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RESUMO

Objetivou-se avaliar a teofilina como agente capacitante substituto ou associado & heparina sobre a reacéo
acrossdmica dos espermatozoides e o desenvolvimento de embrides produzidos in vitro. O experimento
foi realizado com quatro touros e trés tratamentos, totalizando 12 grupos experimentais. O sémen dos
touros foi avaliado nos tratamentos descritos a seguir: tratamento 1 (HEP): heparina — 10ug/mL;
tratamento 2 (TEO): teofilina — 5mM; tratamento 3 (HEP + TEO): heparina (10ug/mL) + teofilina
(5mM), por zero, seis, 12 e 18 horas, corados com trypan blue/Giemsa para avaliagdo da reagéo
acrossémica. Para a produgdo dos embribes, os agentes capacitantes foram adicionados aos meios de
fertilizagdo. Na analise espermaética, a taxa de reacdo acrossémica verdadeira foi maior (P<0,05) no tempo
zero hora, enquanto para espermatozoides mortos, as maiores taxas (P<0,05) foram nos tempos de 12h
(84,4645,82) e 18h (86,75+4,19). A taxa de embrides produzidos (37,97+13) e a taxa de eclosdo
(33,50+14) foram maiores (P<0,05) para o tratamento HEP. Nao foi observada diferenca (P>0,05) entre
touros na andlise de reacdo acrossdmica nem na PIVE. A utilizacdo da teofilina foi tdo eficiente quanto a
da heparina na inducdo da reagdo acrossémica, no entanto resultou em menores taxas de produgédo
embrionaria.
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ABSTRACT

The sperm capacitating process should take special attention during in vitro embryo production (IVEP)
once that affects the success of embryo production. The study aimed to evaluate theophylline as substitute
capacitating agent or in combination with heparin on the sperm acrosome reaction and development of
embryos produced in vitro. The experiment was carried out using 4 bulls and 3 treatments, establishing
12 experimental groups. Each bull was evaluated in the following treatments: Treatment 1 (HEP):
Heparin - 10mg/mL; Treatment 2 (THEO): Theophylline - 5mM; Treatment 3 (HEP + THEO), Heparin
(10mg/mL) + Theophylline (5mM). The semen of bulls was incubated in each treatment for 0, 6, 12 and
18h, stained with Trypan blue / Giemsa and analyzed by electron microscopy for assessment of acrosome
reaction. Using sperm of same bulls, capacitating agents were added to the fertilization media, for IVEP.
In sperm analysis, the true acrosome reaction rate was higher (P<0.05) in time Oh, while sperm dead
rates were highest (P<0.05) at 12h (84.46+5, 82), and 18h (86.75+4.19). The produced embryos rate
(37.97£13) and hatching rate (33.50+14) were larger (P<0.05) for HEP treatment. There was no
difference (P>0.05) between bulls in acrosome reaction analysis neither for IVEP. The use of
theophylline was as effective as heparin in the induction of the acrosome reaction, although it resulted in
lower embryo production rates.
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INTRODUCAO

A capacitacdo deve receber especial atengdo
durante a producéo in vitro de embrides (PIVE),
ja que, em condicBes fisiologicas, o0s
espermatozoides, obrigatoriamente, sofrem esse
processo durante a passagem pelo trato
genital da fémea, para se tornarem aptos a
fecundacdo (Gordon, 1994). O processo de
capacitacdo natural ocorre pela acdo de
componentes presentes na tuba uterina,
como os glicosaminoglicanos, 0s quais Vvéo
induzir mudangas no espermatozoide. O
glicosaminoglicano ~ mais  utilizado  em
laboratérios de PIVE bovinos para induzir a
capacitacdo espermdtica é a heparina (Parrish et
al., 1988). A ligacdo da heparina se d& por uma
série de proteinas do plasma seminal bovino, que
se prendem ao espermatozoide na ejaculacéo e
interagem com o colesterol e os fosfolipideos da
membrana plasmatica. Apds a ligagdo a heparina,
hd perda de componentes da superficie do
espermatozoide, incluindo perda da lecitina, das
proteinas do plasma seminal, do colesterol e dos
fosfolipideos (Manjunath e Therien, 2002).
Outras alteragdes relacionadas a ligacdo da
heparina na célula espermdtica incluem
alteracbes do pH intracelular, do calcio
intracelular e dos niveis de adenosina
monofosfato ciclico (AMPc) (Parrish, 2014).

No entanto, touros podem ter diferentes respostas
guanto a capacitagdo in vitro, o que explica, em
parte, o fato de que nem todos o0s
espermatozoides submetidos ao processo de
fertilizacdo in vitro (FIV) apresentam bons
resultados quanto & producdo de embriGes
(Folhadela, 2008). Essa diferenca pode estar
relacionada & falha da indugdo da capacitac¢do in
vitro pela heparina, o que justifica a procura de
um agente que possa proporcionar maior
capacitagdo espermatica quando utilizado
associado ou ndo a heparina. As metilxantinas,
que inibem as fosfodiesterases aumentando os
niveis de AMPc, além de promoverem efeito na
concentragdo de calcio intracelular (Pauwels et
al., 2001), desempenhariam um papel de
desencadeadores da capacitacdo. A teofilina,
uma metilxantina que possui acdo mais potente
que a cafeina, de acordo com dois estudos
encontrados na literatura, pode aumentar a
capacidade dos espermatozoides em se ligar a
oocitos maturados in vitro tanto na espécie
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bovina (Takahashi e First,1993) quanto na suina
('Yoshioka et al., 2003).

Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi
testar a teofilina como possivel agente de
capacitacdo na espécie bovina, bem como a sua
associacdo com a heparina no desenvolvimento
de embribes produzidos in vitro e na inducdo da
reacdo acrossémica dos espermatozoides.

MATERIAL E METODOS

Todos os meios utilizados para a produgdo dos
embrides foram adquiridos da empresa Biodux
(Campinas, SP, Brasil). A teofilina foi adquirida
da Sigma-Aldrich (T1633).

Apos a avaliacdo do sémen de 11 touros por
meio das andlises de motilidade e vigor,
morfologia e integridade funcional da membrana
plasmaética pelo teste hiposmético (HO), nédo foi
observada coeréncia entre 0s parametros
avaliados em cada reprodutor. Diante da
impossibilidade de encontrar um ou dois touros
com desempenho superior ou inferior em todas
as caracteristicas seminais e uma vez que, para
algumas variaveis, 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
relagdo direta com a fertilidade e, também por
esta razdo, foi o pardmetro considerado na
selecdo dos touros a serem testados. O exame
morfolégico foi realizado em camara (imida em
contraste de fase (1000x), contando-se 200
células por avaliagdo, com trés repeti¢cbes por
animal, e, ao final, a porcentagem de defeitos
maiores e menores foi contabilizada (Barth e
Oko, 1989). Com base nesse critério, foram
selecionados os dois touros superiores A e C
(menor porcentagem de defeitos) e dois
inferiores B e D (maior porcentagem de
defeitos).

Experimento 1. O primeiro experimento foi
conduzido para avaliar da taxa de reacdo
acrossémica do sémen na presenca dos agentes
de capacitagdo adicionados aos meios de
fertilizacdo, constituindo os  tratamentos:
tratamento 1 (HEP): heparina — 10upg/mL;
tratamento 2 (TEO): teofilina — 5mM; tratamento
3 (HEP + TEO): heparina (10pg/mL) + teofilina
(5mM). A concentracdo de 10pg/mL de heparina
foi escolhida baseada na rotina de producdo da
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maioria dos laborat6rios comerciais de FIV. A
concentragdo 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 concentragdo de 5mM de
teofilina.

Apos descongelamento e selecdo por gradiente
de Percoll 90 e 45% como descrito por Parrish et
al. (1995), o sémen foi incubado em meio de
fertilizacdo de acordo com os tratamentos HEP,
TEO, HEP + TEO, na concentracéo 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
apos o descongelamento e novamente a cada seis
horas de incubacdo, sendo as anélises realizadas
as zero, seis, 12 e 18 horas.

A integridade do acrossomo foi avaliada
empregando-se a técnica de dupla coloragdo
(trypan blue/Giemsa — TBG) descrita por Didion
et al. (1989). O sémen foi incubado na propor¢éo
1:1 com trypan blue 0,2%, em banho-maria, a
37°C/15min, seguido de adi¢do de 8mL de DPBS
(Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) e
centrifugacdo a 700g por 6min. Do pellet
formado, foram feitos esfregacos em laminas,
que foram coradas com solucdo de Giemsa a 5%,
por cerca de 60min, e posteriormente lavadas e
secas ao ar. As andlises foram realizadas em
duplicata. A leitura foi realizada em microscopio
de campo claro com aumento de 1000x,
contando-se 200 células em cada lamina para
avaliacdo das seguintes caracteristicas: reagdo
acrossémica verdadeira — acrossomo e regido
pos-acrossomal ndo coradas; reagdo acrossémica
falsa — acrossomo ndo corado e regido pos-
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. O segundo experimento foi
conduzido para avaliar a produgdo embrionaria,
utilizando-se os agentes de capacitacdo na
fertilizacdo. Foram utilizados ovarios obtidos em
matadouros. Os foliculos ovarianos entre 3 e
8mm de didmetro foram aspirados com auxilio
de seringa de 10mL acoplada a agulha 40 x
12mm. Os complexos cumulus-odcitos (COCs)
imaturos classificados como “viaveis”, de acordo
com Viana et al. (2004), foram cultivados em
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TCM 199 (Earle), suplementado com 10% de
soro fetal bovino, piruvato (22pg/mL), hormdnio
luteinizante  (50pg/mL), horménio foliculo
estimulante  (0,5ug/mL) e os antibidticos
penicilina e gentamicina (50ug/mL de cada) sob
6leo mineral.

Decorridas 24 horas, o0os COCs foram
coincubados com espermatozoides selecionados
por gradiente de Percoll (Parrish et al., 1995) na
concentracdo 2 x 10° espermatozoides/mL, em
meio de fecundacdo suplementado com
gentamicina e penicilina (50pg/mL de cada),
penicilamina (2,7pg/mL), hipotaurina (1pg/mL),
epinefrina (0,3pg/mL), albumina sérica bovina
8806 (5ug/mL) e piruvato (22ug/mL), sob dleo
mineral. Ao meio de FIV, foram adicionados os
agentes de capacitagdo, que constituiram os
tratamentos HEP, TEO e HEP +TEO, como ja
descrito no experimento 1. O dia da fecundagéo
foi considerado como o dia zero (D0). Apds 12
horas, os possiveis zigotos foram incubados em
meio  synthetic  oviductal  fluid (SOF)
suplementado com inositol (0,5ug/mL) e
tricitrato de sédio (0,1ug/mL). Foram realizadas
10 repeticbes (baterias de producdo de
embrides). As taxas de clivagem, produgdo
embrionaria e eclosdo foram avaliadas aos dois,
sete e 10 dias ap6és a fecundacdo,
respectivamente. Todos os procedimentos foram
realizados em incubadora contendo 5% de CO, e
umidade saturada a 38,8°C.

Todos os dados foram verificados quanto a
normalidade e a homogeneidade de variancia
(Proc Univariate). No experimento 1, os dados
foram submetidos a andlise de variancia, sendo
utilizado modelo linear generalizado (Proc
GLM), considerando-se os efeitos fixos de
tratamento, tempo e sua interacdo. Na anélise, o
efeito de tempo foi modelado como medida
repetida. No experimento 2, os dados referentes
as taxas de clivagem, blastocisto e ecloséo,
obtidas de 10 repeti¢fes, foram analisados e
submetidos a analise de variancia, utilizando-se
modelo misto (Proc Mixed), sendo considerados
os efeitos fixos de tratamento, touro e sua
interacdo. Foi considerado o efeito aleatorio de
touro dentro de cada repeticdo. As médias de
guadrados minimos foram comparadas pelo
teste de Tukey-Kramer (P<0,05). Todos o0s
procedimentos foram realizados utilizando-se o
programa estatistico SAS, versdo 9.2 (Statistical
analysis system, 2008).
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RESULTADOS

Experimento 1. Na avaliagdo da reacdo
acrossébmica, ndo houve diferenca (P>0,05)
guanto a classificacdo espermatica em funcao
dos trés tratamentos, como observado na Tab. 1.

A reacdo acrossdbmica verdadeira foi maior
(P<0,05) no tempo zero hora em relacdo aos
tempos de seis, 12 e 18 horas, como observado
na Tab. 2. Para a reacdo acrossdmica falsa, ndo
houve diferenca (P>0,05) entre os tempos de
incubacdo, descritos na Tab. 2. Foi observada
maior taxa (P<0,05) de espermatozoides

classificados como mortos nos tempos de 12h e
18h em comparacdo aos tempos de seis horas e
zero hora, de acordo com a Tab. 2.

Experimento 2. A taxa de clivagem néo diferiu
(P>0,05) entre os trés tratamentos (Tab. 3). A
taxa de embribes produzidos, bem como a taxa
de eclosdo (Tab. 3), foram maiores (P<0,05) para
o0 tratamento heparina em relagdo aos tratamentos
teofilina e heparina + teofilina.

N&o houve efeito de touro nas taxas de clivagem,
embrides produzidos e eclosdo (P>0,05), como
observado na Tab. 4.

Tabela 1. Classificacdo espermaética relativa a ocorréncia de reacdo acrossdbmica apo6s coloracdo dupla

trypan blue/ Giemsa, em fungdo do tratamento

Classificagao espermatica

Tratamento Reacdo acrossdmica Reacdo acrossomica Mortos (%)
verdadeira (%) falsa (%)
Heparina 25,7£23,3 8,6+3,0 63,3+23,5
Teofilina 21,7+24.8 7,734 70,4+25,8
Heparina + 24+24.3 6,74+3,1 69,2+25,4
Teofilina

Médias analisadas pelo teste Tukey-Kramer (P>0,05) (Statistical...,2008). Resultados expressos em média + erro-

padréo.

Tabela 2. Classificacdo espermatica relativa a ocorréncia de rea¢do acrossdmica apds coloracéo dupla

trypan blue/Giemsa em fungdo do tempo

Classificacdo espermatica

Tempo (hs) Reacdo acrossdmica Reacdo acrossdmica
verdadeira (%) falsa (%) ol (6:0)
0 61,5+6,7% 9,1+3,7 29,3+4,5¢
6 19,6+12,78 7,2+31 72,7+13,08
12 7,2+4.4° 8,3+3,0 84,445 8"
18 7,0+2,6¢ 6,2+2,5 86,7+4,1*

Letras na coluna diferem pelo teste Tukey-Kramer (P<0,05) (Statistical..., ano). Resultados expressos em média +

erro-padréo.

Tabela 3. Taxas de clivagem, produgdo embriondria e eclosdo em fungdo de tratamento

Taxa de clivagem

Taxa de embrides

, . 10
Odcitos %) produzidos (%) Taxa de ecloséo (%)

Heparina 909 60,5+15,5 37,9 A+13,1 33,5 A+14,0

Teofilina 880 62,1+15,6 28,5B+10,1 22,8 B+10,7

Heparina + 884 62,0+19,0 27,6 B+11,3 23,0 B+10,4

Teofilina

Média geral 61,4+16,6 31,4+12,4 26,5+12,7

Letras na coluna diferem pelo teste Tukey-Kramer (P<0,05) (Statistical..., ano). Resultados expressos em média +

desvio-padréo.
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Tabela 4. Taxas de clivagem, producdo embriondria e eclosdo em funcéo de touro

Taxa de clivagem (%)

Taxa de embrides Taxa de eclosdo

QLT produzidos (%) (%)
Touro A 687 64,1+13,0 31,7+£13,9 26,9+14,2
Touro B 662 56,7+16,8 30,0+11,0 26,7+11,0
Touro C 663 64,0+15,4 33,9+12,3 27,3+13,0
Touro D 661 61,26+20,2 29,7+12,2 24,8+13,0

Médias analisadas pelo teste Tukey-Kramer (P>0,05) (Statistical..., ano). Resultados expressos em média + desvio-

padréo.
DISCUSSAO

Experimento 1. Sabendo-se que a coloracdo
dupla de trypan blue/Giemsa é empregada para
estimar o potencial de fecundagéo de amostras de
sémen destinadas & FIV ou a inseminagao
artificial (Tartaglione e Ritta, 2004), observou-se
gue, contrariamente a0 que Se esperava, a
teofilina ou a sua associa¢do com a heparina néo
foram eficientes em aumentar a taxa de reagéo
acrossdmica verdadeira em bovinos. Ainda foi
possivel observar que, independentemente do
agente de capacitagdo, a incidéncia de reagdo
acrossdmica verdadeira foi relativamente baixa
em comparagdo ao indice de espermatozoides
mortos (Tab. 1). Isso pode ser decorrente do
tempo total de incubag&o (18 horas), 0 que pode
ser diretamente constatado ao se avaliarem os
resultados de reacdo acrossomica em fungdo do
tempo (Tab. 2), com grande morte espermatica ja
as seis horas de incubacdo. De acordo com
relatos de Parrish et al. (1985), a taxa de
fecundacdo e a reagdo acrossOmica sdo
dependentes do tempo de exposicdo dos
espermatozoides & heparina, uma vez que, apés
duas horas de incubagdo, ocorre saturacdo das
ligages da heparina com as células
espermaticas, impedindo que haja um aumento
da taxa de fecundagdo em um maior tempo de
incubacdo. Alguns autores relatam que néo
houve diferenca da frequéncia de reacdo
acrossémica entre quatro, cinco e oito horas de
incubacdo com a heparina, enquanto outros, ao
compararem 0s tempos de incubagdo de quatro,
seis e nove horas, observaram que o periodo de
seis horas apresentou os melhores resultados
(Assumpgdo et al., 2002). No presente estudo, as
avaliagdes foram realizadas em intervalo maior
de tempo (a cada seis horas), de forma que ndo é
possivel concluir se houve aumento na incidéncia
de reagdo acrossdmica a cada hora, com inicio de
gueda em determinado ponto. Uma vez que o
nimero de espermatozoides mortos foi bastante
elevado, ja as seis horas de incubacao, é possivel
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que o cultivo de espermatozoides na auséncia de
COCs e dos fatores de crescimento secretados
por esses, que sdo capazes de desencadear o
estimulo da reacdo acrossdmica (Meizel e
Turner, 1996), prejudicaram a viabilidade
espermatica in vitro.

Experimento 2. Segundo Gordon (1994), no
sistema de producdo embrionéria in Vvitro,
podem-se esperar valores entre 60 e 90% de taxa
de clivagem e entre 25 e 40% de embrides (i.e.,
60,7% e 36,5% de clivagem e produgdo
embrionaria, respectivamente — Pugh et al.,
2000). Os resultados observados no presente
estudo (Tab. 3) para os pardmetros acima citados
estdo dentro do reportado na literatura, o que
evidencia condi¢Bes adequadas de producdo.

Quando comparados 0s grupos experimentais, a
producdo embrionaria para os tratamentos que
continham teofilina foi menor que a observada
para 0 tratamento heparina (Tab. 3).
Aparentemente, a teofilina isolada ou associada a
heparina ndo induziu boa capacitagdo
espermatica, 0 que acarretaria diminuicdo no
indice de fertilizacdo, resultando em menor taxa
de producdo embriondria. Porém, a taxa de
clivagem ndo diferiu entre os grupos, e 0s
resultados encontrados por meio da coloragdo
espermatica pds-incubacdo do sémen com o0s
agentes capacitantes (Tab. 1 — experimento 1)
corroboram os achados da taxa de clivagem, ou
seja, ndo foram observadas diferencas no indice
de espermatozoides com reagdo acrossdmica
verdadeira entre os tratamentos. Desse modo, a
diferenca de produgdo embrionéria entre o0s
grupos pode ser atribuida ao fato de que nem
todos os odcitos que sofreram clivagem foram
competentes em sustentar o desenvolvimento
embrionario até o estagio de blastocisto. Trés
possiveis explicacbes podem ser discutidas.
Inicialmente, essa menor produgdo embrionaria
pode estar relacionada aos espermatozoides,
pois, de acordo com Coelho et al. (1998), a
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fertilidade do sémen pode ser atribuida a dois
principais fatores: a capacidade de fecundagéo e
a competéncia de desenvolvimento poés-
fecundacdo. Nesse caso, é possivel que a
teofilina, mesmo induzindo uma boa resposta
guanto a capacitacdo e a taxa de fecundacéo,
tenha sido toxica ao DNA do espermatozoide, o
que impossibilitou sustentar o desenvolvimento
até a fase de pré-implantacéo.

Além disso, a presenca de teofilina no meio de
fecundacdo pode ter aumentado a incidéncia
de fecundagbes anormais, principalmente
polispermia, durante a FIV (Chian et al., 1992).
De fato, o aumento da polispermia tende a
diminuir a taxa de fecundacdo monospermaética e
a aumentar a taxa de clivagem, porém oS
embrides clivados provenientes de fecundagdo
polispermatica,  frequentemente, ndo  se
desenvolvem até o estdgio de blastocisto, por
terem vindos de fecundacdo anormal (Ramos et
al., 2000), o que poderia explicar os achados do
presente estudo com o uso da teofilina isolada ou
associada a heparina. Foi relatado por Tesarik et
al. (1992) que a atividade maxima das
metilxantinas é alcancada apds 10 minutos e que
essa fase ativa é de menos de duas horas, ou seja,
seu efeito é a curto prazo. Tal resultado foi
comprovado por Takahashi e First (1993), os
quais concluiram que a teofilina acelera o
processo de FIV em bovinos. Desse modo,
acredita-se que a teofilina possa ter causado a
polispermia ao potencializar a capacitacdo
espermatica, induzindo a alta concentracdo de
espermatozoides capacitados de uma sO vez.
Como relatado por Ramos et al. (2000), em altas
concentragbes  espermaéticas,  possivelmente
existe alto teor de enzimas hidroliticas liberadas
pela presenca de espermatozoides, o que facilita
a ocorréncia da polispermia, ja 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 embrionario
(AGE), com consequéncias para a transicdo
materno-zig6tica, resultando em aumento de
blogueio do desenvolvimento embrionério. Sabe-
se que a transcricdo materno-zigética, processo
caracterizado pela iniciacdo da transcricdo no
embrido e substituicdo do RNAm materno pelo
RNAmM embrionério, envolve eventos
morfologicos e fisiologicos, como a formagdo do
zigoto, a AGE e a diferenciacgdo celular durante a
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formacdo do blastocisto. Como a AGE s6
ocorre mais tardiamente no desenvolvimento
embrionario, apds a independéncia dos genes
maternos presentes no odcito, que sdo
responsaveis por manter o desenvolvimento
inicial (Memili et al., 1998), essa alteracdo
ndo seria percebida na avaliagdo da taxa de
clivagem. Para confirmar essa possibilidade,
seria necessaria uma avaliacdo diaria do
desenvolvimento para constatacdo do nimero de
estruturas que pararam seu desenvolvimento no
estagio de oito para 16 células, quando ocorre a
AGE em bovinos (Souza et al., 1998), o qual esta
associado ao bloqueio do desenvolvimento
embrionario. Entretanto, o sucesso nessa fase de
desenvolvimento ndo é frequentemente reportado
e ndo foi avaliado no presente estudo.

Apesar de, no presente estudo, a teofilina ter
resultado em menor producdo embrionaria, esse
agente produziu resultados satisfatérios em
suinos, quando Yoshioka et al. (2003), ao
utilizarem 2,5mM de teofilina no meio de
capacitacdo, encontraram 74,0+7,0 de taxa de
clivagem, enquanto na concentragdo de 1,25mM,
a taxa de clivagem foi de 71,5+7,5. Kang et al.
(2015), quando trabalharam com uma
concentragdo de 2,5mM de teofilina em
combinacdo com uma mistura de PHE
(penicilamina,  hipotaurina e  epinefrina),
constataram que essa associacdo acelerou a
motilidade e a penetracdo esperméatica em
o0citos bovinos e resultou em taxas de
fertilizacdo e de blastocisto esperadas. No
entanto, esses autores ndo testaram outras
concentragdes de teofilina. Takahashi e First
(1993), ao estudarem diferentes concentragdes de
teofilina, obtiveram melhores taxas de producédo
em bovinos com 2,5mM e 5mM, e concluiram
gue essas concentragbes aumentaram a
capacidade fecundante dos espermatozoides.
Tais resultados sinalizam a possibilidade,
também na espécie bovina, de que melhores
resultados possam ser obtidos com menores
doses de teofilina.

CONCLUSAO

A teofilina se mostrou tdo eficiente quanto a
heparina na inducdo da reagdo acrossdmica, no
entanto, quando testada no meio de fecundagdo
em bovinos, resultou em menores taxas de
producdo embriondria, tanto isolada quanto
associada a heparina.
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