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RESUMO

Estudou-se o efeito da concentragdo espermatica e periodo de incubagdo e da interacdo dessas
caracteristicas sobre a fecundag@o in vitro (FIV) usando-se s€émen de touros Guzera. Odbcitos (n=1146)
maturados in vitro foram divididos em tratamentos objetivando a FIV, em esquema fatorial 3x2x2 (trés
touros - A, B e C, duas concentragdes espermaticas - 2 e 4x10° espermatozéides/ml e dois tempos de
incubagdo 12 e 18 horas). Utilizaram-se espermatozoides viaveis obtidos por swin-up. A FIV foi realizada
em meio fert-talp com heparina, em incubadora com 5% de CO, e 95% de umidade, a 38,5°C. Apos
incubagdo, 50% dos odcitos foram fixados e corados para determinagdo das taxas de penetracdo,
fecundagdo monoespermatica e poliespermia. O restante foi co-cultivado com células da granulosa em
meio CR2aa por oito dias, avaliando-se a taxa de clivagem e a producao de blastocisto. Houve maior taxa
de penetragio (P<0,05) na concentragdo de 4x10° espermatozéides/ml por 18 horas (64%), e ndo se
observou diferenga (P>0,05) entre os demais tratamentos. A taxa de poliespermia foi maior (P<0,05) na
concentragdo espermatica de 4x10°, independente do tempo de incubagdo. Na concentragio espermatica
mais alta, a taxa de poliespermia foi maior no tempo de incubagdo de 18 horas (P<0,05). O touro A
apresentou menor (P<0,05) taxa de poliespermia em relagdo aos demais. Ainda, no touro A a taxa de
clivagem foi maior (P<0,05) que no touro B, enquanto o C mostrou-se semelhante tanto ao A quanto ao
B. O tempo de incubagdo, a concentracdo espermatica e a interacdo das varidveis influenciaram as taxas
de penetragdo e poliespermia, sem interferir na taxa de fecundagdo monoespermatica e na produgao de
blastocistos.
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ABSTRACT

The effects of sperm concentration, incubation period and their interaction on in vitro fertilization (IVF)
using sperm of Guzera bulls were evaluated. In vitro matured oocytes (n=1146) were allotted to IVF
treatments in a factorial scheme 3x2%2 - three bulls (A, B and C), two sperm concentrations (2 and
4x10° spermatozoa/ml) and two incubation periods (12 and 18h). Viable spermatozoa were obtained by
swim-up. The IVF was performed using in Fert-Talp medium with heparin, on incubator with 5% CO,
and 95% humidity, at 38.5°C. After the incubation, 50% of oocytes were fixed and stained to determine
penetration, monospermic fecundation and polyspermy rates. The remainder was co-cultured with
granulosa cells in CR2 medium for eight days to evaluate cleavage and embryo production rates. The
penetration rate was higher (P<0.05) for sperm concentration of 4x10° spermatozoa/ml incubated for 18
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hours (64%), and no differences (P>0.05) among remainder treatments were observed. The polyspermic
rate (P<0.05) was higher for higher sperm concentration and incubation period. Bull A showed the
lowest (P<0.05) polyspermy rate. Bulls A and C showed higher (P<0.05) cleavage than bull B.
Incubation period, sperm concentration, and interaction of these two factors influenced penetration and
polyspermy rates, without any effect on monospermic fecundation rates and embryos production.

Keywords: beef cattle, Guzera, in vitro fertilization, incubation period, sperm concentration

INTRODUCAO

Para o sucesso de um sistema de producdo
in vitro de embrides (PIVE), € necessario
um processo de fecundacdo in vitro (FIV)
eficiente, capaz de proporcionar alta taxa de
penetracdo, reduzindo o nimero de fecundagoes
anormais. A poliespermia tem sido a alteragdo
mais freqiiente na FIV (Long et al., 1994; Ramos
et al.,, 2000; Camargo et al., 2001). Outra
alteragdo possivel ¢ a diminui¢ao do potencial de
desenvolvimento do oo6cito provocado por
enzimas hidroliticas e radicais livres liberados
pelos espermatozoides (Rehman et al., 1994).
Concentragdo espermatica e periodo de
incubagdo inadequados podem  ocasionar
aumento na taxa de poliespermia e maior tempo
de contato do oocito com substincias toxicas
liberadas pelos espermatozoides, prejudicando o
desenvolvimento embriondrio posterior (Long et
al., 1994; Camargo et al., 2001).

Sabendo-se das diferengas entre as ragas taurinas
e zebuinas quanto a fertilidade em sistemas de
PIVE (Brackett e Keskintepe, 1996), torna-se
desaconselhavel utilizar resultados obtidos
em animais europeus para comparagdo com
animais de ragas zebuinas. Varios estudos
procuraram estabelecer o tempo de incubagdo
odcito-espermatozoide e a concentragdo minima
de sémen ideais para que ocorra maior
nimero de fecundagdes monoespermaticas e,
conseqiientemente, maior producdo de embrides,
entretanto pouca informacao existe a respeito das
racas zebuinas (Watanabe et al., 1996; Ramos et
al., 2000; Camargo et al., 2001), e quase
nenhuma na raga Guzerd (Camargo et al., 2000).
Devido a importancia dessa raga como animal
puro ou em cruzamentos para producdo de
mesticos, ha a necessidade do estudo de
protocolos de PIVE para animais Guzera,
visando contribuir para o progresso genético da
raca.

O objetivo deste trabalho foi testar diferentes
concentragdes  espermaticas e tempos de
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incuba¢do do sémen de touros da raga Guzera
com od6citos oriundos de matadouros, na
presenga de heparina, para verificar qual o
protocolo com maior eficiéncia sobre a taxa de
fecundacao, clivagem e obtencdo de embrides até
o estadio de blastocisto.

MATERIAL E METODOS

Os odcitos utilizados foram aspirados de ovarios
de fémeas mesti¢as provenientes de matadouro.
Os ovarios foram transportados em garrafas
térmicas, contendo solugdo fisiologica (0,9%
NaCl e 0,1g/l de sulfato de estreptomicina), a
temperatura entre 30 e 34°C, por um periodo de
até trés horas apds a coleta.

Os foliculos que apresentavam diametro superior
a 3mm foram puncionados, e o conteudo
depositado em calice conico contendo Talp
Hepes  (Baviester et al, 1983), a
aproximadamente 37°C. Apds a decantagdo, os
oocitos que apresentavam células do cumulus
oophorus compacto com no minimo trés
camadas e citoplasma homogéneo foram
selecionados.

Um total de 1146 odcitos foram maturados in
vitro em placas de Petri contendo 3ml de meio
TCM199 acrescido de 10% de soro da vaca em
cio e 20pug/ml de FSH, conforme Costa (1994).
A maturagdo foi realizada por 24 horas em estufa
incubadora a temperatura de 38,5°C e 95% de
umidade, com 5% de CO, em ar atmosférico.

Os odcitos maturados foram submetidos & nova
selegdo, sendo descartados aqueles que ndo
haviam expandido o cumulus oophorus € os que
haviam degenerado; o restante foi levado a
fecundagdo in  vitro. O  delineamento
experimental foi inteiramente ao acaso, com
cinco repeti¢cdes. Os tratamentos consistiram de
um fatorial 3x2x2 ( touro, concentragao
espermatica, tempo de incubacdo). Foram
utilizados os touros A, B e C da raca Guzera,
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as concentragdes espermaticas de 2x10°
espermatozoides/ml e 4x10° espermatozéides/ml
e os tempos de incubagdo de 12 e 18 horas.

O sémen foi descongelado em banho-maria a
37°C por 30 segundos e avaliado quanto ao vigor
e motilidade. Espermatozdides viaveis foram
obtidos pela técnica do swim-up (Parrish et al.,
1985) e distribuidos aleatoriamente pelos
tratamentos.

A fecundacdo foi realizada em gotas de 100ul de
meio  Fert-Talp acrescido de  heparina
(100pg/ml), cobertas com 6leo mineral e logo
em seguida colocadas em estufa de CO, nas
mesmas condi¢des da maturagao.

Apds o periodo de fecundagdo, 50% dos
possiveis zigotos foram fixados em ldminas para
avaliacdo da taxa de fecundagdo, preparadas
segundo Costa (1994). Avaliou-se a fecundagio
pela presenca dos prontcleos feminino e
masculino ou de dois conjuntos cromossdmicos
com a presenga da cauda do espermatozoide.
Foram considerados poliespermaticos zigotos
que apresentavam mais de dois pronucleos, e
como ndo fecundados os com auséncia de
pronucleos (Costa, 1994; Xu e Greve, 1988). O
restante das estruturas foi cultivado em gotas
com 100ul de meio quimicamente definido
(CR2) em co-cultivo com células da granulosa
adicionado com 3g/l albumina sérica bovina e
10% de soro de vaca em cio, em estufa com 5%
de CO,, 95% de ar atmosférico, 95% de umidade
a 38,5°C. O meio de cultivo foi renovado a cada
48 horas. A taxa de clivagem foi avaliada com 72
horas e a de blastocisto oito dias pos-
inseminagao.

A avaliagdo estatistica baseou-se na analise de
varincia, utilizando o Statistical Analisys System
(User’s..., 1985) em modelo que incluiu os

efeitos de touro, o tempo de incubagdo, a
concentragdo espermatica e as interagdes entre
esses fatores. As médias das taxas de fecundagao
mono e poliespermaticas e de clivagem e a
producdo de blastocistos foram corrigidas pelo
método dos quadrados minimos, e utilizou-se o
teste Student Newman Kuels para comparagdo
entre médias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao se observou aumento da taxa de fecundagdo
monoespermatica entre as  concentragdes
espermaticas e os periodos de incubacdo
avaliados (P>0,05), o que refletiu em taxas de
clivagem e de blastocistos semelhantes (P>0,05)
(Tab. 1). As Tab. 2 e 3 mostram os resultados da
interagdo entre o tempo de incubagdo e a
concentragdo espermatica, e nelas observa-se que
o aumento da concentragdo espermatica
concomitante com a elevagdo do tempo de
incubagdo resultou em maior taxa de penetracdo
espermatica e poliespermia (P<0,05), sem no
entanto afetar as demais caracteristicas. Ha
relatos de que o aumento no tempo de incubagio
promove aumento na penetragdo espermatica.
Segundo Tajik e Niwa (1998), o aumento ocorre
proporcionalmente ao tempo entre 16 e 22 horas
de exposicdo dos oocitos aos espermastozoides.
Resultados semelhantes, observados por Ramos
et al. (2000) na raga Gir, mostram que o ajuste
entre concentragdo espermatica e tempo de
incubagdo durante a fecundagdo in vitro pode
contribuir para a redugdo da taxa de
poliespermia. Camargo et al. (2002), ao
avaliarem sémen de touros da raga Gir, também
observaram aumento da poliespermia na
concentragio espermatica de 4x10° células/ml. O
resultado deste trabalho, quando comparado com
os da literatura citada, sugere que o sémen da
raca Guzera comporta-se de maneira semelhante
ao da raga Gir, durante a fecundagao in vitro.

Tabela 1. Taxas de fecundagdo, de clivagem e de producdo de blastocistos (%), segundo o tempo de
incubagio e a concentragdo espermatica ( X =EP) do sémen de trés touros da raga Guzera

Tempo de incubagdo n' Fecundagdo monespermatica  n° Clivagem Blastocisto
12 285 44,05+1,72° 593 47,861+4,14° 17,40+2,41°
18 332 46,60+1,86° 553 52,96+4,46" 19,2342,41°
Concentragdo espermatica

2x10° sptz/ml 291 45,84+1,96° 549 47,52+43,61° 18,28+2,64°
4x10° sptz/ml 326 44,8142,10° 597 52,41+4,90° 18,36+2,18°

Letras distintas na coluna indicam diferengas entre os valores (SNK; P<0,05).
'Total de odcitos fixados em laminas para a avaliagdo da fecundacio monoespermatica.
*Total de odcitos mantidos em cultivo para avaliagio da clivagem e produgio de blastocistos.
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Tabela 2. Interacdao tempo de incubagdo versus
concentragdo espermatica sobre a taxa de
penetragdo (X £EP) do sémen de trés touros da
raca Guzera

Concentragao Tempo de incubagdo
espermatica 12 18

2,0 x 10°sptz/ml ~ 49,25+2.25 aA  52,41+2,16aB
4,0 x 10°sptz/ml ~ 52,63+2,61bA  65,1442,39aA

Na linha a>b; na coluna A>B (SNK; P<0,05).

Tabela 3. Intera¢do tempo de incubagdo versus
concentragdo espermatica sobre a taxa de
poliespermia (X +EP) do sémen de trés touros
Guzerd

Concentragao Tempo de incubagdo
espermatica 12 18
2,0x10° sptz/ml 1,70+0,64aB 3,06+0,98aB
4,0x10° sptz/ml  4,93+0,44bA  11,18+1,52aA

Na linha a>b; na coluna A>B (SNK; P<0,05).

Apesar de alguns autores comentarem que
concentragdes espermaticas elevadas também
aumentam a taxa de monospermia (Rehman et
al., 1994; Sacki et al., 1995), tal fato ndo foi
observado neste trabalho. A manutencio de taxas
de monospermia semelhantes entre
concentragdes € a interagdo concentragdo versus
tempo pode ser atribuida ao aumento da
penetracdo  espermatica acompanhado pelo
aumento da poliespermia, evitando o aumento da
monospermia, semelhante ao observado por
Long et al. (1994).

A maior taxa de poliespermia (P<0,05)
observada na interacdo maior concentra¢iao
versus tempo de incubagdo (Tab. 3) pode ser
atribuida a alteracdes na integridade dos oocitos,
conseqiientes do aumento do tempo de
incubagdo. Essas alteragdes podem ter causado
um decréscimo na efetividade do exudato dos
granulos corticais e/ou alteragdo da zona
pelicida, e de sua resposta ao exudato dos
granulos corticais, o que levaria a diminui¢do na
eficiéncia da reacgao cortical e,
conseqiientemente, do bloqueio da poliespermia
(Long et al, 1994). Em alta concentragdo
espermatica, possivelmente, existe alto teor de
enzimas hidroliticas no meio de fecundacdo,
liberadas pela presenca de espermatozdides a
mais do que o necessario, o que também pode
provocar poliespermia, uma vez que essas
enzimas em excesso podem facilitar a penetragdo
de mais de um espermatozoéide (Ramos et al.,
2000).
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A manutengdo de baixa taxa de poliespermia ¢
importante durante a fecundagdo, pois leva a
producdo de embrides triploides, os quais
normalmente ndo alcancam o estidio de
blastocisto.

A auséncia de efeito da concentragdo
espermatica (P>0,05) na fecundagido in vitro
sobre a taxa de clivagem (Tab. 1) também foi
observada por Camargo et al. (2000). Esses
autores ndo verificaram aumento na taxa de
clivagem com concentragdes entre 1 e 4x10°
espermatozdides/ml, contudo, na concentracao
de 0,5x10° células /ml a clivagem foi menor.
Esses resultados sugerem que concentragdes
entre 1 e 2x10° espermatozdides/ml sio mais
adequadas para a FIV com sémen de touros da
raga Guzera, mantendo, assim, a taxa de
clivagem sem aumentar a taxa de poliespermia.

A manipulacio do tempo de incubagdo
isoladamente ndo parece ser um fator limitante
ao sucesso da fecundac¢do in vitro com sémen de
touros Guzerd, uma vez que nao se observou
diferenca (P>0,05) nas varidveis taxas de
clivagem e de blastocisto com 12 e 18 horas de
incubagdo odcito:espermatozoides. Resultados
semelhantes foram observados por Dode et al.
(1998), Ramos et al. (2000) e Camargo et al.
(2002), todos utilizando sémen de touros zebu.
Considerando-se que as primeiras penetragdes
espermaticas ocorrem proximo de 6h apdés o
inicio de cultivo de fecundagdo in vitro (Xu e
Greve, 1988), 12 horas de cultivo parecem ser
suficientes para se atingir uma taxa de clivagem
e produgdo de blastocistos otimizada,
concordando com outros autores (Ward et al.,
2002).

A interacdo concentracdo espermatica versus
tempo de incubagdo ndo interferiu nas taxas de
clivagem e de blastocistos  (P>0,05),
semelhantemente ao encontrado por Watanabe et
al. (1996) e Ramos et al. (2000), que utilizaram
maiores  concentragdes  espermaticas  na
fecundagdo in vitro em touros Nelore e Gir,
respectivamente. Entretanto, Camargo et al.
(2002) observaram aumento na taxa de clivagem
ao utilizarem maior concentragdo associada a
elevado tempo de incubagdo. Diferengas entre
trabalhos podem ser atribuidas as condi¢des de
cultivo durante a fecundacéo in vitro, induzindo
a partenogénese (Martini et al, 2000) e a
poliespermia (Chian et al., 1992). Embrides
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partenogenéticos e oriundos de fecundagao
poliespermatica dividem-se, mas raramente
atingem estadio de blastocistos (Gordon, 1994),
provocando aumento da clivagem.

Ao comparar os resultados dos touros utilizados
neste experimento, verificaram-se diferengas
quanto as taxas de poliespermia e de clivagem
(P<0,05), sem alteracdo nas taxas de penetracao,
fecundagdo monospermatica ¢ de blastocistos
(Tab. 4). Diferengas de fertilidade entre touros
tém sido identificadas, tanto a campo como em
testes in vitro (Marquant-Le Guienne et al.,
1990; Rodriguez-Martinez e Larsson, 1998;
Brahmkshtri et al., 1999). Sémen de touros com
caracteristicas morfoldgicas semelhantes pode
apresentar diferentes resultados na fecundacao in
vitro, por apresentar diferente habilidade em

capacitar durante o cultivo in vitro. Isso,
provavelmente, ¢ atribuido a presenga ou nao de
proteinas associadas a fertilidade (Bellin et al.,
1998; McCauley et al., 2001), ou a diferenca de
velocidade dos espermatozodides em fertilizar,
proporcionando embrides de melhor qualidade
para os touros cuja fecundagdo inicia-se mais
cedo (Ward et al., 2002). Para touros da raca Gir,
verificou-se que a elevagdo da concentragdo
espermatica diminuiu a diferenga entre touros
quanto as taxas de clivagem e de blastocistos
(Camargo et al., 2002). Essas informagdes
sugerem que as diferencas na fecundacao in vitro
entre  touros podem ser minimizadas,
manipulando-se a concentracdo de agentes
indutores da capacitagdo e a concentracdao
espermatica.

Tabela 4. Taxas de penetragdo, fecundagio, poliespermia, clivagem e produgio de blastocistos (X +EP),

segundo o touro, na raga Guzera

2

Concentragio n' Penetracdo Fecundagdo Poliespermia  n Clivagem Blastocisto
espermatica monespermatica

A 224 52,63 +2,76a 47,64 £ 191a 3,13£0,83b 399 59,08 +7,20a 18,00+29la
B 163 57,56 +2,94a 45,02 +2,86a 6,13+1,30a 317 40,76 +2,85b 15,48 £2,51a
C 252 5439+ 1,59a 43,30 £ 1,63a 6,39+1,39a 430 50,05+3,90ab 21,47 +3,31a

Letras distintas na coluna indicam diferengas entre os valores (SNK; P<0,05).
'Total de odcitos fixados em laminas para a avaliagio da penetragio, fecundagio monoespermatica e poliespermia.
*Total de o6citos mantidos em cultivo para avaliagio da clivagem e produgdo de blastocistos.

CONCLUSOES

O tempo de incubagdo e a concentragdo
espermatica nao tém efeito sobre a fecundacdo
monoespermatica e a produgdo de blastocisto em
animais da raca Guzerd. Ha necessidade da
avaliacdo do sémen antes de ser utilizado na FIV,
em razdo da diferenga entre touros quanto as
taxas de poliespermia e clivagem.
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