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RESUMO

A polispermia é o fenbmeno patolégico mais comum observado durante a fertilizagao
de ovdcitos, sendo que na espécie suina esta apresenta maior incidéncia, tanto in vivo
quanto in vitro. A fertilizacdo in vitro é uma técnica que permite o estudo dos
mecanismos pelos quais os ovocitos bloqueiam a polispermia, fato de grande
importancia, uma vez que em suinos, sua ocorréncia supera 50% do total de ovocitos
penetrados. In vitro a polispermia se deve a inimeros fatores, sendo que dentre esses,
sdo indicados, a fertilizacdo de y ovocitos imaduros e/ou velhos, a alta concentragdo de
espermatozdides capacitados utilizados, a ocorréncia de falhas no processo de reacdo da
zona pelucida apés a penetracdo espermatica e falhas na liberacdo dos granulos
corticais. Por outro lado, estudos in vitro tém avaliado o papel das células e secrecdes
do oviduto e também do fluido folicular pré-ovulatério em bloguear a polispermia em
suinos. Além também da adicdo de inumeras moléculas aos meios de cultivo na
tentativa de se diminuir os elevados indices de penetracdo polispérmica durante a
realizacdo da técnica de fertilizacdo. Outros fatores de relevada importancia nas taxas de
penetracdo polispermica sd&o o controle do pH e dos niveis de célcio dos meios
utilizados, a utilizacdo de elevadas temperaturas durante a fertilizacdo e também a
permanéncia de elevadas concentracGes de ions potassio, muito importantes para um
adequado processo de hipermotilidade, capacitagdo e reacdo acrossdmica. Assim,

condicBes subdtimas nestas caracteristicas tambem induzem a um aumento das taxas de
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fertilizacdo polispérmica. Portanto, o principal problema da fertilizagéo in vitro é a alta
incidéncia de polispermia e consequentemente, baixas taxas de desenvolvimento
embrionario. Devido a isso, 0 suino € umas das espécies de escolha, para o estudo dos
mecanismos que envolvem a polispermia, inclusive em outras espécies.

Palavras chave: Fecundagdo in vitro. Maduracdo in vitro. Monospermia. Ovdcitos

suinos.

ABSTRACT

Polyspermy is the most common pathological condition observed during the
fertilization of oocytes and, in pigs its present greatest incidence, both in vivo and in
vitro. In vitro fertilization is a technique that allows the study of the mechanisms by
which the oocytes to block polyspermy, a fact of great importance, since in pigs, their
occurrence exceeds 50% of oocytes penetrated. In vitro, the polyspermy occur due to
several factors, and among those, are indicated, the fertilization of immature and/or
aged oocytes, the high sperm capacitated concentration used, the failures in the process
of reaction of the zona pellucida after the sperm penetration and failures in the release
of cortical granules. Furthermore, in vitro studies have evaluated the role of cells and
secretion of the oviduct and also the preovulatory follicular fluid in blocking the
polyspermy in pigs. The addition of numerous molecules to the culture media in attempt
to decrease the high rates of polyspermic penetration during the technique have also be
performed. Other factors of high importance in the polyspermic penetration rates are the
pH control and the calcium levels in the media used, the use of elevated temperatures
during the fertilization and also the stay of high concentrations of potassium ions, very
important for a appropriate hypermotility process, capacitation and acrosome reaction.
Thus, suboptimal conditions in these characteristics also induce an increase in
polyspermic fertilization rates. Therefore, the main problem of the in vitro fertilization
is the high incidence of polyspermy and consequently low rates of embryonic
development. Because of this, the pig is one species of choice for studying the
mechanisms that involve the polyspermy, including in other species.

Key words: In vitro fertilization. In vitro maturation. Monospermy. Pig oocytes.
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INTRODUCAO

A fertilizacdo in vitro (FIV) é uma biotecnologia em que todos 0s processos
fisiolégicos de maduracdo folicular, fecundacdo e desenvolvimento embrionario sdo
obtidos em laboratdrio (in vitro), fora do corpo animal (LONG et al., 1999). Define-se
como a unido ou co-cultivo de espermatozoides capacitados e ovocitos maduros de
forma que a penetracdo espermaética tenha lugar fora do organismo materno (KOO et al.,
2005).

Essa técnica € utilizada para estudos relacionados a fecundacdo, funcéo
espermatica, maduracdo de ovocitos, sistemas de capacitagdo de espermatozoides,
mecanismos envolvidos na interacdo entre gametas e o estudo dos sinais que intervém
no processo de desenvolvimento e diferenciacdo do embrido. Todos esses aspectos de
grande importancia, tanto nas espécies animais como na humana (COY; ROMAR,
2002; ALMINANA et al., 2005).

A fertilizacdo monospérmica € um passo essencial para o processo reprodutivo
em suinos (XIA et al., 2001). O bloqueio da polispermia é indispensavel para o sucesso
da fertilizacdo e sobrevivéncia dos embrides nesta espécie (COY; AVILES, 2010). De
acordo com Coy et al. (2008) o desenvolvimento de um futuro embrido depende da
capacidade do ovdcito proteger a si mesmo contra um excesso de espermatozoides e
invasdo de potenciais microorganismos patogénicos ou parasitas.

Apesar de existirem sucessos na obtencdo de suinos a partir da FIV, com o uso
de ovdcitos oriundos de foliculos ovarianos de fémeas abatidas em frigorificos, as
porcentagens de sucesso € 0 numero de leitbes obtidos ainda sdo baixos (NAGAI,
1996). Em termos de eficiéncia a técnica ndo esta muito bem evoluida (COY; ROMAR,
2002), sendo o principal entrave a um maior desenvolvimento da técnica os elevados e
indices de polispermia (TOKESHI et al., 2007). Devido a isso, estudos tém sido
conduzidos para se desenvolver métodos/procedimentos eficientes de maduracdo in
vitro (MIV), FIV, cultivo in vitro (CIV) para a producdo de embribes suinos viaveis
derivados destas biotécnicas (ABEYDEERA; DAY, 1997; COY; ROMAR, 2002;
SHERRER et al., 2004).

Diante do exposto, 0 objetivo da presente revisdo e descrever alguns fatores que

afetam a incidéncia da polispermia nos atuais sistemas de FIV em suinos.
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POLISPERMIA

A polispermia pode ser definida como a penetracdo de mais de um
espermatozoide dentro do ovocito durante o processo de fecundacdo (WANG et al.,
2003; BUTTEBIER et al., 2008). Geralmente é considerado um fendmeno patolégico
nos mamiferos (XIA et al., 2001). Na FIV, este acontecimento é observado por meio da
presenca de mais de dois pré-nucleos no interior do ovocito ou a presenca de varios
espermatozoides penetrados.

A fertilizacdo polispérmica gera um desenvolvimento anormal do zigoto e com
isso morte embrionaria recente ou um aborto espontaneo (COY; AVILES, 2010). Tém a
sua ocorréncia pouco frequente nos mamiferos domésticos, sendo que ocorre em outras
espécies de maneira fisioldgica, como por exemplo, nas aves (COY; ROMAR, 2002).

Em suinos, a polispermia tanto in vivo quanto in vitro, ocorre mais
frequentemente que nas demais espécies de mamiferos. Este acontecimento depende de
diversos fatores, tais como o ambiente da fecundacdo, a qualidade dos espermatozoides
e 0 numero de sitios de fertilizacdo, destacando é claro que em condices fisioldgicas a
sua ocorréncia ndo afeta os indices de nascimento (FAUSTINI et al., 2010). Por ter
ocorréncia frequente, a espécie suina é considerada modelo de estudo desta patologia
(COY etal., 2008).

A polispermia € um problema persistente durante a producdo in vitro de
embribes suinos. Por outro lado, sua incidéncia in vivo € menor que 5% (FUNAHASHI
et al., 2000). Wu et al. (2004) encontraram porcentagens de polispermia maiores que
65% do total de ovocitos madurados e penetrados in vitro. Ja os indices de polispermia
na FIV com ovdcitos obtidos a partir de lavagens do oviduto foi de 28%. O fato é que
elevados indices de polispermia ocorrem durante a FIV quando comparado a
fertilizagdo in vivo (COY; AVILES, 2010).

De acordo com Coy e Romar (2002), a polispermia é o evento mais importante
quando se trabalha com FIV, sendo que a mesma pode chegar a alcancar taxas que
variam de 40 a 60%, quando a porcentagem de ovocitos penetrados esteja proxima aos
100%. In vivo esta pode ter taxas de 30 a 40%, sendo que ndo se sabe até que ponto este

acontecimento pode ser considerado uma condicéo fisioldgica para a espécie suina e se
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0s ovdcitos suinos possuem algum mecanismo para remover 0s espermatozoides em
excesso no citoplasma (XIA et al., 2001).

Um sistema ideal de FIV de suinos deve ter taxas de penetracdo elevadas
(>80%) e baixa incidéncia de polispermia (<10%) (ABEYDEERA, 2002). Portanto, ¢
possivel verificar a importancia que tal fato representa para o processo como um todo.

De acordo com Coy e Romar (2002) pesquisas tém sido realizadas com objetivo
de diminuir as elevadas taxas de polispermia obtidas durante a FIV em suinos. Estas
pesquisas envolvem o estudo de diferentes meios de cultivo e modificagbes dos
mesmos, utilizacdo de diferentes concentracdes espermaticas e realizagcdo da FIV com
diferentes tempos de co-cultivo dos espermatozdides com 0s ovOcitos.

O bloqueio da polispermia em suinos esta localizado em dois locais, na zona
pellcida (ZP) e na membrana plasmatica do ovécito (XIA et al., 2001). Além disso,
diferentes regides do trato reprodutivo feminino, particularmente do oviduto, também
ajudam o ovdcito a se proteger do excesso de espermatozoides (COY; AVILES, 2010).

A ocorréncia da polispermia na FIV ocorre devido a inumeros fatores. Dentre
eles a fertilizacdo de ovocitos imaduros, a fertilizacdo de ovacitos velhos ja em processo
de degeneracdo, anormalidades durante a reacdo da ZP e na prdpria estrutura da ZP e
elevado nimero de espermatozoides capacitados em contato com o ovécito (WANG et
al., 2003).

FERTILIZACAO DE OVOCITOS IMADUROS

Os resultados da FIV ndo dependem apenas da qualidade do sémen, mas também
da qualidade dos ovdcitos que sdo utilizados (LI et al., 2003). Ovdcitos madurados in
vitro apresentam reacdo cortical menos correta que em condi¢des naturais, pois mostram
uma errbnea distribuicdo dos granulos ao redor do ovocito. Com isso, a liberacdo dos
granulos ap0s a penetracdo espermatica ndo é suficiente para que ocorra a reacao
cortical e consequente bloqueio da entrada de mais espermatozoides (BUREAU et al.,
2000; FUNAHASHI et al., 2000). Portanto, ovécitos imaduros ndo possuem adequada
habilidade de bloquear a penetracdo de excessivos espermatozoides durante a FIV
(LONG et al., 1999; COY; ROMAR, 2002).
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Na maioria dos mamiferos, a FIV de ovdcitos imaduros, quando comparados
com ovacitos maduros, gera altos indices de polispermia (WANG et al., 2003; COY et
al., 2008). Apos a fecundacdo um exame dos granulos corticais (GC) liberados pelos
ovocitos imaduros podem indicar uma penetracdo polispérmica devido a falhas de
maduracéo e liberacdo dos granulos apds a penetragdo de um espermatozoide (ROMAR
et al., 2005). Além disso, a falha no processo de maduracdo leva a uma falha de
liberacdo dos granulos e, também, incompleta ativacdo do ovocito para posterior
desenvolvimento dos pré-ntcleos (COY; AVILES, 2010).

Os ovocitos imaduros possuem uma incompleta ativacdo apOs a penetracdo
espermatica, porém, poucas hipoteses explicam este fendmeno (ASANO; NIWA, 2004).
A primeira hipotese é o baixo transito de calcio nos ovdcitos imaduros, ap6s a
penetracdo espermatica, quando comparado com ovécitos maduros. A menor entrada de
calcio no ovocito leva a baixa formacdo do segundo mensageiro 1,4,5-trifosfato de
inositol (IP3). Além disso, ovocitos imaduros ndo sdo sensiveis a estimulacdo de
ativacdo pelos aumentos das concentracdes de célcio intracelular (WANG et al., 2003).

A segunda hipotese € a incompleta migracdo dos GC para a periferia dos
ovécitos (KIM et al., 1997). Essa migracdo é fundamental para uma eficiente liberacao
dos mesmos apos a penetracdo espermatica (NAGAI, 1996). A terceira é a reducdo do
reticulo endoplasmatico cortical, que durante o processo de maduracéo, principalmente
na fase final, deveria estar em nimero aumentado. Os reticulos endoplasmaticos sdo 0s
principais reservatorios intracelulares de célcio (ABEYDEERA; DAY, 1997). Portanto,
menor quantidade de reticulos endoplasmaticos corticais, gera menor concentracdo de
fons célcio. Ovdcitos imaduros também possuem reduzidas reservas de calcio no
interior dos poucos reticulos endoplasmaticos. Com isso é mais susceptivel ndo s6 a
falhas no processo de ativacdo ap6s a penetracdo como também no controle da
polispermia (WANG et al., 2003).

A quarta hipdtese é a reducdo de receptores ovocitarios para IP3 no cértex dos
ovocitos imaduros. Durante o periodo final de maduracdo, os receptores de IP3 estdo
significativamente aumentados e, como 0s ovOcitos imaduros possuem poucos

receptores para este segundo mensageiro, estes sdo incapazes de responder
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adequadamente ao processo de ativagéo e posterior blogueio da polispermia (WANG et
al., 2003).

Portanto, varias mudangas ocorrem durante 0s processos de maduracdo do
ovocito, principalmente nas etapas finais deste processo. A maduracdo inclui o
desenvolvimento da habilidade do ovocito ser ativado e também a capacidade de
impedir a ocorréncia da polispermia (COY; AVILES, 2010).

FERTILIZACAO DE OVOCITOS VELHOS

A idade dos ovécitos € um fator importante para a ocorréncia ndo sO6 da
polispermia como também das baixas taxas de penetracdo e eficiéncia da FIV (COY;
ROMAR, 2002). O tempo de vida funcional para que o ovécito consiga bloquear a
ocorréncia da polispermia é muito curto (WANG et al., 2003). Portanto, elevada
incidéncia de polispermia ocorre em grande parte dos ovocitos fertilizados ap6s longo
tempo de ovulagdo/maduragédo, sendo estes achados observados tanto in vivo como
durante a FIV (ABEYDEERA, 2002).

A monocamada dos GC, com o passar do tempo, passa a ser descontinua devido
a uma degradacdo dos granulos. Isso leva o ovocito a ndo mais ter a capacidade de
liberacdo desses granulos apds a penetracdo espermatica (LONG et al., 1999). A
principal razdo da polispermia em ovdcitos velhos € a parcial exocitose do conteudo dos
GC ap0s a penetracdo espermatica (KIM et al., 1997).

Mudangcas no citoplasma e no espaco perivitelinico do ovdcito, com o passar da
idade, induzem alteragOes que véo refletir na incapacidade em bloquear a polispermia
(MUGNIER et al., 2009). Nos ovocitos velhos ha reducdo da densidade dos GC, sendo
assim, ndo mais apresenta por completo a capacidade de bloguear a penetracdo de mais
de um espermatozoide (WANG et al., 2003).

H& controvérsias se as altas taxas de fertilizacdo polispérmica em ovdcitos
suinos velhos sdo devido a reducdo da densidade dos GC, a redu¢do da atividade das
enzimas presentes nos granulos ou a falha da ZP em responder de maneira adequada a
liberacdo desses granulos (WANG et al., 2003). Com o passar da idade, a degeneragdo
do citoplasma do ovécito faz com que todas as fungdes associadas a ativacao e blogueio

da polispermia sejam afetadas e, portanto, a reacdo cortical ndo se realiza de maneira
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correta. Ovocitos velhos, quando fertilizados normalmente, apresentam seu
desenvolvimento posterior significativamente comprometido, indicando que todas as

funces celulares sdo afetadas com o passar da idade (WU et al., 2004).

NUMERO DE ESPERMATOZOIDES

Em condigcbes fisiologicas, o istmo e o oviduto regulam o numero de
espermatozoides disponiveis no local da fecundacdo por atuar como um reservatorio
espermatico (DUBUC; SIRARD, 1996), evitando e/ou diminuindo a ocorréncia da
polispermia (WANG et al., 2003). O trato genital feminino limita, ou melhor, bloqueia a
chegada de espermatozoides no local da fecundagdo em uma ordem que se mantém de
mais ou menos 1:1 (BUREAU et al., 2000). Portanto, aumentos das taxas de
polispermia in vivo ocorrem primariamente devido a um anormal e elevado numero de
espermatozoides competentes e capacitados que entram em contato com a superficie do
ovécito. De acordo com Mugnier et al. (2009) quanto mais espermatozoides
adequadamente capacitados forem depositados no sitio de fecundacgdo, mais ovdcitos
serdao penetrados por mais de um espermatozdide.

Ovocitos madurados in vitro sdo expostos a um excessivo numero de
espermatozoides por um longo periodo de tempo para que ocorra a fecundagdo. Esta
condicdo é um dos principais fatores que predispdem 0s ovdcitos a penetracdo
polispérmica (ABEYDEERA, 2002).

Estudos in vivo e in vitro demonstram que o nimero de espermatozoides no local
de fecundacéo esta diretamente relacionado com as taxas de polispermia (SOMFAI et
al., 2008). Abeydeera e Day (1997) demonstraram que as taxas de fertilizagédo
polispérmica foram aumentadas quando houve um aumento do numero de
espermatozoides capacitados em contato com o ovdcito. Faustini et al. (2010) obtiveram
expressiva correlacdo entre 0 nimero absoluto de espermatozoides por ovocito durante
a fertilizac&o e o grau de polispermia.

Diante disso, uma solucdo simples e pratica seria a redu¢do do namero de
espermatozoides utilizados por ovoécito durante a fertilizagdo. Porém, na maioria destes
casos sao baixas as taxas de penetracdo (ABEYDEERA, 2002). Portanto, ainda nao esta

completamente claro porque uma alta concentracdo de espermatozoides & necessaria
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para obtencdo de indices satisfatorios de fertilizacdo e penetracdo in vitro (WANG et
al., 2003). Provavelmente, as condi¢cGes de capacitacdo sdo subdtimas quando
comparado a mesma situacdo in vivo. Isso faz com que no momento da fecundacéo
esteja presente em grande quantidade, tanto espermatozoides capacitados quanto néo
capacitados. Consequentemente ha ocorréncia de reacdo acrossdmica espontanea antes
de o espermatozoide entrar em contato com o ovdcito (SOMFAI et al., 2008). Portanto,
a disponibilidade de espermatozoides adequadamente capacitados na FIV pode ajudar
no bloqueio da polispermia (SUZUKI et al., 2003).

Protocolos de selecdo espermatica na FIV sdo utilizados na tentativa de se
remover espermatozoides inviaveis e manter apenas espermatozoides vidveis e com
maior sobrevida (BUREAU et al., 2000; COY; ROMAR, 2002). Essa selecdo é
importante no que se refere ao nimero de espermatozoides viaveis a serem utilizados,
pois, se 0 método for suficientemente eficiente, consegue-se uma melhor separacdo de
espermatozoides com maior capacidade fecundante. Com isso, um menor nimero de
espermatozoides pode ser utilizado na FIV e consequentemente uma melhora nos

resultados de polispermia podem ser obtidos (NAGAI, 1996).

BLOQUEIO DA POLISPERMIA PELA ZONA PELUCIDA

A ZP é uma matriz extracelular glicoprotéica semitransparente, altamente
hidratada, viscosa e elastica que rodeia os ovocitos. Surge durante o crescimento dos
ovocitos e amplia seu tamanho a medida que 0s mesmos aumentam seu diametro
(WANG et al., 2003). O aparecimento da ZP est4 associado ao inicio do crescimento
ovocitario sendo 0s componentes protéicos desta estrutura sintetizados e secretados pelo
ovocito em desenvolvimento (WU et al., 2004). Em suinos, a ZP é composta por
aproximadamente 19% de carboidratos e 17% de proteinas em forma de glicoproteinas
completas — quatro familias, sendo: ZP1, ZP2, ZP3 e ZP4 (ROMAR et al., 2005).

Antes da fertilizagdo, a ZP desempenha importante papel no controle da
polispermia por ser uma barreira espécie-especifica contra a penetracdo excessiva de
espermatozoides no ovocito (BIJTTEBIER et al., 2008; COY et al., 2008). Esta
envolvida na ligagdo espermatozoide-ovocito (ROMAR et al,, 2005), sendo o

reconhecimento e ligagdo mediado por um acoplamento de carboidratos presentes nas

Revista Cientifica Eletronica de Medicina Veterinaria € uma publicacdo semestral da Faculdade de Medici
veterinaria e Zootecnia de Garca - FAMED/FAEF e Editora FAEF, mantidas pela Associacdo Cultural e Educacionali
Garca - ACEG. CEP: 17400-000 - Garca/SP - Tel.: (0**14) 3407-8000

www.revista.inf.br - www.editorafaef.com.br - www.faef.edu.br.



REVISTA CIENTIFICA ELETRONICA DE MEDICINA VETERINARIA - ISSN: 1679-7353

Ano X - Nimero 19 - Julho de 2012 - Periddicos Semestral

glicoproteinas de superficie especificas da ZP e proteinas presentes na membrana
espermatica (COY; AVILES, 2010). A ZP, além de bloquear a ocorréncia da
polispermia, apresenta importante funcdo na manutencdo da integridade do embrido
durante seu desenvolvimento inicial antes da implantacdo uterina e, facilita seu
transporte pelo oviduto até o utero (WU et al., 2004; ROMAR et al., 2005).

O mecanismo no qual a ZP bloqueia a polispermia ainda ndo esta
completamente elucidado. E conhecido que extensas modificagbes ocorrem nos
conteudos das substancias presentes na ZP e nos GC (reacdo cortical) durante a ativagédo
do ovdcito no momento da fertilizagdo. Isto induz alteragdes na estrutura da ZP levando
ao seu “endurecimento”, impedindo assim a penetragdo de espermatozoides extras no
interior do ovécito (WANG et al., 2003; COY et al., 2008).

In vivo, o0 endurecimento da ZP ocorre naturalmente apos a fertilizacdo, sendo
esse processo resultado da exocitose dos GC presentes na superficie do ovdcito. O seu
contetdo quando liberado no espaco perivitelinico provoca o endurecimento da ZP,
impedindo a penetracdo de mais de um espermatozoide (BUREAU et al., 2000;
FUNAHASHI et al., 2000).

As mudancas na ZP que levam ao seu endurecimento e impedimento da
passagem de excessivos espermatozoides capacitados podem ser explicadas por um
aumento da sua resisténcia a digestao proteolitica pelas enzimas presentes na membrana
espermatica (XIA et al., 2001). Essa resisténcia ocorre devido a internalizacdo/mudanca
de conformacdo dos sitios de ligacdo dos espermatozoides na ZP, induzindo assim
ligagBes cruzadas entre as proprias proteinas da ZP, levando a ndo ocorréncia da ligacao
de demais espermatozoides (COY et al., 2008).

Portanto, a ocorréncia da polispermia na FIV em suinos pode ser relacionada a
falha da exocitose dos GC e a incompleta ou a ndo reacdo da ZP a penetracdo de um
espermatozéide (COY; ROMAR, 2002).

PAPEL DAS CELULAS E SECRECOES DO OVIDUTO EM BLOQUEAR A
POLISPERMIA
O oviduto, em resposta ao estimulo dos horménios esterdides ovarianos, €

responsavel pela sintese e secrecdo de proteinas e producdo de um transudado seroso

Revista Cientifica Eletronica de Medicina Veterinaria € uma publicacdo semestral da Faculdade de Medici
veterinaria e Zootecnia de Garca - FAMED/FAEF e Editora FAEF, mantidas pela Associacdo Cultural e Educacionali
Garca - ACEG. CEP: 17400-000 - Garca/SP - Tel.: (0**14) 3407-8000

www.revista.inf.br - www.editorafaef.com.br - www.faef.edu.br.



REVISTA CIENTIFICA ELETRONICA DE MEDICINA VETERINARIA - ISSN: 1679-7353
Ano X - Nimero 19 - Julho de 2012 - Periddicos Semestral

diferenciado secretado no limen ovidutal (KOUBA et al., 2000). As células do epitélio
ovidutal sdo estruturas importantes para o evento da fertilizacdo, além de controlar em
parte a ocorréncia da polispermia (DUBUC; SIRARD, 1996). De acordo com Wang et
al. (2003), antes da fecundacdo os espermatozoides permanecem parados na regido da
ampola do utero antes de chegar ao istmo. Quando em contato com a extremidade apical
das células do oviduto, os espermatozdides podem ter a sua motilidade aumentada e o
processo de reacdo acrossdmica inibido; sendo que apenas umas poucas centenas Sao
capazes de chegar ilesos ao sitio de fertilizagdo. Portanto, apenas espermatozoides
adequadamente capacitados conseguem chegar ao local da fecundagdo, no sitio de
reserva espermatica.

Na FIV, o co-cultivo de ovdcitos com células do epitélio ovidutal demonstrou
que estas células sdo capazes de inibir a penetracdo de mais de um espermatozoide
(DUBUC; SIRARD, 1996). De acordo com o0s mesmos autores, a ligacdo dos
espermatozoides com estas células pode controlar sua habilidade em sofrer reacéo
acrossdmica e, consequentemente, do ovdcito em impedir a penetracdo polispérmica.

A presenca de inumeras proteinas e glicoproteinas no oviduto que apresentam
fungéo de ligagdo com os espermatozoides, e com isso, levando a redugdo da ocorréncia
de polispermia, tém sido demonstradas (KIDSON et al., 2003). A sintese dessas
proteinas e seu transporte dentro do limen ovidutal, durante as fases do ciclo estral,
criam um microambiente capaz de suportar importantes eventos reprodutivos ao longo
da vida da fémea, que incluem a fertilizacdo, clivagem e desenvolvimento embrionario
inicial (KOUBA et al., 2000). Esses achados comprovam-se através da manutencdo do
potencial de penetracdo, sem aumento nas taxas de polispermia em espermatozdides
pré-incubados com células ovidutais (ROMAR et al., 2001; KIDSON et al., 2003).

Dentre as proteinas presente no oviduto, a “Glicoproteina Especifica do
Oviduto” (OGP), é muito importante para a regulacdo da ligacdo dos espermatozoides a
ZP dos ovacitos (KOUBA et al., 2000; McCAULEY et al., 2003). Esta proteina tem
sido identificada em diversas espécies, incluindo os suinos. E secretada pelo oviduto
sendo dependente de altas concentragdes do horménio estrégeno. Possui sequencia de
nucleotideos altamente conservada em varias espécies e, em suinos, a maioria das
isoformas encontradas sdo OGP-E1, OGP-E2 e OGP-E3 (McCAULEY et al., 2003).
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Esta glicoproteina estd presente e ligada na zona ZP, no espago perivitelinico, na
membrana plasmatica de ovdcitos e em embrides provenientes do oviduto. Portanto,
com estes achados, sugere-se que a OGP desempenha importante papel na regulacdo da
fertilizacdo, principalmente no controle da ligacdo-penetracdo espermatica e no
desenvolvimento embrionario inicial.

McCauley et al. (2003) comprovaram que a OGP, quando adicionada nos meios
de FIV e CIV ndo afetou o nimero de blastocistos formados. Porém, a porcentagem de
embrides normais (diploides) foi maior com o acréscimo desta proteina, sendo este fato
explicado devido uma menor ocorréncia de polispermia. Portanto, o numero de
embrides capazes de sobreviver a termo é aumentado quando se realiza a fertilizacdo e o
CIV com a adicéo da OGP.

Dubuc e Sirard (1996) pesquisaram qual a parte do oviduto, istmo ou a ampola,
é a principal responsavel pelo controle da penetracdo polispérmica. A concluséo foi que
as celulas do istmo sdo mais eficazes em prevenir a ocorréncia de polispermia, pois
quando os ovdcitos foram cultivados com as células do istmo houve maior porcentagem
de penetracdo monospérmica quando comparado com as células da ampola. Estes
achados se devem a maior capacidade que as células do istmo possuem de se ligarem
aos espermatozoides em comparagdo com a ampola (BUREAU et al., 2000).

O oviduto apresenta também a capacidade de afetar a membrana plasmética do
espermatozoide, estabilizando e reduzindo o nimero destes que se tornam capacitados
simultaneamente (WANG et al., 2003). Com isso, h4& uma reducdo do numero de
espermatozoides que entram em contato com o ovécito e uma menor probabilidade de
ocorréncia de penetracdes polispérmicas.

Além das caracteristicas das células do oviduto em bloquear a polispermia,
também tem sido demonstrado que as interacdes entre as células do oviduto e as
secrecBes tanto dos ovdcitos quanto dos espermatozoides auxiliam no bloqueio da
penetracdo de mais de um espermatozoide (PARK; SIRARD, 1996). Além disso, tem
sido sugerido que varias glicoproteinas presente no fluido ovidutal podem entrar no
espaco perivitelinico ou na membrana plasmatica ovocitaria e facilitar o sincronismo na

exocitose dos GC e promover adequada reacdo da ZP.

Revista Cientifica Eletronica de Medicina Veterinaria € uma publicacdo semestral da Faculdade de Medic
veterinaria e Zootecnia de Garca - FAMED/FAEF e Editora FAEF, mantidas pela Associacdo Cultural e Educacionali
Garca - ACEG. CEP: 17400-000 - Garca/SP - Tel.: (0**14) 3407-8000

www.revista.inf.br - www.editorafaef.com.br - www.faef.edu.br.



REVISTA CIENTIFICA ELETRONICA DE MEDICINA VETERINARIA - ISSN: 1679-7353

Ano X - Nimero 19 - Julho de 2012 - Periddicos Semestral

Portanto, sistemas de co-cultivo tanto de espermatozoides quanto de ovocitos
com células epiteliais do oviduto, antes ou durante os processos de FIV, podem ser um

bom método para a ocorréncia de fertilizacdes normais em suinos (WANG et al., 2003).

SUBSTANCIAS QUE AFETAM A OCORRENCIA DA POLISPERMIA

Os meios de cultivo utilizados na FIV de suinos possuem importante papel no
sucesso da técnica (LONG et al.,, 1999). Um dos mais importantes componentes
suplementados nos meios de MIV, FIV e CIV sdo as proteinas; apesar de estudos
mostrarem que meios de cultivo sem sua suplementacdo, também sdo capazes de
promoverem penetragdes espermaticas (ABEYDEERA; DAY, 1997; SHERRER et al.,
2004). A suplementacdo dos meios com proteinas é importante para a manutencao da
motilidade espermaética, posterior processo de capacitacdo e também para a reacdo
acrossomica (COY etal., 1999).

Outros componentes frequentemente adicionados nos meios séo a albumina
sérica bovina (BSA) e o soro fetal bovino (FCS) (COY; ROMAR, 2002). O uso destas
substancias ainda apresenta algumas dudvidas, pois alguns trabalhos relatam que a
utilizacdo de uma ou outra, dependendo da espécie em que se esta trabalhando, pode
afetar de maneira positiva ou negativa as taxas de penetracdo espermatica, os indices de
polispermia e consequentemente a eficiéncia da técnica (WANG et al., 2003). Alguns
trabalhos demonstraram que o FCS apresenta efeitos negativos nos meios utilizados
para FIV e que a sua utilizacdo deve ser substituida, como por exemplo, por soro
albumina (ABEYDEERA, 2002).

A seguir descrevem-se substancias que séo adicionadas nos meios de M1V, FIV

e CIV e, que apresentam efeitos positivos ou negativos na ocorréncia de polispermia.

FLUIDO FOLICULAR SUINO PRE-OVULATORIO

O fluido folicular (FF) suino é um componente comumente adicionado aos
meios de cultivo e sistemas de FIV, sendo considerado um transudado do soro
sanguineo (ABEYDEERA, 2002). Apresenta efeito benéfico na FIV, porém, as
moléculas responsaveis por estes efeitos ainda ndo foram identificadas e também né&o é

sabido se s&o inumeras ou apenas uma molécula que desempenha o papel principal
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(COY; AVILES, 2010). E sabido que os efeitos benéficos do FF sdo dependentes do
didmetro dos foliculos em que foram obtidos. Quanto maiores os foliculos e mais
préximos ao momento de ovulacdo, melhores sdo os resultados da FIV e da qualidade
dos embrides suinos obtidos a partir da utilizacdo deste fluido (VATZIAS; HAGEN,
1999).

O FF suino pré-ovulatério quando utilizado nos meios de cultivo para
maduracdo ovocitaria € responsavel por uma diminuicdo das taxas de polispermia
(BUTTEBIER et al., 2008). Quando ha utilizacdo do FF, ocorre um significativo
aumento da expansdo das células do COCs nos ovécitos em comparagdo com meios que
ndo possuem este componente. Esta camada de células é estimulada a se proliferar pela
presenca do FF, sendo este um constituinte fundamental dos meios de MIV e FIV. Com
isso, os indices de polispermia sdo menores devido a uma menor taxa de penetracao
(previnem a penetracdo excessiva) dos ovocitos atraves das células do COCs. Portanto
estas celulas propiciam um decréscimo nas taxas de polispermia.

Outro papel importante no controle da polispermia é o endurecimento da ZP
apos a penetracdo de um espermatozoide (KIM et al., 1997). Este endurecimento deve-
se principalmente ao FF suino. Portanto, uma das justificativas para a adicdo dessa
substancia nos meios de MIV dos ovdcitos suinos (WANG et al., 2003). O FF pré-
ovulatério, adicionado nos meios de MIV, aumenta o tempo de digestdo da ZP pelos
espermatozoides e posterior fertilizacdo, sendo o endurecimento da ZP um dos
principais mecanismos que 0 ovOcito apresenta contra a ocorréncia da polispermia
(COY etal., 2008).

O FF apresenta elevadas quantidades do oligossacarideo sulfato de condroitina.
Esse sulfato atua nos espermatozéides por bloquear sua atividade antihialuronidase apos
o0 endurecimento da ZP. Com isso, 0s espermatozoides que entram em contato com a ZP
apos o seu endurecimento, ndo conseguem penetra-la (TOKESHI et al., 2007). Portanto,
o FF é uma das substancias responsaveis por bloquear a polispermia em suinos além de
favorecer o endurecimento da ZP.

Outro fator é a presenca de glutationa sendo produzida pelas células do COCs
durante o seu crescimento e maduracdo (NAGAI, 1996). A glutationa desempenha
importante papel como substancia biologica protetora do ovécito contra o estresse
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oxidativo, impedindo a formacdo de radicais livres que possam destruir e/ou diminuir a
capacidade fecundante do ovdcito (ABEYDEERA et al., 1999; COY et al., 1999). A
concentracdo de glutationa aumenta devido ao aumento de sua sintese intracelular de
acordo com o crescimento do ovocito (WHITAKER; KNIGHT, 2004).

A glutationa desempenha inumeras fungdes no DNA ovocitério, na sintese
protéica e no transporte de aminoacidos. Promove a formacgdo dos pro-nacleos
masculino e feminino ap6s a unido dos gametas além de apresentar efeitos benéficos no
desenvolvimento embrionério. Bijttebier et al. (2008) observaram elevados contetdos
de glutationa nas células do COCs de ovdcitos madurados com acréscimo de FF pré-
ovulatério. Isto indica que o FF desempenha importante fungdo de aumentar a sintese de
glutationa pelo ovocito e assim prevenir os possiveis danos oxidativos gerados. Este
fato gera uma maior qualidade ovocitaria e, consequentemente, menores chances de
quando fecundado, o ovdcito seja penetrado por mais de um espermatozoide
(BOQUEST et al., 1999).

PROTEINAS E/OU ENZIMAS QUE ATUAM NO CONTROLE DA
POLISPERMIA

Diversas pesquisas demonstram que a atividade de algumas proteinas e/ou
enzimas, presentes tanto no espermatozoide como no ovocito, desempenham
importantes acdes no controle da polispermia (MAO et al., 2005; MUGNIER et al.,
2009). Algumas destas proteinas/enzimas serdo descritas a seguir.

A Ubiquitina (UB) é uma proteina da membrana espermatica altamente
conservada que possui em sua estrutura 76 residuos de aminoacidos (SEKIGUCHI et
al., 2006; YI et al., 2007). Espermatozoides suinos possuem elevada atividade de
hidrolise da UB no seu acrossoma. Devido a isso, a capacidade de clivar estas moléculas
de sua membrana antes de penetrar no ovdcito é elevada. Assim, 0 espermatozoide
consegue penetrar com maior facilidade a membrana ovocitéria.

Quando bloqueada a atividade de hidrélise da UB ha diminuicdo dos indices de
fecundacdo polispérmica e, consequentemente, maior proporcéo de ovdcitos penetrados
por apenas Unico espermatozoide. Isto ocorre porque 0s espermatozoides apresentam

maior dificuldade em penetrar o ovocito, consequentemente dificultando a sua entrada
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em excesso. Portanto, a modulacdo da atividade de hidrdlise da UB pode alterar a
ocorréncia de polispermia durante a FIV e, é sugerido que, essa modulacao deva ocorrer
em nivel de acrossoma dos espermatozoides.

A superdxido dismutase (SOD) é uma enzima estudada na FIV. Esta é
responsavel por degradar os radicais livres formados nos meios de MIV, FIV e CIV de
embrides suinos (PARK et al., 1997) atuando como captadora de radicais livres.
Portanto é benéfica ao desenvolvimento embrionario por evitar danos oxidativos
excessivos a membrana plasmatica do ovocito. Park et al. (1997) observaram que a
adicdo da SOD aos meios de MIV e FIV ndo diminuiu os indices de polispermia,
porém, sua utilizacdo foi benéfica no aumento das taxas de penetragdo. Portanto,
estudos sdo necessarios utilizando esta enzima, uma vez que sua acdo de inibir a
producdo de radicais livres & importante para que, tanto espermatozoides quanto
ovdcitos, permanecam integros e desempenhem corretamente suas funcdes e, no caso do
ovacito, impedir a penetragdo polispérmica (PRATHER; DAY, 1998).

O é&cido hialurénico (HA) também ja foi testado nos protocolos de FIV na
tentativa de se aumentar as taxas de monospermia. Este € membro da familia dos
glicosaminoglicanos e, é conhecido de forma geral por modular as fun¢des das células
somaticas (SUZUKI et al., 2000). O HA esta presente no fluido ovidutal e fluido uterino
(ROMAR et al., 2005). De acordo com Nagai (1996) este é secretado pelas células do
COCs durante o processo de MIV e pode desempenhar uma funcdo de modular a
capacitacdo dos espermatozoides suinos (SUZUKI et al., 2000).

Romar e Funahashi (2006), com objetivo de avaliar a maduracdo nuclear e
citoplasmatica in vitro, estudaram o efeito da adi¢do de Roscovitina (RO), um inibidor
da transcricdo e sintese protéica, como pré-tratamento de ovdcitos suinos antes da
fertilizacdo. Esta substancia é responsavel pela manutencdo do ovoécito na fase de
metafase do ciclo celular. Isso, pois mais de 90% dos ovdcitos quando retirados da
inibicdo pela RO, desenvolvem-se até o estagio de metéafase 1. Ovdcitos tratados com
esta substancia permaneceram no estagio de vesicula germinativa por maior tempo e,
com isso, é possivel obter maior efetividade na sincroniza¢do dos ovacitos iniciando a
FIV na mesma fase do ciclo celular. As taxas de maturacdo nuclear ndo séo afetadas

com o0 seu uso, sendo observado um maior indice de penetragdo. Portanto, a RO
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apresenta efeitos benéficos quando utilizada durante a pré-fertilizacdo de ovocitos
suinos.

A Osteopontina (SPP1) é uma proteina da matriz extracelular, primeiramente
identificada em 0ssos e também ja estudada na FIV em suinos (HAO et al., 2006). Foi
identificada no endométrio de matrizes ciclicas e gestantes, sendo, a partir dai,
encontrada em varios tecidos, como por exemplo, células epiteliais e secre¢des do trato
gastrointestinal, rim, tiredide e também nos tecidos reprodutivos como o oviduto, o
utero, placenta e testiculos. Apresenta funcdo de inducéo da fosforilacdo intracelular,
aumentando os niveis de célcio. Atua também no sistema reprodutor masculino e
feminino, promovendo melhoras na eficiéncia da penetragdo espermaética e ativacao
ovocitaria.

Hao et al. (2006) reduziram a incidéncia de polispermia em aproximadamente
41% com a adi¢do de SPP1 nos meios de FIV. Esta reducédo foi benéfica por ndo afetar
as taxas de penetracdo aumentando a assim a eficiéncia global da técnica. Diante disso,
a SPP1 desempenha importante papel durante o processo de FIV, sendo que sua
inclusdo nos meios de fertilizacdo pode aumentar a eficiéncia da técnica e a obtencédo de
embrifes suinos viaveis.

Conforme descrito, os estudos das enzimas/proteinas UB (Y1 et al., 2007), SOD
(PARK et al., 1997), HA (SUZUKI et al., 2000), pOSP (KOUBA et al., 2000), RO
(ROMAR; FUNAHASHI, 2006) e SSP1 (HAO et al., 2006) comprovaram suas
utilizacdes como moléculas que, de alguma forma, desempenham importantes funcdes
no controle da polispermia durante a FIV. Pesquisas com estes componentes sdo Uteis e
futuramente tais moléculas devem ser utilizadas em conjunto para que, nos meios de
MIV, FIV e CIV, estas sejam adicionadas, a fim de se diminuir ao maximo a ocorréncia
de polispermia, aumentando assim a eficiéncia da técnica (HAO et al., 2006). Além
também do beneficio de aumentar a ocorréncia de fertilizagbes monospérmicas e, com
isso, aumentar a producdo de embribes viaveis, em larga escala, para a utilizacdo da
técnica de transferéncia de embribes comercialmente. Isso facilitaria as pesquisas
realizadas nas areas biomédicas de transgénese, clonagem animal e xenotransplantes
(COY; AVILES, 2010).
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OUTROS FATORES QUE AFETAM A OCORRENCIA DA POLISPERMIA

A concentracdo espermatica € um dos principais fatores que afetam a penetracdo
espermatica e a polispermia em ovocitos suinos. Um aumento da taxa de penetracdo €
acompanhado por um aumento da polispermia. Assim uma Otima concentracdo deve ser
determinada baseada na motilidade espermatica, morfologia e componentes presentes
nos meios de FIV utilizados para se elevar as taxas de penetra¢cbes monospérmicas.

O ion calcio é fundamental nos processos de capacitacdo espermatica, reagdo
acrossdmica e ativacdo ovocitaria (ABEYDEERA; DAY, 1997). Uma série de repetidos
e elevados aumentos da concentracdo de célcio intracelular é responsavel por induzir a
reacdo acrossdmica e ativar o ovdcito apos a fusdo do espermatozoide (SOMFAI et al.,
2003). Papel importante do calcio também estd no aumento das taxas de penetracdo
devido a inducdo da reacdo cortical e exocitose dos granulos, sendo responsavel pela
reacdo da ZP, participando assim do blogueio da polispermia.

O pH dos meios de MIV, FIV e CIV também é fundamental de ser observado,
sendo que este regula a capacitacdo, a reacdo acrossdmica e estd associado com a
liberacdo dos GC do ovdcito. Alguns trabalhos mostram que quando o pH do meio esta
elevado hd maiores taxas de fertilizacdo, enquanto outros estudos ndo observam
correlagdes positivas. Portanto, o pH elevado ainda ndo se mostra um fator claro e
importante para resultados positivos nas taxas de fertilizacédo (COY; ROMAR, 2002).

O ion bicarbonato é também um componente importante nos meios de FIV.
Além de agir na manutencdo da motilidade espermatica, induz a capacitacdo e reacao
acrossdmica (CORDOVA et al., 1997). De acordo com Wang et al. (2003) a relago
entre os varios aditivos adicionados aos meios de MIV, FIV e CIV de embriBes suinos
estdo sendo comprovados e cada vez mais utilizados na pratica.

Elevadas temperaturas (38,5 — 39°C) também tém sido utilizadas na tentativa de
se aumentar as taxas de sucesso no emprego da técnica de FIV. Elevadas temperaturas
poderiam atuar estimulando uma maior capacitacdo espermatica; porém, sua relagdo
com a ocorréncia da polispermia ainda ndo esta bem esclarecida (WANG et al., 2003).

As concentracdes do ion potassio (K*) particularmente no oviduto e no (tero s&o
muito elevadas quando comparado com as suas concentracdes no sangue (12,0 a 25,0

mM e 3,0 a 6,0 mM, respectivamente) (LIM et al., 1997). De acordo com Cérdova et al.
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(1997) o K* desempenha importante papel na fertilizagdo, reagdo acrossémica e
hipermotilidade dos espermatozoides momentos antes de entrarem em contato com o
ovocito e durante a penetracdo e posterior fertilizacdo. Lim et al. (1997) sugerem que o
K" é importante para o processo de penetragio espermatica e que a sua concentragio
afeta os indices de polispermia, sendo que concentraces acima de 3,0 mM propiciam

aumento nas taxas de penetracao.

CONSIDERACOES FINAIS

A eficiéncia das atuais técnicas, protocolos e procedimentos adotados para a
MIV, FIV e CIV de embrides suinos tem aumentado nos ultimos anos. Entretanto,
deficiéncias nos mesmos, inclusive na producdo in vitro de embriGes ainda existem.
Pode-se indicar como principal problema da técnica a alta incidéncia de penetracGes
polispérmicas e consequentemente, baixas taxas de desenvolvimento embrionario.

Indmeros trabalhos tém sido realizados na tentativa de se diminuir a ocorréncia
da polispermia, fenbmeno tdo comum nos atuais sistemas de FIV na espécie suina e que
prejudica enormemente 0s seus resultados e a sua expansdo. Devido a esta ocorréncia
elevada, a espécie suina é umas das espécies de escolha, para o estudo dos mecanismos
que envolvem a polispermia, inclusive em outras espécies, como 0 homem.

A FIV em suinos é uma biotecnologia em crescente expansdo e
desenvolvimento. O aperfeicoamento da técnica estd se tornando cada vez maior e
melhor. Trabalhos apontam para uma perspectiva positiva quanto a melhoras durante o
desenvolvimento da técnica em suinos. Pesquisas nesse tema continuardo a serem
desenvolvidas até que o acontecimento da penetracdo de mais de um espermatozoide
(polispermia) esteja resolvido, ou se ndo, diminuido a tal ponto que ndo afete
significativamente os resultados da técnica, principalmente no que diz respeito a

obtencdo de embrides suinos viaveis.
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