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RESUMO

Avaliaram-se os efeitos da adicdo de cafeina ao s€émen suino apds o
resfriamento e o descongelamento. No experimento 1, 12 ejaculados
provenientes de quatro animais foram processados em doses de 100 mL com trés
bilhdes de espermatozoides. Foi utilizado um delineamento em blocos
casualizados (ejaculado) em esquema fatorial 5x3 (cinco doses de cafeina 0, 2,
4, 6 e 8 mM/dose inseminante e trés tempos de armazenamento a 15 °C -0, 24 e
48 horas) com parcela subdividida no tempo (tempos de avaliagdo), com 12
repeticdes de um ejaculado. A cafeina foi adicionada logo apods a incubagdo de
amostras de s€émen e as avaliagdes foram feitas 10 e 120 minutos depois. No
experimento 2, 12 ejaculados provenientes de quatro animais foram coletados e
armazenados em palhetas de sémen de 0,5 mL contendo 500 milhdes de
espermatozoides. Foi utilizado um delineamento em blocos casualizados
(ejaculado) com cinco tempos de avaliacdo apés a adi¢do de cafeina (0, 15, 30,
45 ¢ 60 minutos), com 12 repeticdes de um ejaculado. Nao houve efeito
(P>0,05) da cafeina na motilidade, na taxa de degradacdo da motilidade
espermadtica e no total de alteragdes morfoldgicas, em ambos os experimentos.
Nao houve efeito (P>0,05) da concentragdo de dialdeido malénico espermatico
para o sémen resfriado. Houve interacdo (P<0,05) entre cafeina e tempo de
armazenamento no vigor e na viabilidade espermatica, tendo o vigor melhorado
(P<0,05), com a adicdo de cafeina na concentragdo de 8 mM/dose, apenas no
sémen resfriado armazenado por 48 horas, em que, em tempos inferiores de
armazenamento, a cafeina reduziu (P<0,05) de forma linear a viabilidade
espermdtica. Nao houve efeito (P>0,05) da cafeina na viabilidade espermatica
para o sémen descongelado, mas a taxa de resisténcia osmotica diminuiu com o
aumento da dose de cafeina utilizada (P<0,05). Nao houve diferencas para a taxa
de resisténcia osmdtica e o tempo de armazenamento do sémen (P>0,05).
Conclui-se que a adi¢do de cafeina ao s€men suino resfriado na dose de 8 mM
melhora o vigor as 48 horas de resfriamento, porém, afeta negativamente em
tempos inferiores de armazenamento e que a adicdo de cafeina ndo melhora a
qualidade do s€men suino descongelado.

Palavras-chave: Varrdo.  Espermatozoide.  Ativadores do metabolismo.
Adenosina monofosfato ciclico. Criopreservagao



ABSTRACT

We evaluated the effects of adding caffeine to boar semen after cooling
and thawing. In experiment 1, 12 ejaculates from four animals were processed in
doses of 100 mL with three billion sperm. We used a randomized block design
(ejaculate) in factorial 5x3 (five doses of caffeine 0, 2, 4, 6 and 8
mM/insemination dose and three days of storage at 15 °C - 0, 24 and 48 hours)
with plot subdivided in time (time of review) with 12 repetitions of one
ejaculate. Caffeine was added after incubation of semen samples and
assessments were made at 10 and 120 minutes after. In experiment 2, 12
ejaculates from four animals were collected and stored in straws of semen
containing 500 mL of 0.5 million sperm. We used a randomized block design
(ejaculate) with five evaluation times after addition of caffeine (0, 15, 30, 45 and
60 minutes) with 12 repetitions of one ejaculate. There was no effect (P>0.05) of
caffeine on motility, the rate of degradation of total sperm motility and
morphological changes in both experiments. There was no effect (P>0.05) for
the concentration of malonic dialdehyde sperm for cooled semen. There was an
interaction (P<0.05) between caffeine and storage time on sperm viability and
vigor, and the vigor has improved (P<0.05) with the addition of caffeine in 8
mM concentration/dose only in cooled semen stored for 48 hours, where at
inferior storage times, caffeine reduced (P<0.05) linearly sperm viability. There
was no effect (P>0.05) of caffeine on sperm viability for thawed semen, but the
rate of osmotic resistance decreased with increasing dose of caffeine used
(P<0.05). There were no differences in the rate of osmotic resistance and time of
sperm storage (P>0.05). We conclude that the addition of caffeine to swine
semen cooled at the rate of 8 mM improves the force at 48 hours of cooling, but
negatively affects in lower storage times and that the addition of caffeine does
not improve the quality of boar semen thawed.

Keywords:  Boar.  Spermatozoon.  Metabolism activators.  Adenosine
monophosphate cyclic. Cryopreservation.
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1. INTRODUCAO

A produgdo nacional de carne suina, em 2011 cresceu 4,7% em relagao a
2010, passando de 3,24 milhdes para 3,4 milhdes de toneladas (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DA INDUSTRIA PRODUTORA E EXPORTADORA DA
CARNE SUINA - ABIPECS, 2012). Neste contexto, a suinocultura brasileira
tem se destacado, crescendo em qualidade e volume de produgdo, utilizando
novas tecnologias e obtendo melhores indices zootécnicos. Essa mudanca
estrutural no setor criou uma demanda por animais com elevada eficiéncia

reprodutiva, sanitaria e alimentar, associada a uma excelente qualidade de carne.

A inseminacdo artificial (IA) apresenta vantagens em relacdo a monta
natural, porém, existem fatores que limitam a otimizacdo dessa biotécnica
(mimero elevado de espermatozoides e volume por dose) (BORTOLOZZO;
WENTZ; DALLANORA, 2005). Além disso, a dificuldade de preservacdo de
sémen suino por periodos prolongados, sem alterar sua capacidade fecundante,
corresponde a outra limitagdo da expansdo da técnica de inseminacdo artificial.
Considerando o sémen resfriado, este deve ser mantido & temperatura entre 15
°C a 18 °C, até o terceiro dia ap0s a coleta e a diluicdo. Ainda assim, a qualidade
do sémen ¢ questionavel, quando armazenado por mais de 24 horas.

Pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de testar novas solugdes
crioprotetoras formuladas com produtos que minimizem os efeitos deletérios das
baixas temperaturas sobre o espermatozoide. As expectativas oriundas das
pesquisas ja realizadas, e também daquelas ainda em andamento, apontam para
uma ampliacdo no uso da [A com sémen resfriado ou congelado, contribuindo
para aumentar a competitividade e a rentabilidade da cadeia produtiva da
suinocultura. Além de inumeras tentativas do aprimoramento de técnicas de

manipulacdo do sémen em laboratorio e protocolos de inseminagdo, o
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conhecimento do papel de substancias reguladoras do metabolismo espermatico
tem recebido especial ateng@o nos ltimos anos.

Substancias como a cafeina sdo capazes de inibir a enzima
fosfodiesterase, que ¢ responsavel pela degradacdo do AMP ciclico (cAMP).
Portanto, a cafeina se destaca devido ao seu potencial estimulador do
metabolismo celular. Assim, sua utilizacgdo no sémen suino resfriado ou
descongelado poderia melhorar a qualidade da dose inseminante.

Ao longo do tempo, a queda da fertilidade do sémen suino congelado ou
resfriado ocorre devido ao desgaste energético da célula espermatica. Dessa
forma, o uso de substancias que aumentem a concentracdo de energia no interior
da célula espermatica ¢ importante para a manuten¢do da fertilidade do sémen
(ANDRE, 1983; CHULAVATNATOL; TREETIPSATIT, 1983).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a motilidade, o
vigor, a viabilidade, a degradacdo de motilidade, a resisténcia osmdtica, as
alteragdes morfologicas e a concentragdo de dialdeido maldnico do sémen suino

resfriado ou descongelado, apds a adicao de cafeina.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia do uso do sémen resfriado e congelado para a suinocultura

Os primeiros relatos sobre a inseminacgao artificial (IA) em suinos datam
do final da década de 1940. Entretanto, estas primeiras tentativas estavam
restritas a um plano experimental (BORTOLOZZO; WENTS, 1995).

No Brasil, a IA de suinos desenvolveu-se, efetivamente, a partir do ano
de 1975, com a criacdo de centrais de IA na regido Sul do pais. Em 1990, cerca
de 2% do rebanho nacional ja estava sendo inseminado, como consequéncia do

crescimento tecnoldgico na suinocultura do pais (SCHEID, 1991). No ano de
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2002, o mercado envolvendo a TA movimentou, no total, cerca de R$ 7.5
milhdes, referentes, principalmente, ao material de consumo (frascos, diluentes,
pipetas, entre outros), ao qual se somam um valor ndo quantificado de
investimentos em instalagdes, equipamentos e qualificacdo pessoal (SCHEID;
SILVEIRA, 2002). No Brasil, estima-se que tenham sido realizadas 1,6 milhao
de primeiras inseminagdes em 2000, equivalente a utilizagdo desta biotécnica em
51% da matrizes do plantel tecnificado (WENTZ et al., 2000).

Durante  décadas, aten¢do consideravel foi direcionada ao
desenvolvimento de tecnologias reprodutivas. A IA ¢ um exemplo desta
biotécnica, que continua a se expandir nos sistemas de produ¢do de suinos
(DAY, 2000). De acordo com Rodriguez-Martinez et al. (2005), a utilizagdo do
sémen do reprodutor suino em programas de IA triplicou nos tltimos 17 anos.
Em muitos paises da Europa, mais de 90% das fémeas sdo inseminadas e, na
América do Norte, cerca de 70%.

A compreensdo e a adog@o dos procedimentos para a preparagdo doses
inseminantes contribuiram para essa melhora significativa na qualidade das
doses e a maior difusdo desta biotecnologia. Outro fator que contribuiu para o
desenvolvimento da IA foi a maior disponibilidade de equipamentos por parte
das industrias associadas ao agronegocio (BORTOLOZZO; WENTZ;
DALLANORA, 2005).

Atualmente, avangos substanciais t€ém ocorrido em outras areas
associadas a IA. Muitas pesquisas tém sido conduzidas para melhorar os
métodos de avaliagdo de sémen, sua funcionalidade e predigdo da fertilidade do
reprodutor suino. Outras tém focado o efeito do tempo de inseminagdo relativo a
ovulagdo, o papel do plasma seminal no transporte de espermatozoides, o
periodo de ovulagdo e a adicdo de diferentes componentes nas doses

inseminantes para melhorar a qualidade do sémen (MARTINEZ et al., 2001).
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O sémen criopreservado facilita consideravelmente a distribuicdo de
genes desejaveis e o uso de sémen congelado ajuda a controlar a transmissdo de
certos patdogenos, o que propicia a manuten¢do do estado sanitario do rebanho.
Também, uma reserva de s€émen criopreservado minimiza os efeitos de um surto
de uma doenca contagiosa ou de um desastre natural, além de a criopreservagao
de sémen suino ser necessaria para comercializacdo internacional das doses
inseminantes. Apesar dessas vantagens, o espermatozoide suino ¢
particularmente sensivel a temperaturas muito baixas e o sémen congelado ainda
ndo € habitualmente utilizado na suinocultura. Assim, o desenvolvimento de
técnicas que permitam longa conservagdo da capacidade fecundante do sémen
podera facilitar a utilizacao da IA, proporcionando a utilizagdo mais racional dos

reprodutores (PAQUIGNON; BUSSIERE; BARITEAU, 1987).

2.2 Fatores que interferem na qualidade do sémen suino resfriado e

congelado

O sémen suino, apods a coleta e a dilui¢do, tem sido tradicionalmente
armazenado a temperaturas entre 16 °C ¢ 18 °C (LAFOREST; ALLARD, 1996).
Este intervalo de temperatura ndo interrompe totalmente o metabolismo dos
espermatozoides, ocorrendo aciumulo de metabolitos que podem interferir na
motilidade espermatica, e também ndo impede a multiplicacdo bacteriana, a qual
influencia a qualidade do sémen. Tais fatores sdo limitantes para o
armazenamento do sémen por periodos prolongados (WEITZE, 1990). A
utilizagdo dessa faixa de temperatura se justifica pela sensibilidade do
espermatozoide suino a temperaturas inferiores a 15 °C, o que resulta em

diminuicao da sobrevivéncia espermatica (MAXWELL; JOHNSON, 1997).
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Com a diminui¢do da temperatura de incubacdo do sémen suino ¢
observada reducdo na motilidade espermatica, na quantidade de acrossomas
normais e também diminui¢do da integridade de membranas (KATZER et al.,
2004). A alternativa para essa sensibilidade relacionada a temperatura
convencional de resfriamento seria a utiliza¢do do sémen congelado. No entanto,
a grande variabilidade nos resultados de fertilidade apos inseminagdo com doses
de sémen descongeladas limita a aplicacdo pratica do sémen suino congelado
(TONIOLLI; BARROS; JATAHY, 2001).

Sabe-se que a membrana espermatica estad envolvida nas trocas
metabdlicas com o meio ambiente (CORREA; HEERSCHE; ZAVOS, 1997),
com o processo de capacitagdo, a reacdo acrossOmica e a ligacdo do
espermatozoide a superficie do o6cito, a qual requer uma membrana
bioquimicamente ativa (JEYANDRAN; VEN; PEREZ-PELAEZ, 1984), sendo
sua integridade um importante indicador da capacidade fertilizante do
espermatozoide.

Em muitas espécies de mamiferos, mais de 60% dos acidos graxos da
membrana espermatica sdo acidos graxos poli-insaturados (PUFA) de cadeia
longa da série dmega 3 (®w3) (NISSEN; KREYSEL, 1983). Tal presenca de
ligagdes duplas nos acidos graxos poli-insaturados confere maior fluidez a
membrana plasmatica (ERICKSON, 1998). A membrana dos espermatozoides
de suinos ¢ particularmente composta por lipidios insaturados: acido docosa-
hexanoico (DHA, 30%) e docosapentaenoico (DPA, 25%) (PENNY; NOBLE;
MALDIJIAN, 2000). Tais diferencas encontradas no sémen da espécie suina os
tornam mais susceptivel ao choque pelo frio, durante o congelamento ¢ ao
choque térmico, no descongelamento (ANTUNES, 2007).

Diferengas na composicdo de lipidios da membrana espermatica t€m
sido reportadas como fator chave na diferenciacdo da congelabilidade dos

espermatozoides (PARKS; LYNCH, 1992). A possibilidade de aumentar a
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congelabilidade de espermatozoides suinos por meio da alteragdo da constituicdo
da membrana espermatica ¢ considerada, como, por exemplo, o aumento do teor
de DHA na membrana plasmatica por meio de sua adicdo a dieta (PENNY;
NOBLE; MALDIJIAN, 2000). O aumento do grau de insaturagdes e, portanto, da
fluidez da membrana poderia aumentar a resisténcia dos espermatozoides suinos
aos danos causados pelo processo de resfriamento/descongelamento
(PAULENZ; TAUGBOL; KOMMISRUD, 1999).

Além disso, a composicdo das membranas que recobrem oS
espermatozoides ¢ diferente entre as varias partes (cabeca, pega intermediaria e
cauda) (JONES; STEWART, 1979) e, dessa forma, respondem diferentemente
ao estresse causado pelo processo de congelamento e descongelamento
(WATSON; DUNCAN, 1988). Sendo assim, os espermatozoides podem
apresentar baixa motilidade e serem viaveis (BLACH; AMMANN; BOWEN,
1989), apresentar boa motilidade pds-descongelacdo, porém, com danos de
acrossoma que reduzem sua capacidade fecundante (CHRISTENSEN;
PARLEVLIET; BUITEN, 1994).

De acordo com Buhre e Pettitt (1996) ¢ Watson (1995), ha diferencas na
bicamada lipidica da membrana do espermatozoide suino que podem explicar a
maior susceptibilidade ao choque pelo resfriamento. Dentre as principais
diferencas, podem-se citar a menor porcentagem de moléculas de colesterol
(PAULENZ; TAUGBOL; KOMMISRUD, 1999) ¢ a distribui¢ao assimétrica na
membrana, tendo uma maior quantidade na monocamada interna. Estas
diferencas estruturais ajudam a explicar a alta sensibilidade do espermatozoide
suino ao choque pelo frio, devido ao aumento da permeabilidade da membrana e
a consequente perda de cations e enzimas, a reducdo da atividade enzimatica e
dos processos de difusdo controlados pela membrana e as mudangas no

movimento lateral de canais (JOHNSON et al., 2000).
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Pursel, Johnson e Rampacek (1972) e Pursel, Johnson e Schulman
(1973) demonstraram que os espermatozoides aumentam sua resisténcia ao
choque térmico quando incubados (antes do resfriamento e por certo periodo) a
temperaturas acima de 15 °C, resultando em maiores indices de motilidade e de
acrossomas normais.

Neste contexto, a adi¢do de diluentes ao sémen suino tem varias
fungdes, tais como aumentar o volume do total da amostra de sémen, fornecer
nutrientes para a produgdo de energia, proteger os espermatozoides contra o
choque térmico, controlar a flutuagdo de pH, manter o balango osmético e inibir
o desenvolvimento bacteriano (LEVIS, 2000; JOHNSON et al., 2000).

Os diluentes desenvolvidos na década de 1980 visavam prolongar a
viabilidade espermatica (WEITZE, 1991). A exemplo dos diluentes de longa
preservagdo utilizados em outras espécies, foram incluidas macromoléculas na
composicao dos diluentes utilizados para suinos, com o objetivo de proteger suas
membranas contra os danos do choque térmico (LEVIS, 2000). A albumina
sérica bovina (BSA) é a macromolécula mais utilizada nesses diluentes
(WEITZE, 1991). Além disso, um tampao anfotero também passou a constituir
tais diluentes (COSTI, 2003). No sémen resfriado, o periodo de manutengdo da
viabilidade e da capacidade fecundante do espermatozoide varia de um a seis
dias, dependendo do diluente utilizado (LEVIS, 2000).

Entretanto, outro fator importante na qualidade do sémen suino esté
correlacionado ao metabolismo energético dos espermatozoides, sendo uma das
principais causas da queda na fertilidade do sémen estocado (FORD; WAITES,
1986).
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2.3 Metabolismo energético dos espermatozoides

As células espermaticas, em algumas espécies, podem realizar tanto o
metabolismo aerobico quanto o anaerobico, sendo metabolicamente flexiveis
(BACILA, 2003). Isso, talvez, seja reflexo da grande variagdo de tensdo de
oxigénio a que estes gametas sdo submetidos, desde proximo a anoxia, nos
testiculos e epididimo, até grandes tensdes na vagina e, em casos particulares,
em ambientes in vitro (CUMMINS; JEQUIER; KAN, 1994).

As duas importantes fontes de geracdo de adenosina trifosfato
mitocondrial sdo o ciclo de Krebs e a B-oxidacdo dos acidos graxos. As
mitocondrias, na célula espermatica, estdo localizadas apenas na peca
intermediaria, formando a bainha mitocondrial e produzindo adenosina trifosfato
(ATP) para a célula por respiragdo aerobica (TRAVIS et al., 1998). Por outro
lado, no catabolismo anaerobico, o piruvato gerado por frutdlise ¢ transformado
em acido lactico (BACILA, 2003), independente das mitocdndrias.

Estudos demonstraram que a habilidade do espermatozoide em utilizar
de forma similar a frutose, a glicose ¢ a manose deve-se ao fato de estes trés
acucares entrarem na glicolise por meio da atividade da hexoquinase, seguida
pela formagao do hexosemonofosfato até acido lactico (KING et al., 2006).

O metabolismo energético dos espermatozoides, de forma geral, esta
diretamente relacionado a concentracdo interna de adenosina monofosfato
ciclica (AMPc) (CHULAVATNATOL; TREETIPSATIT, 1983; SIMPSON;
WHITE, 1987). Segundo Harper, Rodwell e Mayes (1982), estes nucleotideos
ciclicos sdo metabolizados pela enzima fosfodiesterase, interrompendo suas
fungdes metabolicas. Dessa forma, a adigdo de inibidores da fosfodiesterase ao

sémen pode resultar em aumento na concentragdo de AMPc nas células
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espermaticas, acelerando o metabolismo energético dos espermatozoides
(GARBERS et al., 1971).

A principal fun¢do conhecida do AMPc, em células eucaridticas, é a
estimulacdo da fosforilagdo proteica por meio da ativacdo de uma proteina
quinase dependente de AMPc (CHULAVATNATOL; TREETIPSATIT, 1983;
ROSEN; ERLICHMAN; RUBIN, 1975). Em espermatozoides, o aumento da
concentragdo de AMPc induz a maturacdo (GARBERS et al., 1971), estimula a
motilidade e participa no processo de capacitacio (MORTON; ALBAGLI,
1973).

Relatos sugerem que substancias derivadas da metilxantina, tais como a
cafeina, a teofilina e a pentoxifilina, podem estimular a motilidade progressiva
espermatica pela inibi¢do da adenosina ciclica 3'-5' monofosfato fosfodiesterase,
levando a um aumento intracelular das concentragdes de AMPc (GOULART et
al., 2004). Dessa forma, o uso de tais substancias poderia resultar em sémen de
melhor qualidade destinado a inseminagdo artificial e a programas de fertilizagao

in vitro (FIV).

2.4 Utilizacao da cafeina como ativadora metabdlica no sémen

O aumento da concentracdo do AMP ciclico, durante a capacitagdo
espermatica, pode ser alcangado pela adi¢do de cafeina, considerada um inibidor
da fosfodiesterase (GOULART et al., 2004). Funahashi e Nagai (2001)
demonstraram, em um estudo, que a cafeina induz a capacitagdo espermatica e a
reagdo acrossdmica em sémen in natura de suinos e, consequentemente,
aumentam a penetracdo de espermatozoides (ABEYDEERA; DAY, 1997,
FUNAHASHI; NAGALI, 2001). Em truta arco-iris, a cafeina, em concentragdo de
10 mM em meio isotdnico, aumentou significativamente a motilidade

espermatica (VALDEBENITO, 2007).



23

Muitos meios de FIV em suinos sdo suplementados com cafeina para
elevar a concentragdo de AMPc intracelular. Apesar da alta incidéncia de
polispermia, este ¢ o agente mais utilizado na capacitacdo espermdatica em suinos
(FUNAHASHI; FUJIWARA; NAGAI, 2000). Apesar de muito utilizada, a
cafeina ndo ¢ um reagente ideal porque causa aumentos de AMPc de forma
desregulada, pela inibi¢do da fosfodiesterase. Uma vez que o AMPc atinge um
limiar intracelular, isso pode ativar reacdes acrossomicas espontaneas (FRASER
et al., 2007).

Funahashi, Fujiwara e Nagai (2000) compararam resultados obtidos
quando cafeina, adenosina e peptideo promotor de fertilizagdo (FPP) foram
adicionados individualmente em suspensdes que contém 2x10° espermatozoides
por mL de sémen suino congelado. Para todas as combinac¢des houve aumento
da taxa de fertilizacdo (cafeina, 98%; adenosina, 71%; FPP, 75%). No grupo
tratado com cafeina, a maioria do odcitos era polispérmica, sendo apenas 13%
de monospérmicos. Mas, os grupos tratados com adenosina e FPP apresentaram
incidéncia relativamente alta de monospermia (adenosina, 79%; FPP, 75%).

Em estudo subsequente do mesmo grupo, Funahashi e Nagai (2001),
utilizando concentragio de 5x10° espermatozoides por mL de sémen suino
congelado tratado com cafeina, encontraram 96% de fertilizacdo e 13% de
monospermia. Sémen suino fresco também parece responder de forma
semelhante (FUNAHASHI; ROMAR, 2004).

Sabe-se que o meio tamponado com Tris modificado (mTBM), sem
bicarbonato e sem hepes em tampdo Tris e suplementado com cafeina, em
condigdes de atmosfera umida com 5% de CO, em ar, suporta tanto a
capacitacdo espermatica quanto a reagao cortical de oocitos em suinos. O meio
mTBM suplementado com 0,1% ou 0,4% de BSA apresenta taxas de penetragdo

(99% e 95%) e de polispermia (93 ¢ 96%) semelhantes, porém, mostra maior
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numero de espermatozoides penetrados por odcito no meio com 0,4% de BSA
(ABEYDEERA; DAY, 1997).

Milani et al. (2010) utilizaram cafeina nas doses de 0; 2,5; 5 ¢ 7,5 mM,
juntamente com outras substincias (pentoxifilina e 2-deoxiadenosina) no
diluidor, com o objetivo de avaliar o padrio de motilidade do sémen canino
descongelado. Estes autores observaram que, aos 120 minutos de incubagao, a
amplitude lateral da cabeca e a velocidade curvilinear apresentaram melhores
resultados na amostra seminal que continha 7,5 mM de cafeina.

Pereira et al. (2010) adicionaram cinco diferentes niveis de cafeina (0;
0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mM) no sémen suino descongelado e detectaram efeito linear
decrescente para a viabilidade espermatica com o aumento da concentragao de
cafeina. Dessa forma, pode-se observar que o sémen suino descongelado é
sensivel a substancias ativadoras do metabolismo.

Em estudos realizados com sondas fluorescentes de clortetraciclina
(CTC) foi demonstrado que a cafeina induz a capacitagdo espermatica e a reagdo
acrossdmica em sémen in natura de suinos e, consequentemente, aumenta a
penetracdo de espermatozoides (FUNAHASHI; NAGAI, 2001). Porém, a
cafeina aumenta a polispermia e, conforme se aumenta a concentragdo de
cafeina, aumenta também a penetragdo oocitiria pelos espermatozoides
(ABEYDEERA; DAY, 1997; FUNAHASHI; NAGAI, 2001), sendo as taxas de
polispermia de 33,9%, 85,7%, 86,3% ¢ 95,2% nas concentra¢des de 0; 1;2,5¢ 5
mM de cafeina, respectivamente (ABEYDEERA; DAY, 1997).
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Resumo

A utilizagdo da cafeina no sémen suino resfriado pode melhorar a
qualidade da dose inseminante, devido ao seu potencial estimulador do
metabolismo celular. Sendo assim, objetivou-se, com este estudo, avaliar a
qualidade do sémen suino resfriado, ap6s a adi¢ao de cafeina. Doze ejaculados
provenientes de quatro animais foram processados em doses de 100 mL com trés
bilhdes de espermatozoides. Foi utilizado um delineamento em blocos
casualizados (ejaculado) em esquema fatorial 5x3 (cinco doses de cafeina 0, 2,
4, 6 ¢ 8 mM/dose inseminante e trés tempos de armazenamento a 15 °C — 0, 24 ¢
48 horas) com parcela subdividida no tempo (tempos de incubagdo), com 12
repeticdes de um ejaculado cada. A cafeina foi adicionada logo apos a incubagao
de amostras de sémen e as avaliacOes foram feitas aos 10 e aos 120 minutos.
Nao houve efeito (P>0,05) da cafeina na motilidade e na taxa de degradacdo da
motilidade espermatica, na taxa de resisténcia osmotica, no total de alteragdes
morfoldgicas e na concentracdo de 4cido malondialdeido espermaticas. Houve
interacdo (P<0,05) entre cafeina e tempo de armazenamento no vigor ¢ na
viabilidade espermatica. O vigor foi melhor (P<0,05) com a adi¢ao de cafeina na
concentragdo de 8 mM/dose apenas no sémen armazenado por 48 horas. Nos
tempos 0 e 24 horas de armazenamento, a cafeina reduziu (P<0,05) de forma
linear a viabilidade espermatica. Conclui-se que a adi¢do de cafeina ao sémen
suino resfriado na dose de 8 mM/100 mL melhora o vigor as 48 horas de

resfriamento, porém, piora em tempos inferiores de armazenamento.

Palavras-chave: espermatozoides, metilxantina, resfriamento
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Introducéo

A produc¢ao nacional de carne suina, em 2011, cresceu 4,7% em relacdo a
2010, passando de 3,24 milhdes para 3,4 milhdes de toneladas (Associagdo
Brasileira da Industria Produtora e Exportadora da Carne Suina - ABIPECS,
2012). Neste contexto, a suinocultura brasileira tem se destacado, crescendo em
qualidade e em volume de produgdo, utilizando novas tecnologias e obtendo
melhores indices zootécnicos.

A inseminacdo artificial (IA) apresenta vantagens em relagdo & monta
natural, porém, existem fatores que limitam a otimizagao desta biotécnica, como,
por exemplo, o numero elevado de espermatozoides e volume por dose
(Bortolozzo et al., 2005). Além disso, a dificuldade de preservacdo de sémen
suino por periodos prolongados, sem alterar sua capacidade fecundante, constitui
outra limitag¢do para a expansio da técnica de inseminagdo artificial.

Em virtude disso, diversos estudos tém sido realizados a fim de testar
novas solugdes crioprotetoras que possam minimizar os efeitos deletérios das
baixas temperaturas sobre o espermatozoide. As expectativas oriundas das
pesquisas ja realizadas, e também daquelas ainda em andamento, apontam para
uma ampliacdo no uso da IA com sémen resfriado ou congelado, contribuindo
para aumentar a competitividade e a rentabilidade da cadeia produtiva da
suinocultura. Além de inumeras tentativas no aprimoramento de técnicas de
manipulacdo do sémen em laboratdrio e protocolos de inseminacdo, o
conhecimento do papel de substincias reguladoras do metabolismo espermatico
tem recebido especial aten¢do, nos ultimos anos.

E sabido que substancias como a cafeina sio capazes de inibir a enzima
fosfodiesterase, a qual é responsavel pela degradagdo AMP ciclico (cAMP).
Dessa maneira, sua utilizacdo no sémen suino resfriado pode melhorar a

qualidade da dose inseminante, devido ao seu potencial estimulador do
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metabolismo celular (Jiang et al., 1984). Em virtude do exposto, objetivou-se,
com este estudo, avaliar a qualidade do sémen suino resfriado, ap6s a adigdo de

cafeina.

Material e Métodos

Para a realizagdo deste experimento, foram utilizados quatro reprodutores
suinos com capacidade reprodutiva comprovada, que estavam alojados na
Fazenda Sao Paulo, situada no municipio de Oliveira, MG. Antes da coleta do
sémen dos animais, que foi realizada com auxilio de manequim, no periodo da
manha, pelo método da mao enluvada, realizou-se a higieniza¢do do prepucio,
por pressao manual no sentido da abertura prepucial e limpeza da regido com
papel toalha descartavel.

Para a coleta, foi utilizado copo coletor graduado com capacidade para
500 mL, pré-aquecido a 37 °C e protegido por recipiente isotérmico. Durante
esse procedimento, a separagdo da fragdo gelatinosa do ejaculado foi realizada
por meio de uma camada tripla de gaze adaptada ao copo coletor, sendo coletada
apenas a fragdo rica em espermatozoides.

No laboratorio da Fazenda Sao Paulo, foram feitas as avaliagOes
macroscopicas (cor, odor e aspecto) e microscopicas (motilidade e concentracao)
do sémen, seguidas da diluicdo em BTS (Beltsville Thawing Solution®) na
propor¢ao de 1:1, o qual foi previamente mantido em banho-maria, a
temperatura de 35 °C, até o momento da dilui¢do. Ejaculados com valores acima
de 90% para motilidade e 4 para vigor foram considerados para analises
subsequentes.

O sémen foi, entdo, transportado para o Laboratério de Fisiologia e
Farmacologia Veterinaria da Universidade Federal de Lavras (UFLA), onde
foram realizadas novamente avaliacdes de motilidade e vigor. Em seguida, a

concentragdo espermatica foi determinada utilizando-se o Spermacue (Minitub
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do Brasil LTDA®) para a elaboragdo de doses inseminantes de 100 mL
contendo trés bilhdes de espermatozoides, sempre adicionando o diluidor ao
sémen. As doses foram introduzidas em recipientes plasticos e permaneceram
em temperatura ambiente, por duas horas. Em seguida, foram incubadas sob
refrigeracdo, a temperatura de 17 °C.

As avalia¢Ges do sémen foram realizadas antes do resfriamento e durante
dois dias consecutivos, a cada 24 horas, apds o reaquecimento do sémen em
banho-maria, a 37 °C, durante 15 minutos. No momento da avaliagdo, foram
adicionadas diferentes doses de cafeina (0, 2, 4, 6 ¢ 8 mM). Logo apds a adicao
de cafeina (10 minutos) e ap6s 120 minutos de incubacdo a 37 °C, foram
analisados a motilidade, o vigor, a presenca de anormalidades espermaticas (%),
a taxa de resisténcia osmotica (TRO) e de degradacdo de motilidade e a
viabilidade espermatica.

Foi utilizado um delineamento experimental em blocos casualizados
(ejaculado) em esquema fatorial 5x3 (cinco doses de cafeina e trés tempos de
armazenamento) com parcela subdividida no tempo (tempos de avaliagdo, 10 e
120 minutos de incubagdo) apenas para motilidade e vigor, todos com 12
repeti¢des, cada amostra constituindo uma parcela experimental.

Também foram coletadas amostras de 1,0 mL em tubos Eppendorf para a
determina¢do da concentragdo de dialdeido malénico (MDA) nos tempos 10 e
120 minutos de incubagdo, nos tempos 0 ¢ 48 horas de armazenamento.

A motilidade foi avaliada por exame de uma gota de sémen colocada entre
lamina e laminula pré-aquecidas a 35 °C, em microscopia de campo claro e
aumento de 200x. As avaliagdes foram realizadas em triplicata,
independentemente, por dois avaliadores e expressas em percentual de células
moveis da amostra. Para o vigor, foram atribuidos valores de zero a cinco pontos
em relacdo a intensidade do movimento progressivo dos espermatozoides, sendo

os valores mais elevados indicadores de espermatozoides mais vigorosos.
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A andlise da presenca de anormalidades espermaticas (%) foi realizada
apés o armazenamento de duas gotas do s€émen em solugdo formol-citrato
(citrato de sodio 2,9 g, agua destilada 100 mL e solu¢do comercial formaldeido
35%). Foi avaliada a presenga de espermatozoides anormais (alteragdes de
cabega, cauda, peca intermediaria, formas teratoldgicas e presenca de gota
citoplasmatica proximal) em 200 células aleatorias, utilizando-se um
microscopio de contraste de fases em aumento de 400 vezes e a integridade
acrossomica, no aumento de 1.000 vezes.

A TRO foi realizada em 1,0 mL de sémen misturado a 1,0 mL de solucao
hiposmoética a 150 mOs/L (50% solucdo BTS e 50% de agua destilada) e
incubando-se, por 30 minutos, a 37 °C. Em microscopia optica, 200 células
espermaticas foram contadas, diferenciando-se as que apresentaram cauda reta
(com ruptura de membrana) e cauda enrolada (membrana integra) (Scheid,
1993). Para o TDM foi realizada a incubagdo por 120 minutos e a avaliaciao de
2,0 mL de sémen, a 37 °C. Em seguida, foi utilizada a seguinte equagdo proposta
por Salgueiro et al. (2003): TDM (%) = vigor (a 5 minutos) — vigor (a 2 horas) x
100/vigor (a 5 minutos).

A viabilidade espermatica foi avaliada a partir da observacdo de um
esfregaco de uma gota de sémen misturada com eosina e nigrosina em
microscopio Optico com aumento de 400 vezes. Foi verificado o percentual de
células espermaticas vivas (brancas) e mortas (rosa) em um total de 200 células
(Mies Filho, 1982).

Na analise de peroxidagdo lipidica, as amostras foram centrifugadas a
3.360 g, durante dez minutos e o sobrenadante transferido para novos tubos de
Eppendorf e congelados, a -10 °C, até o dia das analises. Para a realizagdo dessa
analise, foi empregado o método enzimatico colorimétrico utilizando-se um kit
especifico (QuantiChromTM TBARS Assay Kit — BioAssay Systems), seguindo

a metodologia especificada pelo fabricante. As amostras foram submetidas ao
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leitor de ELISA, sendo mensuradas as quantidades de MDA em cada amostra,
que foram expressas em uM equivalente.

Apos o teste de normalidade e homogeneidade das variancias (Testes de
Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente), os dados foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA), utilizando-se o pacote estatistico SAS (Statistical
Analysis System Institute). As médias obtidas com os niveis de cafeina foram
submetidas a analise de regressdo ¢ o tempo de armazenamento, ao teste SNK, a
5%. Para o vigor espermatico, foi utilizada analise estatistica ndo paramétrica e

as médias comparadas pelo teste Qui-quadrado, a 5%.

Resultados e Discussao

A adigdo de cafeina (2 a 8 mM/100 mL) ao s€émen suino antes e apos o
resfriamento, por até 48 horas, ndo alterou (P>0,05) a motilidade espermatica,
aos 10 e aos 120 minutos de incubacdo. Houve redugdo (P<0,05) da motilidade
com o aumento do tempo de armazenamento (Tabela 1).

A cafeina aumenta a motilidade espermatica nos ejaculados de menor
qualidade (baixo vigor e motilidade) (Niwa & Ohgoda, 1988), mas em baixas
concentragoes (2,5-7,5 pM) sdo ineficazes em aumentar o vigor ¢ a motilidade
(Coscioni et al., 2001). Esses achados confirmam os resultados obtidos neste
estudo (Tabela 1). Esse mesmo ativador metabdlico foi utilizado em um estudo
nas doses 0; 2,5; 5 ¢ 7,5 mM, juntamente com outras substincias (pentoxifilina e
2-deoxiadenosina) no diluidor, com o objetivo de avaliar o padrao de motilidade
do sémen canino descongelado. Foi observado que, aos 120 minutos de
incubagdo, a amplitude lateral da cabeca e a velocidade curvilinear apresentaram
melhores resultados na amostra seminal que continha 7,5 mM de cafeina (Milani
et al., 2010).

O vigor espermatico diminuiu (P<0,05) com o passar do tempo de

incubagdo e ndo sse alterou com a adigdo de diferentes doses de cafeina no
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sémen (P>0,05) (Tabela 1). Foi demonstrado em estudos que o vigor
espermatico sofre redu¢do no sémen suino mantido a 37 °C, provavelmente pelo

tempo de vida util dos espermatozoides (Vasconcelos et al., 2001).

Tabela 1 Motilidade (%) e vigor espermatico do sémen suino adicionado de diferentes
concentragdes de cafeina em diferentes tempos de resfriamento (n=12)

Tempo de Cafeina (mM)
Média
resfriamento (horas) 0.0 2,0 4,0 6,0 8,0
- Motilidade aos 10 minutos® -
0 81,7 80,8 82,5 82,9 82,5 82,1 A
24 75,8 75,4 77,1 75,8 76,3 76,1 B
48 74,2 75,0 74,6 74,6 74,6 74,6 B
Média 77,2 77,1 78,1 77,8 77,8
- Motilidade aos 120 minutos' -
0 74,2 71,3 72,1 72,5 68,8 71,8 A
24 66,7 67,1 67,9 64,6 65,0 66,3 B
48 64,6 62,1 62,1 62,9 65,8 63,5C
Média 68,5 66,8 67,4 66,7 66,5
CV (%) 4,15
- Vigor espermatico aos 10 minutos® -
0 3,83 3,75 3,92 3,83 4,00 387 A
24 3,42 3,33 3,33 3,33 3,42 3,37B
48 292b 3,17ab 325ab 325ab 333a 3,18 C
Média 3,39 3,42 3,50 3,47 3,58
- Vigor espermatico aos 120 minutos® -
0 3,25 3,08 3,25 3,33 3,00 3,18 A
24 2,83 2,67 2,58 2,67 2,67 2,68 B
48 2,33 2,33 2,33 2,42 2,58 2,40 C
Média 2,81 2,69 2,72 2,81 2,75

' Médias seguidas por diferentes letras diferem, pelo teste SNK (P<0,05)

% Médias seguidas por diferentes letras maiusculas na coluna e mintisculas na linha diferem, pelo
teste de Kruskal-Walis (P<0,05)
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A adicdo de cafeina aumentou o vigor apds 48 horas de armazenamento
do sémen, sendo dependente da dose (P<0,05). Para este fator, no periodo de
incubacdo indicado, quanto maior a dose, melhor o vigor (Tabela 1).

A taxa de degradacdo de motilidade ndo apresentou diferenca tanto ao
longo do tempo de armazenamento (P>0,05) quanto com o aumento das doses

de cafeina (P>0,05) (Tabela 2).

Tabela2  Taxa de degradagdo da motilidade (%) e viabilidade espermatica (%) do
sémen suino adicionado de diferentes concentra¢des de cafeina apos o
resfriamento (n=12)

Tempo de Cafeina (mM)
Média
resfriamento (horas) 0.0 2,0 4,0 6,0 8,0
- Taxa de degradacédo de motilidade -
0 11,76 14,15 13,83 13,41 16,63 13,96
24 12,89 12,81 15,35 16,48 14,63 14,43
48 15,65 17,20 19,64 17,19 13,84 16,70
Média 13,43 14,72 16,27 15,69 15,03
- Viabilidade espermatica -
0' 87,79 82,04 79,21 79,63 76,38 81,01
24! 86,21 82,25 80,04 79,92 77,96 81,28
48 83,38 82,04 81,96 81,54 82,25 82,23
Média 85,79 82,11 80,40 80,36 78,86
CV (%) 4,40

"Regressio linear significativa (P<0,05)

Foi wverificada regressdo linear (P>0,05) na viabilidade dos
espermatozoides nos tempos de 0 e 24 horas de armazenamento do sémen, para
as doses de cafeina (Figura 1). Foi demonstrado em estudos que a reducdo da
fertilidade e da viabilidade espermatica das doses inseminantes submetidas a alta
taxa de diluicdo ndo ¢é totalmente conhecida, podendo ser a diluicdo do plasma

seminal uma das possiveis explicagdes. A diluicdo do plasma seminal possui
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papel importante na manutengdo da viabilidade espermatica, durante a
estocagem (Hou et al., 2002), uma vez que apresenta complexo sistema
antioxidante, que previne os danos causados pelos radicais livres sob condi¢des
fisiolégicas normais. Vale ressaltar que somente o sistema antioxidante celular
ndo € potente o bastante para prevenir a peroxidagdo lipidica, particularmente
durante a estocagem in vitro, quando a producdo de radicais livres pode ser

resultante de mudangas metabdlicas (Boe-Hansen et al., 2005).
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Figura 1 Viabilidade espermatica do s€émen suino nos tempos de Oh (A) e 24h
(B) de incubagdo, tratado com concentragdes crescentes de cafeina.

Nao houve efeito do tempo de armazenamento (P>0,05) e das doses

de cafeina (P>0,05) na taxa de resisténcia osmotica (Tabela 3).

Tabela3  Taxa de resisténcia osmotica (%) do sémen suino adicionado de diferentes
concentragdes de cafeina apos o resfriamento (n=12)

Tempo de resfriamento Cafeina (mM)
Média
(horas) 0,0 2,0 4,0 6,0 8,0
0 18,0 19,3 19,1 16,3 16,3 17,8
48 21,4 23,0 18,9 23,0 20,8 21,4
Média 19,7 21,1 19,0 19,6 18,6

CV (%) 14,25
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Nao significativo (P>0,05)

Esses resultados estdo de acordo com os obtidos por Braga et al. (2010)
que, de forma semelhante, ndo verificaram diferenga entre os niveis de cafeina e
o tempo de incubag@o, tampouco melhora na taxa de resisténcia osmética, apos a
adicdo de doses de cafeina ao s€men resfriado utilizado em seu estudo.

Para o total de alteragdes espermaticas, ndo houve efeito do tempo de
armazenamento (P>0,05) e das doses de cafeina (P>0,05), conforme dados da
Tabela 4. Sabe-se que a morfologia da célula espermatica estd diretamente
correlacionada com a fertilidade dos espermatozoides (Alm et al., 2006). Os
resultados de estudos indicam que, mesmo no sé€men resfriado durante 72 horas,
o total de alteragdes estd dentro dos padrdes considerados normais para uma

dose inseminante, que ¢ de até 20% (Lackey et al., 2002).

Tabela4  Total de alteragdes espermaticas (%) do sémen suino adicionado de
diferentes concentragdes de cafeina apos o resfriamento (n=12)

Tempo de Cafeina (mM)
resfriamento (horas) 0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 Meédia
0 5,33 4,92 5,58 6,17 6,50 5,70
24 4,58 4,50 4,25 5,33 5,25 4,78
48 4,50 5,58 4,42 5,42 6,17 5,22
Média 4,81 5,00 4,75 5,64 5,97

Nao significativo ao teste qui-quadrado (P>0,05)

Nao foram verificadas diferencas significativas (P>0,05) nos niveis de
dialdeido maldnico do sémen suino (0,974 e 0,965) para as adicdes de
diferentes concentragdes de cafeina (2 a 8 mM/100 mL, respectivamente) apos o

resfriamento, ap6s 48 horas de armazenamento.
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Apesar de ndo ter sido encontrada diferenca entre os tratamentos, em um
estudo que confirmou o efeito negativo da peroxidacdo lipidica e as espécies
reativas ao oxigénio foi demonstrado que estes podem danificar gravemente o
metabolismo, resultando na perda da motilidade espermatica entre outras
funcdes dos espermatozoides (Aitken, 1994). Além disso, a integridade da
membrana espermatica ¢ essencial para a sobrevivéncia das células e para o seu
correto funcionamento e a peroxidagdo lipidica ¢ uma das causas mais deletérias
para a membrana (Faustini et al., 2005). Essa peroxidacdo pode danificar a
estrutura das organelas celulares, além da membrana plasmatica e do DNA

(Neild et al., 2002).

Conclusao

A adigdo da cafeina, na concentracdo de 8 mM em doses inseminantes de
100 mL melhora a qualidade do sémen somente quando adicionada 48h apds o

resfriamento, ndo devendo ser utilizada em tempos menores de armazenamento.
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Resumo

A utilizagdo da cafeina no sémen suino descongelado pode melhorar a
qualidade da dose inseminante, devido ao seu potencial estimulador do
metabolismo celular. Sendo assim, objetivou-se, com este estudo, avaliar a
qualidade do sémen suino descongelado, apdés a adicdo de cafeina. Doze
ejaculados provenientes de quatro animais foram coletados ¢ armazenados em
palhetas de sémen de 0,5 mL contendo 500 milhdes de espermatozoides. Foi
utilizado um delineamento em blocos casualizados (ejaculado), com cinco
tempos de avaliacdo apos adi¢do de cafeina (0, 15, 30, 45 e 60 minutos), com 12
repeticdes de um ejaculado cada. Nao houve efeito (P>0,05) da cafeina na
motilidade e na taxa de degradacdo da motilidade espermatica, no vigor, no total
de alteragdes morfologicas e na viabilidade espermatica. Houve interagdo
(P<0,05) entre as doses de cafeina e a taxa de resisténcia osmdtica, com
diminui¢do da taxa ao aumentar a dose do ativador. Nao houve interagdo com o
tempo de armazenamento e¢ a dose de cafeina. Conclui-se que a adigdo de

cafeina ndo melhora a qualidade do sémen suino descongelado.

Palavras-chave: ativador metabolico, congelamento, dose inseminante
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Abstract

The use of caffeine in the thawed boar semen can improve the quality of
the insemination dose, due to their potential enhancer of the cellular metabolism.
Therefore, the aim of this trial was to evaluate the quality of thawed boar semen
after caffeine addition. Twelve ejaculates from four animals were collected and
stored in 0.5 semen straws containing 500 million sperm. It was used a
randomized block design (ejaculate), with five times evaluation after caffeine
addition (0, 15, 30, 45 and 60 minutes), with 12 repetitions of one ejaculate.
There was no effect (P> 0.05) of caffeine on motility and degradation rate of
sperm motility, vigor, in total morphological changes and in the sperm viability.
There was an interaction (P <0.05) between caffeine doses and the osmotic
resistance rate, decreasing the rate by increasing the dose of the activator. There
was no interaction with the storage time and the caffeine dose. It was concluded

that the caffeine addition does not improve the thawed boar semen quality.

Keywords: Metabolic activator, Freezing, Insemination dose
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Introducéo

A suinocultura brasileira tem se destacado, crescendo em qualidade e em
volume de producdo, utilizando novas tecnologias e obtendo melhores indices
zootécnicos. A producdo nacional, no ano de 2011, passou de 3,24 para 3.4
milhdes de toneladas, o que representa um crescimento de 4,7% em relagdo a
2010 (Associagdo Brasileira da Industria Produtora e Exportadora da Carne
Suina - ABIPECS, 2012).

O desempenho reprodutivo na espécie suina pode ser melhorado com o
advento da inseminagdo artificial (IA), trazendo beneficios pela difusdo rapida
de caracteristicas desejaveis no rebanho e pela reducdo dos custos de producdo
(Bortolozzo et al., 2005).

A conservagao do sémen suino por meio do congelamento permite a sua
manutencao por periodos mais prolongados, o que otimiza a técnica de IA. No
entanto, o congelamento do sémen suino altera a capacidade fecundante dos
espermatozoides (Lima et al., 2007).

Os espermatozoides suinos sdo sensiveis ao choque de temperatura,
apresentando alteracdes negativas sobre a integridade de membrana e a baixa
motilidade apds descongelamento. O desgaste energético ¢ uma importante
causa da queda da fertilidade do sémen suino congelado (Katzer et al., 2004).

Substancias como a cafeina, que inibe a enzima fosfodiesterase, a qual é
responsavel pela degradagdo AMP ciclico (cAMP), induzem a um aumento na
concentragdo de cAMP espematico (Jiang et al., 1984). Portanto, a cafeina se
destaca devido ao seu potencial estimulador do metabolismo celular. Este
trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a qualidade do sémen suino

descongelado, ap6s adi¢cdo de cafeina.
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Material e Métodos

Para a realizagdo deste experimento, foram utilizados quatro reprodutores
suinos com capacidade reprodutiva comprovada, que estavam alojados na
Fazenda Sao Paulo, situada no municipio de Oliveira, MG. Antes da coleta do
sémen dos animais, que foi realizada com auxilio de manequim, no periodo da
manha, pelo método da mao enluvada, realizou-se a higienizagdo do prepucio,
por pressdo manual no sentido da abertura prepucial e limpeza da regido com
papel toalha descartavel.

Para a coleta, foi utilizado copo coletor graduado com capacidade para
500 mL, pré-aquecido, a 37 °C e protegido por recipiente isotérmico. Durante
esse procedimento, a separacdo da fracdo gelatinosa do ejaculado foi realizada
por meio de uma camada tripla de gaze adaptada ao copo coletor, sendo coletada
apenas a fragdo rica em espermatozoides.

No laboratério da Fazenda Sado Paulo foram feitas as avalia¢des
macroscopicas (cor, odor e aspecto) ¢ microscopicas (motilidade e concentracdo)
do sémen, seguidas da diluigdo em BTS (Beltsville Thawing Solution®) na
proporgdo de 1:1, previamente mantido em banho-maria, a temperatura de 35 °C,
at¢é o momento da diluigdo. Ejaculados com valores acima de 90% para
motilidade e 4 para vigor foram considerados para analises subsequentes.

O sémen foi, entdo, transportado para o Laboratério de Fisiologia e
Farmacologia Veterinaria da UFLA, onde foram realizadas, novamente,
avaliagcdes de motilidade e vigor. Em seguida, a concentragdo espermatica foi
determinada utilizando-se o Spermacue (Minitub do Brasil LTDA®), para a
elaboracdo de doses inseminantes de 100 mL contendo trés bilhdes de
espermatozoides, sempre adicionando o diluidor ao sémen. As doses foram

introduzidas em recipientes plasticos e permaneceram em temperatura ambiente
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por duas horas. Em seguida, foram incubadas sob refrigeragdo, a temperatura de
17 °C.

As aliquotas com o sémen que foi congelado foram processadas de acordo
com a metodologia proposta para o congelamento do s€émen suino modificada de
Paquignon et al. (1974).

Imediatamente ap6s a coleta do ejaculado e a avaliacdo inicial
(caracteristicas de volume, cor, aspecto, motilidade e vigor), o sémen foi
dividido em cinco porgdes contendo 6,0 x 109 espermatozoides/tubo. Cada tubo
era posteriormente centrifugado, a 1.000 rpm, por 10 minutos, para a retirada do
plasma seminal. O pellet (sedimento) foi, entdo, ressuspenso no diluidor de
resfriamento (5,67% de glicose e 22,5% de gema de ovo), até atingir 4,0 mL e
concentragdo de 1,5 x 109 célulassrmL. O sé€men diluido foi mantido a
temperatura ambiente, por 120 minutos e resfriado, a 15 °C, por um periodo de
180 minutos. Apdés o resfriamento (15 °C), os tubos com 4,0 mL de
espermatozoides diluidos recebiam 2,0 mL do diluidor de congelamento (91%
de diluidor de resfriamento PA e 9% de glicerol) para, assim, atingirem a
concentragdo final de 1,0 x 109 espermatozoides/mL e 3% de glicerol. A seguir,
o s€émen foi mantido, por 60 minutos, a 5 °C, tendo sido posteriormente
envasado em palhetas de 0,5 mL, com concentragdo de 500 x 106
células/palheta. Para o congelamento, foi utilizada a curva de proposta por
Murgas et al. (2001), de 5 °C a =5 °C a 3 °C/min e de -5 °C a —140 °C a
40°C/min, com auxilio de caixa térmica com termOmetro. Posteriormente, as
palhetas foram introduzidas em nitrogénio liquido (-196 °C).

O descongelamento do sémen foi realizado em banho-maria, a 50 °C,
durante oito segundos. Em seguida, ele foi diluido com BTS contendo diferentes
niveis de cafeina. Apds o descongelamento do sé€men, as amostras eram
incubadas em banho-maria, a 37 °C. O sémen foi avaliado durante 60 minutos,

apos a adi¢do da cafeina.
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As avaliagdes do sémen foram realizadas antes do resfriamento e em 15,
30, 45 e 60 minutos apdés o descongelamento do sémen. Logo apds o
descongelamento, foram adicionadas diferentes doses de cafeina (0; 0,5; 1,0; 1,5
e 2,0 mM/100 mL) e, apds 15 e 30 minutos de incubagdo a 37 °C, foram
analisados a motilidade e o vigor. A presenca de anormalidades espermaticas
(%), a taxa de resisténcia osmotica (TRO), a taxa de degradagdo de motilidade e
a viabilidade espermatica foram avaliadas ap6s a adi¢ao de cafeina.

A motilidade foi avaliada por exame de uma gota de sémen colocada entre
lamina e laminula pré-aquecidas a 35 °C, em microscopia de campo claro e
aumento de 200x. As avaliagdes foram realizadas em triplicata,
independentemente, por dois avaliadores e expressas em percentual de células
moéveis da amostra. Para o vigor, foram atribuidos valores de zero a cinco pontos
em relagdo a intensidade do movimento progressivo dos espermatozoides, sendo
os valores mais elevados indicadores de espermatozoides mais vigorosos.

A andlise da presenca de anormalidades espermaticas (%) foi realizada
apo6s o armazenamento de duas gotas do sémen em solucdo formol-citrato
(citrato de sodio 2,9 g, agua destilada 100 mL e solucdo comercial formaldeido
35%). Foi avaliada a presenga de espermatozoides anormais (alteragdes de
cabega, cauda, peca intermediaria, formas teratoldgicas e presenca de gota
citoplasmatica proximal) em 200 células aleatorias, utilizando-se um
microscopio de contraste de fases em aumento de 400 vezes e a integridade
acrossomica, no aumento de 1.000 vezes.

A TRO foi realizada em 1,0 mL de sémen misturado em 1,0 mL de
solugdo hiposmética a 150 mOs/L (50% solugao BTS e 50% de agua destilada) e
incubado, por 30 minutos, a 37 °C. Em microscopia Optica, 200 células
espermaticas foram contadas, diferenciando-se aquelas que apresentaram cauda
reta (com ruptura de membrana) e cauda enrolada (membrana integra) (Scheid,

1993). Para o TDM foi realizada a incubagdo por 120 minutos e a avaliacao de
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2,0 mL de sémen, a 37 °C. Em seguida, foi utilizada a seguinte equacdo proposta
por Salgueiro et al. (2003): TDM (%) = vigor (a 5 minutos) — vigor (a 2 horas) x
100/vigor (a 5 minutos).

A viabilidade espermatica foi avaliada a partir da observagdo de um
esfregaco de uma gota de sémen misturada com eosina e nigrosina, em
microscopio optico com aumento de 400 vezes. Foi verificado o percentual de
células espermaticas vivas (brancas) e mortas (rosa) em um total de 200 células
(Mies Filho, 1982).

Os dados foram submetidos a analise de varidncia apos o teste de
normalidade (Shapiro Wilk) e as médias dos tempos de incubacgao (0, 15, 30, 45
e 60 minutos) comparadas pelo teste SNK, a 5%. As médias obtidas com os
niveis de cafeina foram submetidas a analise de regressdo. Para o vigor
espermatico, foi utilizada andlise estatistica ndo paramétrica e as médias
comparadas pelo teste Qui-Quadrado, a 5%. Toda andlise estatistica foi realizada

no pacote estatistico SAS (Statistical Analyses System Institute).

Resultados e Discussao

No experimento com sémen descongelado, ndo houve efeito da adi¢cdo de
diferentes doses de cafeina (P>0,05) e dos diferentes tempos de avaliagdo do
sémen (P>0,05) na motilidade espermatica (Tabela 1). Foi demonstrado em
estudos que o processo de congelamento-descongelamento reduz a motilidade
espermatica e a integridade de acrossoma pela metade (Cordova et al., 2000;

Curry, 2000).
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Tabela 5 Motilidade espermatica (%) do sémen suino adicionado de diferentes
concentragdes de cafeina apds o descongelamento (n=12)

L ) Cafeina (mM) L
Momento de avalia¢do (minutos) Média
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
0 20,42 21,25 23,75 17,50 20,00 20,58
15 11,25 11,25 13,75 10,00 11,67 11,58
30 6,67 7,08 9,17 583 6,67 7,08
Média 12,78 13,19 15,56 11,11 12,78

Nao significativo ao teste qui-quadrado (P>0,05)

Nao houve efeito da adi¢do de cafeina (P>0,05) e do tempo de incubagao
(P>0,05) no vigor espermatico (Tabela 2). A queda do vigor espermatico
ocorreu na medida em que se aumentou o tempo de incubagdo. Porém, o mesmo
manteve-se constante nos primeiros 30 minutos apds a adicdo de diferentes

doses de cafeina (Silva et al., 2010).

Tabela 6 Vigor espermatico (%) do sémen suino adicionado de diferentes
concentragdes de cafeina apos o descongelamento (n=12)

L ) Cafeina (mM) L
Momento de avalia¢do (minutos) Média
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
0 2,92 3,00 3,17 3,08 3,00 3,03
15 2,67 2,67 2,58 2,50 258 2,60
30 242 1,83 233 1,58 1,83 2,00
Média 2,67 250 2,69 239 247

Nao significativo ao teste qui-quadrado (P>0,05)

A taxa de resisténcia osmdtica dos espermatozoides diminuiu com o
aumento da dose de cafeina utilizada (P<0,05). Porém, ndo houve diferengas
para esta taxa ao logo do tempo de incubagdo do sémen (P>0,05) (Tabela 3). Os

espermatozoides criopreservados sdo particularmente sensiveis a mudancgas nas
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condi¢des osmoticas encontradas durante o congelamento, o descongelamento e

o processamento do sémen (Zavos, 1991).

Tabela 7 Taxa de resisténcia osmdtica (%) do sémen suino adicionado de
diferentes concentragdes de cafeina apds o descongelamento (n=12)

Momento de Cafeina (mM) Média
avaliagdo
(minutos) 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
0' 19,00a  1508b 16,17ab  14,67b  13,67b 1572
60" 12,33a  11,00a  1233a 9,92ab  9,50b 11,02
Média 15,66 13,04 14,25 12,30 11,59

"' Médias seguidas por diferentes letras na linha diferem, pelo teste de Kruskal-Walis (P<0,05)

Nao houve efeito das doses de cafeina (P>0,05) e do tempo de avaliacdo
do sémen (P>0,05) na viabilidade espermaética, confome dados da Tabela 4. Em
outro estudo foi demonstrado que a utilizagdo de niveis de cafeina no sémen
suino descongelado (0,0 mM, 0,5 mM, 1,0 mM, 1,5 mM e 2,0 mM) apresentou
efeito linear decrescente para a viabilidade espermatica com o aumento da

concentragdo (Pereira et al., 2010).

Tabela 8 Viabilidade espermatica (%) do sémen suino adicionado de diferentes
concentragoes de cafeina apos o descongelamento (n=12)

L . Cafeina (mM) L
Momento de avaliagdo (minutos) Meédia
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
0 15,00 17,00 16,17 1542 14,83 15,68
60 12,00 11,58 12,50 13,33 11,17 12,12
Média 13,50 14,34 14,34 14,38 13,00

Nao significativo ao teste qui-quadrado (P>0,05)

Nao houve efeito das doses de cafeina utilizadas (P>0,05) e de tempo de

avaliagdo (P>0,05) para o total de alteracdes espermaticas, conforme dados da
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Tabela 5. Os pardmetros morfologicos de outro estudo apresentaram diferenga
de acordo com as diferentes concentragdes de cafeina, porém, para o total de
anormalidades morfoldgicas, aumentou com o passar do tempo (Silva et al.,
2010). A elevada ocorréncia de alteragdes morfoldgicas (principalmente defeitos
de acrossoma) ¢ explicada pela alta sensibilidade do sémen suino a baixas
temperaturas ¢ essa fragilidade de membrana pode ser devido as mudangas
estruturais ¢ funcionais dos espermatozoides durante os processos de

congelamento e descongelamento (Antunes, 2007).

Tabela9  Total de alteracdes espermaticas (%) do sémen suino adicionado de
diferentes concentragdes de cafeina apds o descongelamento (n=12)

) ] Cafeina (mM) .
Momento de avaliagdo (minutos) Média
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
0 42,1 394 40,8 44,0 454 423
60 43,5 437 455 463 455 44,9
Média 42,8 41,5 432 452 455 43,6
Nao significativo ao teste qui-quadrado (P>0,05)
Concluséo

A adicdo de cafeina ao sémen suino, apds sua reconstituicdo e
reaquecimento, nao apresentou melhorias na qualidade do s€émen descongelado.
Em contrapartida, sua adi¢do ainda diminuiu a taxa de resisténcia osmotica do
sémen com o aumento das doses utilizadas, podendo ser essa uma ressalva para
a utilizacdo desse composto ativador metabolico ao sémen suino descongelado.
Conclui-se que a adig@o de cafeina ao sémen descongelado diminui a qualidade

espermatica.
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Tabela 10 A Analise de variancia para motilidade espermatica do sémen suino resfriado
em diferentes tempos de armazenamento (dia), avaliado em diferentes

tempos de incubacdo apds adi¢ao de diferentes niveis de cafeina.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 11 4605,208333  418,655303 15,207 0,0000
Cafeina (C) 4 42,638889 10,659722 0,387 0,8176
Dia (D) 2 3983,750000  1991,875000 72,354 0,0000
C*D 8 185,694444 23,211806 0,843 0,5661
Erro 1 1 154,000 4239,583333  27,529762
Incubagao (I) 1 9765,625000  9765,625000 418,187 0,0000
*C 4 72,916667 18,229167 0,781 0,5393
I*D 2 23,750000 11,875000 0,509 0,6023
*C*D 8 172,083333 21,510417 0,921 0,5005
Erro 2 2 165,000 3853,125000  23,352273

CV (%) =4,15

Tabela 11 A Analise de variancia para viabilidade espermatica do sémen suino resfriado em
diferentes tempos de armazenamento (dia) e adicionado de diferentes concentragdes
de cafeina. Opcdo de transformagdo: Raiz quadrada - SQRT (Y).

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 11 14,697369 1,336124 8,476 0,0000
Cafeina (C) 4 2,793267 0,698317 4,430 0,0020
Linear 1 2,221826 2,221826 14,095 0,000
Quadrética 1 0,385222 0,385222 2,444 0,120
Desvio 2 0,186219 0,093110 0,591 0,555
Dia (D) 2 0,186102 0,093051 0,590 0,5554
C*D 8 1,575493 0,196937 1,249 0,2742
Cafeina dentro dia 0 4 2,790088 0,697522 4,425 0,0020
Linear 1 2,451454 2,451454 15,552 0,000
Quadratica 1 0,158323 0,158323 1,004 0,318
Desvio 2 0,180312 0,090156 0,572 0,566
Cafeina dentro dia 24 4 1,538524 0,384631 2,440 0,0490
Linear 1 0,807465 0,807465 5,122 0,025
Quadréatica 1 0,278837 0,278837 1,769 0,185
Desvio 2 0,452222 0,226111 1,434 0,241
Cafeina dentro dia 48 4 0,040147 0,010037 0,064 0,9924
Erro 154 24,275539 0,157633

CV (%) = 4,40



Tabela 12 A Analise de variancia para taxa de resisténcia osmoética do sémen suino
resfriado em diferentes tempos de armazenamento (dia) e adicionado de
diferentes concentragdes de cafeina. Opgdo de transformacdo: Raiz

quadrada - SQRT (Y)

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 11 52,303081 4,754826 12,459 0,0000
Cafeina (C) 4 1,278779 0,319695 0,838 0,5045
Dia (D) 1 0,734830 0,734830 1,786 0,1023
C*D 4 1,855082 0,463771 1,215 0,3092
Erro 99 37,782176 0,381638

CV (%) = 14,25



