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1. INTRODUCAO

Antes do teste de penetragdo oocitaria, é feita a lavagem do sémen para a
remocao do plasma seminal; neste processo os espermatozoéides sao centrifugados
e ressuspensos (Macedo Jr, 2007). Segundo Matas et al. (1996), esta lavagem
seminal pode comprometer a integridade da membrana de até 35% dos
espermatozoides. Dependendo do meio no qual o0s espermatozdides sao
ressuspensos, pode ocorrer um estimulo a capacitacdo e a reacdo acrossomal
espontanea (Almifiana et al., 2005). Este tratamento de capacitacdo também pode
aumentar a susceptibilidade dos espermatozdides a subseqientes danos de
membrana, sendo que em suinos, ejaculados do mesmo macho provavelmente
reajam de forma diferente a um mesmo tratamento de capacitacdo (Matas et al.,
1996). O grande desafio dos testes de penetracdo oocitaria é identificar um
protocolo que proporcione iguais condicdes de expressao da capacidade fertilizante
para todos as amostras (Macedo, 2007). A utilizacdo de espermatozéides néo
lavados e néo préincubados poderia diminuir a variabilidade entre réplicas (Matas et
al., 1996).

Este trabalho propbe-se a avaliar o efeito da centrifugacdo dos

espermatozoides suinos sobre o teste de penetracao in vitro em odécitos homaologos.
2. MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo deste experimento foram utilizados pools de sémen de 4
machos suinos com fertilidade conhecida, oriundos de uma central de inseminacao
artificial. Somente ejaculados que apresentaram motilidade = 70%, vigor = 3 e um
minimo de 85% de células normais foram utilizados para formar os pools (ejaculados
de dois machos).



Para o teste de penetracdo oocitaria foram utilizados odcitos de ovarios de
porcas pré-puberes coletados em um frigorifico local. Os ovarios foram
acondicionados em uma garrafa isotérmica com solucdo salina a 39T e
transportados ao laboratério, onde foram puncionados com um aparelho de vacuo
(aspira Max). O material obtido das puncdes foi colocado em um tubo coénico de 15
mL, ap6s 15 min o sedimento formado foi transferido para uma placa de Petri
contendo PBS 1% e observado sob lupa estereomicroscépica para procura e
selecdo dos odcitos.

Para a realizacdo do teste foram utilizados 24 odcitos desnudados
mecanicamente e incubados com o sémen no meio BTS com lactato de célcio,
cafeina e BSA, em banho maria a 39T por 6 horas. No tratamento 1 o0 sémen néo
sofreu o processo de centrifugacéo e no tratamento 2 o sémen foi centrifugado por 5
minutos, 1900 xg. Apos a incubacdo, os complexos od0cito-espermatozoéide foram
retirados com uma micropipeta de uma sé vez e colocados em uma placa de Petri;
0s odcitos foram transferidos para um tubo eppendorf com PBS1% e submetidos a
20 pipetagens com a funcdo de retirar espermatozoides acessoérios. Para a
verificacdo do teste de penetracdo od0cito-espermatozoide, os od6citos foram
expostos a solucdo de Hoescht e incubados em estufa por 15 minutos a 38,5° C.
Apods, as laminas foram montadas de forma a evitar o rompimento dos odcitos e
avaliadas em microscopio de epifluorescéncia no aumento de 200X. Foram
avaliados o numero de espermatozoide por odcito e 0 nimero de o0citos penetrados
(taxa de penetracao).

O numero meédio de espermatozéides que penetraram por o0cito foi
comparado entre os tratamentos atraveés de andlise de varidncia; comparacdes entre
meédias foram conduzidas pelo teste LSD. Os efeitos dos tratamentos sobre a taxa
de penetracdo espermatica in vitro foram avaliados através de Qui-quadrado. Todas
as analises estatisticas foram conduzidas com o software Statistix® (2003).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do numero de espermatozoides por odcito e da taxa de
penetracdo dos dois tratamentos sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Efeitos da centrifugacdo do sémen suino no nimero de espermatozoides
por odcito (média + desvio padréo) e na taxa de penetracdo em odcitos frescos.

Tratamento™ Numero de  Taxa de penetracado (n) Numero de
odcitos (n) espermatozoides
por o0cito
1 467 50,54% (236) ° 0,98 +1,29°
2 490 72,9% (357) @ 1,54 + 1,442

! 1= sémen com BTS sem centrifugac&o; 2 = sémen com BTS com centrifugacéo
2P Expoentes distintos indicam significancia estatistica (P < 0, 0001)



No tratamento 2, onde o sémen foi submetido a centrifugacdo, a taxa de
penetracdo (numero de odcitos penetrados) foi maior do que no tratamento 1, sem
centrifugacdo. O numero de espermatozéides por oocito também foi maior no
tratamento 2 do que no tratamento 1. De acordo com Matas et al. (2007), os
espermatozoides suinos sao influenciados ndo somente pelo doador, mas também
pela manipulacdo do sémen. Nossos resultados demonstram que a manipulacdo do
sémen através de centrifugacao influenciou a habilidade de penetracdo oocitaria,
possivelmente por desencadear o processo de capacitacdo espermatica, resultando
em um maior numero de espermatozdides sofrendo reagdo acrossomal e,
consequentemente, em um maior nimero com habilidade para penetrar os odcitos.

4. CONCLUSAO

Pode-se concluir que a centrifugagdo do sémen antes da realizacdo do teste
de penetracao oocitaria proporciona uma maior taxa de penetracdo, bem como um
maior nimero de espermatozéides por odécito do que o sémen nao centrifugado.
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