XIX CONGRESSO DE P()S-GRADUA(;AO DA UFLA
27 de setembro a 01 de outubro de 2010

MOTILIDADE, VIGOR E MORFOLOGIA ESPERMATICAS DE SﬁlMEN SUfNO,
DESCONGELADO ADICIONADO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE CAFEINA
APOS O DESCONGELAMENTO

DAIANE MOREIRA SILVA!, MARCIO GILBERTO ZANGERONIMO?, LUIS DAVID SOLIS
MURGAS3, BARBARA AZEVEDO PEREIRA*, LUIZ GUSTAVO PESSOA ROCHA®’, BRUNO
GENEROSO FARIA®

RESUMO

No més de julho de 2010 foi realizado um experimento no Departamento de Medicina Veterindria, o
qual utilizou sete reprodutores suinos. Foram adicionados diferentes niveis de cafeina ao s€men
descongelado a fim de observar se essa substincia seria capaz de melhorar os principais parametros
seminais. Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a motilidade, o vigor e a morfologia
espermdtica do s€émen suino descongelado apds a adi¢do de cafeina. O ejaculado de cada um dos sete
reprodutores foi submetido a avaliacdo inicial e apds esse processo o s€émen foi congelado e
posteriormente descongelado em banho-maria a 50°C por 8 segundos, em seguida, acrescentaram-se
as concentracdes de cafeina. Nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos de incubacdo a 37°C, foram
avaliados a motilidade, o vigor e a morfologia espermdtica. Nao houve diferenca (P>0,05) para os
pardmetros seminais estudados de acordo com as diferentes concentracdes de cafeina. Sendo assim,
concluiu-se que a adi¢do de cafeina ao sémen suino descongelado nio influenciou a motilidade, o
vigor e a morfologia espermdtica.
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INTRODUCAO

A suinocultura brasileira vive um momento de expansao de mercado. Essa mudanga
estrutural no setor estd exigindo animais com elevada eficiéncia reprodutiva, sanitdria e alimentar,
associada a uma excelente qualidade de carne (DESCHAMPS et al., 2000). Para melhorar o
desempenho reprodutivo de uma granja, e com isso reduzir os gastos, a inseminagao artificial torna-se
indispensdvel. Porém, a dificuldade de conserva¢do do sémen suino por periodos prolongados, sem
alterar sua capacidade fecundante, corresponde a uma limitacao da expansdo da técnica (LIMA et al.,
2007). Os espermatozodides suinos sdo muito sensiveis ao choque de temperatura, apresentando
alteracdes negativas sobre a integridade de membrana das células e a baixa motilidade apds o
descongelamento. Sendo assim, estdo sendo estudados novos métodos de criopreservacdo do sémen
suino e solugdes crioprotetoras formuladas com substincias que minimizem os efeitos deletérios das
baixas temperaturas sobre o espermatozdide. A cafeina atua inibindo a enzima fosfodiesterase,
responsdvel pela quebra da adenosina monofosfato ciclico (AMPc), desencadeando um aumento na
concentracdo de AMPc espermadtico permitindo que o metabolismo energético dos espermatozéides se
eleve (JIANG et. al., 1984). Aumentar a concentra¢do de energia no interior da célula espermadtica é
importante visto que a queda da fertilidade do s€émen congelado ocorre devido ao desgaste energético
(CHULAVATNATOL & TREETIPATIT, 1983; MORISAWA et al., 1983). O objetivo deste trabalho
foi avaliar a motilidade, o vigor e a morfologia espermatica do s€émen suino descongelado apds a
adicao de cafeina.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no més de julho de 2010 e foram utilizados sete reprodutores,
sendo quatro da genética AGROCERES PIC 337 Superior provenientes da Fazenda Sdo Paulo
(Oliveira - MG), dois da genética TOPIGS Tempo 20+ e um da genética TOPIGS Tempo, sendo os
trés ultimos pertencentes ao Centro Experimental de Suinos da UFLA (Lavras - MG). O delineamento
experimental foi em blocos casualizados (animais experimentais) com cinco tratamentos
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(concentragdes de cafeina) em parcela subdividida no tempo (tempos de avaliacdo apds o
descongelamento) com oito repeticdes (ejaculados). Apds a coleta do ejaculado, sendo um de cada
animal excetuando o animal da linhagem Tempo, do qual coletou-se dois ejaculados, o s€émen foi
encaminhado para o Laboratério de Fisiologia e Farmacologia Veterindria do Departamento de
Medicina Veterindria (DMV) da UFLA, sendo mantido a 37°C em banho-maria para que fossem
realizadas avaliagcdes do s€men in natura. Apds a avaliag@o inicial, o sémen foi congelado de acordo
com a metodologia proposta por Westendorf et al. (1975) e posteriormente, descongelado em banho-
maria a 50°C por 8 segundos. Cinco aliquotas do s€émen descongelado foram diluidas em diluidor BTS
contento diferentes concentragdes de cafeina (0,0; 0,5; 1,0; 1,5; e 2,0 mM) e incubados a 37°C. Nos
tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos de incubacdo, uma gota de sémen entre ldmina e laminula pré-
aquecidas foi observada em microscopio 6ptico com aumento de 100x para averiguar a motilidade e o
vigor espermdticos. Foi determinado o percentual de células espermdticas moéveis (motilidade) e a
forca de movimento dos espermatozdides (vigor), recebendo pontuagido de zero a cinco. Nos tempos
de incubacdo 0 e 120 minutos foi retirado 0,8ml de sémen que foi colocado em 1,0 ml de formol-
citrato, sendo que uma gota dessa solucdo entre ldmina e laminula foi observada em microscopia de
contraste de fases com aumento de 1000x para que fosse realizada a avaliacdo da morfologia
espermdtica. Os dados obtidos foram submetidos ao teste ndo paramétrico (qui-quadrado) e as médias
foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade. Todo o procedimento
estatistico foi realizado utilizando o programa estatistico SAS (1996).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os dados referentes a motilidade e vigor espermdticos estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Motilidade (%) e vigor espermdtico do s€émen suino descongelado em diferentes tempos de
incubagdo ap6s a adi¢do de cafeina

. Cafeina (mM) L
Tempo (min) 0.0 05 1.0 15 2.0 Média
Motilidade espermdtica’

0 344 a 28,1 a 28,8 a 38,8 a 219 a 30,4
30 21,3b 17,5 b 17,5b 20,6 b 12,5b 17,9
60 10,0 c 8.1c 119b 13,1c 6,3 bc 9,9
90 25¢c 2,5c 3,8¢ 5,6d 44c 3,8
120 0,6 0,6 1,3c¢ 1,3d 0,6 0,9

Média 13,8 114 12,6 15,9 9,1
= 0,0000
Vigor espermdtico’

0 3,00 3,13 3,63 3,75 3,88 348 a
30 2,63 2,75 2,75 3,50 3,63 3,05a
60 1,50 1,50 1,63 2,00 0,75 1,48 b
90 0,38 0,50 0,75 1,00 0,63 0,65¢
120 0,13 0,13 0,25 0,38 0,25 0,23 ¢

Média 1,53 1,60 1,80 2,13 1,83
P= 0,0000

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

Pode-se observar que a cafeina nio foi capaz de exercer efeito sobre a motilidade do sémen
suino, sendo que esse pardmetro seminal apresentou queda com o passar do tempo. Houve queda do
vigor espermatico a medida que se aumentou o tempo de incubagdo (P<0,05). Entretanto o vigor foi
mantido constante nos primeiros 30 minutos de incubacio. A atividade cinética dos espermatozdides
produz residuos metabdlicos oxidantes que sdo toxicos para as células um fendmeno conhecido como
estresse oxidativo (WILDE et. al., 2004). A producdo desses residuos € um dos principais fatores que
comprometem a motilidade e o vigor esperméticos, desencadeando uma reducdo progressiva desses
paradmetros seminais.



Os resultados obtidos para os pardmetros morfoldgicos espermdtica estdo apresentados na
Tabela 2.

Tabela 2. Morfologia espermdtica (%) do sémen suino descongelado em diferentes tempos de
incubagdo apds a adi¢do de cafeina

Tempo Cafeina (mM) Média p
(minutos) 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
Total de alteragées morfologicas
0 16,3 17 17,3 17,9 17,9 17,3a  Cafeina 0,5823
120 20,4 21,6 18,4 19,5 21,9 20,4 b Tempo 0,0003
Média 18,3 19,3 17,8 18,7 19,9 C*T  0,6950
CV (%) 9,24
Alteracées de cauda’
0 5,13 5,25 3,63 4 3,25 4,25
120 4 5 3,13 4,5 4.5 423
Média 4,56 5,13 3,38 4,25 3,88
CV (%) 0,9291
Alteragoes de cabeca’
0 0,38 1,13 1,13 0,63 1,13 0,88
120 0,88 2 0,88 0,63 1,25 1,13
Média 0,63 1,56 1 0,63 1,19
CV (%) 0,4804
Alteracoes de acrossoma’
0 9,63 9,88 11,25 11,88 12,5 11,03
120 13,5 13,13 12,13 13 14,25 13,2
Média 11,56 11,5 11,69 12,44 13,38
CV (%) 0,9003
Alteragées de peca intermedidria’
0 0,25 1,38 0,38 0,25 0,38 0,53
120 0,5 0,25 0,88 0,63 0,88 0,63
Média 0,38 0,81 0,63 0,44 0,63
CV (%) 0,6758
Presenca de gota citoplasmdtica proximal'
0 0,63 0,5 0,63 1,13 0,5 0,68
120 0,25 1,5 1,25 0,88 0,88 0,95

Média 0,44 1 0,94 1 0,69
CV (%) 0,3017

'Nio significativo ao teste qui-quadrado (P>0,05)
“*Médias seguidas de diferente letras diferem pelo teste F (P<0,05)

Nao houve diferenca (P>0,05) para os pardmetros morfoldgicos estudados de acordo com as
diferentes concentra¢des de cafeina. Para o total de anormalidades morfoldgicas, houve aumento
(P<0,05) com o passar do tempo. A elevada ocorréncia de alteragdes morfoldgicas, principalmente
defeitos de acrossoma, pode ser explicada devido a alta sensibilidade do sémen suino a baixas
temperaturas. Essa fragilidade de membrana pode ser devido as mudangas estruturais e funcionais dos



espermatozdides durante os processos de congelamento e descongelamento (ANTUNES 2007). A
principal diferenga estrutural que a célula espermdtica suina apresenta é a menor quantidade e
distribui¢do assimétrica de moléculas de colesterol na membrana celular (PAULENZ et al., 1999).
Quando o espermatozéide suino sofre com o choque de temperatura ocorre um aumento da
permeabilidade da membrana e conseqiiente perda de cdtions e enzimas através da mesma (JOHNSON
et al., 2000). Em estudos com sémen de bovino congelado a cafeina ndo foi eficaz, entretanto o uso de
10 mM de cafeina na diluicdo prévia a criopreservagdo trouxe resultados positivos (WILDE et al.,
1996 citado por WILDE et. al.; 2004).

CONCLUSOES

A adicdo de cafeina ao s€men suino descongelado nao influenciou a motilidade, o vigor e a
morfologia espermdtica. O tempo teve efeito negativo sobre a motilidade, o vigor e a morfologia
espermaética.
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