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RESUMO

Modelo de fecundacéo in vitro de odcitos bovinos sem zona pellcida

A capacitacdo (CA) e a reacdo acrossémica (RA) sao fendmenos espermaticos essenciais para
a fecundagdo do odcito em mamiferos, e podem ser reproduzidos in vitro. Este estudo teve
como objetivo avaliar as taxas de fecundacéo in vitro (FIV) de odcitos bovinos com e sem zona
peldcida (ZP) utilizando espermatozoides bovinos ap6s a inducdo da CA e RA in vitro, como
modelo para aplicagdo em outras espécies mamiferas. Para tanto, complexos cumulus-o0cito
(CCOs) foram maturados in vitro (MIV) por 24 h, e ap6s 18 h, um grupo de CCOs foi
desnudado e oocitos maturos foram submetidos a remogéo enzimatica da ZP, enquanto outro
grupo foi ativado partenogeneticamente com uso de ionomicina. Sémen bovino foi
descongelado a 37°C por 50 s e centrifugado em gradiente de Mini-Percoll. Os espermatozoides
foram capacitados em meio sem ou com 10 Ul/mL de heparina por 2 h. Ap6s 15 min, uma
fracdo dos espermatozoides foi submetida a inducdo da RA apds exposi¢do a uma solugdo de
calcio Ionoforo (1 uM) em PBSm. As taxas de CA e RA, e a viabilidade espermatica (VE)
foram avaliadas pelas coloracGes de clortetraciclina, e de azul de Tripano e Giemsa,
respectivamente. A FIV foi realizada ap6s 24 h de MIV com espermatozoides capacitados
(odcitos com ZP, grupo FIV) ou reagidos (odcitos sem ZP, grupo FIV ZF). Apés 18 h de FIV
ou ativacao, todas as estruturas foram coradas com bisbenzimida (15 pg/mL) para avaliagao da
configuracdo da cromatina. As taxas de CA, RA e de VE foram de 43%, 29% e 84%,
respectivamente. As taxas de fecundacéo ndo diferiram entre os grupos de FIV e FIV ZF, e tais
taxas ndo diferiram da taxa de ativacdo dos odcitos paternotos, utilizados como controle (40,
44 e 47%, respectivamente). No entanto, as taxas de polispermia foram mais altas entre os
o0citos com zona peltcida em comparagdo com os 06citos sem zona (12 e 2%, respectivamente,
p>0,05). Parte das estruturas foi colocada em cultivo para avaliacdo da clivagem, ndo havendo
diferenca entre os grupos FIV e FIV ZF (53 e 64%, respectivamente). Concluimos que o modelo
de odcitos bovinos sem ZP permite a FIV monospérmica, com baixa taxa de polispermia, ainda
necessitando de ajustes no protocolo. Como perspectiva, este modelo devera ser utilizado no

futuro para a FIV interespécies, como para a espécie equina.

Palavras-chave: Capacitacdo espermatica. Reagdo acrossdmica. Fecundacdo in vitro. Bovinos.

Equinos.



ABSTRACT

An in vitro fertilization model using bovine zone-free oocytes

Sperm capacitation (SC) and acrosome reaction (AR) are essential processes for oocyte
fertilization in mammals, a procedure also attainable in vitro. This study aimed to assess in
vitro fertilization (IVF) rates of zona pellucida (ZP) intact and zona-free bovine oocytes using
bull sperm cells after in vitro SP and AR induction, for use as a model for application in other
mammalian species. For this purpose, cumulus-oocyte complexes (COCs) were in vitro-
matured (IVM) for 24 h, a group of matured COCs were denuded and subjected to ZP removal
by protease after 18 h in IVM. Bovine frozen semen was thawed at 37°C for 50 s and centrifuged
through a Mini-Percoll gradient. Sperm cells were incubated in medium without or with 10
IU/mL of heparin for 2 h. After 15 min, a fraction of sperm cells was acrosome reacted with
calcium ionophore (1 xM). SC and AR rates, and sperm viability (SV) were evaluated by
chlortetracycline (CTC) and Trypan blue with Giemsa stains, respectively. IVF was performed
after 24 h of IVM with capacitated (oocytes ZP intact, IVF group) or reacted (zona-free oocytes,
IVF-ZF group) sperm cells, while another matured COCs group was activated
parthenogenetically using ionomycin (5 uM). All structures were stained using bisbenzimide
(15 ug/mL) to assess the chromatin configuration 18 hpf. The SC, AR and SV rates were 43%,
29% and 84%, respectively. No differences in fertilization rates were detected between IVF and
IVF-ZF groups and the activation rate (40, 44 and 47%, respectively). However, polyspermy
rates were higher in ZP intact oocytes compared to zona-free oocytes (12 and 2%, respectively,
p=>0,05). Furthermore, cleavage rates after 24 h of in vitro culture (1IVC) did not differ between
IFV and IVF-ZF groups (53 and 64%, respectively). In conclusion, the bovine zone-free oocyte
model allowed similar monospermic IVF rates to controls, with a low rate of polyspermy.
Nevertheless, the protocol still requires development and adjustments. As a perspective, this

model should be used in the future for interspecies IVF, such as for the equine species.

Keywords: Sperm capacitation. Acrosome reaction. In vitro fertilization. Bovine. Equine.



Figural -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

LISTA DE ILUSTRACOES

A ligacdo das proteinas IZUMOIR (identificada como Juno, em verde),
na superficie do odcito e IZUMO (em vermelho), na regido equatorial do
espermatozoide (1). Translocacdo da IZUMOLR para vesiculas apds a
fecundacéo (2; Fonte: BIANCHI; WRIGHT, 2014).......cccocvevvevieieeenee.
Padroes de coloragdo com Giemsa e Azul de Tripano em
espermatozoides bovinos, sob microscopia de luz em magnitude de
1000%. FONEE: 0A AULOTA. ....ccviiiieieieieeiie et
Padrbes de coloragcdo com clortetraciclina (CTC) de espermatozoides
bovinos criopreservados, sob microscopia de epifluorescéncia em
magnitude de 1000x. (a) Padrdo NCA; (b) padrdo CA; (c) padrdo RA.
FONtE: da QUEOTA. ..o
Imagens representativas de odcitos fecundados in vitro. a) Oocito em
metafase 1l indicado pela seta verde. b) Odcito ativado
partenogeneticamente, com seta branca indicando 1PN. c¢) Odcito
fecundado in vitro, com 2PN. d) O6cito com fecundagdo polispérmica,
com seta cinza indicando a presenca de material genético do
espermatozoide em descondensacdo, e ao lado, espermatozoides néo
descondensados, €) Odcito fecundado in vitro ndo ativado, com seta cinza
indicando a presenca de material genético do espermatozoide em
descondensacdo e seta verde indicando a cromatina em metéfase II.
Microscopia de epifluorescéncia, em bisbenzimida (Hoechst 33342), sob

magnitude de 1000X. Fonte: da autora..........cccoceevvereeieenesieseese e

23

31

31



Figura5 -

Figura 6 -

Taxas de sobrevivéncia e capacitacdo espermatica de sémen bovino
congelado, incubados por 0, 15 mine 2 hem 0 ou 10 Ul/mL de heparina.
No eixo X sdo apresentadas as representacfes das porcentagens de
espermatozoides em cada etapa do processamento: apos o Mini Percoll
(Percoll, em barras pretas), logo apds a diluicdo em meio sem (0 Ul Oh,
em barras azul escuras) ou com adicdo de heparina (10 Ul Oh, em barras
azul claras), ap6s 15 min de incubagdo em heparina (15 min, em barras
verde escuras), apés a inducdo da reacdo acrossémica com calcio
ionoforo (Reacdo, em barras verde claras), e ap6s duas horas de
incubacdo em meio sem (0 Ul 2h, em barras laranjas) ou com adicéo de
heparina (10 Ul 2h, em barras amarelas). No eixo Y, séo apresentadas as
legendas da classificagdo dos espermatozoides em mortos, nao
capacitados (NCA), capacitados (CA) e reagidos (RA). a-c: Letras
diferentes em cada coluna  diferem  significativamente
(D0,05) vttt
Taxas de ativacdo partenogenética, de fecundacgéo in vitro convencional
(FIV) e de fecundacdo in vitro sem zona pelicida (FIV ZF) em bovinos
(D20,05).cecveeeeeeeeeeese st

34



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

LISTA DE TABELAS

Média (%) de espermatozoides bovinos mortos, ndo capacitados,
capacitados e reagidos ap0s o processo de segregacdo e o periodo de
incubacdo sem (-) e com (+) 10 UI/mL de heparina apés a avaliacao
com a coloragdo com CTC e azul de tripano..........ccoooeveverencninnninnns
Resposta média (%) de espermatozoides bovinos apds a indugdo da
capacitacdo com 10 UI/mL de heparina e da reacdo acrossdmica com 1
UM de célcio 10NOFOr0 (A23187)..ciiiiiieiiieiieeiee e
Avaliacdo da configuragdo de cromatina em o6citos bovinos com e sem

zona pelucida 18 h apds a fecundacao in Vitro.........c.ccceeveviiieieccieeee,

33

34



CA
Clv
CCO(s)
CO2
CP
CTC
DNA
EGF
EROs
FIV
FSH
GAG
hpf
IETS
ITNCS
MIlI
MIV
OPU
PIV
PN
RA
SFB
TALP

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Capacitacdo espermatica

Cultivo in vitro

Complexo cumulus-o6cito

Dioxido de carbono gasoso

Corpusculo polar

Cloridrato de clortetraciclina

Acido desoxirribonucleico

Fator de crescimento (epidermal growth factor)
Espécies reativas de oxigénio

Fecundac&o in vitro

Hormdnio Foliculo estimulante
Glicosaminoglicanos

Horas pés-fecundacéo

Sociedade Internacional de Tecnologia de Embribes
Clonagem por transferéncia nuclear de célula somatica interespécie
Metafase Il

Maturacao in vitro

Aspiragéo folicular de COC guiada por ultrassonografia (Ovum pick up)
Producéo in vitro

Pronucleo

Reacéo acrossémica

Soro Fetal Bovino

Meio de Tyrode com albumina, lactato e piruvato (modified Tyrode’s albumin

lactate pyruvate médium)

TCM-199
%

h

M

min

mL

mm

Meio de cultivo de tecido (tissue culture medium 199)
Porcentagem

Hora

Molar

Minutos

Mililitro

Milimetro



nm

Ul
ZF
ZP

Mg
pL
MM

Nandmetro

Segundo

Unidade internacional

Odcitos sem zona pellcida (zona-free oocytes)
Zona pelucida

Micrograma

Microlitros

Micromolar



SUMARIO

1 INTRODUGAO. ... see s aes st s s 13
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA.........ooiiieeeeeeeeeeeeeere e s senes s 16
2.1 Fecundacg@o iN VILIO (FIV).....ooi ettt 16
2.1.1 HISEOIICO. ..ttt bbbt 16
2.1.2  FIV BM DOVINOS. ..ottt 17
2.1.3 TECNICA TR FIV ..ottt 18
2.1.3.1 MaturaGao iN VItr0 (MIV)....c.ooiiii e 18
2.1.3.2 SeQregacan ESPEIMALICA. ... ..eiververeesterieseeeeeeieeeie e ereeseestestestesrestesreesbesresreeseeseeneeseens 18
2.1.3.3 Capacitacdo espermatica e reacao aCrOSSOMICA. .........cverveeveieerieeiesieessieeresreesreaeesneas 19
A B ol U o = To: o J SRRSO 21
2.1.4  FIV de odcitos sem zona pelicida e FIV intereSpécies..........ccouvvrerereniereneierniennenns 24
2.2 PAITENOGBNESE. ....c.eiitiitiiieeieei ettt ettt bbbttt et 25
3 OBUIETIVOS....c ettt e bt b et e et e s bt e nbe e nbeentee s 26
3.1 ODJELIVO GEIal.. ..o 26
3.2 ODbJetivos ESPECITICOS. .....cviiieiiciiie ettt 26
4 METODOLOGIA ...t 27
4.1  Local de Realizacio do Estudo e Delineamento Experimental...............cccceoennne. 27
4.1.1 Local de Realizagao d0 ESTUAO. ........cciviiiiiiiiieieniesie e 27
4.1.2 Delineamento EXperimental ... 27
4.2 MEI0S € REAGENTES. ......eciiiiiicieeie ettt et e et e et e e sre e te e e e sreenteaneesreenee s 27
4.3 Maturagao iN VITrO (IMIV)......ooiiie et 27

4.4  Remocao da zona peltcida de odcitos maturados e visualizagdo dos corpusculos

[O10] F= USROS UPR 28



4.5

4.6

4.7

4.7.1

4.7.2

4.8

4.9

4.10

411

Ativacdo partenogenética quimica dos 00citos maturados............cccceevvrveveiennne. 29

Fecundacao in vitro (FIV) de o6citos bovinos com e sem zona pellcida............... 29
Processamento A0 SEMEN........cciiiiiiieie ettt nreens 29
SeQregacan ESPEIMALICA. ........ccverueireiteeitesieste et et e ste e e e e ste e e s e sae e e e e re e e sreesreeneeanes 29
Inducdo da capacitacdo espermatica e reacdo acrossdémica in Vitro...........cccoceevveneenne. 30
Determinacéo da viabilidade celular............cccooiiiiiiiiiii s 30

Determinacéo da capacitacdo espermatica e reac¢ao acrossomica induzidas in

VIEEO bbbt 31
Avaliacdo da configuracao (status) de cromatina apés a FIV.........cccccccevvvevvcnnne. 32
ANALISE BSTALISTICA. .....evieieiiee et 32
RESULTADOS. ...ttt ettt ettt st e nae e 33
DISCUSSAOQ.....cociuceteereiseiseesessssess sttt 37
CONCLUSOES. ......cvtuiimitietiesieesesississis st 40

= = = N0 1TSS 41



13

1 INTRODUCAO

A histéria dos esfor¢os em se produzir in vitro (PIV) embrides em espécies mamiferas
por meio do procedimento de fecundagdo in vitro (FIV) se inicia na década de 1930, com
Gregory Pincus, estando atualmente consolidada nas espécies humana e bovina (FAUSER,;
EDWARDS, 2005; SJUNNESSON, 2020). De forma simplificada, o procedimento consiste no
co-cultivo de odcitos maturados e espermatozoides capacitados in vitro em laboratorio,
resultando na fecundacdo e posterior desenvolvimento embrionario (BERTOLINI;
BERTOLINI, 2009). Portanto, o desenvolvimento da técnica s6 foi possivel apds o
descobrimento do fendmeno da capacitacdo espermatica (CA), em 1951, por dois grupos
independentes, Collin Russel Austin, na Australia, e Min Chueh Chang, nos Estados Unidos
(AUSTIN, 1951; CHANG, 1951). Foi Chang também quem produziu o primeiro mamifero
nascido vivo pela FIV em 1959, utilizando o coelho como modelo experimental, seguido por
Whitthingham em 1968, em camundongos (CHANG, 1959; WHITTHINGHAM, 1968). Dez
anos depois, nasceu Louise Brown, fruto do primeiro procedimento de sucesso na FIV humana
(STEPTOE & EDWARDS, 1978). No ano de 1981 nasceu o primeiro produto de FIV na
espécie bovina, o bezerro Virgil, obtido a partir de odcitos maturados in vivo e recuperados
cirurgicamente (BRACKETT et al., 1982). No entanto, o primeiro bovino produzido totalmente
in vitro foi obtido em 1987 (LU et al., 1987). Atualmente a técnica se encontra comercialmente
estabelecida nesta espécie, com mais de um milhdo de embries bovinos produzidos no mundo
durante o ano de 2019, com o Brasil figurando como o segundo maior produtor, com 300 mil
embrides produzidos reportados a IETS (Sociedade Internacional de Tecnologia de Embrides),
atras apenas dos Estados Unidos (VIANA, 2020).

Apesar de tais casos de sucesso em bovinos, a FIV convencional ndo é uma realidade
consolidada em equinos, uma vez que existem apenas dois relatos de potros nascidos pela
técnica (PALMER et al., 1991, BEZARD et al., 1992). Segundo levantamento de Leemans et
al. (2016), apesar de haver relatos de sucesso quanto a fecundacéo e clivagem in vitro, as taxas
de embrides que se desenvolvem até os estadios de morula e blastocisto em equinos séo baixas
e variaveis. Dois entraves sdo citados pelos pesquisadores como possiveis responsaveis pela
ineficiéncia do processo: a dificuldade em estabelecer um protocolo de capacitacdo espermatica
in vitro e consequente reacdo acrossémica eficiente, e o fenbmeno de zona hardening, causado
pela liberacdo prematura de granulos corticais dos odcitos, sendo que ambos resultam na
incapacidade dos espermatozoides em ultrapassar a zona pellcida dos gametas femininos
(DELL'AQUILA et al., 1999; TREMOLEDA et al., 2003, MUGNIER et al., 2009). Na busca
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pela eficiéncia da FIV equina, diversos autores tém buscado desenvolver protocolos para a
capacitacdo in vitro dos espermatozoides, que aparentemente, deixaram um tanto de lado um
dos aspectos importantes da fecundacdo, que € a reacdo acrossémica per se. Desta forma,
nenhum protocolo confidvel e com repetitividade de fecundacdo in vitro foi estabelecido em
equinos até o momento (revisado por LEEMANS et al., 2016). Além disso, a escassa
disponibilidade de ovarios e de odcitos equinos, a baixa taxa de recuperacdo oocitaria de
foliculos ovarianos de éguas, e a ineficiente resposta das éguas aos protocolos de superovulagdo
também limitam a aplicacdo da técnica (ALLEN, 2005).

Em condicdes fisioldgicas, é necessario que o espermatozoide percorra um longo trajeto
pelo trato reprodutivo da fémea até a tuba uterina para que a fecundacdo do o6cito ocorra. Ao
longo deste percurso, a presenca de glicosaminoglicanos (GAG), presentes em grandes
quantidades no interior do trato reprodutivo da fémea, principalmente durante o estro, induzem
a capacitacdo espermatica (PARRISH et al., 1989; SUAREZ; PACEY, 2006; BLONDIN et al.,
2009; MELLO et al., 2016). In vitro, a capacitacdo é promovida pela heparina, um GAG cuja
eficacia em induzir a capacitacdo espermaética in vitro foi observada e descrita por Parrish et al.
(1986), com o0 uso do sémen bovino, e vem sendo utilizada em diversos laboratorios até os dias
atuais (PARRISH, 2014).

Além da capacitacdo espermatica, para adquirir capacidade fecundante o
espermatozoide deve passar também pela reacdo acrossémica, como demonstrado em estudos
de mecanismos de fecundacéo utilizando FIV de odcitos sem zona pellcida e espermatozoides
de diferentes espécies (YANAGIMACHI, 1972; YANAGIMACHI; YANAGIMACHI;
ROGERS, 1976). A reacdo acrossémica (RA) também pode ser induzida in vitro, com o uso
moléculas que mimetizam ou desencadeiam o processo, como o calcio ionéforo (BYRD, 1981).
O processo de RA ocorre fisiologicamente pelo contato do espermatozoide capacitado com a
ZP, permitindo entdo a penetracao.

Hoje, a PIV em determinados modelos animais e também na espécie humana 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,
devido ao grande suprimento de odcitos bovinos, obtidos tanto de abatedouros quanto por
procedimentos de coleta in vivo de odcitos via aspiracao folicular guiada por ultrassonografia
(Ovum Pick Up, OPU).

Como a reagdo acrossomica pode ser induzida in vitro utilizando o modelo de
capacitacdo e de reacdo acrossémica de Yanaguimachi et al. (1986) com o0citos sem zona

pellcida, neste estudo buscou-se estabelecer um protocolo para a manipulagdo de
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espermatozoides bovinos de sémen descongelado, induzindo a capacitacdo espermatica e a
reacdo acrossdmica in vitro utilizando heparina e calcio ion6foro (A23187), respectivamente,
com vistas a permitir o ancoramento/adesdo do espermatozoide ao oolema de odcitos bovinos
sem zona pelucida, seguida da penetracéo e ativacdo do odcito, a fecundacéo per se, a formacéo
de prondcleos, clivagem e o subsequente desenvolvimento embrionario. Utilizou-se a espécie
bovina como modelo, por ser uma espécie tecnicamente bem estabelecida, para entdo traduzir
a aplicacdo dos procedimentos a espécies cuja eficiéncia de fecundacdo é baixa e variavel

(bubalinos, caprinos, ovinos) ou mesmo ineficiente, como a espécie equina.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fecundacéo in vitro (FIV)

2.1.1 Historico

A fecundacdo in vitro em espécies de fecundacéo externa data do final do século XVIII,
qguando Lazzaro Spallanzani realizou a técnica em rds, sendo responsavel por determinar a
importancia de ambos os gametas masculino e feminino na geracdo de um novo individuo,
contribuindo para o final do debate entre ovistas e espermistas — cientistas que creditavam a
origem da vida apenas ao odcito ou ao espermatozoide, respectivamente (RODRIGUES;
BERTOLINI, 2019). No século seguinte, em 1887, o austriaco Leopold Schenk buscou realizar
a FIV em mamiferos, utilizando coelhos e cobaias, mas ndo obteve sucesso (revisado por
BIGGERS, 2012). Por algum tempo creditou-se a Pincus e Enzmann o primeiro experimento
bem-sucedido na FIV, em 1934. Os pesquisadores incubaram o0citos e espermatozoides de
coelho in vitro e posteriormente lavaram as estruturas e as transferiram para fémeas receptoras.
Apesar de ter resultado em nascidos vivos, hoje acredita-se que a fecundagdo ocorreu, na
verdade, in vivo (BAVISTER, 2002).

No entanto, foram trabalhos das décadas de 1950 e 1960 que deram o impulso e a base
cientifica para que a técnica se desenvolvesse (BAVISTER, 2002). Wesley Whitten na década
de 1950 e Biggers et al. em 1967 propuseram modificagcdes nos meios de cultivo de embrides
que embasaram os meios utilizados hoje em diversas espécies (RODRIGUES; BERTOLINI,
2019). Ainda por volta da metade do século XX, Austin e Chang realizaram experimentos
independentes em coelhos que demonstraram que 0s espermatozoides precisam passar um
periodo de pelo menos quatro horas no trato reprodutivo feminino para que estejam aptos a
fecundar os o6citos (AUSTIN, 1951; CHANG, 1951). A descoberta desse fenémeno, chamada
por Austin de capacitacdo, possibilitou a realizacdo de diversos experimentos de FIV bem-

sucedidos utilizando espermatozoides capacitados in vivo e in vitro (BAVISTER, 2002).

O primeiro mamifero nascido vivo pela técnica de FIV foi obtido por Chang, em 1959
(CHANG, 1959). Depois dele, outros pesquisadores realizaram experimentos de sucesso
utilizando a técnica em outras espécies, como Whitthingham, em 1968, com camundongos e
Toyoda, em parceira com o proprio Chang, em 1974 utilizando ratos. Naquela oportunidade ja

consolidada, a primeira FIV, os protocolos descritos resultaram em sucesso na espécie humana,
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como nascimento de Louise Brown, em 1978 (STEPTOE & EDWARDS, 1978). Desde entéo
estima-se que aproximadamente seis milhdes de criangas tenham nascido através de alguma
técnica de reproducdo assistida (SJUNNESSON, 2020; HUNTER, 2017). Tratando-se de
animais de producdo, o primeiro produto de FIV na espécie bovina foi o bezerro Virgil, nascido
em 1981 (BRACKETT et al., 1982), a partir de o6citos maturados in vivo e de embrides
cultivados in vitro até estadios iniciais antes da transferéncia a receptoras, seguido de dois
nascimentos na espécie equina em 1991 e 1992 (PALMER et al., 1991, BEZARD et al., 1992).

2.1.2 FIV em bovinos

Desde os primeiros nascimentos de bezerros obtidos através de procedimento de FIV e
PIV relatados por Brackett et al., em 1982, e Lu et al., em 1987, a técnica aplicada aos bovinos
evoluiu rapidamente. A FIV em bovinos é muito eficiente, uma vez que aproximadamente 90%
dos odcitos aspirados completam a maturacao, 80% séo fecundados e em torno de 35% atingem
0 estadio de blastocisto, sendo as espécies bovina e humana as em que a FIV se encontra mais
avancada (LONERGAN; FAIR, 2016; SJUNESSON, 2020). De acordo com um levantamento
da IETS, no mundo em 2019 mais de um milhdo de embrides bovinos foram produzidos in
vitro. Além disso, a proporcao destes embrides que foram de fato transferidos e a proporc¢éao de
embribes criopreservados aumentaram em relagdo ao ano anterior, evidenciando como as
melhorias na técnica refletem em melhor qualidade dos embrides (VIANA, 2020). O
desenvolvimento de condig¢des de cultivo in vitro mais adequadas e outras tecnologias, como a
coleta de odcitos pela OPU, a utilizacdo de sémen sexado e a transferéncia direta de embrides
criopreservados impulsionaram o emprego comercial da FIV em bovinos, sobretudo visando a
difusdo de genética superior entre os rebanhos (BLONDIN, 2017; RODRIGUES;
BERTOLINI, 2019; SJUNESSON, 2020).

No entanto, 0 uso como modelo de pesquisa e estudo do desenvolvimento de embrides
in vitro também merece destaque. Segundo Parrish (2014), a espécie bovina é uma das mais
adequadas a este proposito, principalmente devido a grande disponibilidade de od6citos
provindos tanto de OPU quanto de ovarios coletados em abatedouros, contando com mais de

1000 publicacdes sobre o assunto na plataforma Pub Med apenas entre 2011 e 2014.
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2.1.3 Técnica de FIV

A fecundacdo in vitro, segundo Bertolini e Bertolini (2009), abrange trés etapas: coleta
e maturacdo in vitro (MIV) de complexos cumulus-o6cito (CCO), incubacdo dos CCO
maturados e espermatozoides capacitados in vitro (FIV), e cultivo in vitro (CIV) dos provaveis
zigotos até o estadio que permita a transferéncia para as fémeas receptoras (as duas primeiras

etapas serdo abordadas mais detalhadamente a seguir).

2.1.3.1 Maturacéo in vitro

A maturacdo oocitdria € um evento fisiologico que engloba modificacdes
citoplasmaticas e nucleares, que resulta em um odcito preparado para a fecundacdo e apto a
proporcionar o desenvolvimento embrionario inicial (HYTTEL et al., 1997). SIRARD et al.
(2006) propdem dividir a maturacdo oocitaria em trés etapas: maturagdo nuclear, citoplasmatica
e molecular. A maturacdo nuclear é caracterizada pela progressdo da divisdo mei6tica do odcito,
que desde a vida fetal esté estagnada na fase de dipléteno da profase |, até a metafase 11 (MI).
In vivo, essa progressao € estimulada pelo pico pré-ovulatério de LH (Horménio Luteinizante),
enquanto in vitro, esta é desencadeada pela retirada do odcito do foliculo e fluido folicular. Isso
faz com que nos o6citos maturados in vitro possa ocorrer uma assincronia entre a maturacao
nuclear e a maturacdo citoplasmatica (GONCALVES; FIGUEIREDO; FREITAS, 2008).
Durante a maturagdo citoplasmatica ocorre a deposicdo de lipideos, reducdo do complexo de
Golgi, organizacdo de ribossomos ao redor do nucleo e alinhamento de granulos corticais na
periferia oocitaria, constituindo um mecanismo de bloqueio de poliespermia (HYTTEL et al.,
1997). A maturacdo molecular, se caracteriza pela producao e estocagem no ooplasma de RNAs

mensageiros e proteinas relacionadas a competéncia oocitaria (SIRARD et al., 2006).

2.1.3.2 Segregacdo espermatica

A preparacdo do sémen para o uso na FIV envolve procedimentos de segregacéo dos

espermatozoides mdveis dos espermatozoides imdveis ou mortos, de diluentes, crioprotetores
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e plasma seminal. Este processamento é importante principalmente quando se trata do sémen
congelado, pois estima-se que cerca de 30 a 70% das células espermaticas permanecam maveis
apos a criopreservacao. Apesar das amostras criopreservadas também apresentarem menor
sobrevivéncia em cultivo quando comparadas com amostras seminais recém coletadas
(frescas), as taxas de fecundacdo podem ser ajustadas modificando tanto o numero de
espermatozoides por odcito quanto a concentracdo de heparina utilizada para inducdo da
capacitacdo espermadtica in vitro (PARRISH; KROGENAES; SUSKO-PARRISH, 1995,
PARRISH, 2014).

Um dos métodos utilizados com este propdsito € o swim up, ou de migragéo ascendente,
gue consiste em depositar o sémen sob uma coluna de meio, incubando-o por um periodo de 1
hora para que os espermatozoides mdveis atinjam a superficie. Esta técnica resulta em uma taxa
de motilidade muito alta, proxima de 100%, porém em baixa recupera¢do em numero de células
(PARRISH etal., 1986; PARRISH, 2014). Para contornar esse problema, adaptou-se da espécie
humana a técnica de gradiente descontinuo de Percoll® (PARRISH, 2014). O Percoll® é uma
das preparacGes comerciais de substancias coloidais utilizadas para a separacdo espermatica
por centrifugacdo por gradiente de densidade, em que se deposita 0 sémen sobre uma coluna
geralmente formada por duas camadas, de 45% de Percoll® logo abaixo do sémen, e 90% na
base. Existem variaces, como o Mini Percoll®, que buscam reduzir tanto a quantidade de
Percoll® utilizado quanto o tempo de centrifugacéo, visando reduzir o custo e o tempo de
preparacdo da amostra (MACHADO et al., 2009).

Apesar destas duas técnicas, em especial o Percoll®, serem as mais utilizadas, outras
formas de selecdo espermatica podem ser usadas e apresentam vantagens e desvantagens. Dois
exemplos sdo a lavagem, que apesar de muito simples e barata, apenas separa as células do
plasma seminal e diluente, resultando em um pellet tanto de células mdveis quanto imdveis, e
a filtracdo em 1a de vidro, que tem alta eficiéncia em separar os espermatozoides viaveis dos
outros componentes da amostra, mas com maior custo (PARRISH; KROGENAES; SUSKO-
PARRISH, 1995; PESSOA, 2016).

2.1.3.3 Capacitacdo espermatica e reacdo acrossémica
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Desde que em 1951 Austin e Chang apontaram a influéncia do ambiente uterino na
capacidade de fecundacdo dos espermatozoides, diversos autores buscaram entender o
mecanismo de interacdo entre os gametas masculinos e o trato reprodutivo feminino. A
capacitacdo € um conjunto de modificacGes bioguimicas que resultam em alteracGes no padrao
de motilidade dos espermatozoides (hiperativacdo) e na membrana espermatica, concedendo a
estes a habilidade de ligar-se a zona pellcida (ZP), desencadeando a reacdo acrossémica que
permite a passagem pela ZP e, subsequentemente, a fusdo de membranas e penetragdo no o6cito
(YANAGIMACHI, 1981).

Yanagimachi (1981) examinou a distribui¢do dos espermatozoides pelo utero de fémeas
hamsters ap0s a copula e observou que os espermatozoides se associavam ao epitélio da juncao
Utero-tubérica e do istmo antes de continuarem a ascensdo até atingir aampola, onde encontram
e fecundam os o0citos, sugerindo que este comportamento tenha relacdo com a capacitacdo
espermatica. De fato, os espermatozoides aderem as criptas do istmo, no reservatorio
espermatico, onde interagem com produtos de secrecdo do epitélio (GONCALVES;
FIGUEIREDO; FREITAS, 2008; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2007). O fluido tubarico possui
pH e niveis de bicarbonato mais elevados que o plasma sanguineo, além de conter
glicosaminoglicanos (GAGSs) nao-sulfatados, como o acido hialurénico, e sulfatados, como o
sulfato de condroitina, sulfato de heparano e heparina, encontrados em alta concentracdo na
fémea bovina (LEESE, 1988; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2007).

In vitro, a heparina vem sendo usada como agente indutor da capacitagdo em
laboratérios do mundo todo. Acredita-se que a heparina se ligue a proteinas presentes na
membrana espermatica, as denominadas proteinas de ligagdo espermatica (“sperm binding
proteins”, BSPs), que proveem do plasma seminal e interagem com o colesterol e fosfolipideos
da membrana agindo como agentes descapacitantes (MANJUNATH; THERIEN, 2002;
PARRISH, 2014). Ao se ligar a estas proteinas, a heparina promove a remocdo do colesterol e
fosfolipideos, causando uma desestabilizacdo e aumento na fluidez da membrana, levando a
hiperativacdo. A hiperativacdo € caracterizada por vigorosos batimentos da cauda do
espermatozoide, que o auxilia na passagem pelo cumulus oophorus e pela ZP
(YANAGIMACHI, 1981). Esta desestabilizacdo causa um aumento das espécies reativas de
oxigénio (EROs) da célula, podendo levar a morte celular, ja que o espermatozoide ndo dispde
de mecanismos de reparo. Por isso, a capacitacdo promovida na tuba uterina é seletiva, s6

permitindo que passem por estas modificacdes quando préximos do momento da ovulacéo
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(BALL; VO; BAUMBER, 2001; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2007). Além da desestabilizacao
da membrana, outras modificagdes ocorrem no espermatozoide, tais como: mudanca no pH,
aumento das concentracGes intracitoplasmaticas de célcio e bicarbonato, exteriorizacdo de
receptores, alteracdes na fosforilacdo e atividade da proteina quinase A (PKA), levando a um
aumento no monofosfato de adenosina ciclico (CAMP; VISCONTI et al, 2011;
YANAGIMACHI, 1981; ARCELAY et al., 2008; KRAPF et al., 2010).

Para que ocorra a ligagdo do espermatozoide ao oolema, € necessario que este tenha
passado pela reacdo acrossdmica, uma vez que, como observado por Yanagimachi (1972),
espermatozoides com acrossoma intacto dificilmente aderem a membrana oocitaria e ndo
conseguem penetra-la, demonstrando que é necessario um processamento da membrana
espermatica (YANAGIMACHI, 1972). A reacdo acrossémica ocorre atraves da fusdo entre a
membrana externa do acrossoma e a membrana plasmatica do espermatozoide, causando a
liberacdo de enzimas acrossémicas (CHENG et al., 1996) e expondo receptores de membrana
necessarios para a fecundacéo do odcito, que serdo abordados no préximo item. Esse processo
é dependente de calcio, uma vez que € através do influxo deste ion que ocorrem as fusdes entre
as membranas em varios locais (CHENG et al., 1996; PARRISH, 2014). A reacao acrossémica
pode ser induzida in vitro por proteinas solubilizadas da ZP ou com célcio ion6foro (BYRD,
1981; BERGER, 1989).

2.1.3.4 Fecundagéo

Estando o o6cito maturado e 0s espermatozoides capacitados, é possivel que a interacéo
entre os gametas resulte em fecundagdo (HYTTEL et al., 1997). Esse fen6meno engloba varios
processos intrinsicamente dependentes: migracdo espermatica pelo trato reprodutivo da fémea,
resultando em capacitacdo espermatica e posterior reacdo acrossdmica, interacdo e fusdo dos
gametas, ativacdo oocitaria e subsequente desenvolvimento embrionario (SATOUH; IKAWA,
2018).

A complexa interacdo entre as moléculas envolvidas na fecundacédo foi revisada por
Anifandis et al. (2014). Primeiro, o espermatozoide precisa passar pelo cumulus oophorus,
camada de células que circunda o odcito, e acredita-se que duas hialuronidases presentes na
membrana acrossémica sejam responsaveis por abrir caminho por esta primeira barreira: Hyal5,

que degrada o acido hialurénico da matriz extracelular, e a Ph-20, que digere as células.
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A proxima barreira a ser ultrapassada é a ZP dos odcitos, composta pelas glicoproteinas
ZP1, ZP2, ZP3 e ZP4, dependendo da espécie. No caso dos bovinos, os constituintes da ZP sdo
a ZP2, ZP3 e ZP4. A ZP4 é analoga a ZP1 do camundongo, uma glicoproteina estrutural que
promove a ligacao das demais glicoproteinas e da estrutura a ZP. J& a ZP3 se liga a zonadesina
da superficie do espermatozoide capacitado e desencadeia a reagdo acrossémica, expondo
ligantes da ZP2, que ancora 0s espermatozoides, e liberando enzimas, entre elas a acrosina, que
permitem a penetracdo espermatica na ZP (GOUDET et al., 2008; ANIFANDIS et al., 2014).

Para que ocorra a ligagdo do espermatozoide ao oolema € necessario que este tenha
passado pela reagdo acrossomica, uma vez que, como observado por Yanagimachi (1972),
espermatozoides com acrossoma intacto dificilmente aderem a membrana oocitaria e ndo
conseguem penetra-la. A reacdo acrossomica promove modificacfes na membrana espermatica
e expde proteinas de ligagdo, como a desintegrina ADAM2, que se liga a integrina VLA-6
(formada pelas subunidades a6 e B1) e a tetraspanina CD9 (molécula que modula e forma
agrupamentos de outras proteinas de membrana), resultando na adesdo entre 0s gametas.

No entanto, recentemente duas proteinas ganharam destaque por serem essenciais na
interacdo entre os gametas (SATOUH; IKAWA, 2018). No espermatozoide, a proteina
necesséria para a ligagdo & membrana oocitéria é a IZUMO1, uma proteina transmembrana que
se localiza nas membranas interna e externa do acrossoma e migra para a regido equatorial
durante a reagdo acrossémica (INOUE et al., 2005). A proteina ligante na membrana oocitaria
é um tipo de receptor de folato 4 (FOLR4) originalmente batizada de JUNO e ambas sédo
conservadas entre as espécies mamiferas (BIANCHI et al., 2014). Mais recentemente a
nomenclatura foi modificada para IZUMO1R (SATOUH; IKAWA, 2018). Existem evidéncias
de que a CD9 estaria envolvida nessa interagdo, tendo como funcéo agrupar as moléculas de
IZUMOI1R promovendo uma ligacdo mais forte entre as membranas. Esse achado é
corroborado por dados experimentais, que revelaram que fémeas que ndo expressam CD9
apresentam menor capacidade de fecundacéo, diferente das que ndo expressam IZUMO1R, que
sdo inférteis (JEGOU et al., 2011, BIANCHI et al., 2014). No entanto, Bianchi et al. (2014)
transfectaram células com plasmideos codificantes de IZUMO1 e IZUMO1R e observaram que
a ligacdo destas proteinas promove apenas a adesdo das células, ndo sendo suficiente para
promover a fusdo das membranas, sugerindo que mais proteinas estejam envolvidas no
processo. Apos a fecundacédo, a IZUMOLR rapidamente é transferida da superficie do oolema
para vesiculas no espago perivitelinico, neutralizando outros espermatozoides, conforme

ilustrado na Figura 1, constituindo um mecanismo de bloqueio da polispermia.
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Figural- A ligacdo das proteinas IZUMOIR (identificada como Juno, em verde), na superficie do odcito e
1ZUMO (em vermelho), na regiéo equatorial do espermatozoide (1). Translocacdo da IZUMOA1R para
vesiculas ap6s a fecundacéo (2; Fonte: BIANCHI; WRIGHT, 2014).
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A ligacdo do espermatozoide ao oolema provoca um influxo de célcio
intracitoplasmatico que gera uma répida despolarizacdo da membrana, constituindo um
bloqueio primario da polispermia (YANAGIMACHI, 1981; GONCALVES; FIGUEIREDO;
FREITAS, 2008). O bloqueio secundario se da pela agdo dos granulos corticais, que se fundem
a membrana do odcito em ondas a partir do ponto onde o espermatozoide se ancorou ao oolema,
e liberam seu contedo enzimatico no espaco perivitelinico, promovendo modificacdes na ZP,
clivando o dominio de ligacdo da ZP2, impedindo que outros espermatozoides se liguem a zona,
em um fendmeno chamado reagdo de zona ou zona hardening, além de modificar as proteinas
de ligacdo na membrana do o6cito (HOODBHOY; TALBOT, 1994; GONCALVES;
FIGUEIREDO; FREITAS, 2008). O blogueio da polispermia parece variar de acordo com a
espécie, dependendo em maior ou menor grau do blogueio de membrana (YANAGIMACHI,
1981).

Ao mesmo tempo, acontece a ativacdo oocitaria, induzida pela fosfolipase C zeta
(PLCY), provinda do espermatozoide, que através de uma cascata de reagdes provoca oscilagdes
nos niveis de célcio intracelular (FERRER-BUITRAGO et al., 2018). O o6cito entdo progride
na divisdo meiotica, extruindo o segundo corpusculo polar (GONCALVES; FIGUEIREDO;
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FREITAS, 2008). Ja dentro do citoplasma do odcito, o espermatozoide perde seu envelope
nuclear e comeca a descondensar seu material genético, e os pronucleos feminino e masculino
se aproximam no centro do o06cito, e ao final da duplicacdo do DNA, rompem-se 0s pronucleos
e forma-se o fuso mitdtico da primeira clivagem (YANAGIMACHI, 1981). A formacédo do
pronucleo masculino é induzida por fatores oocitarios, cuja ativacdo ndo é espécie-especifica,
ja que estudos de FIV interespécies observaram formacao dos pronucleos ap6s a fecundacao
(HANADA,; CHANG, 1972; YANAGIMACHI, 1972).

2.1.4 FIV de oocitos sem zona peldcida e FIV interespécies

Em 1962, Beatrice Mintz prop6s um modelo de estudo dos mecanismos de fecundacao
e desenvolvimento embrionério inicial utilizando odcitos sem zona pelucida. Neste caso, foram
utilizados odcitos e embrides murinos em diferentes estadios de desenvolvimento e a zona
peldcida foi removida pela acdo da enzima protease, método que segundo a autora € mais
eficiente e menos danoso que a remogao mecanica utilizando agulhas (MINTZ, 1962). Odcitos
sem zona (ou zona-free) foram entdo utilizados em ensaios de FIV dentro da mesma espécie,
ja dando evidéncias do potencial da membrana oocitaria no bloqueio de polispermia
(HANADA, CHANG, 1972). Posteriormente, a técnica foi empregada utilizando odcitos e
espermatozoides de espécies distintas, em modelos de FIV interespécies, como uma alternativa
para o estudo de capacitagdo e reacdo acrossémica em animais com menor disponibilidade de
coleta ou manipulacdo dos gametas femininos (YANAGIMACHI, 1972; YANAGIMACHI;
YANAGIMACHI; ROGERS, 1976). Tais estudos permitiram que se observasse que a zona
pellcida € a principal barreira do odcito contra a penetracdo por espermatozoides de diferentes
espécies, mas a sua remocao apenas reduz a especificidade da fecundagédo, sem elimina-la por
completo (YANAGIMACHI, 1972; HANADA; CHANG, 1972). Yanaginachi et al. (1976)
também demonstraram que 0s espermatozoides s6 adquiriam a capacidade de se ligar ao oolema
apoOs passaram pela reagdo acrossémica. Desde entdo, este modelo experimental tem sido
esporadicamente usado para a investigacdo dos mecanismos de fecundacdo em diversas
espécies (PAVLOK, 1979; LANDIM-ALVARENGA et al., 2001; KUMAR et al., 2013). O
uso de odcitos de diferentes espécies também vem sendo empregado como citoplastos em
rotinas de clonagem por transferéncia nuclear de células sométicas interespécies (iTNCS;
FORELL et al., 2008; PEREIRA et al., 2019).
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2.2  Partenogénese

A partenogénese é uma forma de reprodugdo comum em peixes, anfibios, répteis e
alguns insetos, e € mais comumente caracterizada pelo desenvolvimento de um gameta
feminino em um embrido sem o envolvimento do gameta masculino. Em mamiferos, esse
fendmeno ndo ocorre espontaneamente, mas pode ser mimetizado in vitro, atraves de estimulos
elétricos ou quimicos, utilizando substancias que simulam a acdo do espermatozoide durante a
fecundacdo, como calcio iondforo, estréncio, ionomicina e etanol (BREVINI; GANDOLFI,
2008; MEO et al., 2007; WANG et al., 2008; SHEN et al., 2008). Embrides mamiferos
partenotos nao se desenvolvem a termo em fungéo do imprinting genémico, repressao de alguns
genes tanto no gameta feminino quanto no masculino durante a gametogénese, fazendo com
que ambos sejam necessarios para o desenvolvimento do individuo, com participacdes mais
importantes na formacdo dos tecidos e dos anexos fetais, respectivamente (MCGRATH,;
SOLTER, 1984; SURANI; BARTON; NORRIS, 1984). No entanto, embrifes partenotos séo
muito utilizados em rotinas de clonagem apds a ativagdo oocitaria como controle da qualidade
dos oocitos, e também podem ser fontes de células tronco-embrionarias (BREVINI;
GANDOLFI 2008; WANG et al., 2008; SHEN et al., 2008; RIBEIRO et al., 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

a) Avaliar as taxas de fecundacdo in vitro monospérmica, polispérmica e total de odcitos
bovinos sem zona pelucida utilizando espermatozoides bovinos de sémen congelado, apés a
inducdo da capacitacdo e da reacdo acrossdmica in vitro na producdo in vitro (PIV) de

embrides.

3.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar o status de capacitacdo espermatica, reacao acrossdmica e de sobrevivéncia in vitro
de sémen congelado bovino apos exposicao a heparina e ao calcio iondforo (A23187).

b) Avaliar as taxas de fecundacdo in vitro de odcitos bovinos com e sem zona pellcida com
sémen congelado bovino apds a inducéo in vitro da capacitacdo espermatica e da reacdo

acrossbmica.
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4 METODOLOGIA

4.1 Local de Realizacdo do Estudo e Delineamento Experimental

4.1.1 Local de Realizacdo do Estudo

As atividades experimentais foram realizadas junto ao Laboratorio de Embriologia e
Biotécnicas de Reproducéo da Faculdade de Veterinaria (FAVET) da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS).

4.1.2 Delineamento Experimental

O experimento foi composto por trés grupos distintos, sendo dois grupos controle e um
grupo experimental. O primeiro grupo, formado por embrides partenotos (odcitos ativados
qguimicamente), foi utilizado como controle da maturacdo e competéncia oocitaria. O segundo
grupo controle foi composto por odcitos submetidos a FIV convencional, ou seja, complexos
cumulus-odcito (CCOs) e espermatozoides capacitados in vitro. O grupo experimental foi
composto por odcitos sem ZP submetidos a FIV, ou seja, zona-free, e espermatozoides
capacitados e com acrossomas reagidos in vitro. A seguir, serdo descritos 0s processos a que

0s gametas foram submetidos em cada grupo.

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 os meios foram
preparados com agua purificada pelo sistema Direct-Q3/Milli-Q Synthesis (Millipore, Bedford,
EUA).

4.3 Maturacéo in vitro (MIV)
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Ovarios bovinos provenientes de abatedouro foram transportados ao laboratorio em
solucdo fisioldgica aquecida a 37°C. Apds o recebimento e lavagem dos ovarios, foliculos com
diametros entre 3 e 8 mm foram aspirados com o auxilio de agulhas 18 G acopladas a seringas
de 5 mL para a obtencdo dos complexos cumulus-oécito (CCOs), com o contetdo folicular
aspirado armazenado em tubos de centrifuga de 15 mL. Apos, esperava-se a decantagdo das
estruturas durante 15 min e a formacao de um pellet, que era transferido para placas de Petri de
90 mm, sendo diluido com PBS acrescido de 1% de Soro Fetal Bovino (SFB; Invitrogen,
Carlsbad, EUA). Realizava-se a busca e selecdo morfologica dos CCOs bovinos sob
esteromicroscopio, conforme a classificacdo de Stojkovic et al. (2001), utilizando-se apenas
CCOs de graus I e Il (grau I: CCOs com citoplasma homogéneo e multiplas camadas de células
do cumulus oophorus; grau Il: CCOs com citoplasma quase homogéneo com apenas algumas
areas de pigmentacdo irregular e pelo menos cinco camadas de células do cumulus oophorus).
Apos a selecdo, os CCOs foram transferidos em grupos de 50 para placas de cultivo de 4-pocos
contendo meio de maturacdo in vitro composto de TCM-199 suplementado com 2,4 mM de
NaHCOs, 2,2 mg/mL de piruvato de sodio, 50 uM de cisteamina, 1% de solucdo antibiotica-
antimicética (Estreptomicina, Anfotericina B, Penicilina; 100X - Gibco® Antibiotic-
Antimycotic), 5 pg/mL de FSH suino (Folltropin-V; Bioniche Animal Health, Bellevile, ON,
Canadd), 5 pg/mL de LH (Lutropin; Bioniche Animal Health), 1 pg/mL de estradiol, 100 ng/uL.
de fator epidermal de crescimento (eGF) e 10% de SFB, cobertas por 6leo mineral,
permanecendo em incubadora a 38,5°C, umidade saturada e 5% de CO:2 por 18 ou 24 h,

dependendo do grupo a que fossem destinados.

4.4 Remocdo da zona pelucida de odcitos maturados e visualizagcdo dos corpusculos

polares

Apos 18 h em MIV, um subgrupo dos CCOs passou pelo processo de remogdo das
células do cumulus por desnudamento em hialuronidase a 0,1% em TCM199 acrescido de 10%
de SFB, com agitacdo em vortex seguida da remoc¢do mecénica por pipetagem. Posteriormente,
selecionavam-se os CCOs com corpusculo polar, indicativo de maturacdo nuclear. Os CCOs
selecionados eram divididos em dois grupos: (a) Zona-free (ZF), submetidos a remoc¢éo da zona

peltcida com protease a 0,5% em TCM199 (controle visual), e (b) partenotos. Em seguida, 0s
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odcitos sem ZP eram alocados individualmente em gotas de 10 puL de meio de MIV até

completar 24 h de maturacéo.

4.5 Ativacdo partenogenética quimica dos o6citos maturados

Completadas as 24 h de MIV, os CCOs maturados selecionados para a ativacao
partenogenética eram expostos a uma solugéo de 5 uM de ionomicina em TCM199 + 10% SFB
por 5 min e, imediatamente apo6s, lavados em TCM199 + 10% SFB e transferidos para gotas de

meio Fert-TALP, onde eram incubados por 18 h nas mesmas condi¢Ges da MIV.

4.6  Fecundacao in vitro (FIV) de o6citos bovinos com e sem zona peltcida

Decorridas as 24 h de MIV, as estruturas (com excecdo dos odcitos ativados
partenogeneticamente) eram lavadas e transferidas para placas de Petri de 35 mm contendo
meio Fert-TALP (PARRISH; SUSKO-PARRISH; FIRST, 1988). Para a FIV convencional,
foram alocados grupos de 15 CCOs em gotas de 50 pL. Para a FIV com odcitos sem ZP, foram
alocados odcitos individualmente em gotas de 10 puL. Todas as gotas receberam uma dose de
espermatozoides correspondentes ao grupo experimental (FIV convencional: 5 mil
espermatozoides capacitados in vitro para cada odcito; FIV sem ZP: 100 espermatozoides
capacitados e com acrossoma reagido in vitro para cada odcito), permanecendo em incubacao
por 18 h até a avaliacdo da configuracdo da cromatina (formacao de prondcleo) e avaliacdo da

fecundacdo mediante coloracédo de epifluorescéncia, conforme item 4.10.

4.7 Processamento do sémen

4.7.1 Segregacao espermatica

As palhetas de sémen bovino de um touro ja testado para FIV no nosso grupo de
pesquisa e submetido a testes de resposta a heparina e célcio ion6foro (SANGUINET; 2020)
de 0,5 mL foram descongeladas a 37°C por 50 s e submetidos a avaliacdo de motilidade e vigor

entre lamina e laminula. Apos, passavam pelo processo de segregacao espermatica por meio da
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centrifugacdo em gradiente descontinuo de Mini-Percoll®, baseado em Machado et al. (2009),
com pequenas modificacdes (300 pL de Percoll 90% e 300 pL de Percoll 45%, com 10 min de
centrifugacdo). Posteriormente, foi feita novamente a avaliacdo de motilidade e vigor, com a
concentracdo espermatica realizada por meio da contagem do numero de células em camara de

Neubauer.

4.7.2 Inducdo da capacitacdo espermaética e rea¢do acrossémica in vitro

O pellet de espermatozoides provenientes do Mini-Percoll® foi ressuspenso em meio
Fert-TALP sem heparina no grupo controle, ou 10 UI/mL de concentracdo, para a inducéo da
capacitacdo espermatica. Ap6s 15 min de incubacao, parte da amostra incubada com 10 Ul/mL
de heparina foi utilizada para a FIVV dos CCOs e outra parte exposta a 1 M de calcio ionéforo
por 1 min para inducdo da reacdo acrossémica, sendo em seguida utilizada para a FIV dos
odcitos sem ZP, conforme descrito no item 4.6. O restante das amostras permanecia em
incubacéo por 2 h.

Ao término de cada etapa do processamento dos espermatozoides, que incluiram as
etapas de segregacao espermatica, de adi¢do aos meios de controle e com heparina nos tempos
0 (t0), 15 min (t15 min) e 2 h (t2) de incubacéo, e de adicdo do calcio ion6foro, avaliava-se
novamente a motilidade e o vigor de motilidade das células espermaticas, seguido das
coloracdes descritas nos itens 4.8 e 4.9 abaixo, ambas de acordo com o Atlas Embrapa
(MARTINS; DODE; SILVA 2015).

4.8 Determinacdo da viabilidade celular

Para a avaliacdo da viabilidade espermatica ao longo do processamento, amostras de sémen
eram incubadas em solucéo de Azul de Tripano a 0,4% por 5 min, sendo entdo dispostas em
esfregacos em laminas, e fixadas em alcool absoluto. Em seguida, realizava-se a coloragdo com
solucio de Giemsa a 0,03%, com incubagdo por 45 min a 38°C. A leitura em microscopia de
luz, em magnitude de 1000x, sob imersdo em o6leo, células espermaticas consideradas vivas

eras coradas em rosa, com as mortas sendo coradas em azul (Figura 3).
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Figura 2- Padrdes de coloragdo com Giemsa e Azul de Tripano em espermatozoides bovinos, sob microscopia de
luz em magnitude de 1000x. Fonte: da autora.

.« Vivo Morto

4.9 Determinacdo da capacitacdo espermatica e reacao acrossémica induzidas in vitro

A avaliacdo das taxas de capacitacdo espermatica (CA) e de reacdo acrossémica (RA) in vitro
dos espermatozoides foi realizada por meio da técnica de coloracdo fluorescente com
clortetraciclina (CTC), descrita por Pérez et al. (1996), com modificacbes. As amostras de
sémen foram incubadas com clortetraciclina (1 mM) por 1 min, fixadas em paraformaldeido a
12% e dispostas entre lamina e laminula, sendo armazenadas em geladeira por 6 h ou até a
leitura em microscopio de epifluorescéncia (emissdo e excitacdo de 355 e 425 nm,
respectivamente) em aumento de 1000x de magnitude, sob imersdo em dleo. Realizava-se a
contagem de 200 espermatozoides, observando-se (a) a presenca de florescéncia uniforme,
caracterizando um espermatozoide ndo capacitado (NCA), (b) area de baixa fluorescéncia na
regido pos-acrossomal, caracterizando um espermatozoide capacitado (CA), e (c) halo de
fluorescéncia na regido equatorial da cabega do espermatozoide, caracterizando-o como com
acrossoma reagido (RA; Figura 2). A porcentagem de espermatozoides classificados como
NCA, CA e RA na coloracdo de CTC foi transformada para a proporcdo de espermatozoides

vivos obtida pela coloracdo de Azul de Tripano e Giemsa.

Figura 3- Padrbes de coloracdo com clortetraciclina (CTC) de espermatozoides bovinos criopreservados, sob

microscopia de epifluorescéncia em magnitude de 1000x. (a) Padrdo NCA; (b) padrdo CA,; (c) padrdo

RA. Fonte: da autora.
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4.10 Avaliacdo da configuracdo (status) de cromatina apos a FIV

A avaliacdo da fecundacdo dos odcitos, pelo status da cromatina, foi realizada ap6s
coloracdo fluorescente com bismenzimida (15 pg/mL), permanecendo a -20°C até a leitura em
microscopio de epifluorescéncia com emissdo e excitacdo de 355 e 425 nm, respectivamente.
Foram considerados odcitos em metéafase Il (a), com um pronucleo (1PN; b), com dois
pronucleos (2PN; c), com fecundacao polispérmica (mais de um espermatozoide no citoplasma,
descondensado ou ndo, ou mais de dois pronucleos; d) e fecundados mas néo ativados (odcitos

em metafase Il com espermatozoide descondensado no citoplasma, e), conforme figura 4.

Figura 4- Imagens representativas de o6citos fecundados in vitro. a) Odcito em metafase Il indicado pela seta
verde. b) Od6cito ativado partenogeneticamente, com seta branca indicando 1PN. c¢) Od6cito fecundado
in vitro, com 2PN. d) Odcito com fecundacdo polispérmica, com seta cinza indicando a presenca de
material genético do espermatozoide em descondensacdo, e ao lado, espermatozoides nao
descondensados, €) Odcito fecundado in vitro ndo ativado, com seta cinza indicando a presenca de
material genético do espermatozoide em descondensacdo e seta verde indicando a cromatina em
metafase Il. Microscopia de epifluorescéncia, em bisbenzimida (Hoechst 33342), sob magnitude de
1000X. Fonte: da autora.

4.11 Analise estatistica

As taxas de viabilidade espermatica, de capacitacdo e de reacdo acrossdmica in vitro,
assim como e as taxas de fecundacéo e das proporcdes das configuraces de cromatina foram
comparadas entre os grupos experimentais pelo teste do y? ou Teste Exato de Fisher, para
P<0,05.
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5 RESULTADOS

As taxas de mortalidade do sémen bovino congelado mostraram-se baixas, tanto apos o
processamento com gradiente descontinuo de Mini-Percoll (8%), quanto apos o periodo de 2 h
de incubacdo em 10 Ul/mL de heparina e ap6s a inducdo da reagdo acrossémica pelo célcio
ionéforo (12 e 16%, respectivamente), mesmo com pequeno aumento, sem haver diferenca
estatistica. Os espermatozoides que passaram pela descongelacdo e pelo Mini-Percoll ja
mostravam certo grau de capacitacdo espontanea (34%) antes mesmo da inducéo in vitro com
heparina, agente capacitante (Tabela 1). Também ndo observamos diferencas significativas
entre as taxas de capacitacdo espermatica comparando as diferentes etapas de avaliacOes,
consistindo imediatamente apds o Mini-Percoll (34%), logo apos a incubagdo sem heparina (0
Ul/mL; 26%) e com a adicdo da heparina (10 Ul/mL; 39%), e decorridos os 15 min de
incubacdo com o agente capacitante (37%). Apos as 2 h de incubacdo com heparina, embora a
taxa de capacitagdo tenha sido numericamente superior (43%) a outras etapas de avaliagdes,
ndo houve diferenca significativa comparada a taxa apos o Mini-Percoll (34%) e em 15 min de
incubagdo em heparina (37%), diferindo dos espermatozoides incubados sem heparina tanto

antes quanto depois da incubacéo (26 e 27%, respectivamente, p> 0,05; Tabela 1; Figura 5).

Tabela 1-  Proporgdo (%) de espermatozoides bovinos mortos, ndo capacitados, capacitados e reagidos ap6s o
processo de segregacao e o periodo de incubacdo sem (-) e com (+) 10 Ul/mL de heparina ap6s a
avaliacdo com a coloragdo com CTC e azul de tripano.

Agente capacitante
Heparina (10 Ul/mL)

Caracteristicas Mini-Percoll Tempo de incubacdo

espermaticas (%) _
0h(t0) 0h (t0) 15 min (t15) 2h(2) 2h ()
(%) (%) (%) (%) (%)
- + - +
Mortos 82 102 82 128 118 128
N&o capacitados 4600 562 4620 350 502 27°
Capacitados 3420 262 3920 372 27 43°
Acrossomos reagidos 12% g2 g2 15% 122 18v

ab: L etras diferentes em cada linha diferem significativamente (p<0,05).
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A inducéo da reacdo acrossomica com calcio ion6foro (1 uM) apresentou a maior taxa
de reacao acrossdmica sendo de 29%, diferindo de todas 0s outros grupos, como descrito na
Figura 5.

Figura 5- Taxas de sobrevivéncia e capacitacao espermatica de sémen bovino congelado, incubados por 0, 15 min
e 2 hem 0 ou 10 UI/mL de heparina. No eixo X sdo apresentadas as representacdes das porcentagens
de espermatozoides em cada etapa do processamento: apds o Mini Percoll (Percoll, em barras pretas),
logo apds a diluicdo em meio sem (0 Ul Oh, em barras azul escuras) ou com adicédo de heparina (10 Ul
Oh, em barras azul claras), ap6s 15 min de incubacdo em heparina (15 min, em barras verde escuras),
apos a indugdo da reacdo acrossémica com calcio iondéforo (Reagdo, em barras verde claras), e apos
duas horas de incubacdo em meio sem (0 Ul 2h, em barras laranjas) ou com adicdo de heparina (10 Ul
2h, em barras amarelas). No eixo Y, sdo apresentadas as legendas da classificacdo dos espermatozoides
em mortos, ndo capacitados (NCA), capacitados (CA) e reagidos (RA). a-c: Letras diferentes em cada
coluna diferem significativamente (p<0,05).

EPercoll MOUIOh ®10UIOh ®m15 min MReagdo BOUIZh [D10UI2h

60 b

o

ab ab
45

o

ab ab
30 a C

bc

s ab

MORTOS NCA CA RA

Tabela 2- Resposta média (%) de espermatozoides bovinos apés a inducdo da capacitagdo com 10 Ul/mL de
heparina e da reacdo acrossémica com 1 uM de célcio ion6foro (A23187)

Indutor da reacao (%)

Tempo de incubagio Calcio Ionoforo

Caracteristicas espermaticas Segregacio 15 min (t15)
Mini-Percoll (%) (%) Célcio iono6foro
1 uM
Mortos 82 122 162
N3o capacitados 472 352 29°
Capacitados 342 382 262
Acrossomas reagidos 128 152 29°

ab: | etras diferentes em cada linha diferem significativamente (p<0,05).
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Na producéo in vitro de embrifes bovinos, um total de 1.033 odcitos (variando de 66 a
300 nas seis replicacdes) foi submetido a MIV, obtendo-se uma taxa de maturacdo in vitro de
64% (473/687, taxa calculada pela visualizagdo dos corpusculos polares dos odcitos desnudos
18-20 h apos o inicio da MIV, para a ativacao partenogenética ou FIV-ZF), variando de 43 a
74%. O controle da ativacdo oocitéria, caracterizada pela presenca de 1 ou 2 pronucleos (1PN
ou 2PN) nos partenotos, foi avaliado nas rotinas 1 e 2 da mesma forma e no mesmo momento
(18 hpf) da determinagdo da taxa de fecundacgdo dos odcitos submetidos a FIV. A taxa de
ativacdo (47%, 15/32) nao diferiu das médias das taxas de fecundagé@o dos grupos de odcitos
com ou sem ZP (40 e 44%, 72/178 e 45/102, respectivamente). Também na rotina 2, parte das
estruturas foi cultivada in vitro para a avaliacdo da taxa de clivagem, resultando em 53 e 64%
(8/15 e 9/14 para a FIV convencional e ZF, respectivamente), ndo havendo diferenca estatistica
entre 0s grupos. As taxas de fecundacdo observadas apos a fixacdo e coloragdo das estruturas
nas seis rotinas ndo diferiu entre os grupos de o6citos intactos (40%, variando de 16 a 86%) e

sem zona peldcida (44%, variando de 29 a 65%; Figura 6).

Figura 6- Taxas de ativacdo partenogenética, de fecundag&o in vitro convencional (FIV) e de fecundag&o in vitro
sem zona peldcida (FIV ZF) em bovinos (p=>0,05).
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45

45/102
72/178 (44)
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30
15
0
Partenotos FIV FIV ZF

As taxas de oocitos em metafase Il ndo diferiram entre os grupos, sendo de 53% (17/32)
para 0s 00citos ativados partenogeneticamente, 52% (93/178) para a FIV convencional, e 49%

(50/102) para a FIV sem ZP (Tabela 3). Da mesma forma, a taxa de odcitos fecundados mas
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nédo ativados foi igual para os dois grupos de FIV (8 e 3% para a FIV convencional e sem a

presenca da ZP (zona free), respectivamente).

Tabela 3- Avaliacdo da configuracdo de cromatina em o6citos bovinos com e sem zona pelicida 18 h apés a

fecundacéo in vitro

Fecundagao in vitro (FIV)

3 Partenotos
Cgﬁ%:ﬂ?:ggg c61a Odcitos com zona peltcida Odcitos sem zona peltcida
cromatina Total Total N&o ativados Total Néo ativados
n (%) n/n (%) n/n (%) n/n (%) n/n (%)
A A aA B
Cromatina em MII 17/32 (53)"  93/178 (52"  15/17g (g 50/102 (49) 3/102 (3)
1 prondcleo (1IPN) 13/32042)2  19/178 (1) . 16/102 (16)° ]
2 prontcleos (2PN) 2132 (6)a 52178 (29) - 32/102 (31)® -
Polispermia - 21/178 (12)*4 - 2/102 (2)% -
Média de espermatozoides - 2 - 40 -

aderidos ao oolema

ab.¢: [ etras diferentes em dentro de cada coluna diferem significativamente (p<0,05).
ABLetras diferentes em dentro de cada linha diferem significativamente (p<0,05).

A tabela 3 revela que as taxas de fecundacao polispérmica foram maiores nos odcitos
com ZP (12%) em comparagdo aos odcitos sem zona pelicida (2%). J& a média de
espermatozoides ligados ao oolema foi maior nos o0citos sem zona pelucida (40
espermatozoides por odcito contra 2 nos odcitos com ZP). A taxa de od4citos com ativacao
espontanea, apresentando um pronucleo, ndo diferiu entre os grupos (11 e 16% nos odcitos com

e sem zona pelUcida, respectivamente).
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6 DISCUSSAO

Parrish et al. (1986) ressaltaram que a criopreservacao altera a viabilidade dos
espermatozoides, resultando em menor sobrevivéncia em cultivo quando comparados com
espermatozoides provindos diretamente do ejaculado. Os dados do presente experimento,
revelaram uma reduzida mortalidade espermatica apds o descongelamento que se mantiveram
baixas mesmo ap0s o processamento do sémen e a incubacdo (Tabela 1), o que corrobora as
taxas de mortalidade dos espermatozoides bovinos descritas por outros autores (ASSUMPCAOQ
etal., 2002; RIBEIRO-PERES et al., 2014; BARRIGA, 2019; SANGUINET, 2020).

A capacitacdo espermética provavelmente inicia durante o processo de diluicdo e
congelamento do sémen bovino, que pode promover alteracdes na membrana espermatica ou
até mesmo danos devido ao transito dos agentes crioprotetores (MCINTYRE et al., 1974; GAO
etal., 1997; RICKER et al., 2006; STOREY & STOREY, 2017). O processo de capacitacdo in
vitro ocorre com a segregacao dos espermatozoides viaveis através de um gradiente de Percoll
(cerca de 10-15%), que, por fim, acaba por remover proteinas descapacitantes provindas do
plasma seminal (ALFRADIQUE et al., 2019). De acordo com o presente este estudo,
observamos que 0s espermatozoides provindos diretamente do congelamento e que passaram
pelo processo de Mini-Percoll ja mostravam certo grau de capacitacdo espontanea (37%), isto
antes mesmo da inducdo in vitro com heparina, agente capacitante (Tabela 1), em porcentagem
semelhante a encontrada por Alfradique et al. (2019) e menor que a encontrada em um estudo
prévio de nosso laboratério (SANGUINET, 2020). O presente trabalho ndo apresentou
diferencas significativas entre as taxas de capacitacdo espermatica comparando as diferentes
etapas de avaliacGes. A taxa de espermatozoides capacitados ap6s a inducdo com heparina foi
menor que a descrita por ASSUMPCAO et al. (2002) e em trabalho anterior de nosso
laboratorio (SANGUINET, 2020).

A capacitacéo e a reagdo acrossomica in vitro podem induzidas por meio de diferentes
tratamentos (GRAHAM, 1996, BIRD et al., 1989). Ap0s a capacitacdo, um sinal primario que
determina o inicio da reagdo acrossdmica é uma alteracdo na permeabilidade da membrana
plasmatica dos espermatozoides ao célcio. Levando em consideracdo esta observacao o uso de
iondforos de cétions divalentes, como o A23187, sdo utilizados para induzir artificialmente a
entrada de calcio nos espermatozoides, resultando na reacdo acrossdmica em espermatozoides

bovinos (TRIANA et al., 1980). Espermatozoides com reacdo acrossomal induzida ja foram
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utilizados em ensaios de penetracdo de odcitos sem zona peltcida (YANAGIMACHI, 1981,
GRAHAM, 1996, GRAHAM; FOOTE; HOUGH, 1987, LANDIM-ALVARENGA et al.,
2001), a qual € uma ferramenta valiosa na avaliacdo de espermatozoides capacitados e reagidos
in vitro. A taxa de penetracdo espermatica depende da concentracdo do calcio ion6foro, uma
vez que pode influenciar em uma maior ou menor taxa de espermatozoides reagidos
(GRAHAM, 1996, GRAHAM; FOOTE; HOUGH, 1987).

Neste experimento as taxas de fecundacdo entre os odcitos com e sem zona pelicida
ndo diferiram, assim como ndo diferiram das taxas de ativacdo dos partenotos do grupo
controle. Apesar disto, as taxas de fecundagédo se encontraram abaixo do esperado segundo a
literatura, (80%; de acordo com o revisado por LONERGAN; FAIR, 2016). A taxa de ativacao
partenogenética esteve de acordo com resultados obtidos por Wang et al (2008) e Meo et al
(2007) utilizando apenas ionomicina. A média de maturacdo oocitaria neste experimento
também foi baixa (64%) se considerarmos a taxa de 90% que seria esperada (revisado por
LONERGAN; FAIR, 2016). No entanto, trabalhos anteriores de clonagem realizados em nosso
laboratorio obtiveram taxas semelhantes de maturacéo que resultaram em ativacéo e clivagem
normais no grupo controle de partenotos, sugerindo que a maturacdo dos odcitos ndo foi o
limitante para o desenvolvimento dos zigotos neste experimento (GERGER et al., 2010;
RIBEIRO et al., 2009; FORELL et al., 2008). Em adicdo, a avaliacdo realizada 18 a 20 h ap0s
0 inicio da MIV também tende a resultar em uma taxa menor de maturacao do que se realizada
com 24 h. E possivel entfo que a taxa de fecundacio néo tenha chegado no esperado pela menor

taxa de capacitacdo espermatica, como ja descrito.

Ao contrario do relatado por HANADA e CHANG (1976) se observou uma maior taxa
de fecundacdo polispérmica nos od6citos intactos, contrariando a observacdo de que a zona
pellcida é a maior barreira do odcito contra a polispermia (Tabela 3). A polispermia deveria,
portanto, aparecer em maiores taxas nos o0citos submetidos ao procedimento de FIV sem zona
pellcida, e ndo no grupo de FIV convencional. Na FIV de algumas espécies, como nos suinos,
o fendbmeno da polispermia é comum, constituindo um dos principais problemas na
implementacdo desta biotécnica na espécie (SJUNNESSON, 2020). Também se sabe que
quando a zona pelicida é removida, a especificidade a fecundacdo é reduzida
(YANAGIMACHI, 1981), como mencionado acima, 0 que permite que 0s espermatozoides
entrem em grande quantidade no citoplasma do oécito (HANADA; CHANG, 1976).
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Uma possivel explicacdo para este resultado incomum seria a acdo da protease, enzima
utilizada para a remocdo da ZP, sobre proteinas de adesdo e fusdo dos espermatozoides
presentes na membrana do o6cito (HANADA; CHANG, 1972). Outra possibilidade se baseia
no observado por Bianchi et al. (2014), que demonstraram que a proteina de ligacdo oocitaria
JUNO ¢ rapidamente translocada da superficie da membrana para vesiculas no espaco
perivitelinico ap6s a fecundacdo, neutralizando as proteinas de ligacdo da membrana
espermatica e impedindo a ligacdo dos gametas masculinos ao oolema, constituindo uma forma
de bloqueio a polispermia. A alta taxa de fecundacdo polispérmica nos odcitos com zona
pellcida ainda precisa ser melhor investigada, mas pode estar relacionada a maturacéo
citoplasmatica ineficiente, resultando em incompeténcia na liberacdo dos granulos corticais
(GONGALVES; FIGUEIREDO; FREITAS, 2008).

Também supomos que a indugdo in vitro da reacdo acrossomica pode ndo conferir
eventos fisioldgicos que permitam a translocacdo adequada das proteinas na superficie do
espermatozoide, fundamentais para adesao e fusdo com o gameta feminino, localizadas na zona
equatorial espermatica (SATOUH et al., 2012). Outra explicacdo pode estar associada a
liberacdo prematura do conteudo dos granulos corticais, no qual ha a presenca de diversas
proteases, que por sua vez podem ter alterado a estrutura das proteinas de adeséo e fuséo,
impedindo a adesdo e fusdo de outros espermatozoides (HOODBHOQOY; TALBOT, 1994),
mecanismo proposto por Austin e Braden em 1956 e validado por Barros e Yanagimachi (1971)

como adicional ao processo de bloqueio a polispermia.
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7 CONCLUSOES

a) O modelo de fecundagdo in vitro de oocitos bovinos sem zona pellcida utilizando
espermatozoides bovinos de sémen congelado ap6s inducdo in vitro da capacitacdo e da
reacao acrossomica permitiu a fecundacdo monospéermica de odcitos, com baixas taxas de

polispermia.

b) Ainda sdo necessarios ajustes nos protocolos de inducdo da capacitacdo e da reacdo

acrossbmica in vitro.

c) As taxas semelhantes de fecundacéo in vitro de oocitos bovinos com e sem zona pellcida
demonstram que o0 modelo de FIV bovina sem zona é um modelo promissor para a aplicagdo
em estudos que acercam a fecundacdo e desenvolvimento embrionario em diferentes

espécies mamiferas.
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