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1. INTRODUCAO

O teste de penetracdo in vitro (PIV) indica o numero de espermatozoides
capazes de reconhecer e ligar-se a zona pelucida (Waberski et al, 1993) e é um dos
meétodos utilizados para se estimar o potencial de fertilidade do macho suino.
Para que o teste de penetracdo obtenha sucesso, € necessario que o
espermatozoide tenha morfologia bem definida e motilidade progressiva (Macedo,
2006).

O Meio Tris Modificado (mTBM) é utilizado rotineiramente como diluente de sémen
para testes de penetracdo espermatica realizados em laboratorio (Macedo et al.,
2006), enquanto o Beltsville Thawing Solution (BTS) € utilizado na central de
inseminacao artificial, para realizar as analises de sémen. O uso do mesmo diluente
para a realizacdo de todos os testes facilitaria a rotina nas centrais de inseminacao.

Esse trabalho teve como objetivo comparar o uso do BTS com o0 mTBM, para
analisar se ha diferenca no uso desses meios para o teste de interagdo oocito-
espermatozoide, incubados a 39T por 6 horas.

2. MATERIAIS E METODOS

Foram analisados os padrdes de motilidade espermatica, vigor e morfologia.
Somente foram utilizados pools de sémen suino que tiveram motilidade superior ou

igual a 70% e vigor maior ou igual a 3 e com morfologia normal 85% A motilidade



espermatica se avalia através de microscopia 6tica no aumento de 200X, o
percentual de células vivas com movimentos progressivos, seguindo uma escala de
0 a 100%. O vigor espermatico consiste em analisar a forca do movimento dos
espermatozoides, influenciado pela velocidade com que se movimenta, é observado
no microscépio 6tico com aumento de 200X e pode ser classificado de 0 a 5. Anélise
da morfologia das células espermaticas é avaliada através da contagem de 100
células, em microscopia oOtica ho aumento de 1000X com Oleo de imersdo. Nessa
analise classifica-se os espermatozoéides como normais e anormais.

Para a interacdo odcito-espermatozoéide, sdo utilizados odcitos frescos, que
séo retirados de ovérios coletados de fémeas pré-puberes (aproximadamente 95Kg),
independente da idade, abatidas no frigorifico Castro e transportadas para o
laboratorio em solucgéo salina 0,9% a 39C (Macedo, 2006). Os o0citos sédo retirados
por puncdo folicular com auxilio de um aparelho aspiramax, em seguida sao
colocados em uma placa de Petri com PBS 1X e em uma lupa sdo “catados” 24
o0citos com o auxilio de uma micropipeta p-20, em seguida sofrem 20 “pipetagens”.
Os o0citos sdo colocados juntamente com o sémen nos tratamentos Tl e T2.
Tratamento 1 é constituido de mTBM(controle) acrescido de lactato de calcio,
cafeina e BSA, e o Tratamento 2 de BTS, lactato de calcio, cafeina e BSA. Nos dois
tratamentos o sémen é centrifugado. Os pools de sémen sao centrifugados a 1900g
por 5 minutos, no final resuspende-se o pellet.

A relacdo a ser obtida é de 2000 espermatozoides por odcito na gota de PIV, ou
seja, para grupos de 20 odcitos, precisa-se de 40000 espermatozéides. No teste do
PIV, usado neste trabalho, os o06citos s&o considerados penetrados quando
apresentarem a zona pellcida penetrada por pelo menos um espermatozoide.

Apos serem colocados em ependorfs nos distintos tratamentos, os odécitos e o
sémen sao incubados a temperatura de 39T por 6 horas. Era realizado o
procedimento de pipetagens para retirada dos espermatozéides acessorios.

Ao término da incubacdo dos complexos od0citos-espermatozoides nos dois
diferentes tratamentos, os mesmos sao retirados e colocados em uma placa de
Petri, onde sao retitados 0s 24 odcitos de uma Unica vez, com uma micropipeta p-
20. Os odcitos sao transferidos para um ependorf com 400ul de PBS 1X, onde
sofrem 20 “pipetagens” com o auxilio de micropipeta de 100ul, para retirar 0s
espermatozoides acessorios. ApOs, 0s 00citos sdo novamente colocados em uma

placa de Petri e transferidos para uma placa com pocinhos.



Para a verificacdo da taxa de penetracdo odcito-espermatozéide, os odcitos sédo
expostos a uma solucdo de Hoescht 33258 e levados a estufa com temperatura de
38,5C, por 15 minutos.

A interacdo pode ser avaliada em um microscopio de fluorescéncia no
aumento de 400X, onde s&o colocados entre lamina e laminula e entdo avaliados. E
feita a contagem de espermatozoides ligados a zona peldcida (Hewit e England,
1997).

Os dados da taxa de penetracdo foram analisados utilizando o teste do Qui-
guadrado. (Statistix, 2003)

3. RESULTADO E DISCUSSAO

A polispermia no tratamento com mTBM foi significativamente maior que no
tratamento com BTS. J& no teste de penetracdo ndo houve diferenca entre os

tratamentos. (Tabela 1)

Tabelal- Os efeitos do meio de fertilizacdo sobre a interacdo dos gametas femininos

com o0s gametas masculinos na execucéao do teste de penetracao in vitro.

N°de espermatozoides

Tratamento Numero de odcitos Taxa de penetracao (n) .
por odcito

BTS 490 77,4% (339)° 1,54 +1,43°

mTBM 438 72,9% (357)° 2,23 +1,95%

aPExpoentes distintos indicam significancia estatistica (P < 0,0001 )

Os resultados de polispermia sugerem que o BTS promove uma menor taxa
de capacitacdo, 0 que é importante na producao in vitro de embrides, visto que a
polispermia € deletéria para o desenvolvimento de um zigoto normal. Durante a
fecundacdo in vivo, ocorre a reacdo de zona que é um mecanismo protetor que
impede que mais de um espermatozoéide penetre a membrana vitelina. (Stabenfeldt
e Edqvist, 1996); esta reacdo nao ocorre nos testes in vitro.

Embora a polispermia com BTS tenha sido maior, ndo houve diferencas entre
os tratamentos com relacdo aos numeros de o0citos penetrados, sugerindo que o
namero total de odcitos fecundados ou embribes produzidos serd 0 mesmo para 0S

dois diluentes.



4. CONCLUSAO

Pode-se concluir que o BTS pode ser utilizado em substituicdo ao mTBM em

testes de penetragdo od4cito-espermatozoide.
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