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Resumo - Avaliou-se o efeito da cafeina e da reducdo do volume de meio durante a fertilizagdo in vitro
de odcitos bovinos sobre a taxa de clivagem (D;) e de blastocisto no dia (D7). Od6citos maturados in
vitro (TCM-199+SFB+LH+FSH e penicilina/estreptomicina) foram fertilizado em gotas de 40ul e
100u1 de Talp-fert, acrescido ou ndo com cafeina 2mM em 4 grupos experimentais: Controle, G1 (40ul
de meio de FIV sem cafeina), G2 (40ul de meio de FIV com cafeina) e G3 (100ul de meio de FIV com
cafeina). O cultivo foi realizado em grupos de 20 zigotos em 100uL de fluido sintético do oviduto
(SOF) a uma temperatura de 38,5° C em atmosfera de 5% de CO, por 7 dias. Para andlise dos dados foi
utilizado a andlise de variancia e comparacio das médias pelo teste Duncan, com nivel de significancia
de 5%. A taxa de clivagem dos grupos: controle, 1, 2 e 3 foram de 15,33+3,78, 13,67+2,7, 12,33 0,6,
10,67 £ 1,1, respectivamente. E a taxa de blastocisto para o grupo controle (5,33 +2,1), G1 (3,00 + 0),
G2 (2,33 £ 0,6) e G3 (4,00 £ 1,7). Conclui-se, que a adi¢do de cafeina no meio de fertilizacdo e a
reducd@o do volume da gota pode afetar as taxas de clivagem e blastocisto de embrides bovinos.

Palavras-chave: Producdo in vitro de embrides, fosfodiesterase, Mini-gradiente descontinuo de
percoll.
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Introducao

Desde sua criagdo em 1978 pelos ingleses
Robert Edwards e Patrick Steptoe, a fertilizagao
in vitro (FIV) tem sido usada para estudar os
processos de maturagdo, fertilizacdo e
desenvolvimento  embriondrio. Um  dos
obsticulos na producdo in vitro de embrides
(PIV) bovinos, esta relacionado com o baixo

nimero de odcitos fertilizados e o volume
utilizado no meio de fertilizacdo. Uma das
ferramentas que estdo sendo utilizadas para
aumentar a taxa de fertilizacdo estd relacionado
com a adicdo de cafeina no meio de FIV e
reducdo do volume deste de modo que promova
a concentracdo dos fatores de crescimento
produzidos pelos gametas.
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A cafeina € um inibidor da fosfodiesterase,
substdncia que permite o aumento da
concentracio do AMP ciclico durante a
capacitacdo  espermdtica, modulando a
adenilciclase e a reagdo acrossomica, induzindo
a capacitacdo dos espermatozdides e a reagdo
acrossdOmica, melhorando a penetracdo dos
espermatozoides (NASCIMENTO, 2003).

O trabalho teve como objetivo avaliar o efeito
da cafeina e a redu¢do do volume de meio de
FIV sobre as taxas de clivagem e de blastocisto
com a finalidade de estabelecer um novo
protocolo para FIV.

Metodologia

O experimento foi realizado no Laboratdrio
de Reprodu¢do e Melhoramento Genético
Animal (LRMGA) da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF),
Campos dos Goytacazes-RJ, no periodo de
agosto de 2009 a abril de 2010. Os odcitos
foram obtidos a partir de ovdrios de vacas de
abatedouro da regido de Campos, transportados
até o laboratdrio em garrafas térmicas contendo
solucdo fisiologica estéril (NaCl 0,9%),
acrescida de antibidticos (100 UI/mL de
penicilina e 100 pug/mL de estreptomicina).

Foram aspirados foliculos com didmetros
entre 2 — 6 mm, com auxilio de uma seringa
acoplada a uma agulha 19 “G” (40 x 1.2 mm).
O liquido folicular recuperado foi colocado em
tubos de 50 ml e apés 10 minutos de
decantacdo, o sobrenadante foi descartado e
procedeu-se a selecdo dos odcitos em meio de
manipulacio TCM-199 com sais de Earle,
acrescido de 25 mM de Hepes e antibiéticos
(100 UI/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina), suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB). Foram obtidos um
total de 200 odcitos e classificados como grau |
e Il de qualidade, contendo trés ou mais

camadas de células do cimulus e citoplasma
uniforme. Todos os odcitos foram maturados
em meio TCM-199 sem Hepes, suplementado
com 10% de SFB, 10ug/ml de FSH, 10ug/ml
de LH e antibidticos (penicilina/estreptomicina
1%, Nutricell®). Os o6citos foram mantidos em
placas contendo gotas de 100ul de meio de
maturagdo (20 ovdcitos por gota), sob odleo
mineral, por um periodo de 22 horas a 38,5°C,
em atmosfera de 5% de CO2.

Ap6s 22 horas de maturagdo os CCO, foram
separados  aleatoriamente em 4  grupos
experimentais.

Para todos os grupos foi utilizado o meio de
fertilizacio (Talp-fert, Nutricell®). O grupo
controle foi fertilizado em gota de 100ul sendo
suplementado com heparina, o grupo 1 a FIV
foi realizada em uma gota de 40ul de meio, o
grupo 2 a FIV foi realizada em gota de 40ul
sendo acrescida de 2mM de cafeina e o grupo 3
a FIV foi realizada em gota de 100ul com 2mM
de cafeina. As gotas foram cobertas por 6leo
mineral em placa de Petri (35 x 10 mm). Foi
utilizado  sémen  congelado  disponivel
comercialmente, de uma mesma partida, de
reprodutores da raca Nelore, para todos os
grupos experimentais. Os espermatozoides
foram preparados segundo a técnica de mini-
gradiente descontinuo de percoll (Nutricell®). A
concentracio espermdtica foi de 1 x10°
espermatozoides/ml. Os supostos zigotos foram
incubados a uma temperatura de 38,5° C em
atmosfera de 5% de CO, durante 18 h. A
avaliacdo da taxa de clivagem foi procedida no
segundo dia apds a fertilizagcdo (D,) e a taxa de
producdo de blastécitos foram avaliadas no
sétimo dia (D7) de cultivo (SOF)

Foram feitas 3 repeticoes para todos os
grupos experimentais e para a andlise dos dados
foi utilizado a andlise de variancia (ANOVA) e
a comparacdo das médias pelo teste Duncan,
com nivel de significancia de 5%.



I Congresso
Fluminense

deIniciacao
Cientifica

eTecnologiCAa ;50 encontro de IC da UENF 79 Circuito de IC do IFF 3% Jornada de IC da UFF

Resultados

De acordo com a andlise dos dados ndo houve
diferenca significativa na taxa de clivagem do
grupo controle (15,33+£3,78) em relagdo aos
grupos 1 e 2 (13,67£2,7, 12,33+0,6,
respectivamente). E quando comparado o grupo
controle (15,33+3,78) com o grupo 3, foi
possivel observar diferenca  significativa
(10,67£1,1). Esta diferenca entre o grupo
controle e G3, demonstra uma reducio da taxa
de clivagem quando adicionada cafeina ao meio
de fertilizacdo (Tabela 1) em volume utilizado
convencionalmente nos protocolos de FIV.

Tabela 1. Valores médios e desvio padrao
da taxa de clivagem e producao de
blastocistos, fertilizados em  volumes
reduzidos de meio com e sem cafeina.

Trat. Odcito Clivagem Blastocist
s (D) o (Dy)
avaliados
C 53 15,33+3,78 533+2.1
G1 50
13,67+2,7° 3,000
G2 48 b
233406
G3 49 12,33 b
+0,6%
400+1,7
10,6b7 + ab

Em relacdo a taxa de blastocisto no dia 7, os
resultados demonstraram maior taxa de
blastocisto do grupo controle (5,33+2,1) quando
comparado o grupo 2 (2,33+0,6). No entanto,
ndo foi observado diferenca entre o grupo

controle (5,33+2,1) e os grupos 1 e 3 (3,000 e
4,00%1,7).

Discussao

A obten¢do de um maior nimero de embrides
produzidos in vitro com melhor qualidade vem
sendo objetivo de indmeras linhas de pesquisa.
Porém, apesar do progresso realizado na
otimizacdo dos sistemas de cultura para
maturagdo, fertilizacdo e producdo de embrides
in vitro, apenas cerca de 40% dos odcitos
obtidos de ovérios de matadouros alcancam o
estidio de desenvolvimento até blastocisto.
Essas baixas taxas sdo influenciadas por vérios
fatores que atuam durante cada uma das etapas
do processo in vitro (Viana, 2009).

A possibilidade da reducdo do volume de
meio durante a fertilizagdo in vitro, busca
concentrar os diferentes fatores de crescimento
produzidos pelos embrides nas horas iniciais
apos a FIV, além de reduzir o espaco fisico
entre os gametas, fato que seria importante, por
exemplo, na FIV com sémen sexado ja que este
tipo se s€men ja vém com uma concentragao
reduzida de espermatozoéides, otimizando o uso
do material genético dos touros nos programas
de producdo in vitro de embrides. Brum et al,
2004, observou que ndo houve efeito da
interacdo entre o nimero de odcitos e volume
de meio.

Miao et al., 2007, observaram que a adi¢@o de
cafeina no meio de maturacdo de odcitos de
camundongos, diminuiu significativamente as
taxas de maturacdo, sendo os odcitos de
camundongos susceptiveis aos efeitos deletérios
da cafeina sobre a inibicdo da maturacao.

Segundo, Momozawa et al., 2003, a cafeina
ndo € essencial no meio de fertilizagao in vitro
de odcitos bovinos, sendo recomendada como
substancia promotora da capacitagdo dos
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espermatozoides melhorando assim, a taxa de
penetragdo espermaética.

Tatham et al., 2003, concluiram que o efeito
da cafeina estd relacionado com a capacitagdo
dos espermatozdides em programas de FIV na
espécie bovina e bubalina, com decréscimo no
desenvolvimento embriondrio.

Estudo mais recente, observaram que a adi¢a@o
da cafeina em meio de fertilizacdo de odcitos de
ovinos reduz a polispermia e retém a habilidade
para o desenvolvimento até o estddio de
blastocisto (Maalouf, et al, 2009).

Conclusao

O presente trabalho conclui que a adi¢do de
cafeina no meio de fertilizacdo e a reducao do
volume da gota podem afetar a taxa de
clivagem e taxa de blastocisto de embrides
bovinos produzidos in vitro. A adicdo de
cafeina ao meio de FIV, diminui as taxas de
clivagem de embrides em D,, de igual modo a
redu¢do do volume de meio e a adicdo de
cafeina diminuem significativamente as taxas
de  blastocitos no  sétimo dia  de
desenvolvimento.
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