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RESUMO

A produgdo in vitro de embrides (PIVE) bovinos, apesar de ja utilizada em escala comercial,
apresenta elevada variabilidade em seus resultados, que pode frequentemente ser atribuida a
etapa de fertilizacdo. Sendo assim, torna-se importante o estudo dos fatores relacionados ao
sémen, como o processo de capacitacdo espermdtica. O objetivo do estudo foi avaliar a
teofilina como agente de capacitagdo substituto ou associado a heparina no desenvolvimento
de embrides produzidos in vitro e sobre a reacdo acrossomica das células espermdticas. O
experimento foi realizado com 4 touros e 3 tratamentos, totalizando 12 grupos experimentais.
Cada touro foi avaliado em cada tratamento descrito a seguir: Tratamento 1 (T1): Heparina -
10pg/mL; Tratamento 2 (T2): Teofilina — 5 mM; Tratamento 3 (T3): Heparina (10pug/mL) +
Teofilina (SmM). O s€men dos touros foi descongelado e submetido a incubagc@o com os trés
tratamentos por 0, 6, 12 e 18h, posteriormente corados com Trypan blue/ Giemsa e analisados
em microscopia eletronica para avaliagdo da reacdo acrossomica. Para a PIVE os agentes de
capacitacdo adicionados aos meios de fertilizacdo foram testados utilizando os mesmos
touros. Na andlise espermdtica a taxa de reacfo acrossdmica verdadeira foi maior (p<0,05) no
tempo Oh enquanto para os espermatozoides mortos foi observada maior taxa (p<0,05) nos
tempos de 12h (84,46 + 5,82) e 18h (86,75 £ 4,19). A taxa de embrides produzidos na PIVE
(37,97 + 13) e a taxa de eclosdo (33,50 + 14) foram maiores (p<0,05) para o tratamento
heparina. Nao houve influéncia de touro ou de tratamentos (p>0,05) na andlise de reacdo
acrossOmica. A utilizacdo da teofilina como agente de capacitagdo reduziu as taxas de
producdo embriondria na fertilizagdo in vitro, no entanto foi tdo eficiente quanto a heparina na

inducdo da reagdo do acrossoma.

Palavras-chave: Fertilizagdo, Reag¢do acrossomica, Capacitagdo, Espermatozoides,

Metilxantinas.



ABSTRACT

The in vitro production (IVP) of bovine embryos despite already used on a commercial scale,
presents high variability in the results, that can often be attributed to the fertilization step.
Therefore, it is important to research factors related to semen, such as sperm capacitation
process. The aim of the study was to evaluate theophylline or its combination with heparin as
possible replacement capacitation agent in the development of in vitro produced embryos and
in acrosome reaction of sperm cells. The experiment was carried out with 4 bulls and 3
treatments, with 12 experimental groups. Each bull was evaluated in all treatments as
described below: Treatment 1 (T1): Heparin - 10mg / ml; Treatment 2 (T2): Theophylline - 5
mM; Treatment 3 (T3): Heparin (10 mg / ml) + theophylline (SmM). The bulls semen was
thawed and exposed to incubation in three treatments for 0, 6, 12 and 18h, subsequently
stained with Trypan blue / Giemsa and analyzed by electron microscopy for assessment of the
acrosome reaction. For IVP of embryos capacitation agents added to fertilization medium
were evaluated utilizing the same bulls. In sperm analysis, real acrosome reaction rate was
higher (p<0,05) at Oh time while the higher dead spermatozoa rate (p<0,05) was observed at
12 h (84,46 = 5,82 ) and 18h (86,75 + 4,19). The IVP embryos rate (37,97 + 13) and the
hatching rate (33,50 = 14) were higher (p<0,05) in heparin treatment. There was no influence
of bull or treatments (p> 0.05) in the acrosome reaction analysis. The use of theophylline as a
capacitation agent decreased embryo production rates in IVF, however was as efficient as

heparin in acrosome reaction induction.

Keywords: Fertilization, Acrosome reaction, Capacitation, Sperm, Methylxanthines.
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1 INTRODUCAO

A producio in vitro de embrides (PIVE) de mamiferos de interesse econdmico, através
das técnicas de maturacgéo in vitro (MIV), fecundagao in vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV), é
uma importante biotécnica associada ao aumento da produtividade. Na espécie bovina hd
grande necessidade por animais geneticamente superiores. Assim, a técnica de PIVE tem sido
muito utilizada para obter o maximo do potencial reprodutivo dos rebanhos, reduzindo o
intervalo entre as geragdes e promovendo um aumento do melhoramento genético animal
(VARAGO, MENDONCA, LAGARES, 2008).

Atualmente, com a aplica¢do em larga escala desta tecnologia, pode-se conseguir entre
50 a 100 descendentes de uma fémea geneticamente superior, num periodo de um ano
(VARAGO, MENDONCA, LAGARES, 2008). Embora com grande potencial para contribuir
com o melhoramento genético da bovinocultura do Brasil, a PIVE ainda encontra uma série
de limitacdes para que seja empregada em maior frequéncia e com melhores resultados. A
elevada variabilidade associada as taxas de fertilizagdo e clivagem, possivelmente oriunda do
fator touro € uma delas. Aparentemente este fato é mais evidente quando se usa touros
zebuinos para a fertilizagdo. Neste sentido, torna-se importante o estudo dos fatores
relacionados ao s€men, assim como o processo de capacitagdo espermatica.

Por ser imprescindivel para que ocorra a fertilizacdo, a capacitacdo deve receber
especial atencdo durante a PIVE, uma vez que este processo ocorre de forma fisioldgica
durante a passagem dos espermatozoides pelo trato genital da fémea (GORDON, 1994). A
capacitacdo espermdtica € constituida de mudancas bioquimicas e fisiolégicas no
espermatozoide, que o tornam apto a sofrer a reacdo acrossOmica e assim penetrar na zona
pelicida do odcito maturado. Estas mudancas durante a capacitagdo também promovem a
hiperativagdo do espermatozoide aumentando a sua motilidade (CARVALHO, FERREIRA,
SILVEIRA, 2002).

Neste sentido, o objetivo do estudo foi testar a teofilina como agente capacitante
substituto ou associado a heparina no desenvolvimento de embrides produzidos in vitro e

sobre a reacdo acrossOmica das células espermaticas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estrutura da célula espermatica

Os espermatozoides sdo células alongadas, hapldides, constituidos de uma cabega
achatada com um niicleo e uma cauda recoberta por membrana plasmatica (ALBERTS et al.,
1997).

A cabeca do espermatozoide é formada pelo niicleo celular e pode ser dividida em
duas partes: acrossomal e pds-acrossomal. O acrossoma € formado pelo complexo de Golgi
durante a fase de espermiogénese e € composto por dupla camada de membrana que envolve a
parte anterior do nucleo. A capa do acrossoma, também conhecido por capuchio, contém
glicoproteinas e enzimas como a proacrosina e a hialuronidase que sdo responsdveis pela
penetracdo do espermatozoide no oécito (BARTH e OKO, 1989). O segmento equatorial do
acrossoma tem sua importancia no momento da fecundagdo, quando juntamente com a regido
anterior pds-acrossomal se funde com a membrana do odcito. O nicleo contém cromatina
condensada composta por dcido desoxirribonucleico (DNA), o qual forma um complexo com
as protaminas espermaticas, classe especial de proteinas (GARNER e HAFEZ, 2004). A
regido pos-acrossomal é composta pelo plasmalema, onde se encontra a parte posterior do
ndcleo e os microtibulos, dando formagédo a fossa de implantagdo onde a cauda € inserida
(BARTH e OKO, 1989).

A cauda do espermatozoide é dividida em quatro partes bem distintas: colo, peca
intermedidria, peca principal e peca terminal. O colo fica entre a peca intermedidria e a
cabeca. E uma curta porgiio com a fungio de ligar essas duas estruturas. Formada por uma
regido articular chamada de capitulum, que € fixada pela membrana basal do nicleo por
delicados filamentos (SETCHELL, 1993).

No centro da cauda encontra-se o axonema central, composto por centriolos arranjados
em pares de microtiibulos dispostos ao redor de dois filamentos centrais e circundados por
fibras densas. O axonema e as fibras estdo associadas a pega intermedidria, sendo recobertos
por uma camada de mitocOndrias, as quais sdo responsaveis pelo fornecimento de energia a
partir da produgdo de ATP (adenosina trifosfato) e pela motilidade dos espermatozoides
(BARTH e OKO, 1989; GARNER e HAFEZ, 2004).

A peca principal se estende até a parte terminal da cauda, e € composta do axonema
recoberto por uma bainha fibrosa, estrutura do citoesqueleto que rodeia o axonema e as fibras

densas externas, formando um suporte no controle do movimento flagelar por estabilidade dos
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elementos contrateis da cauda. E a peca terminal cont¢ém o axonema responsivel pela
motilidade espermética (GARNER e HAFEZ, 2004).

A membrana plasmatica dos espermatozoides envolve toda a célula, a fim de manter
todos os componentes juntos, além de manter um gradiente quimico adequado de fons e
outros componentes, devido a suas caracteristicas semipermedveis. A membrana abrange
cinco dominios especificos: o acrossoma, segmento equatorial, segmento basal, regido
intermedidria e cauda (SILVA e GADELLA, 2006). Existe alta propor¢do de proteinas e
lipideos na membrana espermdtica, sendo os lipideos compostos em sua maioria por
glicolipideos e fosfolipideos, assim como o colesterol. O colesterol exerce um papel limitador
da permeabilidade de fons e da fluidez da bicamada lipidica, além de estabilizar a membrana
prevenindo processos envolvidos na capacitagdo. Dessa forma, a redistribuicdo do colesterol
causa a desestabilizacdo das membranas induzindo assim, a capacitagdo (DE LAMIRANDE,
LECLERC, GAGNON, 1997). De acordo com Yanagimachi (1994), o colesterol € o
componente que mais varia na composi¢do da membrana espermatica e estd relacionado com
a taxa de capacitagdo, além de serem encontradas grandes quantidades desse lipideo no

plasma seminal durante esse processo.

2.2 Composicao do liquido tubario

Durante a fecundacdo, os gametas encontram-se no liquido tubdrio intraluminal. Esse
liquido é formado por uma secrecdo especifica do epitélio e por transudacdo seletiva do
sangue por meio da ldmina prépria, constituindo diferencas regionais na composi¢@o, as quais
podem ter relacdo no processo de preparacdo dos gametas (LEESE et al., 2001). O liquido
tubdrio intraluminal é diferente do plasma do sangue em relagdo a composi¢do idnica, pH,
osmolaridade e teor de macromoléculas. O pH ¢ ligeiramente alcalino e os niveis de
bicarbonato variam entre 35-90 mM, mais elevado do que no sangue venoso, além de ser rico
em proteinas (LEESE, 1988; HUGENTOBLER et al., 2004; ZHOU; WANG; CHAN, 2005).

O liquido tubério contém glicosaminoglicanos (GAGs) nao-sulfatados como o 4cido
hialur6nico ou sulfatados (S-GAGs) como sulfato de condroitina, sulfato de dermatan, sulfato

de queratina, sulfato de heparan e heparina (Rev. por RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2007).

2.3 Capacitacao espermatica
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No epididimo, o espermatozoide adquire capacidade para fecundar a partir de
mudangas relacionadas a motilidade, morfologia e ao metabolismo. Sdo vdrias as
modifica¢des bioquimicas ocorridas com o espermatozoide, dentre elas, ocorre a estabilizagio
da cromatina, das estruturas da cauda e da cabeca, aquisicio do movimento progressivo e
habilidade para ligar-se a zona pelicida, reorganizacdo e estabilizacdo da membrana
plasmatica pela absor¢do e/ou integracdo de glicoproteinas do epididimo. Quando em contato
com o plasma seminal, os espermatozoides sofrem alteracdes e inclusdes de diversas
substancias na sua superficie, tornando-os impossibilitados de fecundar. A este fendmeno, da-
se o nome de decapacitagdo espermdtica (GONCALVES; FIGUEIREDO; FREITAS, 2008).

Decorrido a ejaculag@o, os espermatozoides adquirem intensa motilidade e no trato
genital feminino ou in vitro, iniciam a capacitagdo, fase final de maturacdo pés-testicular. O
processo da capacitagdo espermadtica ocorre para que os espermatozoides se tornem capazes
de se ligarem aos receptores especificos na zona pelicida do odcito e o fecundarem. No trato
genital feminino, a capacitacido ocorre pela remocdo dos componentes decapacitantes, por
modifica¢des bioquimicas, havendo a desestabilizacdo (fluidez) da membrana plasmadtica e
hiperativacdo das células esperméticas, de fundamental importancia para que haja a reacio do
acrossomo e a penetragc@o no odcito. Os espermatozoides se ligam ao epitélio da tuba uterina e
soltam-se depois da capacitacdo, quando se tornam hiperativos e aptos a reacdo do acrossoma
(GONCALVES; FIGUEIREDO; FREITAS, 2008).

Fisiologicamente, a tuba uterina fornece um adequado ambiente para o transporte,
armazenamento e capacitacdo dos espermatozoides, colheita, transporte e maturagdo dos
odcitos, fertilizacdo e cultivo embriondrio (HUNTER e RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2004).
Além de fornecer um ambiente seguro no qual os espermatozoides inseminados possam
sobreviver ao longo de um periodo de horas, ja que sdo células totalmente diferenciadas, sem
capacidade de reparacdo, se forem danificados (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2001;
RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2005).

A desestabilizacdo da membrana plasmdtica do espermatozoide durante a capacitacdo
pode levar a morte celular, caso o espermatozoide ndo esteja proximo a um odcito. Deste
modo, in vivo, os componentes da tuba devem favorecer a desestabilizacio da membrana
seletiva para preparar a célula espermadtica para a interagdo dos gametas, mantendo assim, as
propriedades necessdrias do espermatozoide para a fecundag@o até o momento da ovulagao.
Acredita-se que esta modulagdo ndo seja uma caracteristica do espermatozoide, mas sim um

controle exato da tuba uterina (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2007).
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In vivo a capacitag@o € ativa e progressiva de acordo com as regides do trato genital
feminino e pode estar relacionada a ovulagdo. A principal diferenca nos procedimentos in
vitro é que a maioria dos espermatozoides capacita de uma s6 vez (HARRISON e
GADELLA, 2005).

A capacitacdo in vitro deve basear-se nas caracteristicas do fluido presente na tuba.
Portanto, é necessdria a presenca de substratos energéticos como: piruvato, lactato, glicose,
um captador de colesterol (geralmente a albumina sérica), célcio (Ca™), concentragdes baixas
de potissio (K") e fisiolégicas de sédio (Na*). In vitro, este processo geralmente é observado
na presenca do tampao NaHCOj; (bicarbonato de sd6dio) e estd associado a mudancas no
metabolismo de Adenosina 3',5'-Monofosfato ciclico (AMPc) e fosforilagdo da proteina
tirosina e a mudangas estruturais da membrana relacionadas principalmente ao transporte de
fons célcio (VISCONTI et al., 1999; ASSUMPCAO et al., 2002). Portanto, acredita-se que
substancias que induzam essas mudangas desempenhariam um papel de desencadeadores do

processo de capacitacdo espermdtica (ASSUMPCAO et al., 2002).

2.3.1 Principais fatores desencadeadores da capacitagio

2.3.1.1 Bicarbonato

De acordo com Litvin et al. (2003) o componente que mais parece ser responsavel por
induzir a capacitagdo é o bicarbonato, que age sobre a adenilato ciclase solivel (ACS)
presente no s€émen, promovendo a ativacdo desta enzima.

Como desencadeador da capacitacdo, o bicarbonato ativa uma ACS espermatozoide
especifica que se liga a proteina kinase A (PKA), que por sua vez, via fosforilacio proteica da
tirosina, direta ou indiretamente, ativa o deslocamento dos fosfolipideos da membrana,
levando a alteracdo da mesma e promovendo a capacitagdo das células espermadticas
(FLESCH e GADELLA, 2000).

O deslocamento dos fosfolipideos € dose dependente dos niveis de bicarbonato,
podendo se movimentar na auséncia de bicarbonato quando houver inibidores da
fosfodiesterase, os quais inibem a quebra do AMPc, que ativa a PKA (FLESCH e
GADELLA, 2000).

Na cauda do epididimo, onde ficam armazenados os espermatozoides, a concentracao
de bicarbonato é baixa (<1 mM). No trato genital feminino, hd concentragdes superiores,

cerca de 15 mM. Os niveis intracelulares de bicarbonato podem aumentar pela sua entrada na
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célula pelos canais i0nicos (Cl_/HC03_, Na*/HCOs") da membrana plasmdtica (FLESCH e
GADELLA, 2000).

A resposta rapida (10 min) do bicarbonato envolve a via de sinalizacdo ACS — AMPc
— PKA (HARRISON e MILLER, 2000). J4 uma resposta em longo prazo (xlh) é pela
ativacdo da tirosina kinase (TK), na qual proteinas quinases de ancoragem se ligam as
subunidades da PKA e se tornam tirosina fosforilada durante a capacitacio espermatica.
Desse modo, formam moléculas de sinalizacdo da via ACS — AMPc — PKA e da via da TK

(GADELLA e VAN GESTEL, 2004).

2.3.1.2 Albumina

A albumina, além de ter funcdo nutricional, é responsavel pela remocdo do colesterol
da membrana plasmatica do espermatozoide, causando alteragdes na sua fluidez e uma
diminuicdo da relag@o colesterol/ fosfolipideo (CROSS, 1998). Esta extracdo do colesterol
ocorre em dareas restritas da membrana, havendo um deslocamento dos fosfolipideos, que
acarreta no rearranjo de sua estrutura (YANAGIMACHI, 1994).

O tempo para capacitacdo varia de acordo com as espécies. Em espermatozoides
bovinos, os quais a membrana plasmadtica € rica em colesterol, € verificada a necessidade de

maior tempo de capacitacdo (FLESCH e GADELLA, 2000).

2.3.1.3 fons Célcio

Com importante papel nos processos de capacitacio, o célcio intracelular influencia a
hiperatividade e a reacdo acrossomal para a fertilizacdo. Além de ser o principal elemento
para a motilidade do flagelo e fusdo da vesicula acrossomal. O aumento dos niveis de cdlcio
interno € essencial para a sinaliza¢do da ZP; (uma das trés glicoproteinas da zona peliicida e
espécie-especifica), induzindo a ocorréncia da reagdo do acrossoma (DARSZON et al., 1999).

A penetragdo do espermatozoide, no momento da fertilizagdo, induz alteracdes nos
niveis de cdlcio intracelular no odcito. Dessa forma, os fons cdlcio estdo envolvidos na
exocitose dos granulos corticais, a fim de modificar os receptores da zona pelicida, levando
ao bloqueio da polispermia e controlam a clivagem do embrido (ALBERTS et al., 2002).

Se ocorrer a polispermia, sdo formados fusos extras e multipolares, geralmente,
cessando o desenvolvimento embriondrio. Sao dois os mecanismos de bloqueio no odcito para

assegurar a monospermia. O primeiro ocorre na fusdo do primeiro espermatozoide, pela
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despolarizacdo da membrana plasmatica oocitaria, evitando temporariamente a penetragio de
outros. O segundo mecanismo de bloqueio, ocorre com a extrusdo dos granulos corticais,
compondo um evento permanente causado pela elevacdo do cdlcio intracelular no momento

da penetracdo do espermatozoide (ALBERTS et al., 2002).

2.3.1.4 Glicosaminoglicanos

Em condicdes naturais, o processo de capacitagdo parece ocorrer na juncdo utero-
tubdarica por um mecanismo nao totalmente esclarecido, porém envolve a acdo de
glicoproteinas secretadas na tuba uterina, chamadas de glicosaminoglicanos, como a heparina
e os sulfatos de heparan, condroitina e queratina (GORDON, 1994; HAFEZ e HAFEZ, 2004).
A descoberta dos glicosaminoglicanos proporcionou o desenvolvimento de técnicas para
induzir a capacitacdo in vitro e, consequentemente a melhora nos resultados de fecundagéo in
Vitro.

Os glicosaminoglicanos (GAGs) estdo presentes nos liquidos foliculares e em
secregOes da tuba uterina. Apds exposi¢cdo a estes compostos 0s espermatozoides sdo capazes
de sofrer a reacfo acrossdmica (BALL et al., 1983; LENZ et al., 1983).

Os GAGs residem em células epiteliais da tuba uterina como proteoglicanos, e
interagem com o espermatozoide apds a sua ligacdo a estas células in vivo (PARRISH et al.,
1989a).

Dentre os varios métodos testados para inducdo da capacitacdo de espermatozoides
bovinos para fins de fecundacdo in vitro, o que se mostrou mais eficiente foi a utilizacdo da
heparina, um glicosaminoglicano presente em elevadas concentra¢des no trato reprodutivo de
fémeas bovinas, principalmente durante o estro (GORDON, 1994). A heparina promove a
capacita¢do do espermatozoide ao se ligar e induzir altera¢Ges nas proteinas da membrana
plasmaética, ativando canais i0nicos, aumentando o cdlcio intracitoplasmdtico e,

consequentemente o pH (BAVISTER, 2002), como observado na Figura 1.
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Figura 1. Modelo de eventos intracelulares durante a capacitagdo dos espermatozoides
bovinos por heparina.
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Fonte: PARRISH, 2014.

A ligacdo da heparina com o espermatozoide é saturdvel (receptor com pontes de
ligacdo), reversivel, dependente do pH, temperatura e nivel de cédlcio. O seu efeito pode
variar com a dose utilizada, concentracdo e peso molecular das proteinas ligadoras de
heparina (HBPs) presentes nos espermatozoides (Parrish et al., 1988).

Parrish et al. (1988) observaram que a heparina induz a capacitacdo de
espermatozoides bovinos em vez da reacdo acrossdmica. A ligacdo da heparina se dd por uma
série de proteinas do plasma seminal bovino, que se ligam ao espermatozoide na ejaculagdo, e
interagem com o colesterol e os fosfolipideos da membrana plasmatica. Apds a ligagdo a
heparina, ha perda de componentes da superficie do espermatozoide, incluindo a lecitina,
proteinas do plasma seminal, colesterol e fosfolipideos (MANJUNATH e THERIEN, 2002).
Outras alteragdes estdo relacionadas a ligacdo a heparina na célula espermdtica, como
alteracdes de pH intracelular, de célcio intracelular e os niveis de AMPc (PARRISH, 2014).

Foram observadas interacdes entre heparina e glicose na capacitagdo espermadtica pela
primeira vez por Parrish, Susko-Parrish, First (1985). A quebra da glicose ou outros
compostos semelhantes leva a acidificacio do espermatozoide bovino que bloqueia a
capacita¢do induzida pela heparina. O principal efeito é que a glicdlise acidifica o pH do
sémen, o que se opde a alcalinizagdo induzida por heparina. O efeito da glicose pode ser

contornado pela adi¢gdo de compostos que aumentam o AMPc intracelular, como 8-bromo-
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AMPec, isobutilmetilxantina e cafeina, ou permitindo tempo suficiente para o espermatozoide
metabolizar toda a glicose presente (PARRISH, SUSKO-PARRISH, FIRST, 1989).

O célcio também estd relacionado a heparina, que induz a entrada de cdlcio na célula
espermadtica, sendo fundamental para a capacitacio durante as primeiras 2 horas de exposicao
a heparina. Durante esse tempo o acrossoma acumula cdlcio e impede o aumento de Ca™ no
citoplasma. Com o acdmulo no acrossoma, o Ca™ aumenta e se um espermatozoide ndo
entrar em contato com o estimulo adequado, que seria a zona peltcida, ocorre uma reagao
acrossOmica espontinea e consequentemente a morte do espermatozoide. O aumento
definitivo do cdélcio € importante e estd relacionado com a capacidade fisiolégica do
acrossoma reagir (PARRISH, SUSKO-PARRISH, GRAHAM, 1999).

No minimo 10 mmol/L. de bicarbonato sdo necessarios no meio de fertilizacdo para
que ocorra a capacitacio induzida por heparina. O espermatozoide contém uma ACS presente
no citoplasma que € estimulada por bicarbonato. Além do aumento de AMPc nos
espermatozoides durante a capacitacio, provavelmente, ndo ocorra na auséncia de bicarbonato

(PARRISH et al., 1989b).

2.3.1.5 Metilxantinas

As metilxantinas abrangem um grupo de substancias alcaldides presentes na natureza,
particularmente no chd, café e cacau (PAUWELS et al., 2001).

Os mecanismos de ag@o celular das metilxantinas sdo principalmente a inibicdo da
fosfodiesterase (consequentemente, o aumento intracelular de AMPc), o desacoplamento do
célcio intracelular favorecendo elementos contriteis musculares e antagonizando receptores
de adenosina, efeito na concentracdo de cdlcio intracelular (direto e indireto por
hiperpolariza¢cdo da membrana celular) (PAUWELS et al., 2001).

As metilxantinas mais conhecidas sdo a cafeina, teofilina e teobromina e menos
conhecidas a aminofilina e a pentoxifilina. A teofilina foi identificada como um componente,
encontrada no chd, por Fisher em 1888, que também estabeleceu sua estrutura molecular
(FREDHOLM, 2011). A solubilidade das metilxantinas € muito baixa, o que torna obrigatdria
para uso farmacolégico a formacdo de complexos com outras substincias mais soliveis. O
mais conhecido desses complexos ocorre entre a teofilina e a etilenodiamina, para que se
forme a aminofilina (PAUWELS et al., 2001).

A cafeina, como todas as metilxantinas, € um inibidor da fosfodiesterase, substiancia

que permite o aumento da concentragdo do AMPc durante a capacitacdo espermadtica,
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modulando a adenilciclase, induzindo a capacitacio dos espermatozoides e a reacgdo
acrossOmica, e melhora a penetragio dos espermatozoides (NASCIMENTO, 2003). Estudos
dos efeitos da cafeina em gametas masculinos mostraram uma estimulacdo da capacitagio
espermadtica e uma reagdo acrossomica espontinea (FUNAHASHI, 2005). Contudo, conforme
se aumenta a concentragdo de cafeina, aumenta-se também a penetracdo oocitdria pelos
espermatozoides (FUNAHASHI e NAGALI 2001). Em um estudo realizado por Curcio et al.
(2010), quando comparado o grupo controle (15,33+3,78) em que o meio FIV foi
suplementado com heparina, com o grupo suplementado com cafeina (10,67+1,1),
demonstrou-se uma reducdo da taxa de clivagem quando adicionada cafeina ao meio de
fertilizacdo em volume utilizado convencionalmente nos protocolos de FIV.

Tajik e Niwa (1998) em seus estudos adicionando cafeina isoladamente ou associada a
heparina em um meio com ou sem glicose, observaram que quando as condi¢des do meio
estdo quimicamente definidas, a glicose é necessdria para estimular a fertilizagdo in vitro de
odcitos bovinos e que a acdo sinérgica da cafeina e heparina foi observada independente da
atividade de inversdo da cafeina sobre a inibi¢do da capacita¢do por heparina induzida pela
glicose.

A cafeina é a metilxantina mais utilizada na rotina dos laboratérios de PIV no mundo
todo (NAGALI et al., 1993; GORDON, 1994). No entanto, a teofilina, que possui mecanismo
de acdo semelhante a cafeina, porém, mais potente que a cafeina em aumentar os niveis
intracitoplasmaticos de AMPc, tem sido pouco testada como agente capacitante do meio de
FIV. Em poucos estudos encontrados na literatura foi constatada que a teofilina pode
aumentar a capacidade dos espermatozoides em se ligar a odcitos maturados in vitro tanto na
espécie bovina (TAKAHASHI e FIRST, 1993) quanto suina (YOSHIOKA et al., 2003).

Segundo Yoshioka ef al. (2003), a combina¢do de multiplos agentes como a teofilina,
a adenosina, e a cisteina no meio de FIV possibilitou a utilizacdo dos espermatozoides de
todos os varrdes para fertilizacio na espécie suina e concluiram que a teofilina pode aumentar
a capacidade fertilizante dos espermatozoides por mecanismos diferentes da cafeina. Na
espécie bovina, Takahashi e First (1993) corroboram os achados em suinos, concluindo que a
teofilina aumenta a capacidade dos espermatozoides fecundarem os odcitos e acelera o
processo de fertilizacdo in vitro. Ebner et al. (2011) em um estudo com homens portadores de
azoospermia obstrutiva, avaliaram o uso da teofilina no sémen descongelado e observaram
uma melhora significativa na motilidade espermatica quando foi utilizado a teofilina, além de

maiores taxas de fertilizacdo e blastocistos.
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Estudos que comparam a utilizacdo da teofilina em associacdo com a heparina na
espécie bovina ndo foram encontrados na literatura. Contudo, Niwa e Ohgoda (1998)
relataram que a incubacgfo de espermatozoides na presenga de heparina em combinag¢do com
cafeina melhorou a frequéncia de fertilizacdo e diminuiu a diferenca entre os touros,
acreditando-se que tal combinacdo pode reduzir os efeitos individuais de touro.

A motilidade espermadtica é uma variavel que reflete na vitalidade do ejaculado, e pode
ser melhorada com a adi¢do de estimulantes como a cafeina, a teofilina, a aminofilina e a
pentoxifilina, no momento da diluicio do sémen, induzindo a capacitagdo e,
consequentemente, a fecundacdo. Estes aditivos induzem alteragdes fisiologicas no
espermatozoide, uma vez que a principal altera¢do € o aumento de AMPc intracelular, ja que
este nucleotideo funciona como um mensageiro no interior da célula, responsavel por ativar a
proteina kinase. Esta, fosforila uma série de outras proteinas, desencadeando vdrias alteracoes
fisiologicas, como ativag@o de enzimas, alteracdo de permeabilidade de membranas celulares,
ativacio de sintese proteica e aumento na secre¢io celular (DOMINGUEZ; GONZALEZ;
ALEGRE, 2003; MAIA e BICUDO, 2009).

2.3.2 Eventos que ocorrem no espermatozoide durante a capacitacdo

Como outras células, os espermatozoides devem manter um gradiente idnico através
da membrana plasmatica. A concentragiio de fons potdssio (K*) dentro da célula é maior que
fora dela, enquanto que o contrdrio ocorre com o fon sédio (Na*). Este gradiente idnico é
mantido por bombas de Na’/ K* ATPase dependente. A bomba Na'/ K* ATPase pode
desempenhar um papel na capacitacdo induzindo a despolarizacdo, ji que a incubacdo de
espermatozoides no meio de capacitagdo com baixos niveis de sodio inibem a capacitacdo.
Este fendmeno pode ser explicado pelo requerimento de sddio intracelular para ativar os
trocadores de Na'/ Ca'™, aumentando as concentragdes de Ca*" intracelular (FLESCH e
GADELLA, 2000).

Em relac@o ao metabolismo, relata-se que os espermatozoides exibem um aumento do
metabolismo intracelular como, por exemplo, da atividade glicolitica e o consumo de
oxigénio apdés a incubacdo no trato genital feminino ou em meio capaz de induzir a

capacitacdo (YANAGIMACHI, 1994).

2.3.2.1 Mudangas nos sistemas adenilatociclase-AMPc
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Na maioria das espécies, o espermatozoide comega a mover ativamente com o contato
com o plasma seminal no momento da ejaculacdo. Entretanto, o espermatozoide destinado a
fertilizacdo pode temporariamente experimentar uma reducdo ou perca de sua motilidade,
retomando esta movimentacdo de forma mais vigorosa ao final da capacitacdo
(YANAGIMACHI, 1994). Este incremento na motilidade dos espermatozoides € denominada
hiperativagdo. A ativacdo das proteinas kinase dependentes de AMPc e a fosforilagdo de
proteinas espermadticas exercem papel vital no inicio e manuten¢@o da motilidade espermatica.
Segundo Yanagimachi (1994), hd evidéncias do aumento da atividade da adenilato ciclase
durante a capacitacdo espermdtica. Aumentando a adenilato ciclase provavelmente aumenta o
AMPc disponivel, podendo estimular a proteina kinase dependente de AMPc, e esta, quando
estimulada, pode alterar a estrutura das proteinas espermdticas da membrana e/ou de

movimentacao pela fosforilacéo.

2.3.2.2 Mudangas na membrana plasmatica

Devido a membrana plasmadtica estar diretamente exposta ao ambiente de capacitagao,
ndo € de se surpreender que as mudangas mais significativas ocorram nela durante o processo.
Foi postulado que a remocgéo ou alteracdo da “capa de cobertura” da superficie espermatica
constitufa uma importante parte do processo de capacitacio. Estes materiais de cobertura que
sdo removidos ou alterados durante a capacitagdo incluem os fatores decapacitantes
(YANAGIMACHLI, 1994).

Mudangas na habilidade de ligagdo da lecitina a membrana plasmdtica durante a
capacitacdo indicam que a metade das glicoproteinas periféricas ou integrais é alterada
durante a capacitagdo, sendo atribuido este fato a remoc¢do de terminais de dcido sidlico das
glicoproteinas da superficie dos espermatozoides (YANAGIMACHI, 1994).

Muita atencd@o tem sido direcionada ao colesterol da membrana plasmdtica devido a
ele exercer varios papéis em todas as membranas biolégicas como a passagem ativa ou
passiva de ions pela membrana, regulando a orientacao, fluidez e a espessura das membranas
lipidicas. Acredita-se que a albumina e lipoproteinas do trato genital retiram o colesterol da
membrana plasmadtica do espermatozoide (YANAGIMACHI, 1994; KOFT et al., 1999).

Apesar da importincia da remogdo do colesterol da membrana plasmadtica para o
processo de capacitagdo ter sido intensamente estudada, pode ser que a fase de separacdo dos
fosfolipideos de membrana e colesterol (migracdo lateral destas moléculas dentro da

bicamada lipidica para formar os dominios), € ndo a remog¢do completa do colesterol da
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membrana seja mais importante para a capacitagdo. Ha relatos que a fluidez dos lipideos da
cabecga dos espermatozoides e da cauda da membrana plasmadtica altere-se como resultado da
capacitagdo, sendo a movimentagdo do colesterol responsdvel em parte por tais mudancas
(YANAGIMACHLI, 1994; FLESCH e GADELLA, 2000).

Alteracdes do glicocalix durante a capacitagdo podem ser verificadas por estudos de
ligacdo a lecitina. Durante a capacitacdo, ha reposicdo de glicolipideos, liberacdo de fatores
decapacitantes e de outros fatores. Foi postulado que a remocdo de fatores decapacitantes
induz a atividade da TK nas proteinas transmembrana, permitindo sua agregagdo posterior

com a zona peliicida (FLESCH e GADELLA, 2000).

2.4 Producao in vitro de embrioes (PIVE)

A técnica de PIVE se baseia na colheita dos odcitos que sdo maturados in vitro (MIV),
fertilizados in vitro (FIV) e entdo os zigotos sdo cultivados in vitro (CIV). Todo este processo
ocorre em laboratdrios, dentro de incubadoras com temperatura e atmosfera controladas. Os
embrides s6 sdo transferidos para as receptoras apés seis ou sete dias de cultivo. E uma
importante biotécnica utilizada para acelerar a producao de animais geneticamente superiores
ou impedir o descarte precoce de fémeas portadoras de alteracdes adquiridas (GONCALVES,
VISITIN, OLIVEIRA, 2002).

Embora aplicada em grande escala no Brasil, a técnica de PIV de embrides ainda
apresenta limitagdes, sendo um dos principais problemas, os baixos resultados do
desenvolvimento in vitro dos embrides, uma vez que, em média, 60 a 90% dos odcitos
bovinos colocados para maturar sdo fertilizados e apenas 30 a 40% se desenvolvem até o
estddio de blastocisto (GORDON, 1994; MOORE et al., 2007; GONCALVES et al., 2007).
Dessa forma, muitos estudos tém sido realizados para se aumentar a taxa de producdo
embriondria in vitro. Esses estudos baseiam-se principalmente na etapa da maturagdo dos
odcitos e cultivo dos embrides, sendo que a etapa da fertilizagdo in vitro tem recebido menor
atencdo por parte dos pesquisadores (ANCIOTO et al, 2004; POZZOBON et al., 2005;
MIRANDA et al., 2007).

2.4.1 Fertilizacdo in vitro (FIV)

In vivo, para que ocorra a fertilizacio € necessario que o espermatozoide percorra um

longo trajeto pelo trato genital da fémea até chegar ao sitio de fertilizacdo na tuba. Durante
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este percurso, glicosaminoglicanos presentes no interior do trato reprodutivo feminino
induzem sua capacitacdo (HAFEZ e HAFEZ, 2004). Para fertilizac@o in vitro, a capacitagio
espermadtica é geralmente promovida pela heparina, um glicosaminoglicano presente em altas
concentragdes no trato reprodutivo de fémeas bovinas, principalmente durante o estro
(BLONDIN et al., 2009).

In vitro, antes da capacitacdo, apds o descongelamento da palheta de sémen, faz-se
necessdria a utilizacdo de um método de selecdo de espermatozoides que resulte em maior
motilidade para a FIV. Além disso, na amostra criopreservada existem ainda os crioprotetores
que devem ser excluidos antes da fertilizacdio. Os procedimentos de separacdo de
espermatozoides utilizados atualmente para FIV sdo capazes de melhorar significativamente a
qualidade do sémen por selecionar uma maior taxa de espermatozoides moveis e
morfologicamente normais, e por eliminar substancias indesejadas como os diluidores, o
plasma seminal, os agentes infecciosos e espermatozoides mortos (GORDON, 1994).

Dentre as técnicas de selecdo de sémen disponiveis encontram-se os gradientes de
centrifugacio, sendo o Percoll® (Sigma Chemicals Co. — USA) (PARRISH, KROGENAES,
SUSKO-PARRISH, 1995) o mais utilizado nos laboratérios comerciais. Formado por
particulas de silica coloidal coberto com polivinilpirrolidona, o percoll € preparado em
diferentes concentracdes para formar um gradiente descontinuo de duas ou trés fases (90, 45 e
30%) para separacdo espermatica (GONCALVES, VISITIN, OLIVEIRA, 2002).

Para que ocorra o minimo de polispermia, devem ser realizados testes com diferentes
concentragdes inseminantes, determinando a concentragio de espermatozoides ideal para cada
touro, a partir do resultado obtido. No entanto, a aplicabilidade destes testes em laboratdrios
comerciais ndo é muito pritica e geralmente a concentracio utilizada é de 2x10°
espermatozoides/mL, calculada a partir da motilidade e a populacdo viva de espermatozoides
obtida apds a centrifugacdo em gradiente de percoll (GONCALVES, VISITIN, OLIVEIRA,
2002).

Os sistemas de cultivo utilizados para fecundag@do in vitro apresentam diferencas em
relacdo aos laboratérios. Contudo, obrigatoriamente o meio empregado deve ser capaz de
oferecer ao odcito secunddrio e ao espermatozoide condi¢des propicias para que a penetracao
ocorra da forma mais rapida possivel (GORDON, 1994).

Apéds a fusdo do espermatozdide com o odcito, ocorre a ativacdo, evidenciada na
maioria dos mamiferos pela exocitose dos granulos corticais e retomada da meiose. O nicleo
espermatico se descondensa e transforma-se no pronticleo masculino. O prontcleo migra para

o centro do odcito, o envelope nuclear se desintegra e ocorre a associacdo dos cromossomos
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para a primeira divisdo mitdtica, a clivagem. Consequentemente, inicia-se o desenvolvimento
embriondrio por sucessivas divisdes e alteracdes morfoldgicas para a formagdo de moérulas e

blastocistos (YANAGIMACHI, 1994).

2.5 Efeito touro

Touros podem ter respostas diferentes entre si, quanto a capacitagdo in vitro, o que
explica em parte, o fato de que nem todos os touros submetidos ao processo de FIV
apresentam bons resultados quanto a produgdo de embrides (FOLHADELLA, 2008).

Coelho et al. (1998) avaliaram as condicdes de cultura para maturacio dos odcitos e o
efeito do reprodutor sobre as taxas de clivagem (TC) e de moérulas e blastocistos (MO/ BL)
produzidos in vitro. A TC e a taxa de MO/ BL diferiram (p<0,05) para cada reprodutor. Para
tanto, concluiram que a utilizacdo de sémen de diferentes reprodutores afetou o subsequente
desenvolvimento embriondrio in vitro.

Diversas evidéncias t€ém mostrado a importancia do reprodutor no sistema de PIVE.
As diferencas existentes entre touros sdo manifestadas, tanto na capacidade fecundante como
na competéncia de desenvolvimento, mesmo quando algumas varidveis (concentracio
espermdtica e de heparina) s@o padronizadas. Em um mesmo touro, a concentragcdo
espermdtica e de heparina determinam diferencas na taxa de fertilizacdo e na producio de
embrides. Portanto, para cada reprodutor utilizado no sistema PIVE, alguns ensaios devem ser
previamente desenvolvidos para ajustar a concentracio espermatica e a dosagem de heparina
com a finalidade de maximizar ambos, capacidade fecundante e competéncia de

desenvolvimento embriondrio (COELHO et al., 1998).
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CAPITULO 1 - Biology of Reproduction — Qualis A1 — Situacdo: A ser submetido

Teofilina como agente de capacitacio do sémen bovino

SILVAl, Laila Pereira da; RIBEIROI, Josiane Rossi; FERNANDESI, Carlos Antdnio
Carvalho; CARVALHO?, Bruno Campos de; GIOSO', Marilu Martins; VARAGO', Fabiana
Cristina
"Universidade José do Rosdrio Vellano — UNIFENAS, Alfenas — MG
2Embmpa Gado de Leite — Juiz de Fora - MG

Resumo: A capacitacdo deve receber especial atencdo durante a produgdo in vitro de
embrides (PIVE), pois interfere no sucesso da producdo embriondria. Objetivou-se avaliar a
teofilina como agente capacitante substituto ou associado a heparina no desenvolvimento de
embrides produzidos in vitro e sobre a reacdo acrossOmica dos espermatozoides. O
experimento foi realizado com 4 touros e 3 tratamentos contendo 0s agentes capacitantes,
totalizando 12 grupos experimentais. Cada touro foi avaliado em cada tratamento descrito a
seguir: Tratamento 1 (T1): Heparina - 10ug/mL; Tratamento 2 (T2): Teofilina — 5 mM;
Tratamento 3 (T3): Heparina (10pg/mL) + Teofilina (SmM). O sé€men dos touros foi
submetido a incubacdo com os trés tratamentos por 0, 6, 12 e 18h, corados com Trypan blue/
Giemsa e analisados em microscopia eletronica para avaliacdo da reacdo acrossomica. Para a
PIVE foram utilizados os mesmos touros e os agentes capacitantes foram adicionados aos
meios de fertilizagdo. Na andlise espermdtica, a taxa de reacdo acrossOmica verdadeira foi
maior (p<0,05) no tempo Oh, enquanto para os espermatozoides mortos as maiores taxas
(p<0,05) foram nos tempos de 12h (84,46 + 5,82) e 18h (86,75 + 4,19). A taxa de embrides
produzidos na PIVE (37,97 + 13) e a taxa de eclosdo (33,50 + 14) foram maiores (p<0,05)
para o tratamento heparina. Nao foi observada diferenga (p>0,05) entre os touros na PIVE e
entre os tratamentos na andlise de reacdo acrossdmica. A utilizacdo da teofilina apresentou as
menores taxas de producdo embriondria e se mostrou tdo eficiente quanto a heparina na

inducdo da reagdo acrossOmica.

Palavras-chave: Fertilizacdo, Reacdo acrossomica, Espermatozoides, Metilxantinas.
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INTRODUCAO

A capacitacdo deve receber especial atencdo durante a produgéo in vitro de embrides
(PIVE), ja que em condigdes fisioldgicas os espermatozoides, obrigatoriamente, sofrem esse
processo durante a passagem pelo trato genital da fémea para se tornarem aptos a fecundacio
[1]. Para completar o processo de capacitagcdo, os espermatozoides hiperativados se ligam por
meio de receptores da membrana plasmatica a proteinas especificas na zona pelicida do
odcito de maneira a induzir a reag@o acrossomica [2]. A reag@o acrossomica ¢ um processo de
exocitose que libera enzimas hidroliticas que facilitam a penetragdo do espermatozoide na
zona pelicida e modificam as membranas da regido pds-acrossomal, local da interag@o entre
odcito e espermatozoide [3].

O processo de capacitagdo natural ocorre pela acdo de componentes presentes na tuba
uterina que vao induzir mudangas no espermatozoide, como os glicosaminoglicanos. O
glicosaminoglicano mais utilizado em laboratérios de PIVE bovinos para induzir a
capacitacdo espermdtica € a heparina [4]. A ligacdo da heparina se dd por uma série de
proteinas do plasma seminal bovino, que se prendem ao espermatozoide na ejaculacdo, e
interagem com o colesterol e os fosfolipideos da membrana plasmatica. Apds a ligagdo a
heparina, ha uma perda de componentes da superficie do espermatozoide, incluindo uma
perda da lecitina, das proteinas do plasma seminal, do colesterol e dos fosfolipideos [5].
Outras alteracdes estdo relacionadas a ligacdo da heparina na célula espermdtica, como
alteracdes de pH intracelular, de cdlcio intracelular e os niveis de adenosina monofosfato
ciclico (AMPc) [6].

No entanto, touros podem ter respostas diferentes entre si, quanto a capacitacio in
vitro, o que explica em parte, o fato de que nem todos os touros submetidos ao processo de
fertilizacdo in vitro (FIV) apresentam bons resultados quanto a producdo de embrides [7]. Por
esta razdo, a procura de um agente que possa agir em conjunto com a heparina ou
isoladamente de forma a proporcionar maior capacitagido espermdtica tem sido buscado nos
ultimos anos.

Dessa forma, as metilxantinas, que inibem as fosfodiesterases aumentando os niveis de
AMPc, além de promoverem efeito na concentragio de calcio intracelular [8§]
desempenhariam um papel de desencadeadores da capacitacdo. A teofilina, que possui
mecanismo de acdo mais potente que a cafeina, de acordo com poucos estudos encontrados na
literatura pode aumentar a capacidade dos espermatozoides em se ligar a odcitos maturados in

vitro tanto na espécie bovina [9] quanto suina [10].
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Neste sentido, o objetivo do estudo foi testar a teofilina como possivel agente de
capacitacdo na espécie bovina, bem como a sua associagdo com a heparina no
desenvolvimento de embrides produzidos in vifro e na inducido da reagdo acrossdmica dos

espermatozoides.

MATERIAIS E METODOS

Reagentes e Meios

Todos os meios utilizados para PIVE: meio de maturacdo, meio de fecundagao,
gradiente de percoll 90 e 45% e o meio synthetic oviductal fluid (SOF) foram adquiridos da
empresa Biodux ® (Campinas, SP, Brasil).

A teofilina foi adquirida da Sigma-Aldrich ® Cédigo T1633.

Pré-selecdo dos touros

Ap6s avaliacdo do sémen de 11 touros pelas andlises de motilidade e vigor, anélise
morfoldgica e integridade funcional da membrana plasmatica avaliada pelo teste hiposmdtico
(HO), dois touros superiores e dois inferiores quanto a viabilidade espermatica in vitro foram
selecionados, chamados como A, B, C e D, sendo os touros A e C superiores, B e D
inferiores. Diante da impossibilidade de encontrar um ou dois touros com desempenho
superior ou inferior em todos os parametros € uma vez que para alguns parametros como a
motilidade muitos touros tiveram igual desempenho, a selecdo dos touros foi baseada no
parametro morfologia. A morfologia segundo Barth e Oko [11] possui relagdo direta com a
fertilidade e também por esta razdo foi o parametro considerado na selec@o dos touros a serem

testados.

Experimentos

Experimento 1. Andlise da reacdo acrossomica: Foram adicionados os agentes de capacitagio
aos meios de fertilizagdo, constituindo os tratamentos: Tratamento 1 (T1): Heparina -
10pg/mL; Tratamento 2 (T2): Teofilina — 5 mM; Tratamento 3 (T3): Heparina (10ug/mL) +
Teofilina (SmM). A concentragdo de 10ug/mL de heparina foi escolhida baseada na rotina de

producdo da maioria dos laboratérios comerciais de FIV. A concentracdo de teofilina foi
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escolhida baseada no estudo de Takahashi e First [9] que relataram um aumento da
capacidade fertilizante dos espermatozoides e do processo de FIV em bovinos com a
concentragdo de 5 mM de teofilina.

O sémen, apds descongelamento e selecdo por gradiente de Percoll 90 e 45% como
descrito por Parrish et al. [12], foi incubado em meio de fertilizacdo de acordo com o
tratamento T1, T2 e T3 na concentracdo de 2 x 10° espermatozoides/mL em incubadora a
38,8°C, 5% de CO, e umidade saturada, na auséncia de odcitos. Uma amostra de cada
reprodutor foi submetida a técnica de coloracdo imediatamente apds o descongelamento e
novamente a cada 6 horas de incubagio sendo que as andlises foram realizadas as 0, 6, 12 e 18
horas.

A integridade do acrossomo foi avaliada empregando-se a técnica de dupla coloracio
(Trypan blue/ Giemsa — TBG) descrita por Didion er al. [13]. O sémen foi incubado na
proporcdo 1:1 com trypan blue 0,2% em banho-maria a 37°C/ 15 min, seguido de adi¢do de 8
mL de DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) e centrifugacdo a 700 G por 6 min. Do
pellet formado foram feitos esfregacos em laminas que foram coradas com solu¢do de Giemsa
a 5% por cerca de 60 min, e posteriormente lavadas e secas ao ar. As andlises foram
realizadas em duplicata.

A leitura foi realizada em microscépio de campo claro com aumento de 1000x,
contando-se 200 células em cada lamina para avaliagdo das seguintes caracteristicas: Reagdo
acrossomica verdadeira - Acrossomo e regido pés-acrossomal ndo coradas; Reacdo
acrossémica falsa - Acrossomo nao corado e regido pds-acrossomal corada em azul; Mortos -
Corados em azul pelo trypan blue na regido pds-acrossomal e acrossomo corado em roxo ou

rosa pelo Giemsa.

Experimento 2. Producdo in vitro de embrides: Foram utilizados ovarios obtidos em
matadouros. Os foliculos ovarianos entre 2 a 8 mm de didmetro foram aspirados com auxilio
de seringa de 10 mL acoplada a agulha 40 x 12 mm. Os complexos cumulus-o6citos (COCs)
imaturos classificados como “vidveis” de acordo Viana et al. [14] foram incubados em meio
de maturacdo composto de TCM 199 (Earle), suplementado com 10% de soro fetal bovino,
piruvato (22ug/mL), hormdnio luteinizante (50pug/mL), hormdnio foliculo estimulante
(0,5ug/mL) e os antibidticos penicilina e gentamicina (50ug/mL de cada) sob 6leo mineral.
Os COCs foram maturados a 38,8°C em atmosfera de 5% de CO; em ar e umidade saturada

por 24 horas.
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Apds a maturagdo, os COCs foram transferidos para placas contendo meio de
fecundag@o suplementado com gentamicina e penicilina (50pug/mL de cada), penicilamina
(2,7ug/mL), hipotaurina (1pg/mL), epinefrina (0,3ug/mL), albumina sérica bovina 8806
(5pg/mL) e piruvato (22ug/mL), sob o6leo mineral. Ao meio de FIV, também foram
adicionados os agentes de capacitacdo constituindo os tratamentos T1, T2 e T3 como ja
descrito no experimento 1. Os espermatozoides foram selecionados por gradiente de percoll
[12] e as gotas de FIV inseminadas com 2 x 10° espermatozoides/mL. Os odcitos e
espermatozoides foram mantidos em incubadora a 38,8°C contendo 5% de CO; em ar e
umidade saturada por 12 horas. O dia da fecundag@o foi considerado como o dia 0 (DO).

Ap6s o co-cultivo, os possiveis zigotos foram incubados meio synthetic oviductal fluid
(SOF) suplementado com inositol (0,5ug/mL) e tricitrato de sédio (0,1ug/mL), a 38,8°C
contendo 5% de CO, e umidade saturada. A taxa de clivagem, produgdo embriondria e eclosdao

foram avaliadas dois, sete e 10 dias ap6s a fecundagdo, respectivamente.

Andlise estatistica

N

Os dados foram submetidos a analise de varidncia utilizando modelos lineares
generalizados (PROC GLM). Todas as médias foram comparadas pelo teste Tukey Kramer
(p<0,05), utilizando o programa estatistico SAS, versao 9.2 (SAS Institute, USA).
RESULTADOS

Experimento 1

Nio houve diferenga (p>0,05) quanto a classificacdo espermatica em fungdo dos trés

tratamentos como observado na Tabela 1.
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Tabela 1. Classificagdo espermatica relativa a ocorréncia de reagdo acrossOmica apds

coloracdo dupla Trypan blue/ Giemsa em fungdo do tratamento.

Classificaciao espermatica

Tratamento Reacdo acrossomica Reacdo acrossomica
: Mortos (%)
verdadeira (%) falsa (%)
Heparina 25,75 £23,33 8,68 + 3,02 63,37 £ 23,55
Teofilina 21,78 £ 24,89 7,71 £3,43 70,40 £ 25,84
Heparina + Teofilina 24 + 24,38 6,78 £ 3,19 69,21 + 25,49

Médias analisadas pelo teste Tukey Kramer (p>0,05) (SAS 9.2). Resultados expressos em
Média + erro padrao.

A reacdo acrossdmica verdadeira foi maior (p<0,05) no tempo Oh em relagdo aos
tempos de 6h, 12h e 18h, sendo iguais os tempos de 12h e 18h como observado na Tabela 2.
Na reagdo acrossOmica falsa ndo houve diferenca (p>0,05) entre os tempos de incubagdo,
descrito na Tabela 2. Para os espermatozoides classificados como mortos foi observado uma
maior taxa (p<0,05) nos tempos de 12h e 18h em comparacdo aos tempos de 6h e Oh, de
acordo com a Tabela 2.

Tabela 2. Classificacdo espermdtica relativa a ocorréncia de reagdo acrossOmica apods

coloracdo dupla Trypan blue/ Giemsa em fungdo do tempo.

Classificacao espermatica

Tempo (hs) Reacdo acrosséomica Reacdo acrosséomica
verdadeira (%) falsa (%) Mortos (%)
0 61,50 + 6,78" 9,13 +3,72 29,38 +4,51¢
6 19,63 + 12,718 7,25 +3,17 72,75 + 13,09°
12 7,21 + 4,40 8,33 + 3,06 84,46 + 5,82%
18 7,04 +2,66° 6,21 £2,59 86,75 +4,19*

Letras na coluna diferem pelo teste Tukey Kramer (p<0,05) (SAS 9.2). Resultados expressos
em Média + erro padrio.

Experimento 2

A taxa de clivagem néo diferiu (p>0,05) entre os trés tratamentos (Tabela 3). A taxa de
embrides produzidos bem como a taxa de eclosdo (Tabela 3) foram maiores (p<0,05) para o

tratamento heparina em relacio aos tratamentos teofilina e heparina + teofilina.
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Tabela 3. Taxas de clivagem, produgdo embriondria e eclosdo em fungéo de tratamento.

Obcitos Taxas de Taxas de embrioes Taxas de
clivagem (%) produzidos (%) eclosao (%)

Heparina 60,52 37,97* 33,50 *
909 +15,58 +13,12 +14,05

. 62,14 28,55° 22,81°
Teofilina 880 +15,63 +10,13 +10,77
Heparina + Teofilina 62,02 27,60° 23,08
884 +19,02 +11,36 +10,40

L. 61,41 31,43 26,55
Média geral +16,67 +12,43 +12,77

Letras na coluna diferem pelo teste Tukey Kramer (p<0,05) (SAS 9.2). Resultados expressos
em Média + desvio padrio.

Niao houve efeito de touro nas taxas de clivagem, embrides produzidos e eclosdo

(p>0,05), como observado na tabela 4.

Tabela 4. Taxas de clivagem, produg@o embriondria e eclosdo em fungéo de touro.

Oécitos Taxas de clivagem  Taxas de embrioes Taxas de
(%) produzidos (%) eclosdo (%)
Touro A 687 i6 14 3 1()56 j 113:,7976 J_r21649277
Touro B 662 i5 16 67896 j 10 1 0014 1216{,78)7
Touro C 663 J_,6 14 50f4 J_r3 13 2’,9377 J_r21733(;)3
Touro D 661 J_r621(3,2269 1-219 2’,7267 1-214 3;?09 1

Médias analisadas pelo teste Tukey Kramer (p>0,05) (SAS 9.2). Resultados expressos em
Média + desvio padrio.

DISCUSSAO

Experimento 1

Sabendo-se que a coloragdo dupla de Trypan blue/ Giemsa é empregada para estimar o
potencial de fecundagdo de amostras de s€émen bovino destinadas a FIV ou a inseminagio
artificial [15], observou-se que, contrariamente ao que se esperava a teofilina ou a sua

associacdo com a heparina nio foram eficientes em aumentar a taxa de reagdo acrossomica



40

verdadeira em bovinos. Ainda foi possivel observar que, independente do agente de
capacitagdo, a incidéncia de reacdo acrossomica verdadeira foi relativamente baixa em
comparagdo ao indice de espermatozoides mortos (Tabela 1). Isso pode ser decorrente do
tempo total de incubagdo (18 horas), o que pode ser diretamente constatado ao avaliar os
resultados de reacdo acrossomica em fungdo do tempo (Tabela 2), que constatou grande taxa
de morte espermatica ja as 6 horas de incubacio. De acordo com relatos de Parrish et al. [16]
a taxa de fecundagdo e a reagdo acrossOmica sdo dependentes do tempo de exposicdo dos
espermatozoides a heparina, uma vez que apds 2 horas de incubagdo ocorre saturagdo das
ligacdes da heparina com as células espermaticas, impedindo que haja um aumento da taxa de
fecundag@o e um maior tempo de incubagdo. Alguns autores relatam que ndo houve diferenga
da frequéncia de reacfo acrossdmica entre 4, 5 e 8h de incubagdo com a heparina [17],
enquanto outros ao comparar os tempos de incubagdo de 4, 6 e 9h, observaram que o periodo
de 6h apresentou os melhores resultados [18].

No presente estudo as avaliagdes foram realizados em intervalo maior de tempo (a
cada 6 horas) de forma que ndo é possivel concluir se houve um aumento na incidéncia de
reacdo acrossdmica a cada hora com inicio de queda a determinado ponto. O que é possivel
inferir, uma vez que o nimero de espermatozoides mortos foi bastante elevado ja as 6 horas
de incubacdo, é que as condicdes de incubagdo a que os espermatozoides foram submetidos,
ou seja, na auséncia de COCs e de fatores de crescimento que esses conhecidamente secretam
e que sdo capazes de desencadear o estimulo da reacdo acrossdémica [19] prejudicaram a

viabilidade espermatica in vitro.

Experimento 2

Para um bom sistema de produgdo embriondria in vitro, valores entre 60 e 80% podem
ser esperados para taxa de clivagem, enquanto para taxa de producdo embriondria estes
valores encontram-se entre 25 e 40% [20, 21]. Os resultados observados no presente estudo
(Tabela 3) para os parimetros acima citados estdo dentro do reportado na literatura,
evidenciando condi¢des adequadas de producio.

Quando comparados os grupos experimentais, a produgdo embriondria para os
tratamentos que continham teofilina foi menor que a observada para o tratamento heparina
(Tabela 3). Aparentemente, a teofilina isolada ou associada a heparina, ndo induziu boa
capacitagdo espermatica, o que acarretaria diminui¢do no indice de fertilizagdo, resultando em

menor taxa de produg@o embriondria. Porém, a taxa de clivagem ndo diferiu entre os grupos e
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os resultados encontrados a partir da coloragdo espermdtica pds-incubag¢do do s€men com os
agentes capacitantes (Tabela 1 — experimento 1) corroboram os achados da taxa de clivagem,
ou seja, ndo foram observadas diferencas no indice de espermatozoides com reagdo
acrossOmica verdadeira entre os tratamentos. Sendo assim, a diferenca de producdo
embriondria entre os grupos pode ser atribuida ao fato que nem todos os odcitos que sofreram
clivagem foram competentes em sustentar o desenvolvimento embriondrio até o estigio de
blastocisto.

Trés possiveis explicagdes podem ser discutidas. Inicialmente, essa menor producio
embriondria pode estar atribuida aos espermatozoides, pois de acordo com Coelho et al. [22],
a fertilidade do sémen pode ser atribuida a dois principais fatores: a capacidade de fecundagédo
e a competéncia de desenvolvimento pés-fecundagdo. Nesse caso, € possivel que a teofilina,
mesmo induzindo uma boa resposta quanto capacitacdo e taxa de fecundacdo, tenha sido
toxica ao DNA do espermatozoide, o que impossibilitou sustentar o desenvolvimento até a
fase de pré-implantagao.

Além disso, a presenca de teofilina no meio de fecundacdo pode ter aumentado a
incidéncia de fecundacdes anormais, principalmente polispermia durante a FIV [23]. De fato,
o aumento da polispermia tende a diminuir a taxa de fecundacdo monospermatica e aumentar
a taxa de clivagem, porém, os embrides clivados provenientes de fecundag@o polispermatica,
frequentemente, ndo se desenvolvem até o estidgio de blastocisto, por serem vindos de
fecundag@o anormal [24], o que estd de acordo com o observado no presente estudo com o uso
da teofilina isolada ou associada a heparina. Foi relatado por Tesarik et al. [25] que a
atividade maxima das metilxantinas € alcancada apds 10 minutos, e que essa fase ativa € de
menos de 2h, ou seja, seu efeito é a curto prazo. O que foi comprovado por Takahashi e First
[9], que concluiram que a teofilina acelera o processo de FIV em bovinos. Deste modo,
acredita-se que a teofilina possa ter causado a polispermia ao potencializar a capacitacio
espermdtica induzindo a alta concentracdo de espermatozoides capacitados de uma s6 vez.
Como relatado por Ramos et al. [24], em altas concentra¢des espermaticas, possivelmente
existe alto teor de enzimas hidroliticas liberadas pela presenca de espermatozoides, o que
facilita a ocorréncia da polispermia, j4 que tais enzimas em excesso podem auxiliar na
penetracdo de mais de um espermatozoide.

Finalmente, a incubacdo com teofilina pode ter prejudicado a ativagdo do genoma
embriondrio (AGE), com consequéncias para a transicdo materno zigética e resultando em
aumento de bloqueio do desenvolvimento embriondrio. Sabe-se que a transcricdo materno

zigbtica, processo caracterizado pela iniciagdo da transcri¢do no embrifo e substitui¢do do
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RNAm materno pelo RNAm embriondrio, envolve eventos morfolégicos e fisioldgicos, como
a formacdo do zigoto, AGE e a diferenciacdo celular durante a formacdo do blastocisto que
sdo influenciados por diversos fatores relacionados ao sistema de cultivo celular [26]. Como a
AGE s6 ocorre mais tardiamente no desenvolvimento embriondrio, apds a independéncia dos
genes maternos presentes no odcito que sdo responsdveis por manter o desenvolvimento
inicial [27], essa alteracdo ndo seria percebida na avaliagdo da taxa de clivagem. Para
confirmar essa possibilidade seria necessdrio uma avaliagdo didria do desenvolvimento para
constata¢do do nimero de estruturas que pararam seu desenvolvimento no estigio de 8 para
16 células, quando ocorre a AGE em bovinos [28], o qual estd associado ao bloqueio do
desenvolvimento embriondrio. No entanto, esses dados ndo encontram-se disponiveis.

Apesar de, no presente estudo, a teofilina ter resultado em menor producio
embriondria, este agente produziu resultados satisfatérios em suinos, quando Yoshioka et al.
[10] utilizando 2,5 mM de teofilina no meio de capacitacido encontraram 74,0 £ 7,0 de taxa de
clivagem enquanto que na concentragdo de 1,25 mM, a taxa de clivagem foi de 71,5 £ 7,5.
Tais resultados sinalizam a possibilidade, também na espécie bovina, que melhores resultados
possam ser obtidos quando uma dose menor de teofilina for testada. Kang et al. [29],
trabalhando com uma concentragio de 2,5 mM de teofilina em combinagdo com uma mistura
de PHE (penicilamina, hipotaurina e epinefrina) constataram que essa associacio acelerou a
motilidade e a penetracdo espermatica em odcitos bovinos, resultando em taxas de fertilizacio
e de blastocisto esperadas. No entanto, esses autores nfo testaram outras concentracdes de
teofilina. Takahashi e First [9], estudando diferentes concentracdes de teofilina, obtiveram
melhores taxas de producdo em bovinos com 2,5 mM e 5 mM, concluindo que estas
concentragdes aumentaram a capacidade fecundante dos espermatozoides.

Quando comparado os touros, ndo houve diferenca estatistica na produ¢ido embriondria
entre eles (Tabela 4). Dessa forma, é provdvel que o nimero de animais avaliados pode ter
sido relativamente pequeno, ndo sendo possivel encontrar diferenca na populacdo amostrada,
ou ainda € possivel que os agentes capacitantes influenciaram as respostas individuais dos
touros. Como relatado por Niwa e Ohgoda [30], a incubagdo de espermatozoides na presenga
de heparina em combinagdo com cafeina melhorou a frequéncia de fertilizacdo e diminuiu a
diferenca entre os touros, acreditando-se que tal combinacdo pode reduzir os efeitos

individuais de touro, o que pode explicar a auséncia de diferencas entre os touros utilizados.
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CONCLUSAO

A teofilina se mostrou tdo eficiente quanto a heparina na indug¢do da reacdo
acrossOmica, no entanto, quando testada no meio de fecundagio em bovinos resultou em
menores taxas de producdo embriondria, tanto isolada quanto associada a heparina. Contudo,
as taxas de fecundagfo obtidas com a teofilina, sugerem que novos estudos devem ser
realizados com diferentes concentragdes dessa metilxantina isolada ou associada a outros

agentes capacitantes a fim de sempre buscar melhores resultados na PIVE.
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APENDICE I - MATERIAL E METODOS

Local e Reagentes

Os estudos foram conduzidos nos Laboratérios de Reprodugdo Animal do
Departamento de Veterindria da Universidade José do Rosdrio Vellano — UNIFENAS e no
Laboratdrio de Producido de Embrides da Biotran, ambos em Alfenas — MG.

Todos os meios utilizados para PIVE: meio de maturacdo, meio de fecundagao,
gradiente de percoll 90 e 45% e o meio synthetic oviductal fluid (SOF) foram adquiridos da
empresa Biodux ® (Campinas, SP, Brasil).

A teofilina foi adquirida da Sigma-Aldrich ® Cédigo T1633.

Delineamento experimental

O experimento foi realizado em um Delineamento em Blocos Casualisados, em um
arranjo fatorial 4x3, sendo testados quatro touros e trés tratamentos de capacitacio

espermatica.

Pré-selecio dos touros

O sémen de 11 touros da raca Gir foi submetido a andlises de viabilidade espermadticas
repetidas duas vezes para cada animal, para classificar a qualidade espermdtica de cada
reprodutor. O sémen foi descongelado em banho-maria a 35°C por 30 segundos e logo apds
avaliado pelas andlises de motilidade e vigor, andlise morfoldgica, concentragcdo espermética e
integridade funcional da membrana plasmatica avaliada pelo teste hiposmético (HO). Para
garantir uma quantidade satisfatéria de s€émen analisada em cada método, duas palhetas de
sémen da mesma partida foram descongeladas.

Dos 11 animais, dois touros superiores e dois inferiores quanto a viabilidade
espermética in vitro foram selecionados, chamados como A, B, C e D, sendo os touros A e C
superiores, B e D inferiores. Diante da impossibilidade de encontrar um ou dois touros com
desempenho superior ou inferior em todos os parametros € uma vez que para alguns
parametros como a motilidade muitos touros tiveram igual desempenho, a sele¢do dos touros

foi baseada no pardmetro morfologia. A morfologia, segundo Barth e Oko (1989), possui
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relacdo direta com a fertilidade e também por esta razdo foi o pardmetro considerado na

selecdo dos touros a serem testados.

Analise da reacao acrossomica

Foram adicionados os agentes capacitantes aos meios de fertilizag@o, constituindo os
tratamentos:
e Tratamento 1 (T1): Heparina - 10pug/mL;
e Tratamento 2 (T2): Teofilina — 5 mM;
e Tratamento 3 (T3): Heparina (10pug/mL) + Teofilina (SmM).

A concentragdo de 10pug/mL de heparina foi escolhida baseada na rotina de producio
da maioria dos laboratdrios comerciais de FIV. A concentracdo de teofilina foi escolhida
baseada no estudo de Takahashi e First (1993) que relataram um aumento da capacidade
fertilizante dos espermatozoides e do processo de FIV em bovinos com a concentragcdo de
SmM de teofilina. Acredita-se que a associagdo dos dois agentes melhore a fertilizacdo e
diminua a diferenga entre os touros, como relatado por Niwa e Ohgoda (1988) com a
incubacdo de espermatozoides na presenga de heparina e cafeina.

A integridade do acrossomo foi avaliada empregando-se a técnica de dupla coloragdo
(trypan blue/Giemsa — TBG) descrita por Didion et al. (1989).

As palhetas de s€men dos 4 touros foram descongeladas em banho-maria a 35°C por
30 segundos. Uma porg¢do foi depositada em um microtubo tipo Eppendorf sobre o gradiente
de Percoll e submetido a centrifugacdo em microcentrifuga a 700 G durante 10 minutos para
se retirar os agentes decapacitantes. Uma amostra foi retirada para a avaliagao da motilidade e
do vigor pds-descongelamento.

Ap6s a centrifugagdo, o sobrenadante foi retirado e o pellet formado foi ressuspendido
com 400 pL de meio Talp Sémen e levado novamente para a centrifugacdo a 300 G por 5
minutos. Apds esta etapa, o sobrenadante foi novamente retirado e o novo pellet foi
ressuspendido com 50 uL. de meio Tapl Semen. Uma amostra do ressuspendido foi retirada
para a avaliacdo da motilidade e vigor pds-selecdo e da concentragdo em camara de Neubauer.
Tubos contendo meio de fertilizacdo acrescido dos agentes capacitantes constituindo os
tratamentos T1, T2 e T3 foram inseminados com 2 x 10° espermatozoides/mL e levados a

incubadora a 38,8°C contendo 5% de CO, e umidade saturada, na auséncia de odcitos. Uma
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amostra foi retirada para se fazer a técnica de coloracdo pds-descongelamento, sem nenhum
agente capacitante.

A técnica de coloracdo foi aplicada nos seguintes tempos:

® (Oh — Andlise da amostra pds-descongelamento sem agente capacitante no momento do
descongelamento.

e 6h apds incubacao — Andlise das amostras dos trés tratamentos ap6s 6h de incubagao.

e 12h apods incubacdo — Andlise das amostras dos trés tratamentos apos 12h de
incubacao.

e 18h apods incubacdo — Andlise das amostras dos trés tratamentos apds 18h de
incubagdo.

Para se aplicar as coloragdes, as amostras de s€men foram incubadas em banho-maria
a 37°C durante 15 min contendo a mesma quantidade de trypan blue 0,2%. Apds incubacao,
adicionou-se ao tubo *8 mL de DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline), levando a
centrifugacdo a 700 G durante 6 min até ficar azul claro. O sobrenadante foi retirado apods
centrifugacdo. Com o pellet formado foram feitos os esfregacos e secos ao ar. As laminas
foram coradas com solucdo de Giemsa uso (5%). Apds cerca de 60 min as laminas foram
lavadas e secas ao ar.

A andlise de reacdo acrossdmica foi feita em duplicata para cada touro e em cada
tratamento. As laminas foram avaliadas em microscopio de campo claro com aumento de
1000x, contando-se 200 células em cada lamina.

As caracteristicas avaliadas nas células espermaticas foram:

® Reacgdo acrossomica verdadeira - Acrossomo e regido pds-acrossomal ndo coradas;

® Reacdo acrossomica falsa - Acrossomo ndo corado e regido pds-acrossomal corada
em azul;

® Mortos - Corados em azul pelo trypan blue na regido pds-acrossomal e acrossomo

corado em roxo ou rosa pelo Giemsa.

Obtencao dos ovarios

Os ovérios de fémeas bovinas foram obtidos no abatedouro da cidade de Po¢o Fundo-
MG, localizado a 40 km do laboratério de Producdo de Embrides. Foram coletados logo apds
o abate e evisceragdo, independente da idade, fase do ciclo estral, escore corporal ou estado

nutricional dos animais. Os ovarios foram acondicionados em garrafa térmica contendo
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solucgdo fisioldgica (NaCl a 0,9%) a 37-38°C e transportados ao laboratério em um periodo

maximo de duas horas.

Recuperacio e selecao dos oocitos

No laboratério, os ovérios foram lavados 2 vezes em solucdo fisioldgica (NaCl a
0,9%) previamente aquecida para retirar o sangue impregnado e mantidos a 37°C na mesma
solu¢do em banho-maria. Imediatamente apds a lavagem, os foliculos ovarianos entre 2 a 8
mm de didmetro foram aspirados utilizando-se seringa de 10 mL acoplada a agulha 40 x 12
mm. O fluido folicular contendo os odcitos foi lentamente depositado na parede do tubo
coletor de 15 mL, contendo meio de lavagem TCM-199 Hepes acrescido de soro fetal bovino,
piruvato, gentamicina e penicilina. Terminada a pung¢do, os tubos permaneceram em repouso
por aproximadamente 15 minutos para decantagdo. O pellet formado contendo os odcitos foi
depositado em placa de petri e seu contetido rastreado com auxilio de estereomicroscépio em
capela de fluxo laminar, sem a incidéncia de luz direta. Os odcitos selecionados foram
transferidos para outra placa de petri, contendo meio de lavagem TCM-199 Hepes e entdo
classificados morfologicamente de acordo com a qualidade. Apenas os odcitos imaturos
classificados como “vidveis”, segundo classificagdo proposta por Viana et al. (2004) foram

utilizados no experimento.

Producao in vitro de embrioes

Apés a selecdo, os odcitos foram lavados em TCM 199 (Hepes) e em meio de
maturacdo, e transferidos para placas contendo gotas de 100 uL de meio de maturacio
composto de TCM 199 (Earle), suplementado com 10% de soro fetal bovino, piruvato
(22ug/mL), hormdnio luteinizante (50pg/mL), hormonio foliculo estimulante (0,5Sug/mL) e os
antibidticos penicilina e gentamicina (50pug/mL de cada) sob 6leo mineral (cerca de 20
odcitos por gota). Os odcitos foram maturados a 38,8°C em atmosfera de 5% de CO, em ar e
umidade saturada por 24 horas.

Apds a maturacido, os complexos cumulus-oécitos foram lavados em TCM 199
(Hepes) e transferidos para placas de petri, contendo gotas de 90 uL de meio de fecundacio
suplementado com gentamicina e penicilina (50ug/mL de cada), penicilamina (2,7ug/mL),

hipotaurina (1pg/mL), epinefrina (0,3pug/mL), albumina sérica bovina 8806 (Sug/mL) e
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piruvato (22ug/mL), sob 6leo mineral. Na etapa da FIV, também foram adicionados os
agentes capacitantes aos meios constituindo os tratamentos T1, T2 e T3.

Para fecundagdo in vitro foram utilizados o sémen dos 4 touros selecionados. O
método de separacdo dos espermatozoides dos crioprotetores e plasma seminal foi o gradiente
de densidade descontinuo de Percoll, preparado previamente com 400 pL do gradiente 90% e
sobre 0 mesmo 400 pL do gradiente 45% e mantido em estufa por no minimo 15 minutos
antes de ser utilizado. O s€men dos 4 touros foi descongelado em banho-maria a 35°C por 30
segundos e uma por¢do foi depositada em um microtubo tipo Eppendorf sobre o gradiente de
Percoll e submetido a centrifuga¢do em microcentrifuga a 700 G durante 10 minutos. Uma
amostra foi retirada para a avaliagdo da motilidade e do vigor pds-descongelamento.

Ap6s a centrifugacio, o sobrenadante foi retirado, o pellet formado foi ressuspendido
com 400 pL de meio de fecundacdo sem nenhum agente capacitante e levado novamente para
a centrifugacdo a 300 G por 5 minutos. Apds esta etapa, o sobrenadante foi novamente
retirado e o novo pellet foi ressuspendido com 50 uL de meio de fecundagdo sem agente
capacitante. Uma amostra do ressuspendido foi retirada para a avaliagdo da motilidade e vigor
pos-selecdo e da concentragdo em camara de Neubauer. A concentracdo foi ajustada para se
obter dose fecundante de 2 x 10° espermatozoides/mL para, posteriormente, se juntar aos
odcitos na placa de fertilizagdo. Imediatamente apds o processamento, as gotas contendo meio
de fecundagdo (T1, T2 ou T3) e os odcitos receberam o s€émen dos touros. Os odcitos e
espermatozoides foram co-cultivados em meio de fecundacdo por 8 — 18 horas em incubadora
a 38,8°C contendo 5% de CO, em ar e umidade saturada. O dia da fecundacdo foi considerado
como o dia 0 (DO).

Apés o co-cultivo, os odcitos e zigotos foram submetidos & pipetagens para retirada
das células do cumulus oophorus restantes e espermatozoides aderidos & zona pelicida com
pipeta ajustdvel calibrada em 100 pL, em gotas de 200uL. de meio TCM 199 (Hepes). Apds o
desnudamento, os possiveis zigotos foram lavados em meio TCM199 (Hepes) e meio de
cultivo e transferidos para placas de petri, contendo 80 pL de meio synthetic oviductal fluid
(SOF) suplementado com inositol (0,5ug/mL) e tricitrato de sédio (0,1pg/mL), em incubadora
a 38,8°C contendo 5% de CO, e umidade saturada.

Ap6s 72 horas de cultivo foram trocados 40puL de meio SOF a gota de cultivo
embriondrio (feeding) e apds 120 horas foi realizada a renovagdo de 50% do meio por SOF.

A resposta medida nesta etapa do experimento foi taxa de clivagem, avaliada 48 horas
apos a fecundag@o, taxa de produgdo embriondria avaliada 7 dias apds a fecundagdo e taxa de

eclosdo avaliada 10 dias ap6s a fecundacio.
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Figura 2. Esquema da producio in vitro de embrides e as taxas avaliadas

Producao
embrionaria

Clivagem /
B 0

Fonte: SILVA, 2014

Eclosao

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia utilizando modelos lineares
generalizados (PROC GLM). Todas as médias foram comparadas pelo teste Tukey Kramer
(p<0,05) utilizando o programa estatistico SAS, versao 9.2 (SAS Institute, USA).
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APENDICE 11

Figura 3. Espermatozoides apds coloracdo Trypan blue/ Giemsa

s

A — Reag@o acrossomica verdadeira; B — Reacgdo acrossdmica falsa; C — Mortos. FONTE: SILVA,
2014.
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