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MOTILIDADE E VIGOR DO SEMEN SUINO DILUIDO E RESFRIADO A 15°C
SUBMETIDO A ADICAO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE CAFEINA

MANUEL FERNANDO BOMBADILLA MENDEZ', LUIS DAVID SOLIS MURGAS?, MARCIO
GILBERTO ZANGERONIMO’, DOUGLAS EVANGELISTA BRAGA®*, EVANDRO CESAR
PEREIRA CUNHA’, BRUNA RESENDE CHAVES®

RESUMO

Este trabalho foi realizado com o objetivo de determinar o comportamento do s€émen suino diluido no
meio BTS (Beltsville Thawing Solution), acrescido de quatro diferentes concentracdes de Cafeina
(1,3,7, trimetil-2,6, dioxipurina) e armazenado a temperatura de 15°C. Foram avaliados parimetros de
motilidade e vigor, a 37 °C nos tempos de zero hora (apds a diluicdo), 24, 48 e 72 horas. Nao foi
observado diferenga (P>0,05) para os pardmetros avaliados com relacdo aos diferentes tempos de
avalia¢do. Com relagdo a varidvel vigor, foi observado que a média foi superior quando adicionado
cafeina ao sémen em relag@o as amostras em que ndo foram adicionadas. Nas condicdes experimentais
em que foi realizado esse ensaio, podemos concluir que existem evidéncias de que a cafeina pode
influenciar na motilidade e vigor espermatico apds o resfriamento do sémen suino a 15°C.

Palavras-chaves: AMPc, Metabolismo espermético, Varrao
INTRODUCAO

Com o aumento do consumo da carne suina, existe a preocupa¢do em melhorar praticas de
manejo, nutricdo e reproducdo a fim de otimizar a producao suinicola. O setor reprodutivo de uma
granja € essencial para o sucesso da producdo de suinos. Sendo assim, a adicdo de substancias ao
sémen suino resfriado tem sido bastante estudada, objetivando a melhoria dos pardmetros seminais e
consequentemente melhora nos indices reprodutivos de uma granja como um todo.

Uma das principais causas da queda na fertilidade de um sémen suino estocado é o desgaste
energético dos seus espermatozéides (FORD & WAITES, 1986). Esse estd diretamente relacionado a
sua concentracdo interna de adenosina monofosfato ciclica (AMPc) (CHULAVATNATOL &
TREETIPSATIT, 1983; SIMPSON & WHITE, 1987). Sabe-se que os nucleotideos ciclicos sdo
metabolizados pela enzima fosfodiesterase (Harper et al. 1982) e a adi¢do de inibidores da
fosfodiesterase, como a cafeina (1,3,7, trimetil-2,6, dioxipurina), a0 s€men, promove um aumento na
concentracdo de AMPc espermdtico, elevando o metabolismo energético dos espermatozdides
(GARBERS et al., 1971). Estes nucleotideos ciclicos apresentam diversos efeitos em uma larga escala
de sistemas bioldgicos, mas sua unica funcdo conhecida em células eucaridticas € a estimulacdo da
fosforilagdo protéica por meio da ativagdo de uma proteina quinase dependente de AMPc (ROSEN et
al., 1975; CHULAVATNATOL & TREETIPSATIT, 1983). No espermatozdide, o aumento da
concentracdo de AMPc promove a maturacdo espermdtica (GARBERS et al., 1971), estimula a
motilidade e participa no processo de capacitacio (MORTON & ALBAGLI, 197).

Neste sentido, os derivados da metilxantina (cafeina, teofilina, pentoxifilina) poderiam
estimular a motilidade progressiva espermatica pela inibi¢cdo da adenosina ciclica 3"-5" monofosfato
(AMP) fosfodiesterase levando a um aumento intracelular das concentragdes de AMPc. Estas
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substancias evitam a degradacdo do AMPc e potencializam a acdo dos agentes ativados ou ndo por
este nucleotideo (GOULART et al., 2004).

Considerando o exposto, o objetivo do presente trabalho foi de avaliar o comportamento do
sémen suino diluido nos meio BTS (Beltsville Thawing Solution), acrescido de quatro
diferentes concentracdes de Cafeina (1,3,7, trimetil-2,6, dioxipurina) através do exame fisico
e avaliacdo da motilidade e vigor do s€men resfriado a 15°C.

MATERIAIS E METODOS
Dados coletados

O experimento foi realizado no Departamento de Medicina Veterinaria (DMV) no setor de
Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras/MG, nos meses de
julho e agosto de 2010. Foram utilizados 16 ejaculados obtidos de quatro reprodutores, de genética
AGROCERES 337 Superior provenientes da Fazenda Sdo Paulo, localizada no municipio de
Oliveira/MG. Utilizou-se um delineamento em blocos casualizados com quatro tratamentos (niveis de
cafeina — 0,0; 0,5; 1,0 e 1,5 mg/100 mL) e 16 repeticdes, sendo os blocos constituidos pelos
ejaculados. O delineamento experimental foi em blocos casualizados com quatro repeticdes em
fatorial 4X3 com parcelas subdivididas no tempo. A forma de coleta do sémen dos reprodutores foi
pelo método da mao enluvada, com auxilio de um manequim fixo, sendo o s€émen depositado em um
béquer graduado, protegido por um recipiente isotérmico a temperatura de 35°C. Apds a colheita, o
sémen foi diluido em BTS, obtendo-se doses inseminantes de 100 mL contendo trés bilhdes de
espermatozdides cada, as quais foram armazenadas a 15°C em geladeira.

As 0 hora (ap6s a diluicdo), 24, 48 e 72 horas de armazenamento, oito aliquotas de 2,0 mL
de sémen foram retiradas, aquecidas a 37°C em banho-maria e adicionadas de diferentes quantidades
de cafeina, sendo: 0; 0,5, 1,0 e 1,50 mg/100ml. Em seguida, avaliou-se a motilidade e o vigor
espermatico dos espermatozdides nos tempos 0, 24, 48 e 72h de dilui¢do, apds 5 minutos de incubagdo
a 37°C. As andlises foram realizadas através de uma gota de sémen colocada entre 1amina e laminula
pré-aquecidas a 37°C e observada em microscopio 6ptico em aumento de 10X. Foi verificado o
percentual de células espermdticas moéveis (motilidade) na amostra e a forca de movimento dos
espermatozéides — vigor, recebendo pontuacgdo de zero a cinco.

Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia. Para atingir a normalidade, os dados de
motilidade espermdtica, foram transformados pela opc¢do raiz quadrada. Para vigor espermatico, foi
utilizada a estatistica ndo paramétrica, sendo as médias comparadas pelo teste de Kruskal Walis a 5%
de probabilidade. As andlises foram realizadas utilizando o programa estatistico SAS (1996).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados referentes a motilidade espermadtica estdo apresentados na Tabela 1. Neste estudo,
nao houve diferenca (P>0,05) para os diferentes niveis de cafeina adicionadas ao s€men suino diluido
e armazenado a 15°C. Esta ndo diferenca encontrada entre os diferentes niveis de cafeina adicionados
pode ser explicado devido a alta qualidade que o s€émen apresentou desde o primeiro momento de
avaliagdo. Também ndo houve diferenca entre os trés tempos de armazenamento (P>0,05), porém,
encontrou-se regressdo linear significativa (P<0,05) para os tempos de incubag¢do, demonstrando uma
queda da motilidade espermatica com o passar do tempo de armazenamento. Esta queda da motilidade
¢ esperada e fisioldgica, haja visto que com o aumento do periodo de armazenamento, ocorre uma
diminuicdo das reservas energéticas do espermatozdide armazenado e também uma redug¢do do seu
metabolismo, o que leva a uma menor capacidade de movimentacao.
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Tabela 1 — Motilidade espermética do s€men suino em func¢ao do tempo de armazenamento adicionado
de cinco diferentes niveis de cafeina

Tempo de Cafeina (mg/100 mL) ) P
ampenaner® 00 05 10 15 " Cafeina Tempo C*T
- Motilidade espermdtica (%) -

0 82,3 84,2 83,3 82,8 83,2 0,3452  0,0000 0,9995
24 73,1 73,8 73,8 73,4 73,5
48 68,0 68,6 68,3 68,1 68,2
72 63,4 64,7 63,8 63,8 63,9

Média 71,7 72,8 72,3 72,0

CV (%) 4,85

'Regressao linear significativa (P<0,05).

Uma andlise importante a ser feita é que, apesar de ndo se ter encontrado diferencas entre os
diferentes niveis de cafeina utilizados nos diversos tempos de avaliacdo, podemos observar que o
sémen manteve as suas caracteristicas de motilidade alta e 6timas durante todo o periodo de avaliagdo.
0 que pode sugerir assim uma possivel acdo da cafeina no sentido de manter a viabilidade espermatica
por uma periodo maior de armazenamento.

Os dados referentes ao vigor espermdtico estdo apresentados na Tabela 2. Pode-se observar
que houve queda nos valores desta varidvel a medida que se aumentou o tempo de incubacao (P<0,05).
Da mesma forma que a motilidade, é esperado essa queda em virtude do desgaste metabdlico
energético dos espermatozdides durante o armazenamento.

Tabela 2 — Valores do vigor espermatico em funcao do tempo de armazenamento do sémen suino
adicionado de cinco diferentes niveis de cafeina

Tempo de Cafeina (mg/100 mL) . P
arma('lzg;z’:)'enm 00 05 1,0 1,5 M feina Tempo  C*T
- Vigor espermditico -
0 3,00 3,88 3,84 391 3,66 A - - ;
24 2,66 3,28 3,47 3,56 324 B
48 2,78 3,31 3,38 3,41 322B
72 2,47 3,16 3,22 3,22 3,02C
Média' 2,73b 34la 348 a 3,52a

P= 0,0000

"Médias seguidas por diferentes letras mintdsculas na linha e maitsculas na coluna diferem pelo teste de Kruskal Walis
(P<0,05).

As médias de vigor obtidas com o acréscimo das diferentes concentracdes de cafeina
mostrou que a sua adi¢do, ndo importa em que nivel, aumentou a média do vigor espermdtico com
relacdo as amostras em que ndo foram adicionadas a cafeina (P<0,05). Isto pode ter ocorrido devido ao
aproveitamento de nutrientes energéticos pelos espermatozéides ao adicionar a cafeina, o que
ocasionou um aumento principalmente no vigor das células espermaticas.
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CONCLUSAO

A adicdo de cafeina ao sémen suino resfriado ndo interfere na motilidade espermaética.
Porém, as médias de vigor espermatico com a adi¢do dos trés diferentes niveis de cafeina promoveu
um aumento do vigor espermdtico no final das 72 horas de armazenamento do s€men a 15°C. Existem
evidéncias de que a cafeina pode influenciar a motilidade e vigor espermédtico apds o resfriamento do
sémen sufno a 15°C. Mais estudos devem ser realizados com o intuito de comprovar realmente a
eficdcia ou ndo da adicao de cafeina na dose de s€émen a ser utilizada na inseminacio artificial.
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