da capacitacao.

Os espermatozoides de bubalino, ovino e equino criopreservados apresentaram
altas taxas de mortalidade apos o descongelamento, averiguada pelo método de swim up
(68%, 57%, 55%, respetivamente), que se manteve apds o método de segregacao
espermatica realizado pelo Mini-Percoll (21%, 33% e 18%) e apds o periodo de
incubacdo de 2 h (Figura 9) em comparagdo com os espermatozoides bovinos (Tabela 2 e
3). J& o sémen caprino apresentou uma menor mortalidade apos o periodo de incubagao
(33,4%) em relagdo as outras espécies, com excecao da espécie bovina. Em relagdo aos
resultados obtidos, observamos uma forte correlacao negativa (p<0,05) entre as taxas de
mortalidade e a propor¢do de espermatozoides ndo capacitados (r=-0,792), capacitados
(r=-0,761) e reagidos (r=-0,725), em especial nas espécies bubalina, equina e ovina,
denotando um possivel efeito da viabilidade sobre os resultados observados nos

tratamentos.
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Tabela 3. Média (%) de espermatozoides de trés touros bovinos apresentando
acrossoma integro, acrossoma nao integro, acrossoma reagido e proporcao de
mortos apds 0 e 2 h de incubagdo em 5 UI/mL de heparina, apos a avaliacéo
por coloragdo com azul de tripano e Giemsa

Segregacio Coloracio
Percoll Azul de tripano e Giemsa
Caracteristicas espermaticas Touro Tempo de incubacao
Controle 0 h (t0) 2 h (12)
(%0) (%) (%0)
A 8134 61°8 45b¢
Acrossomo integro B 8034 6208 6228
C 8 laA 7 5aA 50abB
A 1 laBC 23aA 1 8aAB
Acrossomo ndo integro B 748 2234 2334
C 1138 608 2734
A 7B 10%8 2434
Acrossomo reagido B 7oA 1034 gba
C SaA 1 2aA 7bA
A ZaB 7aB 1 4abA
Mortos B 6% 6% 7oA
C 3aB 7aB 1 6aA

of: Letras diferentes em cada coluna diferem significativamente (p<0,05).
A-C: Letras diferentes em cada linha diferem significativamente (p<0,05).

Tabela 4. Média (%) de espermatozoides bovinos ndo capacitados, capacitados e
reagidos apds o processo de segregacao e o periodo da incubacdo com heparina
5 Ul/mL apés a avaliacdo com a coloracdo com CTC
Caracteristicas Touros Segregacao Agente capacitante

Espermaticas Heparina (5 Ul/mL)

Tempo de incubacgéo
Percoll (%)

Controle 0 h (t0) 2h(t2)
(%) (%)
A 3028 2328 28208
Nao capacitados B 3024 2634 3824
C 3724 1628 17b8
A 6028 6924 6730A
Capacitados B 6224 6824 60°A
C 5328 7534 773A
A 102 gaA 5aBC
Acrossomos reagidos B 8aA 624 32A
C 1024 gan 6/

@& Numeros seguidos de superescritos diferentes em cada coluna diferem significativamente (p<0,05).
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ABC Numeros seguidos de superescritos diferentes em cada linha diferem significativamente (p<0,05).

As taxas de inducdo reacdo acrossomica in vitro apresentadas pelos 3 touros,

Etapa 3, estdo apresentadas na Tabela 4, na qual observa-se mais de 50% das células

capacitadas encontram-se reagidas. No entanto, ndo houve diferengas significativas entre

as taxas de acrossomas reagidos entre as duas concentragdes de calcio ionoforo (A23187)

(0,1 ¢ 1 uM) usadas neste ensaio em cada touro. Mas, entre 0s touros, o Unico que

apresentou diferenca entre as taxas foi o touro C, que obteve uma taxa menor de reacéo

acrossdmica em relacdo aos outros touros (A e B) na concentragdo de 0,1 uM. Entretanto,

0 percentil de espermatozoides reagidos ndo diferiu entre os trés touros para a
concentragdo de 1 uM de calcio iondforo (A23187), variando de 47 a 59%. (Tabela 5).
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Figura 8. Taxas de capacitagdo espermatica em trés touros (Touros A, B, C) ap6s incubagio por

0 h (TO) € 2 h (T2) em 5, 10 ou 15 UI/mL de heparina. ** Letras diferentes em cada
coluna diferem significativamente (p<0,05). No eixo X sdo apresentadas as
representacdes das porcentagens de espermatozoides: vivos mndo-capacitados
(representados por barras em preto e siglas “NCA”), vivos capacitados (representados
por barras em cinza-claro e siglas “CA”) e vivos reagidos (representados por barras
em amarelo e siglas “RA”). No eixo Y, sdo apresentadas as legendas dos métodos de
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segregacdo espermatica, os tempos de incubacdo e as distintas concentracdes de
heparina.

Bubalino Caprino

Mortalidade e capacitagio Mortalidade e capacitagio
100 100

75 mMortos
mNCA
oca

0
Swimup  Percoll 0 © 1 2 10 © Swim-up  Percoll 10 t2 t0 2] t 2
5 UlimL 10 UlimL 15 UlimL 5UlmL 10 UlimL. 15 UlimL
Ovino Equino
Mortalidade e capacitagio Mortalidade e capacitagao

100 100

mMortos
ENCA
ocA

75 mMortos
mNCA

0
Swim-up  Percoll t0 2 0 2 0 2 Swim-up  Percoll 0 2 0 2 0
5 UlimL. 10 UlimL. 15 UNmL S UlimL 10 UlimL 15 UlimL

Figura 9. Taxas de sobrevivéncia e capacitagdo espermatica de s€men bubalino, caprino, equino
e ovino, incubados por 0 € 2 h em 5, 10 ou 15 UI/mL de heparina. *% Letras diferentes
em cada coluna diferem significativamente (p<0,05). No eixo X sdo apresentadas as
representacdes das porcentagens de espermatozoides: vivos nao-capacitados
(representados por barras em preto e siglas “NCA”), vivos capacitados (representados
por barras em cinza-claro e siglas “CA”) e vivos reagidos (representados por barras
em amarelo e siglas “RA”). No eixo Y, sdo apresentadas as legendas dos métodos de
segregacdo espermatica, os tempos de incubag¢do e as distintas concentracdes de
heparina.

Na PIV de embrides bovinos (Etapa 4), um total de 284 odcitos foi submetido a
MIV, atingindo uma taxa de maturacdo in vitro de 60% (170/284), variando de 52% a
66% (Tabela 6). As taxas de fecundagdo (18 hpf), observadas apés fixacdo e coloracéo
das estruturas nas duas rotinas, foram significativamente maiores (p<0,05) nos odcitos
sem ZP (15/38, 39,5%) do que em o6citos com ZP submetidos a FIV convencional (9/40,
22,5%). As taxas de clivagem (Dia 2 de desenvolvimento, 48 hpf), foram determinadas
somente em uma das repeticdes e foram semelhantes entre os grupos de FIV (Tabela 6).
O controle da ativacdo oocitaria, caracterizada pela presenca de 1 pronucleo (1PN) nos
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partenotos (13/31, 41%), foi averiguado apds a fixacdo e coloracdo com Hoechst 33342,
no mesmo momento (18 hpf) da determinacdo da taxa de fecundagdo dos o6citos

submetidos a FIV. A comparacgéo entre as duas rotinas € apresentada na Tabela 6.

Tabela 5. Média (%) de espermatozoides de trés touros bovinos apresentando inducéo
da capacitacdo com 10 Ul/mL de heparina e de reacdo acrossémica apds a
incubacdo com diferentes concentracdes de célcio iondforo (A23187)

Indutor da reacio (%)

Segregacio
Caracteristicas Percoll (%)
iticas Touros 2h (12)
espermati 0,1 HM 1 HM
Controle
A 1134 1234 1184
Nio capacitados B 1634 1134 16°4
C 15aA 7aA lzaA
A 774 318 308
Capacitados B 784 35b8 298
C 734 508 41
A 128 574 5934
Acrossomas reagidos B 64° 542bA 5534
C 128 43bA 4734

@< | etras diferentes em cada coluna diferem significativamente (p<0,05).

AB: L etras diferentes em cada linha diferem significativamente (p<0,05).

A avaliacdo da fecundacédo pela presenca de pronucleos e status da configuracdo
da cromatina as 18 hpf sdo apresentadas na Tabela 6. O grupo de partenogénese
apresentou 41% (13/32) de estruturas com um pronucleo (1PN), ou seja, ativadas, com
uma taxa de 53% (17/32) de odcitos ndo ativados, contendo cromatina configurada em
MII. A taxa de fecundacdo averiguada pela presenca de dois pronucleos (2PN) nos
odcitos submetidos a FIV diferiu (p<0,05) entre os grupos de odcitos submetidos a FIV
com (24%) ou sem ZP (40%; Figura 10). No entanto, ndo houve diferenca significativa
quanto & presenca de cromatina em MII entre os dois grupos de FIV, indicando a ndo
ativacdo embrionaria, apresentando taxas de 40% (16/40) para a FIV com ZP e 32%
(18/38) para a FIV sem ZP (Figuras 10 e 11). Dentro destas taxas, observamos que 20%

(8/40) dos od6citos com ZP e 8% (3/38) dos odcitos sem ZP foram fecundados,
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apresentando o desenvolvimento do PN masculino, mas sem o desenvolvimento do PN
do odcito, apresentando a cromatina em MIIl, com ambos 0s grupos apresentando taxas
semelhantes de 1PN no ooplasma (7/40, 18% e 10/38, 26%, respectivamente).

Tabela 6. Resultados preliminares de producdo in vitro de embrides bovinos pela
avaliagdo de taxas de fecundacdo e de clivagem apds ativacdo
partenogenética de odcitos maturados intactos (com zona peltcida) e FIV de
complexos cumulus-o6citos maturados intactos e oocitos maturados sem zona

pellcida
Partenot FIV FIV
5ci artenotos
Odcitos Oacitos Convencional Odcitos sem ZP
Repeticdes em MiII
em MIV n (%) Ativagio  Fecundacio Clivagem Fecundagdo Clivagem
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
1 120 62(52)°  7/9 (77)* 6122 (27) - 4/8 (50)*® -
2 164 108 (66)* 6/23 (26)°®  3/18 (16)®®  8/15 (52)A 11/30 (36)°® 9/14 (65)*
Total 284 170 (60)* 13/31 (42)°® 9/40 (23)C 8/15 (52)"® 15/38 (39)* 9/14 (65)*

*e Letras diferentes em cada coluna diferem significativamente (p<0,05).
AB:etras diferentes em cada linha diferem significativamente (p<0,05).

Tabela 7. Awvaliacdo das configuracGes de cromatina em estruturas bovinas 18 h apos a
fecundacdo in vitro de odcitos com ou sem zona pelucida

Fecundacéo in vitro (FIV)

Fecundagcdo e Partenotos
configuracao da Odcitos com zona peltcida  Odcitos sem zona pellcida
cromatina Total Total N&o ativados Total Né&o ativados

Cromatina em MlI 17/32 (53%)*" 16/40 (40%)*® 8/40 (20%)" 18/38 (32%)*E 3/38 (8%)"
1 prontcleo (1PN) 13/32(41%)®A  7/40 (18%)"® } 10/38 (26%)°8 -
2 pronucleos (2PN) 2/32 (6%)C  9/40 (24%)°E - 15/38 (40%)°A -
Polispermia - 7/40 (18%)°A - 1/38 (2%)°8 -
Meédia de
espermatozoides - 4 - 40 -

aderidos ao oolema
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ab.e: Nuimeros seguidos de superescritos diferentes em cada linha diferem significativamente (p<0,05).

100%
@ Partenotos [ Odcitos com zona pelucida ® Oocitos sem zona pelicida
75% —
a
50% —
a
25% a a
b b
0% : s ﬂ_|
Mil 1PN 2PN Polispermia NA

Figura 10. Avaliagdo das configuragdes de cromatina em estruturas bovinas 18 h apds a
fecundacdo in vitro de odcitos com ou sem zona pelicida. *>Letras diferentes em cada
coluna diferem significativamente (p<0,05). No eixo X estdo as representacdes das
porcentagens de ativacdo e/ou fecundacdo dos odcitos com e sem zona pelucida:
odcitos partenotos (representados por barras em azul), odcitos com zona pelicida
intacta (representados por barras em cinza-claro) e sem zona pelucida (representados
por barras em preto com cinza. No eixo Y as legendas dos grupos referentes a
configuragdo de cromatina apos 18 h da ativagdo e fecundagao in vitro de o6citos com
ou sem zona peltcida: cromatina em metafase II (MII), 1 ou 2 pro-nucleos (1PN e
2PN, respectivamente), o6citos ndo ativados mesmo com a entrada de um ou mais
espermatozoides (NA).

Odcitos da FIV convencional (com ZP) apresentaram maior taxa de polispermia (7/40,

18%) do que o grupo de FIV sem ZP (1/38, 2%; Tabela 7; Figura 11; p<0,05).

Na FIV dos o6citos sem ZP, ap6s uso de uma concentragdo em torno de 100
espermatozoides por oocito, dos quais 49% reagiram perante o uso de 1 uM de calcio
ionoforo A23187, obteve-se uma taxa média de penetracdo espermatica no ooplasma de
73% (28/38), independente do status da cromatina do espermatozoide, ou se houve ou
nao a formagdo dos pronucleos. Curiosamente, encontrou-se 47% de espermatozoides
aderidos ao oolema dos odcitos sem ZP, corroborando com a taxa de reagao acrossomica.
Porém, mesmo com miultiplos espermatozoides aderidos ao oolema, os dados
preliminares indicam a entrada de apenas um unico espermatozoide no odcito, ocorrendo

falhas em alguns casos, reveladas por uma discreta taxa de polispermia. Em contraste, os
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odcitos submetidos a FIV com ZP apresentaram em média 160 espermatozoides ligados a
zona peltcida, e uma média de quatro espermatozoides aderidos ao oolema, com taxa
mais elevada de polispermia (7/40, 18%) do que o grupo de odcitos de FIV sem ZP (1/38,
2%).

Figura 11. Imagens representativas de odcitos ativados partenogeneticamente ou fecundados in
vitro. a) Odcito partenoto ndo ativado, seta preta indica presenca da cromatina em
metafase Il (MII). b) Od6cito partenoto ativado, seta branca indica a presenca de 1
prondcleo (PN). ¢) Odcito sem zona pelucida fecundado in vitro, seta branca indica a
presenca de 2 prondcleos (PN). d) Odcito sem zona peldcida fecundado in vitro, seta
cinza indica a presenca de material genético do espermatozoide em descondensacéo,
seta verde indica a cromatina em metéfase Il, sem ser ativado. €) Odcito sem zona
pellcida fecundado in vitro, seta cinza indica a presenga de material genético do
espermatozoide em descondensacdo e em roxas ndo descondensadas, indicando a
penetracdo de mais de um espermatozoide no odcito. f) Putativo zigoto em cultivo in
vitro, Dia 2 de desenvolvimento, setas em marrom indicam um blastbmero com o
material genético em estagio de tel6fase. Microscopia de epifluorescéncia, em
bisbenzimida (Hoechst 33342), sob magnitude de 1000X.

5.2  Experimento Il

Seguindo a mesma tendéncia conforme observado no Experimento 1, no qual o
garanhdo A apresentou elevada mortalidade espermaética, todos os cinco garanhdes
utilizados no Experimento Il apresentaram significativas taxas de mortalidade apds o
processamento pelos métodos de Swim up, Mini-Percoll e ap6s o periodo de incubacéo
com 50 e 100 Ul/mL de heparina, variando de 49% a 81%, 39% a 71%, 38% a 76%, 41 a
61% e 35 a 72%, respectivamente. No entanto, os garanhdes D e E mantiveram maiores

taxas de espermatozoides vivos ao longo da incubagdo em comparacdo com 0s outros
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garanhdes, e também se mostraram mais sensiveis ao tratamento com 50 e 100 Ul/mL de
heparina (Figura 10). Os garanhdes A, B e C ndo responderam as concentracfes de 50 e
100 Ul/mL de heparina ao longo do periodo de incubacéo (Figura 10). Similar ao que foi
observado no Experimento I, houve uma correlacdo negativa (p<0,05) entre a mortalidade
e as taxas de espermatozoides ndo-capacitados (r=-0,703), capacitados (r=-0,738) e com
acrossoma reagido (r=-0,437). Curiosamente, o sémen de garanhfes com menor
mortalidade espermatica (D e E) também apresentaram maior resposta a inducdo da

capacitacdo com 50 ou 100 UI/mL de heparina.

Garanhdo A Garanhéo B

Mortalidade e capacitagao Mortalidade e capacitagio
100, 100

EMorto 75 b b EMorto
ENCA ENCA
OcA OcA
ORA ORA

0
Swimup  Percoll 50Ul 10001 5001 10001 5001 10001 swimap  Percoll 50Ul 10001 5001 100Ul 5001 10001
T T30 T2 T T30 T
Garanhdo C Garanhdo D
Mortalidade e capacitagdo Mortalidade e capacitagdo

100 100
EMorto 7% EMorto
ENCA b b BNCA
ocA ab ab ab ab ab OCA
ORA ORA

50 a

0
Swim-up  Percoll 50u1 100U1 50Ul 100Ul 50U 100U1 Swim-up  Percoll 5001 100Ut 50U 100Ul 50U 100Ul
T T30 7 T Ti0 m

Garanhio E

Mortalidade e capacitagao
100

75.d mMorto
cd mNCA
abc abc OcA
ORA
50 2 ab ab

Swimup  Percoll 500 100Ul 50Ul 100Ul 5001 100Ul

Figura 12. Taxas de capacitagdo espermdtica in vitro e viabilidade espermética do sémen
congelado de cinco garanhdes (A, B, C, D, E) apds incubacédo por 0 h (T0), 30 mine 2
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h (T2) em 50 e 100 Ul/mL de heparina. % Letras diferentes em cada coluna diferem
significativamente (p<0,05). No eixo X sdo apresentadas as representacdes das
porcentagens de espermatozoides: vivos ndo-capacitados (representados por barras em
preto e siglas “NCA”), vivos capacitados (representados por barras em cinza-claro e
siglas “CA”) e vivos reagidos (representados por barras em amarelo e siglas “RA”).
No eixo Y, sdo apresentadas as legendas dos métodos de segregacdo, tempos de
incubacéo e distintas concentraces de heparina.

O sémen dos dois garanhdes (D e E) com maior resposta a heparina e menor
mortalidade apds a incubacéao foi submetido a indugdo da reacdo acrossdmica. Apesar das
proporcbes de espermatozoides capacitados e de reacdo acrossOmica positiva serem
baixas (entre 10 e 20%, e ao redor de 10%, respectivamente), o sémen de ambos 0s
garanhdes respondeu de forma significativa ap6s a inducdo da capacitagdo com 100
Ul/mL de heparina e inducgao da reacdo acrossémica com 0,1 e 1 uM de célcio iondforo,
guando comparamos a proporcdo de espermatozoides reagidos sobre os capacitados
(entre 52 e 67%, Tabela 8), mostrando que mais da metade dos espermatozoides que
capacitam apds a segregacdo por Mini-Percoll e periodo de incubacdo com a heparina
respondem ao indutor da reacdo acrossomica.

Tabela 8. Média (%) de espermatozoides equinos com indugdo da capacitagdo com 100
Ul/mL de heparina e da reacdo acrossémica apos a incubacdo com diferentes
concentracfes do célcio iondforo (A23187)

Segregacio Indutor da reacio (%)
Caracteristicas Percoll (%) Calcio Ionéforo
espermaticas Garanhdes
2h (t2) 0,1 uM 1 uM
Controle
D 70,02B¢ 57,0348 72,6%
Mortos
E 81,0%8 61,24 77,038
D 6,9% 10,284 8,334
Nao capacitados
E 2,934 7,034 4,134
D 17,5348 21,4348 11,4%8
Capacitados
E 10,534 20,934 11,424
D 6,8% 11,4%A 7,62
Acrossomas reagidos
E 5,634 10,94 7,584
D 37,74 53,7 66,6%8
Reagidos/Capacitados

E 53,3% 52,0% 65,8%

a¢ Numeros diferentes em cada coluna diferem significativamente (p<0,05).
AB: Numeros diferentes em cada linha diferem significativamente (p<0,05).
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, devido a atual inexisténcia de um agente capacitante
especifico para a espécie equina (LEEMANS et al., 2019), distintas concentracGes de
heparina foram utilizadas para induzir a capacitacdo esperméatica em amostras de sémen
congelado de equinos, uma vez que a eficiéncia desse agente indutor ja foi demonstrada
h& mais de trés décadas por Parrish et al. (1986) na espécie bovina. Entretanto, 0 uso da
heparina para a capacitacdo espermatica de sémen in natura ou congelado de equinos,
com a subsequente FIV de odcitos maturados in vitro de equinos, ja foi demonstrada
ineficiente, com baixissima taxa de clivagem, quando existente (DELL’AQUILA et al.,
1996; DELL’AQUILA et al, 1997a,b; ALM et al., 2001; ROASA et al, 2007). Porém,
tais estudos foram realizados em um periodo anterior ao maior conhecimento dos
processos de MIV de odcitos equinos e de CIV de embrides equinos, e mesmo antes do
atual maior dominio da PIV de embribes equinos pela ICSI ou pela clonagem por TN.
Em adicdo, o conhecimento das possiveis barreiras a FIV equina incluem ndo somente
aspectos de falhas de inducdo de capacitacdo in vitro, mas também o fenbmeno de zona
hardening (DE FELICI; SIRACUSA, 1982; DELL'AQUILA et al., 1999; LANDIM-
ALVARENGA et al., 2001). Desta forma, as falhas de obtencéo de fecundagéo, clivagem
e desenvolvimento embrionario in vitro em equinos em quaisquer protocolos de relatos
cientificos anteriores a 2010 devem ser tidos com cautela, visto muitas das falhas estarem
potencialmente associadas a fatores ndo necessariamente relacionados ao fendmeno da
capacitacdo per se. Assim, propusemos neste estudo o uso de um protocolo de
capacitacdo e reacdo acrossdmica in vitro, conforme ja estabelecido e conhecido para a
espécie bovina (PARRISH, et al., 1986; TRIANA et al., 1980), adequando as condicdes para
0 sémen congelado de distintas espécies com conhecida menor eficiéncia na PIV pela
FIV, como a bubalina, a ovina e a caprina, para em seu final, avaliar a eficiéncia para o
sémen congelado de distintos garanhBes. O protocolo utilizando a heparina e o calcio
ion6foro (A23187), adaptado da espécie bovina, foi efetivo na inducdo da capacitagdo
espermatica e da reacdo acrossomica in vitro do sémen congelado equino, havendo uma
alta correlagdo negativa entre a taxa de capacitacdo e a sobrevivéncia espermatica nas

quatro espécies testadas. Inferimos, portanto, que um dos aspectos mais limitantes para o
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uso de espermatozoides equinos capacitados para a FIV seja de fato a elevada
mortalidade do sémen equino congelado apds a incubagdo (57 a 81%), uma vez definidas
condicbes e meios mais apropriados para a manipulacdo e incubacdo in vitro de
espermatozoides de sémen in natura, resfriado ou congelado na espécie equina.

Parrish et al. (1985), usando a heparina (10 pg/mL) para capacitar
espermatozoides de sémen bovino in natura ap6s um periodo de 6h de incubacéo,
obteveram taxas proximas de 70% de penetracdo/fecundacdo em odcitos maturados in
vitro (PARRISH; SUSKO-PARRISH; FIRST, 1985). Adaptando o procedimento usado
no sémen in natura, Parrish et al. (1986) trataram o sémen congelado com heparina (10
pug/mL) para induzir a capacitagdo por um periodo de 15 min, devido a baixa viabilidade
do sémen apds o processo de criopreservacdo, obteve taxas semelhantes de
penetracdo/fecundacdo em o0citos maturados in vitro. Desde entdo, o protocolo de
indugéo de capacitagdo in vitro de espermatozoides com heparina se tornou padrdo-ouro
na especie bovina, sendo utilizado em todo 0 mundo, pela vasta maioria dos laboratdrios
de PIV de embrides pela FIV em bovinos (PARRISH, et al., 1986; PARRISH, 2014).
Frente a isso, na etapa 1 e 2, do Experimento I, observamos que os espermatozoides
bovinos congelados apresentaram taxas proximas a 70% de capacitacdo espermatica apds
a incubacdo de 2 h com heparina, corroborando com os achados cléssicos de Parrish et al.
(1986; 1988), validando nosso protocolo em termos cientificos. Da mesma forma, 0s
resultados da inducdo da capacitacdo espermatica no modelo bovino, no Experimento |,
demonstraram um comportamento distinto entre os touros frente a indugdo com 5 Ul/mL
de heparina, com um dos touros (C) mostrando-se mais sensivel ao agente capacitante,
enguanto que os demais (touros A e B) ndo apresentaram resposta significativa na taxa de
capacitacdo em resposta a concentracdo de 5 Ul/mL de heparina. No entanto, o touro A
passou a responder a heparina em concentracdes mais elevadas (10 e 15 Ul/mL),
enquanto o touro B ndo respondeu a nenhum dos tratamentos com heparina. Tais achados
sobre a diferenca individual de distintos touros frente a inducdo da capacitagéo in vitro
pela heparina corroboram com dados anteriores (BLOTTNER; NEHRING; TORNER,
1990; FOLHADELLA, 2008), sob protocolos padrao de manipulagéo.

Apols o descongelamento das doses de sémen e a segregacdo espermatica por

swim up observamos uma elevada taxa de capacitacdo espermatica espontanea
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(criocapacitados). A espécie bovina foi a que apresentou a maior proporcdo de
espermatozoides capacitados ap6s o descongelamento (51 a 63%) em comparagao as
outras especies (6 a 20%) utilizadas neste estudo. Interessantemente, isto demonstra que
alguns touros podem apresentar taxas significativas de capacitacdo sem a influéncia da
heparina e que somente o simples processamento pelo swim up ou mini-Percoll ja gera
um numero suficiente de células capacitadas que permitiriam taxas variaveis de
fecundacéo in vitro. Logo, observamos comportamento diferente entre os reprodutores
dentro de uma mesma espécie frente a substancia indutora da capacitacdo, possivel fato
de que nem todos os touros submetidos ao processo de FIV apresentam bons resultados
quanto a PIV de embribes, corroborando a literatura (BLOTTNER; NEHRING,;
TORNER, 1990; FOLHADELLA, 2008), e que 0s ajustes na concentracdo de heparina
podem estar diretamente relacionados ao aumento no numero de células capacitadas
(PARRISH, 2014). Isto denota que, se mesmo na espécie bovina, na qual os protocolos
de PIV de embrifes sao muito bem estabelecidos, h& desde a facilitacdo do processo pela
capacitacdo espontanea, até a necessidade por vezes de otimizar os tratamentos do sémen
de determinados touros para uso mais eficiente na FIV. Também denota que tais
variagOes individuais certamente existem e possivelmente devam ser ainda maiores do
que a observada em bovinos, conforme observamos nos resultados nas demais espécies e
individuos avaliados neste estudo, visto ndo haver protocolos tdo bem definidos para os
mesmos procedimentos in vitro.

Apl6s observarmos as respostas dos trés touros a distintas concentracdes de
heparina, elegemos a concentragdo de 10 Ul/mL de heparina como padrdo para 0
processamento e inducdo da capacitacdo no sémen bovino criopreservado para o
procedimento de FIV em nosso laboratério. Como a heparina é um dos componentes
comumente ajustados no momento em que touros séo testados para a FIV (PARRISH,
2014) e como o uso de variagdes na concentracdo de heparina normalmente ndo é seguido
da avaliacdo ipso facto da taxa de capacitacdo espermatica in vivo por coloracdo e
microscopia, os resultados alcangados ap6s a FIV com tais reprodutores passa a ser
presuntivo. E bem possivel que em muitos destes casos, na dependéncia do individuo, do

ejaculado e das condigdes gerais da FIV, a heparina ndo tenha efeito sobre as taxas de
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fecundacéo subsequentes, sendo significativa em outros casos. Tais consideragdes ainda
merecem maiores investigacoes cientificas.

A sobrevivéncia espermatica apos o descongelamento revelou que a espécie
bovina possuia uma reduzida mortalidade (6 a 12%) em comparacao as outras espécies
(bubalino, 68%; caprino, 43%; equino, 55%; ovino, 57%). As baixas taxas de mortalidade
dos espermatozoides bovinos corroboram os dados descritos na literatura (ASSUMPCAO
et al., 2002; RIBEIRO-PERES et al., 2014; BARRIGA, 2019). Adotamos 0 método de
swim up para a segregacao espermatica apos o descongelamento, ao invés da metodologia
de lavagem por centrifugacdo, porque estudos comparativos entre técnicas de segregacao
indicaram que a lavagem causou efeitos prejudiciais, a sobrevivéncia, a motilidade, a
integridade da membrana plasmatica e a fragmentacdo de DNA das células espermadticas,
devido a um aumento da geragdo e liberagdo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
(KIM; AGCA; AGCA, 2013; PENARIOL, 2017).

O sémen de ruminantes possui semelhangas entre si, assim diversos fatores
referentes a PIV de embribes podem ser correlacionados eficientemente. O uso da
heparina, muito utilizada na espécie bovina, como mencionado acima, mostrou-se
também eficiente na inducdo da capacitacdo in vitro em espermatozoides caprinos e
ovinos recém coletados (frescos), alcangando taxas de penetracdo em odcitos que variam
entre 73 a 90% (COX; SARAVIA, 1992; COX et al, 1995, IZQUIERDO,
VILLAMEDIANA, PARAMIO, 1999). Outra influéncia da heparina € sobre o aumento
da reacdo acrossomica espontanea nessas espécies de acordo com a literatura, na qual
observam-se taxas médias de 47% em sémen congelado e 51% em sémen fresco na
espécie caprina e ovina, e 56% em sémen bubalino congelado (COX; SARAVIA, 1992,
COX et al., 1995; IZQUIERDO, VILLAMEDIANA, PARAMIO, 1999; KADIRVEL,
KATHIRAVAN, KUMAR, 2011). O uso da heparina para induzir a capacitacdo
espermatica na espécie equina apresenta dados controversos na literatura, pois de acordo
com Alm et al. (2001), a heparina exerce efeito sobre a capacitacdo do sémen fresco e
congelado equino, aumentando as taxas de reagdo acrossdomica em ambos (62% e 25%,
respectivamente), enquanto que de acordo com e Tremoleda et al. (2003) a heparina néo
exerceu 0 mesmo efeito sobre a capacitacdo no sémen equino, com a ressalva desses

dados ainda serem antigos e controversos na espécie equina. No entanto, ao serem
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comparadas ao bovino, tais espécies demonstraram uma resposta ineficiente a heparina,
mesmo a espécie caprina. Possivelmente, tais diferencas observadas entre as espécies
utilizadas pode estar relacionada ao fator macho, visto que usamos apenas um macho de
cada espécie, com excecao dos bovinos e equinos, nos quais observamos que ha uma
variabilidade na resposta dos machos a heparina. Assim, a ndo resposta das demais
espécies ruminantes deste estudo a heparina pode estar relaciona intrinsecamente aos
machos, e ao fato de havermos utilizado sémen congelado. Neste sentido, observamos
que todas as amostras congeladas de sémen das espécies submetidas a incubacdo com
heparina apresentaram uma significativa mortalidade desde o inicio do processamento
das amostras, com alguns espécimes aumentando ap6s o periodo de incubagdo, com
excecao da espécie bovina e, em menor intensidade, na espécie caprina. De acordo com
Olivares et al. (2019), a alta mortalidade espermatica pode ser explicada como resultado
das alteragdes e danos durante o processo de criopreservacdo causados a membrana
plasmaética e a perda de fosfolipideos, o que induz um estado semelhante a capacitacao,
denominado de criocapacitacdo (OLIVARES et al., 2019). Ao final, o processo leva a um
aumento de EROs por elevada atividade mitocondrial ou lesdo nas mitocéndrias, que
pode aumentar o dano estrutural espermatico, causando ainda mais alteracGes nas
membranas por lipoperoxidagcdo e no DNA, que promovem a perda da viabilidade do
gameta (BURNAUGH; SABEUR; BALL, 2007; VALENCA; GUERRA, 2007;
KOTHARI et al., 2010; NOGUEIRA et al., 2014).

Uma maior mortalidade espermatica era esperada, em especial, na espécie equina,
pois dentre as espécies em estudo, esta é a que revela maior sensibilidade dos gametas
aos efeitos da criopreservacdo (BALL; VO; BAUMBER, 2001). De acordo com Squires
e Squires (2003), Burnaugh, Sabeur e Ball (2007) e Samper, Pycock e Mckinnon (2007),
0 uso de substancias indutoras da capacitacdo e reacdo acrossémica in vitro em equinos
diminui a sobrevida de espermatozoides in vitro, além de ser a espécie que mais gera
EROs no sémen. Além disto, Watson (2000) havia relatado que 40% a 60% dos
espermatozoides preservaram a motilidade apos a criopreservagdo, porém apenas 20% a
30% revelam integridade estrutural, permanecendo biologicamente ativos. De acordo
com Rambo (2008), outro fator que também altera as membranas espermaticas é a rapida

passagem dos crioprotetores, o que causa o fenémeno conhecido como estresse osmotico.
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O estresse osmotico depende do tipo de crioprotetor, bem como da concentragdo, da
temperatura de adigdo, e do tempo de exposicdo. Interessantemente, observamos uma
forte correlagdo negativa entre as taxas de mortalidade e as proporcdes de
espermatozoides Vvivos ndo-capacitados, capacitados e reagidos nas espécies bubalina,
caprina, equina e ovina (r= -0,70). RelacOes de causa-e-efeito neste aspecto ainda
necessitam ser elucidadas.

Na terceira etapa do Experimento I, os espermatozoides dos trés touros (A, B e
C) testados apresentaram uma resposta significativa ao calcio ionoforo (A23187),
apresentando percentuais semelhantes de reacdo acrossdmica ap6s o0 uso de duas
concentragdes distintas de ion6foro (0,1 e 1 uM; p<0,05), corroborando com resultados
da literatura (TRIANA et al., 1980; WHITFIELD; PARKINSON, 1995; GATENBY;
BONDIOLI, 2019).

Os resultados preliminares de dois ensaios de fecundagdo in vitro com od6citos
bovinos sem zona pelicida e espermatozoides bovinos com acrossoma reagido
demonstraram que o0 espermatozoide bovino é capaz de aderir, fecundar/fundir e ativar os
odcitos apds serem submetidos a inducdo da capacitagdo espermatica e a reacao
acrossomal in vitro pelo protocolo utilizado neste estudo. Nossos resultados preliminares
corroboram estudos anteriores, que o emprego de odcitos sem zona pelicida € uma
ferramenta (til para ensaios de adesdo e fusdo/penetracdo espermatica
(YANAGIMACHI, 1972; YANAGIMACHI; YANAGIMACHI; ROGER, 1976).
Whitfield e Parkinson (1995) provaram que espermatozoides bovinos respondem a 1 uM
0 célcio iondforo (A23187), apos 1 h de incubacéo, apresentando taxas médias de 38,9 a
41,5% de acrossomas reagidos. Tais taxas, descritas acima, foram semelhantes ao que
observamos de reacdo acrossdmica nos touros na terceira etapa deste experimento, que
variavam de 47 a 59%, e de fecundagdo in vitro observadas na quarta etapa. Em outro
estudo, Landim-Alvarenga et al. (2001) relatara que o uso de dilauroilfosfatidilcolina
(PC12) ou calcio iondforo (A23187) foram eficazes em induzir a capacitacdo e a reacdo
acrossomica de sémen fresco equino (n=3) e bovino (n=1), observando taxas de
penetracdo de espermatozoides em odcitos sem zona pelicida de hamster de 56 e 83%
(17/30 e 25/30), de bovinos de 13 e 83% (4/30 e 25/30) e de equinos de 71 e 66% (15/21
e 12/18), respectivamente, mas as taxas de polispermia e de comprovacao da fecundacéo
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per se, a presenca dos pronucleos, ndo foram apresentadas, uma vez que eles fizeram o
uso de o6citos sem zona pelucida para avaliar a eficiéncia do uso dos indutores. As taxas
de penetracdo foram parecidas com as que encontramos neste trabalho. Nés realizamos a
avaliacdo das taxas de penetracdo através da coloracdo de Hoechst e consideramos todos
0s espermatozoides presente no interior do oolema do o6cito, enquanto que Landim-
Alvarenga et al. (2001), fizeram o uso da coloragcdo com orceina acética e consideraram
somente 0s espermatozoides em descondensacgdo, visto que devido a baixa qualidade
visual que a orceina acética proporciona ndo se consegue diferenciar 0s
espermatozoides que estdo dentro ou fora do odcitos. Embora houvesse a penetracao, eles
ndo comprovaram a fecundacdo e se o protocolo utilizado por eles permitia o
desenvolvimento subsequente apds a inducdo da capacitacdo e reacdo acrossémica in
vitro, conforme relatamos. No entanto, em nenhum desses estudos houve a inducdo da
capacitacdo espermatica e da reacdo acrossémica com o uso de agente (heparina e célcio
ion6foro) separadamente para cada processo, assim como a observacdo do status de

cromatina apds a fecundacdo (2 PN) como no presente trabalho.

Neste estudo, 0 sémen bovino apresentou taxas de capacitacdo que variaram de
73% a 78% e de reacdo acrossomica de 47% a 59%. Frente a isso, ao utilizarmos em
torno de 100 espermatozoides por odcito sem ZP, observamos uma média de 40
espermatozoides aderidos a membrana apés a FIV, nimero curiosamente semelhante as
taxas observadas de reacdo acrossomica que obtivemos, considerando-se que houve uma
mortalidade espermatica de 10 a 15%, e que em torno de 50% dos espermatozoides vivos
apresentavam acrossoma reagido (cerca de 40% do total dos espermatozoides). Ja nos
odcitos de FIV com ZP (FIV convencional), para os quais utilizamos cerca de 5 mil
espermatozoides viaveis por odécito na FIV, houve em média mais de 150
espermatozoides ligados a zona pellcida. Entretanto, o numero médio de
espermatozoides ligados a membrana dos o6citos no espaco perivitelinico era de apenas
quatro. Interessantemente, o grupo de FIV com o6citos com ZP apresentou taxas maiores
de polispermia, quando comparado ao de FIV com odcitos sem zona pellcida. Estes
dados diferem do que é observado na literatura, uma vez que a zona peldcida é tida como

a maior barreira a polispermia, impedindo a fecundacdo do odcito por diversos
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espermatozoides (HANADA; CHANG 1976; VELASQUEZ et al., 2013). Sendo assim, a
polispermia n&o deveria ocorrer em maior frequéncia no procedimento de FIV
convencional em bovinos, e sim, no grupo sem ZP. Na FIV de suinos, é conhecido que o
fendmeno da polispermia é bastante comum, sendo um dos principais problemas na
implementacdo da FIV nesta espécie (SJUNNESSON, 2019). Também sabe-se que
quando a zona pelucida é removida, a especificidade a fecundacdo € reduzida
(YANAGIMACHI, 1984), permitindo que o0s espermatozoides entrem em grande
quantidade no citoplasma do odcito (HANADA; CHANG, 1976; BARROS et al., 1979;
KUMAR et al., 2013). Os resultados de elevada monospermia neste estudo ainda

necessitam ser melhor confirmados por repeti¢des do procedimento.

Curiosamente, ndo observamos com frequéncia a presenca de mdltiplos
espermatozoides dentro do citoplasma dos o6citos sem zona peldcida. Assim, algumas
possiveis explicagdes podem ser baseadas nos mecanismos secundarios de bloqueio a
polispermia, ou entdo a falha no mecanismo da fecundacdo, pois a remocdo da zona
pellcida pelo uso de uma protease pode comprometer a estrutura das proteinas de adesdo
(VLA-6/a6B1, CD9) e de fusdo (Juno, CD9) presentes no oolema do odcito. Também
propomos que a indugdo da reacdo acrossdmica pode também ndo conferir eventos
fisioldgicos, por exemplo, de translocacdo adequada das proteinas na superficie do
espermatozoide (IZUMO), em especial na zona equatorial (SATOUH et al., 2012). Outra
explicacdo pode estar associada a liberacdo prematura do contetido dos granulos corticais,
no qual ha a presenca de diversas proteases, que por sua vez podem ter alterado a
estrutura das proteinas de adesdo e fusdo, impedindo a adesdo e fusdo de outros
espermatozoides (HOODBHOY; TALBOT, 1994; GROSS et al., 2000). Porém, nao
presumimos gue tais mecanismos afetem a adesdo, pois apds decorridas as 18 h de FIV,
um significativo nimero de espermatozoides (em média 40) se encontrava aderidos a
membrana do odcito. Tal achado corrobora a visao do fendmeno da fecundacdo, proposta
por Bianchi et al. (2014a). A adesdo do primeiro espermatozoide a membrana
desencadeia a ativacdo do odcito que por sua vez leva a extrusdo dos granulos corticais,
que, por fim, leva a modificacdo enzimatica da principal proteina de fusdo das
membranas do oo6cito, o receptor Juno (HOODBHOY; TALBOT, 1994; GROSS et al.,
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2000). Apds a fecundagdo de odcitos de camundongos, 0 receptor Juno passa a ser
removido da membrana plasmética dos odcitos sob a forma de vesiculas em cerca de 1 h,
tempo ainda menor quando o ensaio de FIV é realizado com odcitos sem ZP, sendo em
média de 30 a 40 min (BIANCHI et al., 2014a). Assim, durante este intervalo de tempo, o
bloqueio a polispermia ocorre pela despolarizacdo de membrana induzida pelo Ca?* apds
a ativacdo pelo espermatozoide (BERRIDGE, 1993; GRUPEN; NOTTLE;
NAGASHIMA, 2002), seguido da clivagem das proteinas de fusdo pelas proteases dos
granulos corticais que foram extrusados, ndo afetando a capacidade de adesdo de novos
espermatozoides, 0s quais permanecem aderidos, mas ndo se fundem ao oolema. Frente a
isto, pode-se inferir das razOes de encontrarmos uma baixa taxa de polispermia nos
odcitos sem zona pellcida, com uma elevada contagem de espermatozoides aderidos ao
oolema, em namero proporcional aos espermatozoides com acrossoma reagido utilizados

paraa FIV.

Neste estudo, a ativacdo partenogenética dos odcitos com ZP serviu como um
controle negativo da ativacdo dos odcitos in vitro, sem a participacdo dos
espermatozoides, e da configuracdo panoramica da cromatina desses odcitos ativados
apos 18 h. A observacédo destas configuragdes permitiu seguir um padrdo de odcitos nao
ativados, apresentando uma configuracdo de cromatina no estadio da segunda fase da
meiose (MII), e um padrdo de ativados, apresentando um prondcleo, que serviram para as
analises observacionais que foram realizadas nos odcitos de FIV com e sem zona
pelucida. A presenca de um prondcleo foi frequentemente observada em diversos 04citos
ativados partenogeneticamente, conforme esperado, demonstrando que os odcitos eram
competentes. Entretanto, em alguns odcitos ativados observamos a presenca de dois
pronucleos dentro do citoplasma de um Unico embrido. Inferimos que tais o0citos
apresentaram a segregacdo cromossémica, sem a extrusdo do segundo corpusculo polar,
conferindo uma estrutura diploide, especialmente por ndo haver sido realizado neste
estudo um bloqueio com inibidores de quinases ou de sintese proteica, comumente
utilizados na clonagem para bloquear o MPF apds a ativacdo embrionaria. Nos grupos de
FIV, os odcitos com zona pelucida apresentaram uma elevada taxa de estruturas em MII

(40%), ou seja, ndo foram fecundados ou nédo foram ativados. Dentro desta classificacéo,
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observamos que em 20% destes odcitos houve a penetracdo de espermatozoides com
alguns se descondensando, mas ndo progredindo ao estadio de pronucleo, sem a devida
ativacdo, havendo uma falha do mecanismo de ativacdo dos odcitos, que permaneceram
em MII. Taxas semelhantes de estruturas em MII (32%) foram observadas nos odcitos de
FIV sem zona, porém a taxa de odcitos penetrados e ndo ativados foi menor (3/38, 8%).
De acordo com Chaves et al. (2010), causas comuns de falha na ativacdo de odcitos de
ruminantes em completar a meiose in vitro apés a fecundacdo ndo sdo sempre
determinadas ou conhecidas, podendo estar relacionadas a alteracbes nos mecanismos
bioguimicos envolvidos no processo meidtico. Odcitos humanos com falha de ativacdo
apés a FIV apresentaram anormalidades no fuso em metafase Il (MIl), com alta
probabilidade de estagnacdo da meiose (CHAVES et al., 2010).

Mesmo apds a fecundacdo, falhas na ativagdo podem ocorrer e impedir a
formacdo dos pronucleos, com consequente descondensacdo da cromatina do
espermatozoide, podendo ser defeito inerente a fertilidade do macho, como a deficiéncia
ou a inabilidade da PLC-zeta do espermatozoide de ser liberada no ooplasma, causando
falha de fecundacdo (DOZORTSEV et al., 1995; MRAZEK; FULKA, 2003; CHAVES et
al., 2010). Outras falhas, como a ndo extrusdo do segundo corplsculo polar, podem
ocorrer devido a erros na organizacdo e na localizacdo do fuso; apOs ativacao
partenogenética, tais oocitos podem clivar e apresentar dois prondcleos, com apenas um
corpusculo polar (MRAZEK; FULKA, 2003). Interessantemente, tais resultados
corroboram a baixa taxa de polispermia que observamos em 06citos sem zona pelGcida.
Lonergan e Fair (2016) afirmaram que cerca de 90% de odcitos aspirados atingem o
estadio de MII ap6s a maturacdo in vitro; destes, cerca de 80% séo fecundados in vitro,
ratificando as observacdes de Parrish et al. (1986), o que determina uma taxa média de
72% de clivagem. Esta taxa média de clivagem é observada em rotinas funcionais de FIV
em bovinos em nosso laboratdrio. Entretanto, observamos no ensaio de FIV neste estudo
taxas de fecundacdo (penetracdo espermatica no odcito) abaixo da metade do que estes
autores haviam mencionado, com o grupo de FIV com zona apresentando 24%, enquanto
0 grupo de FIV sem zona chegou a aproximadamente 40%. Esperavamos taxas mais
elevadas de fecundacdo neste grupo sem zona, devido a remocao da zona pelucida e,

consequentemente, ao aumento na polispermia. Contudo, as taxas de polispermia foram
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menores neste grupo, com as de clivagem sendo parecidas entre os grupos de FIV.
Embrides clivados e ndo clivados foram avaliados pela coloragdo de Hoechst no Dia 2 de
desenvolvimento para a visualizacdo dos nucleos e determinacéo da relacdo de ndcleos
por blastdmero, para a visualizacdo de possiveis figuras anormais da cromatina nestes
putativos zigotos. Em tais observagfes, encontramos um Gnico nucleo por blastémero,
com aqueles com mais de dois ndcleos apresentando caracteristicas de divisdo mitotica,
em diversos estadios da mitose celular, como o exemplo expresso na Figura 11, onde
observamos um blastbmero em fase de telofase. Algumas das avaliacdes ndo foram
possiveis de serem analisadas, 0s quais classificamos como formas anormais ou
esdruxulas (dados ndo apresentados). Assim, as taxas dos FIV sem ZP foram semelhantes
as observadas nos partenotos, o que sugere que, mesmo que as taxas tenham sido
relativamente baixas, os 06citos sem zona pelucida utilizados nesse ensaio se mostraram
competentes e os espermatozoides com reacao acrossdmica induzida aptos a fecundacao.
A resposta do sémen equino a heparina na inducdo da capacitacdo possui
resultados bastantes contraditorios na literatura (FLEET et al., 1995; LI et al., 1995,
ALM et al., 2001; TREMOLEDA et al., 2003). De um lado, a espécie equina possui uma
inabilidade dos espermatozoides passarem pela zona pelicida na FIV devido ao uso de
protocolos ineficientes de inducdo da capacitagdo e da reacdo acrossémica
(TREMOLEDA et al., 2003). No presente trabalho, observamos respostas significativas
de dois garanhBes a doses mais elevadas de heparina ap6s 2 h de incubacdo (p<0,05),
corroborando os resultados obtidos por Alm et al. (2001), no qual os autores
demonstraram que o espermatozoide equino recém coletado (fresco) e congelado
capacitam frente a inducdo com 10 ng/mL de heparina apés 4,5 h de incubacéo.
Entretanto, nossos dados diferem quanto a mortalidade, ja que Alm et al. (2001)
observaram mais de 60% de células viaveis apds o periodo de incubacdo de sémen fresco
e congelado de dois garanhdes, contrastando com nosso estudo, onde observamos
estruturas com mortalidade variando de 49 a 74%, de acordo com o garanhéo testado.
Neste estudo, optamos pelo uso de 2 h de avaliagdo devido a baixa sobrevida observada
ja no Experimento I com o sémen de um dos garanhdes, o qual, mesmo no Experimento
I1, ndo resultou em resposta a doses maiores de heparina, mantendo uma alta mortalidade

espermatica.
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O sémen congelado dos garanhfes apresentou elevadas taxas de mortalidade
quando comparado ao sémen congelado bovino e caprino (p<0,05). Esta maior
mortalidade foi observada ja imediatamente ap6s o descongelamento, mantendo-se apds o
sémen equino ser segregado pelo método de mini-Percoll e ao longo da incubacdo com a
heparina. Existem variagdes na criotolerancia e no comportamento dos espermatozoides
entre garanhdes individuais e até mesmo entre o sémen do mesmo reprodutor
(TISCHNER, 1979), assim, essas variacdes do sémen equino, de acordo com Amann
(1989), pode ser relacionada a diferenca na composicéo proteica do plasma seminal entre
os individuos e a variacao sazonal (BLOTTNER et al., 2001; HARTWIG et al., 2014), o
que corrobora com o que foi observado nos Experimentos I e Il, com o sémen bovino e o
equino, respectivamente. Neste experimento (1), observamos que os trés garanhdes (A, B
e C) ndo responsivos a heparina apresentaram taxas de mortalidade mais elevadas
daquelas observada nos dois garanhdes (D e E) que responderam a heparina. Sendo
assim, estes Ultimos apresentaram maior propor¢do de células vivas ao longo do periodo
de incubacdo. Devido a isso, faz-se necessario 0 aumento no numero de individuos a
serem testados.

Uma correlagdo negativa foi observada entre as taxas de mortalidade e as taxas de
espermatozoides vivos ndo-capacitados, vivos capacitados e vivos com acrossomas
reagidos. Com a resposta a heparina, 0s espermatozoides capacitam, ocorrendo um
aumento dos niveis de calcio intracelular, de EROs e da atividade tirosina quinase,
levando a uma maior producdo de AMPc. Estes eventos induzem o espermatozoide a um
estado de hiperativagdo. Sob tais condi¢Oes, 0 espermatozoide passa pelo processo de
reacdo acrossomica induzida pela ZP3, adquirindo a habilidade de fecundar (AITKEN,
1995; LAMIRANDE et al., 1997; SAALU, 2010). No entanto, o processo de
criopreservacao aumenta a suscetibilidade do espermatozoide equino a lipoperoxidacao
com o aumento de EROs, levando a morte (NOGUEIRA et al., 2014; LUCIO et al.,
2016). Isto explicaria a correlacdo negativa entre as varidveis descritas acima, ou seja,
enquanto os espermatozoides ndo-capacitados acabam capacitando e, por fim, reagem.
Assim, a desestabilizacdo da membrana plasmatica do espermatozoide durante a
capacitacdo pode levar a morte celular, aumentando as taxas de espermatozoides mortos

como observado neste estudo. Entretanto, como mencionado, as variagdes individuais
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existem, com dois dos garanhdes parecendo ser mais resistentes a tal mecanismo deletério
do que os demais. Um grande exemplo dessa correlagdo negativa encontrada foi
observada no garanhdo (A) utilizado em ambos os experimentos, para o qual observamos
um aumento na mortalidade e uma diminuicdo nas células vivas (p<0,05) ja no T30 em
ambas as concentragbes (50 e 100 Ul/mL). Por outro lado, se observarmos outro
garanhdo de baixa resposta, como o garanhdo C, houve a manutencao de espermatozoides
vivos ao longo do periodo de incubacgdo, pelo menos até 30 min (T30), mas com um
aumento significativo na mortalidade apds duas horas de incubacdo (p>0,05). Neste
ultimo caso, a correlagdo encontrada se torna curiosa, pois sabe-se que a heparina
necessita de um periodo de duas horas para saturar seus ligantes no espermatozoide
(PARRISH et al. 1986). Assim, esse fenbmeno nos faz ponderar que, mesmo que
aparentemente, este garanhdo nao tenha respondido a heparina no T30, é possivel que
apos este periodo as células passassem a responder, jA& que em outros trabalhos na
literatura utilizam tempo superiores a 2 h de incubagdo com heparina (LI et al., 1995,
ALM et al., 2001; TREMOLEDA et al., 2003) Desta forma, inferimos que as células que
capacitaram e reagiram vieram a morrer, elevando as taxas de mortos observadas no T2.
Em 2019, Leemans et al. sugeriram que 0s espermatozoides de garanhdes que s&o
altamente férteis possuem uma menor sobrevivéncia in vitro. Isto ocorre porque essas
células sdo metabolicamente mais ativas e promovem elevadas concentracdes de EROs,
que por sua vez, aumentam a peroxidacéo lipidica das membranas e, assim, prejudicam a
motilidade espermética e a integridade da membrana dos mesmo. Os mesmos autores,
relatam que 0 mesmo ndo acorre com espermatozoides de garanhdes que ndo possuem o
mesmo potencial reprodutivo. Estes dados corroboram com os de Gibb, Lambourne e
Aitken (2014), que observaram os espermatozoides (sémen fresco) de garanhBes mais
férteis (com maiores taxas de prenhez por ciclo), com maiores danos na membrana
plasmaética induzidos por EROs, na comparacdo com espermatozoides de garanhdes com
baixas taxas de prenhez por ciclo estral das éguas. Entretanto, observamos que pode
haver divergéncias entre o0 nosso trabalho e o observado pelos autores acima. O garanhdo

A possuiu uma taxa de fertilidade e de prenhez por ciclo menor quando comparado aos



92

outros garanhdes (B, C, D e E, os quais possuem boa fertilidade a campo; informacao
verbal?). Interessantemente, o garanhdo A possui uma taxa de mortalidade mais elevada
pos-incubacdo, principalmente nos primeiros 30 min, quando comparada aos outros
garanhd@es, 0s quais possuem maiores taxas de espermatozoides vivos durante o periodo
de incubac&o. Tais dados do garanh&o A ndo corroboram ao observado Gibb, Lambourne
e Aitken (2014) e Leemans et al. (2019), mas j& os dados do garanh&o B néo diferem dos
descritos pelos autores. Logo, pode-se supor que as elevadas taxas de mortalidade,
supostamente causadas pelo processo de criopreservagdo, possam estar mascarando 0s
resultados de resposta a inducdo da capacitacdo espermaética. Examinando os dados dos
dois garanhdes responsivos (D e E), observamos que os espermatozoides de um destes
parecem ter uma alta tolerdncia a incubacdo, pois houve resposta a inducdo da
capacitacdo, com discreto aumento da mortalidade no T2, devido aparentemente a morte
dos espermatozoides reagidos presentes na amostra no T30.

Os dados de inducgéo da reacdo acrossomica do Experimento Il mostram que 0s
garanhBes que foram responsivos a heparina também foram capazes de responder de
forma significativa ao calcio ionoforo (A23187; p<0,05), de forma semelhante ao que
observamos nos dados dos trés touros na etapa 3 do Experimento I. Porém, ndo houve
diferenca entre as concentragdes de ion6foro A23187 (0,1 e 1 uM) utilizadas, mesmo que
a taxa tenha proporcionalmente se apresentado maior quando do uso da maior dose do
agente indutor. O sémen equino, sendo ele in natura ou congelado, responde de formas
diferentes a0 mesmo agente indutor da capacitacdo e/ou da rea¢do acrossomica de acordo
com trabalhos na literatura. Em 1993, Farlin, Jasko e Grham encontraram taxas de reacao
acrossoémica baixas (15 a 35%) com o uso de 10 uM de calcio ionoforo apds uma
incubacdo de 4 h. Dois anos mais tarde, Li et al. (1995) observaram pouca resposta do
sémen equino in natura frente a diversas concentragdes de calcio ionéforo A23187 (0,1,
1, 3 e 7 uM) e que o aumento das concentracdes, aumentava a resposta do sémen,
chegando a variagfes de 5 a 63% de reacdo acrossémica apds 6 min de incubacdo. Em
2001, Alm et al. obtiveram resposta de sémen de equino in natura e congelado quando

incubados com heparina (200 pg/mL) e ao célcio ionoforo (7,4 uM de A23178) com

2. Comunicagcao pessoal de Médico Veterinario Frederico Lanca Schmitt, proprietario da Central
de Equinos Schmitt & Gonzales Ltda, em Sao Jerénimo, RS.



93

taxas de reacdo acrossomica de 62,6 a 64,4% para 0 sémen equino fresco e de 24,5 a
31,7% para o sémen equino congelado, respectivamente. Os dados de rea¢do acrossomica
para o sémen congelado destes autores, diferiram dos dados que obtivemos nesse estudo,
embora as concentracdes e tempos tenham sido diferentes das que utilizamos. De certa
forma, a diferenca na resposta observada por eles corrobora com o que observamos no
presente estudo devido a resposta de diferente do sémen de cinco garanhdes frente a
heparina.

A viabilidade das células espermaticas dos reprodutores apds a criopreservagao
acaba sendo um fator critico quando se vislumbra longos tempos de incubacdo
necessarios para a FIV. Na década de 1980, Parrish et al. (1986) ja haviam descrito que
espermatozoides ap6s 0 descongelamento possuiam um curto tempo de sobrevivéncia em
cultivo em comparacao a espermatozoides frescos, provindos diretamente do ejaculado.
Porém, faz-se necessario um periodo de incubacdo de no minimo quatro horas para que o
pico de fecundacdo ocorra in vitro (PARRISH; SUSKO-PARRISH; FIRST, 1985).
Assim, a sobrevivéncia espermatica apds o descongelamento é um importante parametro
para a estimativa da capacidade fecundante espermatica (DELL'AQUA et al., 2013).
Portanto, a alta mortalidade dos espermatozoides pode ser um fator critico ou limitante
para que se obtenha a fecundacdo in vitro de odcitos equinos. A resposta a inducdo da
reacao acrossdmica descrita acima, por exemplo, foi e é dependente da eficiéncia da
capacitacdo espermatica, sendo inversamente proporcional a mortalidade. Pode-se inferir
que, ao diminuir as taxas de mortalidade ao processamento, talvez pelo uso de sémen
fresco ou refrigerado, poder-se-a alcancar uma taxa de capacitacdo mais elevada, e por
conseguinte, taxas de reacdo acrossomica também mais elevadas, a exemplo do que foi
observado no Experimento | em bovinos. Uma maneira de se otimizar e solucionar esse
processo in vitro nessas espécies, sob o ponto de vista pratico, e em especial para a
espécie equina, seria o0 uso de sémen refrigerado, pois sabe-se que este possui uma maior
viabilidade e fertilidade in vitro do que o sémen equino criopreservado (DELL'AQUA et
al., 2013). Da mesma forma, o uso de o6citos sem zona para a FIV com espermatozoide
com acrossoma reagido pode vir a ser um modelo temporario para a espécie, diminuindo

a necessidade de alta qualificacdo, estrutura técnica e fisica necessarias para a aplicacao
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da ICSI em equinos. Tais aspectos poderdo ser relevantes na resolucdo das atuais

barreiras que ndo permitem resultados na FIV equina.
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CONCLUSOES

Os resultados deste estudo nos permitem concluir que:
O protocolo adaptado da espécie bovina demonstrou que a heparina e o célcio
ion6foro (A23187) foram efetivos na indugdo da capacitacdo espermatica e da reagdo
acrossdmica in vitro do sémen congelado equino, apesar da taxa de mortalidade
espermatica ser significativamente mais elevada do que em bovinos.
O sémen caprino congelado também respondeu a heparina na inducdo da capacitacao
espermatica in vitro, apesar de em menor escala percentual em comparacdo ao
bovino, enquanto que o sémen bubalino e ovino ndo apresentaram resposta bioldgica
significativa.
Um fator limitante e de alta correlacdo bioldgica foi a observacdo de uma elevada
mortalidade espermatica devido ao processo de congelamento e ap6s o periodo de
incubacdo in vitro dos espermatozoides dos espécimes animais que também ndo
responderam a heparina, em especial nas espécies ovina, bubalina e equina.
O uso de espermatozoides capacitados e com acrossoma reagido para a fecundagéo
in vitro de odcitos bovinos maturados in vitro sem zona pelUcida permitiu a adesdo
dos gametas, a fusdo das membranas, a fecundacdo e a ativacdo embrionaria em

padrdo predominantemente monospérmico.
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8. PERSPECTIVAS

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pretende-se futuramente
realizar experimentos de ajuste de protocolo de inducdo da capacitacdo, variando
concentracdes e tempos de incubacdo com a heparina nas espécies nao responsivas,
buscando melhoria nas taxas de capacitacdo espermatica.

Além disso, deveremos buscar utilizar diferentes substancias indutoras da
capacitacdo in vitro e/ou até mesmo testar combinacGes de substancias, como o uso de
heparina em associacdo a proteinas de ligacdo aos espermatozoides bovinos (BSPs), no
intuito de aumentar as respostas nas espécies que ndo responderam aos tratamentos com
heparina. Durante o presente estudo, observamos comportamentos diferentes entre
individuos da mesma espécie e de espécies diferentes. Assim, faz-se necessario 0
aumento da representatividade de cada espécie pelo aumento no numero de individuos a
serem testados.

Também deveremos buscar estabelecer estratégias que venham solucionar o
problema observado quanto a elevada mortalidade do sémen congelado nas espécies
bubalina, ovina e, em especial, a equina. Estratégias como o uso de sémen refrigerado, o
qual possui uma maior sobrevida do que o sémen congelado, passa a ser 6bvia, uma vez
que, ja que o ideal é aumentar o tempo de incubacdo com a heparina, seria necessario que
0s espermatozoides permanecessem Vvivos apds esse periodo, se houver a intencdo de uso
em procedimentos de FIV. Assim, uma sobrevivéncia por diferentes periodos se faz
necessaria para o procedimento de fecundacéo in vitro. Outra estratégia seria a remocao
da zona pellcida, para que o espermatozoide possa entrar em contato breve e direto com
0 odcito, reduzindo o tempo necessario para que o pico de fecundacdo venha a acontecer,
0 qual se preconiza ser em torno de 3 a 4 h apds o inicio da co-incubacdo dos gametas.
Também deve-se comprovar e transpor o efeito da zona hardening que parece ocorrer em
equinos, pela modificacdo de meios de manipulacdo e maturacdo in vitro de odcitos, em
especial com respeito as concentracdes de ion calcio. Por ultimo, métodos alternativos de
FIV, como a FIV de odcitos sem zona, ou a injecdo de espermatozoide capacitado e
reagido no espaco perivitelinico ou subzonal (SUZI) de odcito maturado in vitro, deveréo
facilitar a PIV de embrides equinos pela FIV via SUZI, pelo menos até a FIV

convencional nesta espécie ser dominada.
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Uma vez estabelecido um protocolo de FIV de forma que os reprodutores passem
a responder a heparina ou a outras substancias indutoras de capacitacdo, buscaremos
induzir a reacdo acrossémica, em especial no sémen equino e nas demais espécies, com o
intuito de realizar ensaios de FIV utilizando o o6cito bovino como modelo de odcito sem
zona e/ou para a injecdo subzonal de espermatozoide (SUZI) inter-espécie para estudos in
vitro, para no futuro extrapolar tal conhecimento para a FIV em espécies mamiferas
domeésticas. Contudo, esses procedimentos, acima citados, fornecem oportunidades
extraordinarias e conhecimentos acerca dos processos envolvidos na fecundacdo em
espécies domésticas, em especial, sobre a elucidacdo de mecanismos relacionados a
interacdo espermatozoide-o6cito, e das proteinas e componentes associados a adesdo e
fusdo dos gametas que conduzem a fecundacdo e subsequente desenvolvimento
embrionario. Também urge o desvendar dos processos de reacdo acrossdmica e
moléculas envolvidas na preparacdo da fecundacdo no espermatozoide e no odcito e o
papel das etapas de bloqueio da polispermia, devido a aparente surgimento de
mecanismos auxiliares neste mecanismo apos a fecundacgéo.

Em seu final, estudos nesta linha visam um aumento no conhecimento dos
processos bioldgicos envolvidos na maturacdo dos gametas, na fecundacdo e no
desenvolvimento embrionario subsequente, e que deverdo se repercutir em melhoria na
eficiéncia da PIV e no desenvolvimento de protocolos de PIV pela FIV cada vez mais
refinados e mais préximos do fisioldgico, com o intuito de minimizar potenciais efeitos

negativos da manipulacao in vitro de gametas e embribes na vida pré e pds-natal.
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10. ANEXOS

10.1 ANEXO 1 - Coloracdo de Azul de Tripano e Giemsa

Técnica de coloracdo de Azul de Tripano e Giemsa (ATG), descrita por

Kovacs e Foote (1992).

Solucéo estoque de Giemsa: Misturar os reagentes (5 g de Giemsa Merck) + 330
mL de glicerol) e colocar no banho maria a 50°C por 1 h.

e Homogeneizar a solucdo a cada 15 min e manter protegido da luz em vidro ambar.
e Deixar esfriar e acrescentar 330 mL de metanol.
e Maturar a solugdo em frasco &mbar por no minimo 15 dias a temperatura ambiente

antes de usar (agitar o frasco a cada 5 dias).

o Filtrar em papel-filtro quando for utilizar e armazenar sem contato com a luz.
e Solucdo Giemsa para uso: Preparar a solucdo de trabalho no dia do uso- Diluir 8

mL de agua destilada (pH= 6,8 a 7,1) com 4 mL de corante Giemsa estoque e
homogeneizar a solucao.

Procedimento para preparacdo da amostra

1.

a s~ wn

S

Misturar 15 pL de sémen com 15 pL do corante azul de tripano a 0,4% (1:1 v/v;
Sigma, T-8154) em tubo de 1,5 mL e incubar por 15 min a 37°C (espermatozoides
devem estar vivos).

Fazer trés esfregacos usando 3 a 4 ul. da amostra.

Secar os esfregacos rapidamente em fluxo de ar ou secador.

Fixar os esfregacos em alcool absoluto por 5 min e deixar as Iaminas secarem.
Corar os esfregagos por no minimo 40 min com a solucdo de Giemsa uso (na
estufa a 38,5°C).

Lavar laminas em &gua corrente e deixar secar para fazer a leitura.

Avaliar 100/200 espermatozoides em microscopio de campo claro em aumentos
de 400x e 1.000x.

Modo de avaliacéo

Espermatozoides com a cabegca azul e com acrossoma rosa escuro devem ser
considerados mortos com acrossoma integro.

Espermatozoides com a cabeca azul e com acrossoma descorado devem ser considerados
mortos com reacgdo acrossomal.

Espermatozoides com a cabega rosa clara e com acrossoma rosa escuro devem ser
considerados vivos com acrossoma integro.

Espermatozoides com a cabeca rosa claro e com acrossoma descorado devem ser
considerados vivos com reacao acrossomal.
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10.2 ANEXO 2 - Coloragao com clortetraciclina (CTC) combinada com Hoechst

Para avaliar a capacitacdo espermatica in vitro sera utilizada a técnica de

clortetraciclina (CTC), descrita por Pérez et al. (1996) modificada.

© © N o

Aquecer 5 mL de solucdo tampao-CTC a 37°C;

Preparar a solugdo de CTC (pH= 7,8): Diluir 2 mg de CTC + 4,4 mg de L-
cisteina em 5 mL de tamp&o-CTC (240 mg de TRIS + 760 mg NaCl em 100 mL
de agua destilada). Filtrar e guardar a 4°C.

Aliquotar 30 uL de solucao CTC, 10 uL de Hoechst, 2 mL de PVP em PBS, 8 uL.
de PFM (paraformaldeido) cada um em tubos de microcentrifuga e colocar na
estufa a 37 °C.

Fazer a técnica de minipercoll conforme o protocolo do experimento.

Misturar 190 pL da solugdo (SPERM-Talp+espermatozoides) com 10 puL da
solucdo de Hoechst a 10 pg/mL (40 pg em 60 mL de PBS).

Incubar por 2 min.
Adicionar 2 mL de solucéo de PVP a 2% em PBS.
Centrifugar a amostra a 700 g por 5 min.

Remover o sobrenadante.

10. Ressuspender o pellet em meio de capacitacao.

11. Adicionar 45 pL da solug¢dao de CTC fresco, preparado no dia.

12. Apos 20 s, adicionar 8 pL de uma solu¢do de PFM a 12% em 0,5 M de TRIS

(PH=7,4).

13. Colocar uma gota de 10 uLL da amostra corada entre lamina e laminula.

14. Pressionar para remover 0 excesso.

15. Selar com esmalte incolor.

16. Ler em epifluorescéncia com filtro de 355-425 nm na linha de excitagdo com

emissao de fluorescéncia em filtro RKP 455.
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10.3 ANEXO 3 - Meio para inducgéo de reacao acrossomica

(QUEIROZ, Vinicius de Seixas, 2003)

Uma vez que a massa de jon Ca?* (Calcium lonophore A23187, Free Acid; Sigma,
Product Number C7522) presente na embalagem original do produto era de 5 mg,
considerou-se conveniente diluir todo produto, diretamente em sua embalagem, com o
volume adequado de DMSO, evitando perdas e erros de pesagem.

Solucbes Estoque:

° Solugdo Mae de Ca?* 1on/DMSO: 5 mg de Ca?* lon foram diluidos em 2,387 mL
de DMSO p.A., permitindo uma concentragdo de Ca®* lon nessa solucdo igual a 4
mM (2,097 mg/mL).

° Solugdo estoque de Ca?*: 25 pL da Solugdo Mae de Ca?" lon/DMSO foram
diluidos em 975 pL de meio SPERM-Talp 1,2X, permitindo a concentracdo de
2,5% para 0 DMSO e 100 pM (52,368) para o Ca®* lon. Essa solucéo foi dividida
em aliquotas de 30 pL, colocadas em tubos de microcentrifugas e mantidas a -20°C,

até o dia do ensaio.

Solucéo de Trabalho:

. Solugdo Ca?* a 2 uM: No dia do ensaio, 10 uL da Solugdo Estoque de Ca serdo
diluidos em 490 ulL do SPERM-Talp com 5% SFB, permitindo a concentragédo de
0,05% para 0o DMSO e 1 uM (1,047 pg/mL) para o Ca?* lon.

o Solucdo Ca?* a 1 uM: No dia do ensaio, 10 pL da Solucdo Estoque de Ca serdo
diluidos em 990 pL do SPERM-Talp com 5% SFB, permitindo a concentracdo de
0,025% para 0 DMSO e 1 uM (0,5235 pg/mL) para o ion Ca?*.



