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1. INTRODUCAO

Calomys laucha é um pequeno roedor, encontrado no sul da América latina,
gue é muito utilizados em estudos de virologia e pesquisas ecoldgicas, por sua
importancia epidemioldgica como reservatério natural do virus da hantavirose e de
protozodrios patogénicos a humanos (Mills et al., 1994; Childs et al., 1995).

Os estudos que visam caracterizar aspectos biolégicos da reproducdo desta
espécie exigem procedimentos rigorosos para determinar a fertilidade do macho, ja
gue, possuem uma facilidade de producdo e ninhadas grandes. Por este motivo, &
essencial avaliar a motilidade, integridade de membrana, acrossoma e morfologia
espermatica, assim como a analise de penetracao in vitro em odcitos.

Um dos métodos testados em Calomys laucha é o teste de penetracao in vitro
(PIV) que utiliza oocitos de hamster (Lasserre et al., 2000). A PIV utiliza o meio
TALP contendo 4% de albumina sérica bovina (BSA) que propicia a capacitacédo e a
capacidade de se ligar ao odcito (Niwa & Chang, 1974). No entanto o teste de PIV é
suscetivel aos efeitos da grande variacdo na capacidade de adesdo da célula
espermatica aos odcitos, o que diminui a exatiddo da observacdo de diferencas
entre os machos (Berger et al., 1996; Larsson & Rodrigues-Martinez, 2000). O SBA
(Sperm-Binding Assay) € um teste baseado na adesdo dos espermatozoéides a
substrato sintético, jA& usado para estimativas de fertilidade in vivo do sémen de
galos (Barbato et al.,, 1998), com execucdo menos trabalhosa, porém exige
equipamento especializado para fazer sua leitura.

Em funcéo da limitagdo dos testes mencionado acima, o potencial fertilizante
de diferentes machos poderia ser estimado a partir da adesdo e penetracdo dos
seus espermatozoides as membranas perivitelinas externa e interna do ovo da
galinha, conforme ja utilizado para sémen de galos, camundongos (Robertson &
Wishart, 1997; Barbato et al., 1998), porém ainda ndo testado com sémen de
Calomys laucha. Portanto, espermatozoides com maior capacidade de adesédo e
penetracdo nestas membranas apresentariam maior capacidade fertilizante, quando
em contato com odcitos heterélogos.

Este trabalho objetivou estabelecer um método para estimar a fertilidade de
machos de Calomys laucha, a partir da capacidade de adesao e penetragdo dos



espermatozoides nas membranas perivitelinas do ovo da galinha e comparar com o
teste de PIV. )
2. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 11 machos do espécime Calomys laucha, de fertilidade
conhecida, capturados nas dunas costeiras da praia do Cassino, e mantidos no
Biotério de animais ndo convencionais do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da FURG.
Os machos doadores foram sacrificados por deslocamento cervical (Hogan et al.,
1986). A abordagem dos testiculos foi feita por laparotomia, removendo a cauda do
epididimo e parte do ducto deferente para uma placa de petri de 35 mm de diametro
(Corning®) contendo 750 pL de M2 (Sigma®). Para coleta do sémen, realizou-se o
rompimento das estruturas anatbmicas, com auxilio de agulhas hipodérmicas, para
suspensao dos espermatozéides (Sztein et al., 2000).

A coleta de odcitos de suinos e a preparagdo para o teste de PIV seguiu a
metodologia utilizada por Macedo et al., 2006. Para a realizacdo do teste foram
utilizados 30 odcitos por macho. Na fertilizagdo utilizou-se uma gota de 750 pL de
M2 com HEPES contendo 0,4% de BSA acrescido de 250 pyL de sémen,
permanecendo incubada em banho maria por 2 h a 37C. Apds esse periodo, 0s
oocitos foram recuperados, lavados, submetidos ao corante Hoescht 33342
(10pg/mL) e avaliados em microscopio de epifluorescéncia sob 400x. O numero de
o0citos que tiveram espermatozoides em seu interior foi contado, assim como o
namero de espermatozdides em cada odcito.

Foram usados ovos de galinhas frescos e nao férteis. O isolamento das
membranas perivitelinas externa e interna, seguiu o protocolo descrito por Robertson
& Wishart (1997). Este teste foi realizado em duplicata e seguiu 0 mesmo meio e
protocolo de incubacédo para fertilizagdo como descrito acima. Apds estes periodos,
as membranas foram lavadas para retirada dos espermatozoides nao aderidos. Na
montagem da lamina da membrana externa (ndo entendi?), foi adicionado sobre a
membrana o corante fluorescente Hoechst 33342 (Sigma®). A avaliacdo da
membrana, ou seja, a contagem dos espermatozoéides aderidos, foi realizada sob luz
ultravioleta (filtro de excitacdo BP 330 - 385) no microscopio de epifluorescéncia
(Olympus U-MWV2 - Olympus®, USA). As laminas da membrana interna foram
observadas em microscépio de campo escuro utilizando aumento de 200 X. A
penetracdo espermatica foi avaliada através de perfuracbes na membrana, em 3
campos diferentes na mesma lamina.

Os dados de taxa de penetracéo e adesao foram analisados utilizando o teste
Qui-quadrado, para o numero espermatozodides aderidos na membrana foi utilizado o
teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis. Todas as analises estatisticas foram
conduzidas através do software Statistix 8.0° (2003).

3. RESULTADO E DISCUSSAO

Nos mamiferos a zona pellucida que €& composta por
glicoproteinas, mais especificamente ZP3 e ZPC, tem um papel essencial na
ligacdo do epsermatozdide ao odcito (Wassarman, 1999). Estudos realizados
por Takeuchi et al. (2001) sugerem que a principal proteina (chkZP3) nas
membranas interna e externa pode ter funcdo homéloga a ZP3 em odcitos de
mamiferos. Neste estudo, que buscou comparar o teste que utiliza odcito
contra a utilizacdo das membranas perivitelinas, foi constado que na
comparacdo da taxa de penetracdo dos tratamentos utilizados a membrana



interna (62,5%) ndo diferiu (P> 0,05) do odcito (44,9%) e da membrana externa
(73,3%), porém, o odcito foi inferior a membrana externa (P<0,05). Lasserre et al.
(2000), utilizando o meio TALP com 5% de BSA, observaram uma taxa de
penetracdo de 18,4% quando se utilizou odcitos de hamster com espermatozoides
da Calomys laucha, neste estudo, mesmo utilizando odcitos de suinos e o0 M2 com
0,4% de BSA, a taxa foi superior.

Quando se comparou a relacdo de numero de espermatozdides aderidos ou
penetrados entre os tratamentos utilizados, membrana interna (2,8+4,7) nao diferiu
(P> 0,05) do odcito (1,1+1,8) e da membrana externa (7,5+9,2), porém, o odcito foi
inferior a membrana externa (P<0,05). Desta forma, demonstrando que o teste das
membranas pode ser utilizado sem que exista percas no resultado de fertilidade in
vitro de machos.

As taxas de polispermia e penetracdo espermatica in vitro (Tabela 1), sédo
afetadas diretamente pelo tratamento utilizado, no teste da membrana este efeito
nao foi verificado. A variagdo individual sugere que o0s machos respondam
diferentemente aos tratamentos de fertilizacdo in vitro, o que pode ser relacionado
com a fertilidade in vivo.

Tabela 1- Relacao entre tratamento e a porcentagem de ocorréncia de polispermia,
monospermia e ndo penetrado com espermatozoides de Calomys laucha

Tratamento (n) Polispermia (%) Monospermia (%) Na&ao penetrado (%)
Membrana interna (16) 50 12,5 37,5
Membrana externa (15) 73,3 - 26,7
Odcito (265) 26,8 18,5 54,7

4. CONCLUSAO

Portanto, neste estudo ficou comprovado que a utilizagdo das membranas
perivitelinas do ovo da galinha podem ser utilizadas em substituicdo da penetracao
in vitro utilizando odcitos, sem perdas na confiabilidade do teste de fertilidade in
vitro.
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