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RESUMO GERAL

Foram realizados dois experimentos com o objetevodtificar o efeito
da do acido clorogénico associado ou ndo a ca$eimee a qualidade do sémen
de suino resfriado. O experimento | foi conduzidoapavaliar o efeito isolado
do acido clorogénico na qualidade seminal, ao pas®ono experimento I
avaliou o uso dessa substancia associada ou nafe@mac Doze ejaculados
foram utilizados em cada experimento No experimemto diferentes
concentracbes de &acido clorogénico (0,0; 1,5; 8,8; 6,0 mg/mL) foram
adicionadas as doses inseminantes, testadas e reolapaa 200 pg/ml de
vitamina E. AvaliagGes seminais foram realizadassaa apos 24 e 72 horas de
armazenamento a 15°C. O &cido clorogénico aumeatauotilidade e a
viabilidade espermatica, a integridade de across@ma quantidade de
mitocéndrias com atividade maxima durante o armaxnemto. Comparado a
vitamina E, o acido clorogénico mostrou-se supegior relacédo a viabilidade
espermatica, integridade acrossomal e mitocondtisas. Esse acido também
reduziu a concentracdo de dialdeidomalénico (MDAy 72 horas de
armazenamento. Dessa forma, conclui-se que a adig&acido clorogénico,
durante o processamento das doses melhora a gieafidaninal do sémen suino
armazenado por até 72 horas a 15°C. No experimigngeguiu-se 0 mesmo
protocolo de avaliacdo do sémen utilizado no erpamto anterior, sendo
testada a melhor dose de acido clorogénico (4,%nijygassociada ou ndo de
cafeina a 8,0 mM adicionados no momento da avalia@aacido clorogénico
melhorou a integridade de acrossoma e a atividaittecondrial. A cafeina
também melhorou a atividade mitocondrial, mas redazviabilidade. Com 24
horas, houve interacdo entre o acido clorogénicafeina para a viabilidade,
acrossoma e atividade mitocondrial, sendo o useceEs® dessas substancias o
melhor tratamento. As 72 horas de armazenamento/ehimteracdo positiva
entre a cafeina e o acido clorogénico na motilidadeabilidade, melhorando-
0s. Sem a adic¢éo de &cido clorogénico a cafeina @dnotilidade e viabilidade
espermatica. As doses suplementadas com Acidogéliom apresentaram
menores perdas de motilidade com a incubacdo. @o adiorogénico nédo
interferiu no vigor espermatico, mas as doses geecheram cafeina
apresentaram reducgdo desse parametro durante a@dcu O uso isolado da
cafeina aumentou a quantidade de MDA no plasmanséndo passo que o
acido clorogénico reduziu a concentracdo dessaufmo®ortanto, a adicdo de
4,5 mg/ml de &cido clorogénico, durante o processdémnde doses inseminantes
de suinos, associado ao uso de cafeina a 8 mMntduoa reaquecimento
seminal, melhora a qualidade seminal do sémen srimazenado por até 72
horas a 15°C.

Palavras-chave: Antioxidante. Ativador metabdlidespécies reativas de
oxigénio. Espermatozoide. Inibidor de  fosfodiegera Varrdo.



ABSTRACT

Two experiments were conducted with the objectifesarifying the
effect of the chlorogenic acid, associated or notaffeine, over the quality of
cooled swine semen. The experiment | was conductexaluate the isolated
effect of the chlorogenic acid over the qualityssfimen, while experiment I
evaluated the use of this substance associatedotbrton caffeine. Twelve
ejaculated were used in each experiment. In expgetiml, different
concentrations of chlorogenic acid (0.0; 1.5; 31® and 6.0 mg/mL) were
added to the inseminating doses, tested and cothpar200 pg/mL of vitamin
E. Seminal evaluations were performed before ater &4 and 72 hours of
storage in 1%C. The chlorogenic acid increased motility and speiability, the
integrity of the acrosome and the quantity of niitmedria with maximum
activity during storage. Compared to the vitamirtHg, chlorogenic acid showed
to be superior concerning spermatic viability, some integrity and active
mitochondria. This acid also reduced the concentrabf malondialdehyde
(MDA), at 72 hours of storage. Thus, it is concldidinat the addition of
chlorogenic acid during the processing of the dasgsoves seminal quality of
swine semen stored for up to 72 hours 4C1%n experiment Il, the same semen
evaluation protocol of the previous experiment @towed testing the best
dose of chlorogenic acid (4.5 mg/mL) associatedairto caffeine at 8.0 mM,
added at the time of evaluation. The chlorogeniid amproved acrosome
integrity and mitochondrial activity. The caffeilmso improved mitochondrial
activity, but reduced viability. With 24 hours, teewas interaction between the
chlorogenic acid and the caffeine for viability,r@some and mitochondrial
activity, with the associated use of these substabeing the best treatment. At
72 hours of storage, there was positive interadbetween the caffeine and the
chlorogenic acid on motility and viability, imprang both. Without the addition
of chlorogenic acid, the caffeine reduces motiibhd sperm viability. The doses
supplemented with chlorogenic acid presented lolweses of motility with
incubation. The chlorogenic acid did not interfeni¢gh spermatic vigor, but the
doses that received caffeine presented reductiorthisf parameter during
incubation. The isolated use of caffeine increasedquantity of MDA in the
seminal plasma, while the chlorogenic acid reduited concentration of this
product. Therefore, the addition of 4.5 mg/mL ofochgenic acid during the
processing of swine inseminating doses, assoc@tedt to the use of caffeine
at 8 mM during seminal reheating, improves the sahmuality of swine semen
stored for up to 72 hours at°d

Keywords: Antioxidant. Metabolic activator. Oxygemeactive species.
Spermatozoa. Phosphodiesterase inhibitor. Boar.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A Suinocultura é uma das atividades pecuarias mesicadas no
mundo, produziu 107.514 milh8es de toneladas deecauina em 2013
(DEPARTAMENTO DE AGRICULTURA DOS ESTADOS UNIDOS, 20).
Segundo essa mesma fonte, a demanda por esseopdedatigem animal tem
perspectivas de ascensdo, em razdo, principalmedte, crescimento
populacional.

Com o passar dos anos, a criagdo de suinos se tmaie tecnificada e
industrializada, em decorréncia dos avancos nags ale nutricdo, geneética
sanidade e reproducdo, sendo esse Ultimo consadexabbase do sistema
produtivo. Por essa razdo, hd sempre a necessidadse buscar novas
tecnologias para melhor aproveitar o potencial ieméos reprodutores.

A biotecnologia reprodutiva mais difundida na sgintura é a
inseminacdo artificial (IA), que consiste em umeniéa considerada,
relativamente, simples pela qual se deposita o rsémetrato reprodutor da
fémea por meio instrumental. A maior vantagem éethor aproveitamento dos
ejaculados, com consequente reducdo na proporcécadeos, em relacdo as
fémeas, além de garantir melhor controle sanitérigualidade do sémen.
Entretanto, a principal limitacdo do uso dessaitécconsiste na dificuldade de
preservacdo das doses inseminantes, a qual seges#r trés ou cinco dias,
dependendo do diluidor utilizado. Nesse caso, noébdgths que possibilitem
maior tempo de armazenamento das doses seminaigipam melhor difusdo
do material genético entre centrais de inseminagdes granjas, além de
melhorar o aproveitamento dos machos, reduzindsimasos custos com

manutencao e alojamento desses animais.
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Nesse sentido, diversos estudos vém sendo condupdtta assegurar
melhores taxas de fertilidade do sémen armazenadoepiodo superior. Com o
passar do tempo, a reducdo da qualidade das dosemimantes ocorre,
principalmente, porque as temperaturas de estocagam interrompem,
totalmente, 0 metabolismo dos espermatozoides, coménuam produzindo
metabolitos 0s quais se acumulam e interferem tnat@s espermatica. Nesse
caso, a adi¢cdo de substancias protetoras e modagada funcdo espermatica
aos diluentes seminais poderia auxiliar na manéterda qualidade seminal
durante periodos maiores de armazenamento. Desitre gubstancias, pode-se
citar o &cido clorogénico, um polifenol com cardstica antioxidante e de
protecdo a peroxidacao lipidica e a cafeina, urhatdncia com capacidade de
estimular o metabolismo celular durante o reaquedimn das doses
inseminantes.

Desta forma, objetivou-se avaliar os efeitos dac&ulide &acido
clorogénico, durante o processamento das dosesiimates e cafeina, durante
0 reaquecimento do sémen suino resfriado a 15 °C
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Inseminacdo artificial na suinocultura

A Inseminacdo Artificial (IA) consiste na deposigimsémen por meios
instrumentais no trato reprodutivo da fémea, sermmsiderada uma
biotecnologia que contribui, significativamenterga melhoria dos indices
reprodutivos e consequente aumento da produtividaile suinocultura
tecnificada cada vez mais utiliza a IA como compb@elo manejo reprodutivo,
em virtude, principalmente, do surgimento de lirdreggenéticas de machos
terminais que agregam as carcacas de seus desendsrgualidades exigidas
pela tipificacdo instituida na indastria de carfBORTOLOZZO; WENTZ,;
DALLANORA, 2005).

O uso da IA na producéo de suinos iniciou-se nad#de 30 na Russia
e Japdo e sua utilizagdo tomou uma proporcao neajoaytir dos anos 70 e 80,
vindo a se consolidar nos anos 90. Mais especifotenno Brasil, a IA na
suinocultura desenvolveu-se somente a partir dé,1@¥ando houve a criacao
de centrais de inseminacdo na Regido Sul do pais1®0, apenas 2% das
fémeas alojadas eram inseminadas no Brasil, p@&mlmente, esse porcentual
chega a 70%, colocando o pais em primeiro lug#&mérica Latina em nimero
de fémeas inseminadas (ASSOCIACAO BRASILEIRA DOSAIFORES DE
SUINOS, 2011). Riesenbeck (2011) ressalta, aindagrescimento dessa
tecnologia em diversos paises na Ultima décadéacdeslo o crescimento de
450% no Brasil.

Na industria suinicola, mais de 99% das insemirmgd® feitas com
sémen diluido em meio liquido e, geralmente, armede entre 15 e 20 °C por
até trés dias (ROCA et al.,, 2006) e o protocololAleenvolve a deposicao

intracervical de, aproximadamente, 3,0 X é8permatozoides em doses de 80 a
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100 ml, duas a trés vezes durante o estro (JOHN&CM, 2000). Na monta
natural (MN), o volume seminal gira em torna de B0@om deposicéo de 50 a
70 x 10 espermatozoides. Portanto, a utilizacdo da IA jterrmelhor
aproveitamento do ejaculado.

Baseado nessas constatacfes, uma das principdsgenas da IA é
permitir a diminui¢cdo da propor¢@o de machos, daté® ao plantel de fémeas,
ja que na MN s@o necessarios 5% de machos, enquahfoessa proporgéo é,
consideravelmente, reduzida para 0,5 a 1% (BORTQIMZWENTZ;
DALLANORA, 2005). Essa otimizacdo dos machos pexmitaior difusdo de
genes melhoradores e aumento nas possibilidadgsiziEmento, permitindo um
avanco consideravel na genética dos animais ddesnaao abate
(RODRIGUEZ-GIL; ESTRADA, 2013). Além disso, a pra@do de doses
inseminantes permite melhor controle sanitario atdserturas e dos ejaculados
gue, por sua vez, facilita a implementacdo das dasdde higiene. Outro
aspecto importante € que 0s parametros reproduped&em ser iguais ou
superiores aos obtidos com o acasalamento naBAHLEY et al., 2008).

Mesmo com inimeras vantagens, a utilizacdo da tA kwitada por
fatores como o curto tempo de armazenamento daidseminante, ja que o
sémen suino na preservacdo liquida apresenta icigivit perda de sua
capacidade fertilizante no decorrer do tempo (FRYDROVA et al., 2010).
Além disso, outros fatores relacionados a logistioano o transporte das doses
entre a central produtora e a granja, nos casosrdeis abertas e a hecessidade
de uma estrutura laboratorial minima na granja (BOROZZO; WENTZ;
DALLANORA, 2005), também, limitam o uso da IA.

O ponto critico para a aplicacdo da IA com sémencty diluido é a
habilidade de manter essas células vidveis, dueantfrigeracdo (GERRITS et
al., 2005), ja que a temperaturas entre 15 e I&tdnterrompem, totalmente, o

metabolismo dos espermatozoides, permitindo que ¢aélulas continuem
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produzindo metabdlitos, os quais se acumulam efénéen na qualidade
espermatica (HOU; MA; YANG, 2002). Consequentemeqtento maior for o
tempo de armazenamento do sémen, menor sera erslidetie.

Nos ultimos anos, pesquisas com diluidores tém diefgenvolvidas,
objetivando melhor qualidade das doses inseminartesizenadas por maior
tempo. A maioria dos diluidores, no entanto, pernit armazenamento do
sémen por no maximo 72 horas apés o processamasitodes. Para conservar
a qualidade espermatica, diluidores de sémen dewgarmantir aos
espermatozoides boa fonte de energia, pH adequadonaepressdo osmotica
ideal, além de prevenir o choque térmico e a pdagéo das membranas e inibir
0 crescimento microbiano que, também, pode infenfer qualidade do sémen
(VYT et al., 2004).

2.2 Regulacdo do metabolismo espermatico

Nos ultimos anos uma crescente quantidade de iafgies sobre o
mecanismo pelo qual o espermatozoide suino geremcidvel energético
intracelular foi publicada (KAMP et al., 2003; MARet al., 2003; MEDRANO
et al., 2006a; BUCCI et al.,, 2011). Compreender etatmolismo energético
celular é importante para entender os mecanismasivigios na adaptacao do
espermatozoide as condicbes externas que, muitess,vedo consideradas
agressivas (MEDRANO et akp06a). Do ponto de vista pratico, as informagbes
sobre 0s mecanismos de gestdo de energia séo fentdasn para o
desenvolvimento de protocolos que propiciam o amtamento da técnica de
conservacao espermatica, desencadeando grandéompdé.

A manutencdo das funcBes espermaticas depende mkunco de
substratos energéticos, obtidos com base no pla®manal, sendo a via

glicolitica e a fosforilagéo oxidativa importantdas metabolicas de utilizacéo
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desses substratos. O espermatozoide suino temaaidazge de metabolizar,
eficientemente, os aclcares como a glicose (MARlMdl.e 2003) e a frutose
(JONES; CONNOR, 2000), além do lactato e do citid&DRANO et al.,
2006b), piruvato (JONES, 1997) e glicerol (JONESHAGITRILL;
COKINAKIS, 1992), para a obtencdo de energia. Aderdhcas de
concentracBes desses substratos no plasma seatrlahgo do tempo, podem
ser indicativas do metabolismo energético dos estezoides (SELVARAJU
et al., 2009; SILVA et al., 2012). A capacidadesdascélulas em utilizar fontes
alternativas de energia permite que se aumentamotele sobrevivéncia celular
em situacao de baixa disponibilidade de hexoseDRENO et al., 2006b)

Apesar de o0 espermatozoide ser capaz de captaasvdontes
energéticas, as vias metabdlicas pelas quais ésstes serdo utilizadas é
dependente do substrato. A glicose € 0 monossaocarithis rapidamente
consumido por meio da glicélise e produz maior tjdade de energia em um
determinado tempo quando comparado com outros gjcaomo frutose,
sorbitol e manose, ja que a hexoquinase do esperaidé suino é mais eficaz
em fosforilar a glicose do que esses outros subst(IEDRANO et al., 2004).

A célula espermatica do suino apresenta como pHI%i vias
catabdlicas, para obtencdo de energia, a convdesglicose ou frutose a lactato
(glicdlise anaerdbica) e, se houver oxigénio disgeina oxidacao do lactato em
CO, e HO (KAMP et al., 2003). O equilibrio entre essassduas metabolicas
depende de inameros fatores, tais como a pressd® deo pH do meio de
conservacao e dos niveis intracelulares de ATP (RGDEZ-GIL, 2006).

A relacdo entre a metabolizacdo de carboidratces gleddlise ou pelo
ciclo de Krebs é dependente da espécie, mas existeonsenso geral sobre o
fato de que, praticamente, todos os espermatozdielesamiferos apresentam
elevada atividade glicolitica. A célula espermatdm suino, por exemplo,

apresenta maior atividade da via glicolitica, pwmigis de 95% de adenosina
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trifosfato (ATP), produzidas por essas células, térigem nessa via de
fosforilagdo (MARIN et al., 2003). No entanto, mesiue a energia obtida
baseada no ciclo de Krebs seja pequena, esta Ritapsente necessaria para
manter a motilidade e para a capacitacdo espedandic espécie suina
(ALBARRACIN et al., 2004; RAMIO-LLUCH et al., 2013)

A célula espermatica requer uma producdo permardstATP para
manter a estrutura celular, a composicdo idnicadetular e a motilidade. A
motilidade espermética, assim como 0 processo plcitacdo, hiperatividade e
reacdo acrossomal, sdo regulados pelas vias dézapd@ da adenosina
monofosfato ciclica (AMPc), a qual é dependentertirgia (DARSZON et al.,
1999). O AMPc é um segundo mensageiro celular resspel pela ativacao de
proteinas quinase que fosforilam uma série de piateinas que atuam sobre
diferentes rotas metabodlicas e, consequentemeontge sa funcdo celular.
Portanto, o metabolismo espermatico, de forma geeatd diretamente
relacionado a concentracdo interna dessa substd8thaPSON; WHITE,
1987).

A motilidade espermatica ocorre em razdo da ati@daotora de
proteinas axonemais localizadas no flagelo, assqgéd ativadas por tirosina
quisases. Esse processo € dependente de AMPcivue giroteina quinase A
(PKA). A PKA, por sua vez, atua em multiplas vias abntrole de a funcao
flagelar baseada na ativacdo de vias de tirosinaas®, as quais serao
responsaveis pela fosforilagdo de proteinas l@ddiz no flagelo, resultando na
motilidade (LECLERC; LAMIRANDE; GAGNON, 1996) (Figa 3). O AMPc
€ o0 segundo mensageiro da via da Proteina G /lafeciclase e essa enzima é
responsavel pela conversdo de ATP em AMPc. Portgoisquer substancias
que estimulem a adinilato ciclase, como o bicartmnasultar4d no aumento dos
niveis de AMPc (GADELLA; VAN GESTEL, 2004).
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J&, a capacitacdo espermética compreende umadeéridificacdes
estruturais e funcionais do espermatozoide a fimtalea-lo apto para a
fecundacdo. O mecanismo de acdo do AMPc sobreazitagio espermatica é
muito semelhante as vias de ativacdo da motilidhdsse processo, a PKA
ativada pelo AMPc induz a fosforilacdo de residdestirosina de tirosinas
guinases que agirdo sobre proteinas da membrasragilaa relacionadas com a
ligacdo do espermatozoide a zona pelicida, tornasdativadas (Figura 1)
(GADELLA; VAN GESTEL, 2004). Além disso, esse sedarmensageiro esta
envolvido na remocéo do colesterol da membranangitisa (VISCONTI et al.,
1999), sendo esse processo nhecessario para desanchbestabilizacdo da
bicamada lipidica e, consequentemente, fusdo dabraemn plasmatica com a
membrana acrossdmica externa, dando inicio a reag@ssémica (BAZER,;

GEISERT; ZAVY, 1995).
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CAMP —— PK-A
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Tirosina Quinase

\
\/

Motilidade

Figural Representacdo esquematica da via de zsigati da motilidade
associada ao AMPc (sAC - Adenilato ciclase solU¥AP -
Proteina ancoradora de proteina quinase A)

Fonte: Adaptado de Turner (2006).
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Portanto, o conhecimento das rotas metabélicagsi@® envolvidos na
regulagdo da funcionalidade espermatica permite eservolvimento de
protocolos que modulem as respostas celulares,ntdura armazenamento
seminal, de forma a melhorar a qualidade do sémmeazenado. Desta forma, o
uso de substancias que influenciem essas rotaddtiets, durante os periodos
que antecedem o uso de doses inseminantes, pomlepsetante para melhorar

a qualidade do sémen utilizado em programas deninggdo artificial.

2.3 Espécies reativas de oxigénio (ERO) e funcao espéitica

Durante o metabolismo oxidativo celular ocorre amiagdo de ERO,
que sao intermediarios quimicos reativos, oriurttometabolismo do oxigénio,
podendo conter um ou mais elétrons desempareli&HER; AGARWAL;
SABANEGH, 2009). Em uma célula saudavel, 1 a 2% odaménio sédo
convertidos em algum intermediario reativo, os gupodem ser o anion
superoxido (&), peréxido de hidrogénio ¢a,), radical hidroxilo (OH, 6xido
nitrico (NC) ou peroxinitrito (ONOO) (BATHGATE, 2011). Tais lsstancias
apresentam efeitos duplos sobre a funcdo espeangpicis em baixas
concentracdes induzem a capacitacdo, hiperativagiidusdo espermatozoide-
oocito (O'FLAHERTY; LAMIRANDE; GAGNON, 2006), porémem altas
concentragdes, reduzem a motilidade (AITKEN; CLARMS FISHEL, 1989),
geram danos ao DNA (KITAGAWA et al., 2004; SCHULTE al., 2010),
inibem a fusédo espermaticas-oocito (KAJl; KUDO, 206 podem levar a celula
a apoptose, reduzindo, assim, a capacidade fecendarsémen (AGARWAL;
MAKKER; SHARMA, 2008).

Dentre as diferentes ERO, o anion superéxidg)(@presenta a menor
reatividade, quando comparado aos demais, alérAalepresentar a habilidade

de atravessar membranas lipidicas, restringindo st ao seu local de
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producdo (NORDBERG; ARNER, 2001). Sua formacao recon mitocéndria
de forma espontanea, com base no oxigénio moleadieionado de um elétron.
Em contrapartida, o radical hidroxila (MOé considerado o mais reativo em
sistemas biologicos, sendo capaz de causar 0s @mad@anos as estruturas
celulares, pela da peroxidacdo dos lipidios nas bremas celulares
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Essa molécula é foaha, com base no
peroxido de hidrogénio (#@,), em uma reacéo catalisada por ions metais (Fe
ou Cu) (AGARWAL; PRABAKARAN, 2005), denominada reac&o Benton.

O peréxido de hidrogénio ¢8,), por sua vez, ndo é considerado um radical
livre, mas um metabdlito do oxigénio extremamergketério, ja que participa
como intermediario na reacdo que produz o radi€l. ¥ H,O, é gerado, com
base na dismutacdo enzimatica dop€la superoxido dismutase, apresentando
meia-vida longa e capacidade de atravessar mensbrdnialégicas
(NORDBERG; ARNER, 2001).

Os maiores danos gerados pelas ERO ocorrem quaisdsubstancias
doam ou roubam um elétron de maneira ndo empaeelio@d moléculas
pertencentes as estruturas celulares, especialnigridéos e aminoacidos
(OCHSENDORF, 1999). Nos espermatozoides, as ERO csfmzes de
promover um ataque oxidativo sobre os lipideos @mbmana espermatica,
iniciando a cascata da peroxidagdo lipidica (SHARMGARWAL, 1996),
sendo esse processo considerado um importante darafeta a funcéo
espermatica.

As consequéncias de ataque oxidativo sobre osdipide membrana
estdo relacionadas aos danos fisicos causadosaaesBsitura, a inibicao
metabdlica e a perda de enzimas intracelulares TW&WH1993). Isso ocorre por
causa da alteracdo da fluidez da membrana plasm&ige interfere na
funcionalidade dos canais i6nicos e, consequentemera atividade das
enzimas intracelulares (AITKEN; CLARKSON; FISHEL, 989). Em
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decorréncia da alteragdo ibnica, a célula espamdambém, pode apresentar
menor sensibilidade ao calcio, reduzindo o inflabesse ion para o interior da
célula, dificultando o processo de fusdo espermatezodcito (KAJI; KUDO,
2004).

A motilidade espermatica é outro parametro infligsshe pelos radicais
livres, ja que esses metabdlitos séo capazes deiredporcentagem de células
moveis. De acordo com Lamirande e Gagnon (199%8)dacdo da motilidade na
presenca de elevados niveis de ERO ocorre em eidadreducéo dos niveis
intracelulares de ATP, por meio da inibicdo daddkicdo oxidativa e/ou da
glicolise, com base na acao inibitéria das ERO es@benzima gliceraldeido-3-
fosfato sintetase, limitando, assim, o reabastationde energia. Além dessa
acdo direta dos radicais livres sobre enzimas l@lzas, os produtos da
peroxidagdo lipidica, como o dialdeidomal6nico, espntam atividade
citotéxica sobre o espermatozoide, inibindo a ¢jiedanaerébia e a sintese de
DNA, RNA e de proteinas (HARTLEY; KROLL; PETERSEN997). Com a
reducdo dos niveis de ATP intracelular, a fosfo@itade proteinas axonemais
necessarias para a motilidade espermatica néceocorr

Outra estrutura espermatica muito sensivel aossdarmlativos é o
DNA espermatico, ja que os radicais livres poderarga hidroxilacdo, abertura
do anel e a fragmentacdo dessa estrutura, redyzemim, as taxas de
fertilizacdo (MENEZO et al., 2007). A maioria dosnbs causados pelas ERO
ao DNA espermatica de humanos esta correlacionadeuento do estresse
oxidativo espermatico, visto que a maioria daslaglndo viaveis apresentou,
concomitantemente, fragmentacdo de DNA e altastd&gperoxidacao lipidica
(GUTHRIE; WELCH, 2012).

Por outro lado, tanto o plasma seminal quanto oéprims
espermatozoides sédo dotados de um conjunto de imecEnantioxidantes a fim

de protegé-los do estresse oxidativo. Dentre esseanismos, podem-se citar o
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sistema glutationa peroxidase/redutase, superd@hihoutase e catalase, além da
presenca de substancias antioxidantes de baixonp&scular, como a vitamina
E, a vitamina C, o acido Urico e a albumina (SMlgHal., 1996). O estresse
oxidativo ocorre quando as quantidades de ERO mess&0 meio superam a
capacidade da célula espermatica em degrada-logret&rto, como o
espermatozoide apresenta quantidade limitada dglasima celular, as enzimas
e substancias antioxidantes presentes nesse meiosawd suficientes para
neutralizar todas as ERO geradas, durante o métaimol energético,
especialmente, em condi¢Bes de armazenamento &msEto esse que resulta
na elevada sensibilidade da célula & presenca ddesdastancias reativas
(SIKKA, 1996; HENKEL, 2005). Outro fator que torrmacélula espermatica
susceptivel aos danos oxidativos é a composi¢c&uaanembrana plasmética.
Principalmente na espécie suina, essa estrutuzaeapia elevadas concentragdes
de &cidos graxos poliinsaturados (CEROLINI et2000) e as duplas ligaces
presentes na sua composicao sao faciimente oxigatiEsERO.

Ja que os radicais livres sdo produtos do metaholiselular e se
formam de maneira espontédnea, uma alternativa dezirea acdo desses
catabolitos sobre a célula espermatica é melhoreapacidade antioxidante
seminal, aumentando a taxa de remocdo das ERO.l@ntds seminais ja
contém na sua composicao substancias antioxidant&etanto, os compostos,
normalmente, utilizados se oxidam rapidamente na&mtemdo seu efeito
protetor durante todo o periodo de armazenamemnak Dessa forma, a
utilizacdo de substancias que possam auxiliar alac&spermatica contra o
estresse oxidativo, por varios dias, € uma altedngtara manter a qualidade

espermatica durante o armazenamento.
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2.4 Acido Clorogénico

Acido clorogénico (ACG) é o nome utilizado paraniiécar um grupo
de ésteres formados considerando a reacdo ddieaté entre 0os compostos
fendlicos acidos transcinamicos (p-cumarico, fetik cafeico) e acido quinico
(OLTHOF; HOLLMAN; KATAN, 2001). O primeiro relatoabre a utilizacéo
de acido clorogénico foi, provavelmente, em 183r,Robiquet e Boutron, mas
0 termo propriamente dito foi utilizado pela prinaevez por Payen em 1846,
gue designou esse nome a um composto fendélico oogéd acida e estrutura
quimica desconhecida, que conferia cor verde eno rieiemente alcalino
guando exposto ao ar (CLIFFORD, 1999). Em 19074 sabstancia foi isolada
na forma de um complexo cristalino, mas teve stiatasa estabelecida em
1932 por Fisher (MARIA; MOREIRA, 2004). Esse pesauior concluiu que o
acido clorogénico consistia da unido do acido cafeiom o acido quinico,

formando o composto acido 5-cafeoilquinico (Figixa
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Figura 2 Estrutura quimica dos precursores do admogénico e do acido 5-
cafeoilquinico
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Por causa de sua estrutura quimica, o acido cloiméoertence a
familia dos polifenéis, compostos amplamente disfdos na natureza e
encontrados, principalmente, em alimentos de origegetal, sendo o acido 5-
cafeolquinico o mais comum dos &cidos clorogénecasmais conhecido dos
fenois dietéticos, biologicamente, ativos (JOHNSTQGNIFFORD; MORGAN,
2003). O grao do café, por exemplo, € uma fonteemxmente rica em acidos
clorogénicos, mas na matéria seca pode conterad@(8%6 desse composto em
sua composicdo (TUNNICLIFFE; SHEARER, 2008).

Ha varios trabalhos na literatura que demonstragfeto benéfico do
acido clorogénico sobre diferentes quadros fismipgicos (BIXBY et al.,
2005; BONITA et al.,, 2007; HOELZL et al., 2010),nde a sua acao
antioxidante o mecanismo de a¢do mais evidenciBdoacordo com esses
trabalhos, observa-se que a habilidade dos poiferdtuarem como
antioxidantes depende da concentracdo desse campmsheio e do sistema
gerador de oxirradicais que sera protegido.

O mecanismo antioxidante desse composto esta opéald a sua
atividade redutora, ou seja, a sua capacidade tdeedmper as reacdes dos
radicais livres, além da acao diretasgdavenger/remocasequestrando as ERO
presentes no meio (XU et al., 2010). Mattos (208ervou a formacéo de
complexo entre o &cido cafeico (precursor do Aacitwogénico) e o Fé
indisponibilizando esse ion para a reacdo de Fengonreduzindo,
consequentemente, a formacdo de radicais’. H@ardini et al. (1995)
demonstraram que esse acido, também, estd reldoig@mn o aumento da
resisténcia das lipoproteinas de baixa densidddk)(& peroxidacéo lipidica.

Além desses mecanismos de acdo, os &cidos clocogértambém,
podem agir sobre enzimas antioxidantes, como atglaa S-transferase e a
NAD(P)H quinona oxidorredutase, aumentando suagdatles, assim como

atuar sobre a transcricdo génica pela redugdo idac@ de fatores de
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transcricdo induzidos pelas ERO (FENG et al., 2005%;et al., 2010). Apesar
de todas essas acgbes benéficas sobre os mecardatimdgdantes, os &cidos
clorogénicos apresentam aspectos divergentes, vigle, em baixas
concentracdes, podem melhorar a funcdo celularpasso que, em doses
elevadas, reduzem a funcionalidade da membranaoniioial por meio do
bloqueio da cadeia respiratdria (FULDA et al.,, 20MARTIN-HIDALGO et
al., 2013).

Estudos na area reprodutiva, tendo como referé@wxipolifendis, sao,
na sua maioria, conduzidos com o objetivo de avalifeito da ingestao dessas
substancias sobre as caracteristicas seminais e@nbs (CHAVARRO et al.,
2008; MENDIOLA et al., 2010) e ratos (TURK et &1008; AWONIYI et al.,
2012). Nao ha relatos na literatura que avalieriliaagdo do acido clorogénico
no meio de conservagcdo seminal e seus efeitos sobrepardmetros
espermaticos.

Wittayarat et al. (2013) estudaram o efeito dereifees doses de
polifendis, derivados do cha verde sobre a quatiddd sémen canino
armazenado a 5 °C, por quatro semanas e obsengqana suplementacao
exdgena com esses antioxidantes aumentou a vadslie a motilidade
espermatica. Esses autores atribuiram esse resdltaddo dscavengedireta
dos polifendis, reduzindo, assim, a presenca deaiadlivies no meio de
conservacdo. Assim como os polifendis derivadosit verde, a adicdo de
resveratrol ao meio de congelamento do sémen humarimizou 0s danos ao
DNA que ocorrem durante o processo de criopres@ovdBRANCO et al.,
2010).

Apesar desse resultado satisfatério atribuido & gsdifenol, em
trabalhos que avaliaram o efeito da adi¢do dedsst&ncia sobre os pardmetros
seminais do sémen resfriado de suino (MARTIN-HIDALGt al., 2013) e

descongelado de ovino (SILVA et al., 2012) indieagse essa substancia reduz
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0 potencial de membrana mitocondrial e a quantidialacelular de ATP das
células espermaticas. A reducdo desse parameadapelo uso do resveratrol
pode estar associada a capacidade dessa substémérerromper a cadeia
respiratéria mitocondrial (ZHENG; RAMIREZ, 2000).offanto, embora a
adicéo de polifendis, como o acido clorogénicoma&io de conservacao seminal
possa trazer beneficios a qualidade espermaticaesadtados dependem da
espécie em estudo, das doses utilizadas, da cadatide radicais livres

presentes no meio e do estado funcional e metabddicélula espermatica.

2.5 Cafeina

As metilxantinas sdo, frequentemente, utilizadasnegios de diluicdo
espermatica a fim de melhorar as caracteristigamaes, mas a pentoxifilina, a
teofilina e a cafeina tém sido utilizadas mais dmdemente (GLOGOWSKI,
DANFORTH; CIERESZKO, 2002). Em varios estudos quealiaram a
suplementacé@o de metilxantinas sobre a qualidgukrragtica observou-se que
essas substancias resultaram em maiores valorestiielade espermatica tanto
no sémerin natura (LARDY et al., 1971; REES; FORD; HULL, 1990) quant
no criopreservado (BARKAY et al., 1977; DAVID et,&007).

A cafeina (1,3,7-trimethylxanthine) (Figura 3) é umobmposto
considerado estimulante metabdlico, em decorrénmiacipalmente, da sua
atuacdo como um inibidor competitivo aos isoenzimasfosfodiasterase em
varios tecidos. Essa enzima é responsavel por lisigiraco AMPc (adenosina
monofosfato ciclico), inativando-o. Como abordaddedormente, a via de
sinalizacdo AMPc/PKA é considerada uma das priigipas de regulacdo da
motilidade e da capacitacdo espermatica (HOU; MANG, 2002). Portanto, ja

gue a cafeina é capaz de aumentar a concentracacelalar de AMPc pelo
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controle da atividade da fosfodiasterase, essdxauatina pode apresentar um

importante papel na modulagéo das fun¢des espearati

T
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Figura 3  Estrutura quimica da cafeina

Em estudos realizados por Funahashi e Nagai (2084)sondas
fluorescentes de clortetraciclina (CTC) mostraraoe ca cafeina induz a
capacitacdo espermatica e a rea¢do acrossOmiéamamia naturade suinos e,
consequentemente, aumentam a capacidade de paoeati@s;espermatozoides.
Além disso, a adicdo de cafeina, em meios de dapdoi espermética e de
cultivo de embrido, aumentou a propor¢cao de cékdgscitadas em relacdo a
nao capacitadas e a taxa de formacao de blas®@LIVEIRA et al., 2011).

Em relagdo a motilidade espermética, a cafeinacadida aos meios de
reativacdo aumenta a porcentagem de células mdweisémen diluido e
resfriado de coelhos (LOPEZ; ALMARINO, 2000), eqpsn(CARRINGTON et
al., 2011) e suinos (YESTE et al.,, 2008), provaeel® pelos aumentos
intracelulares de AMPc. Em suinos, a intensidadendeimento, também, foi
influenciada por essa substancia, porém esse paicéimiesuperior nas amostras
gue continham cafeina (GLOGOW!ISKI; DANFORTH; CIERE®, 2002).

Variaveis individuais de avaliacdo do movimentds tamo velocidade
curvilinea (VC), amplitude lateral de cabeca (AL@gJocidade linear (VL) e
motilidade progressiva (MP), também, sdo afetaéies @dicdo da cafeina. Em
sémen de cées, a adicdo 7,5 mM de cafeina, no nmmerdescongelamento,
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aumentou os valores de VC, ALC e a motilidade t@mfretanto, reduziu a VL
e a MP (MILANI et al., 2010). A adi¢é@o de cafeirmaoncentracdo de 2 mM no
sémen refrigerado de equino foi capaz de aumeri?, ajuando comparado ao
grupo controle, resultando em maior duracdo da licedie espermatica
(CARRINGTON et al., 2011).

Recentemente, Nunes (2012) verificou que a cafgimmgorcionou
resultados benéficos no sémen suino, quando addzoem doses inseminantes
durante o periodo de reativacdo ap0s 0 armazenaméntutora observou
aumento da motilidade e do vigor espermatico, pordemores valores de
integridade de membrana, que pode ter ocorridogaoisa da peroxidacao
lipidica da membrana, sugerindo maior formacédadeais livres em funcao do
aumento da atividade metabdlica celular. Desta dprm associacdo desse
composto com substncias antioxidantes como o &cldoogénico, por

exemplo, poderia ser benéfica para a qualidadémers suino armazenado.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Verifica-se que o principal fator que causa a ré@duda qualidade
seminal, durante o armazenamento, é o estressatioridierado pelas ERO. A
formacédo desses metabdlitos ocorre ja que a tetoper@de armazenamento nao
€ capaz de paralisar totalmente o metabolismo mspieo. Portanto, o
espermatozoide, durante o armazenamento, estat@xqussradicais livres além
de apresentarem um desgaste metabdlico.

Substancias ativadoras do metabolismo celular podewiliar na
reativacdo espermatica apés o armazenamento. &ntrefo aumentar a taxa
metabdlica celular, aumenta-se, também, a formdedBRO. A cafeina atua,
principalmente, no metabolismo mitocondrial, auraedb as taxas de
fosforilagdo oxidativa (SCHOFF; LARDY, 1987), pripal via pela qual os
radicais livres sdo formados (KEFER; AGARWAL; SABESH, 2009).

Portanto, a associagcdo do uso de um ativador niet@fpdnto com um
antioxidante torna-se importante para reduzir antigade de ERO no meio,
reduzindo, assim, a ocorréncia dos danos oxidatizwedo, em funcdo da
capacidade antioxidante e do potencial starvengerdo &cido clorogénico
(RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996), a associacd@esde composto
com a cafeina poderia trazer resultados benéfiaes @ sémen armazenado por

tempos superiores.
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Resumo

O objetivo deste estudo foi verificar o efeito dhcdo de acido clorogénico a
doses inseminantes de sémen de suinos armazena8ds.aDoze ejaculados,
proveniente de quatro machos foram utilizados, wasqreceberam diferentes
concentracBes de acido clorogénico (0; 1500; 3@800 e 6000 upg/mL de
sémen) e uma dose de vitamina E (200 ug/mL - cenpositivo) durante o
processamento. Antes e apos 42 e 72 horas de avamageto a 15°C, as
amostras foram incubadas a 37°C e a avaliacdo do@mptros seminais
(motilidade, intensidade de movimento, integridddemembrana e acrossoma,
peroxidacéo lipidica e capacidade antioxidanteldsnpa seminal) foi feita apos
10 e 120 minutos de incubacéo. O acido clorogénitieenciou positivamente a
motilidade espermatica e a quantidade de mitocésdrdom atividade maxima
nos dois tempos de incubagdo. A viabilidade espezandambém sofreu
influéncia dessa substéncia apds 24 horas de amnaraeato, sendo que houve
aumento linear desse parametro com a adigéo de éoitgénico. Com relagéo
a integridade acrossomal, o acido clorogénico atmnea numero de células
espermaticas com acrossoma integro antes e apdsra® de armazenamento.
Ap6s 24 horas de armazenamento, a ag¢do do &cidogélico sobre os
parametros de viabilidade, integridade acrossomalitecondrias ativas, foi
superior a proporcionada pela vitamina E. A adidéoacido clorogénico ao
sémen suino aumentou a capacidade antioxidantdadma seminal durante
todo o periodo de armazenamento, promovendo umgaedia concentracéo
de dialdeidomaldnico as 72 horas de armazenamantxja, reduzindo as taxas
de peroxidacdo lipidica. Conclui-se que a adicdo48@0 pg/mL de acido
clorogénico durante o processamento de doses inaetas de suinos é viavel
para garantir melhor qualidade seminal até 72 hdeaarmazenamento a 15°C.
Além disso, doses suplementadas com esse antitaidaarmazenadas por 24 e



44

72 horas apresentaram parametros seminais supedqtelas que receberam

Vitamina E e ficaram armazenadas pelo mesmo periodo

Palavras Chavespolifendis, antioxidante, vitamina E, espermatdeosuino,

capacidade antioxidante

Implicacdes

A inseminacdo artificial na espécie suina trouxeefieios pela difusdo
rapida de caracteristicas desejaveis no rebanhthomaproveitamento de
machos geneticamente superiores e reducdo dos desmroducdo. No entanto,
a perda de qualidade do sémen durante o armazettadaEndoses inseminates
€ um problema no sistema de producéo. Portantso al@ antioxidantes como o
acido clorogénico pode ser benéfico para os praggata inseminacgéo artificial,
a fim de reduzir a perda de qualidade seminal #r gy combate aos radicais
livres. Este estudo foi realizado para determirsaefeitos do acido clorogénico
sobre parametros seminais normais e atividadesoxaddntes apods o

resfriamento do sémen suino.

Introducéo

Na industria suinicola, a inseminacgéo artificiah)(Ié normalmente
realizada utilizando-se doses seminais diluidasneio liquido e mantidas sob
refrigeracdo de 15°C a 17°C durante 24 - 48 howasnalmente (Johnsaat al,
2000; Pinartet al, 2013). Nessas condi¢Bes, 0 sémen suino aprassiigio
inevitavel de capacidade fertilizante com o padsalempo, devido ao processo
normal de desgaste celular (Haugdral, 2005; Martin-Hidalgoet al., 2013).
Assim, o desenvolvimento de técnicas que possibditutiizacdo do sémen
suino por tempos superiores poderia melhorar &eéi@a da producdo, pela

otimizac@o de machos no plantel (Waterhatsd.,2004).
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A reducdo da qualidade seminal com o decorrermpdeocorre devido,
principalmente, aos danos oxidativos ocorridosotaos mecanismos funcionais
guanto estruturais da célula espermatica (Costefh, 2003; Waterhouset al,
2004; Martin-Hidalgaet al, 2011), a partir da formacdo de espécies reatigas
oxigénio (ERO) pelo metabolismo espermatico (Brgjaret al, 2005). As ERO
gerados séo capazes de induzir a peroxidacaockpddi componentes celulares,
resultando na diminuicdo da motilidade e viabileladalteracGes na
permeabilidade de membrana e alteragfes irreversias proteinas e no DNA
espermatico, levando & apoptose e a morte celutamn(et al., 2004; Martin-
Hidalgoet al, 2011).

Particularmente, o espermatozoide suino é sensagsd danos
peroxidativos devido ao seu alto teor de acidoxagapoliinsaturados na
membrana celular (Cerolinet al, 2000; Awdaet al, 2009), e a baixa
capacidade antioxidante do plasma seminal quanapa@do a espécie bovina
(Cerolini et al, 2000). Em vista disso, € necessario o desemeivio de
técnicas que melhorem o potencial das defesassimataespermatozoide de
varrdo e que permitam um eficiente combate as ER@upidas durante o
metabolismo celular. Isso, de fato, possibilitagiautilizacdo de ejaculados
armazenados por mais tempo, mantendo sua quakeadeal e incrementando
a capacidade fertilizante do sémem refrigeradoirdett a |IA (Funahashi &
Sato, 2005).

A propriedade antioxidante dos compostos fendligpsvem sendo
estudada por muito tempo na medicina humana. Traballemonstram que
essas substancias possuem efeitos benéficos safeeentks quadros
fisiopatoldgicos (Nardinét al, 1995; Eberhardtt al, 2000; Bixbyet al, 2005),
devido a reducdo do estresse oxidativo (Hoelzlal, 2010). Dentre os
compostos fendlicos, os &cidos clorogénicos aprasem acdo antioxidante

como seu mecanismo de agdo mais relevante (Beinah, 2007; Hoelzlet al.,
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2010), devido a sua atividade redutora, acdo semzanas antioxidantes e da
supressado da ativacdo de fatores de transcric@aittas por ERO (Xiet al,
2010). O acido clorogénico é um composto fendlioooatrado em graos de
café que, na matéria seca, pode conter de 6 a H3%e ccomposto em sua
composicao (Tunnicliffe & Shearer, 2008).

Diante disso, a adi¢éo de acido clorogénico darargrocessamento do
sémen suino pode auxiliar na manutencdo da qualidasl doses inseminantes
durante o resfriamento. Portanto, o objetivo destaudo foi avaliar se a
suplementacéo de acido clorogénico ao diluidor sendltera as propriedades

do sémen suino resfriado e armazenado a 15 °C.

Material e Métodos

Animais e coleta do sémen

Doze ejaculados provenientes de trés animais (@ugtculados de
cada) foram utilizados. Os varrdes apresentavameidamtre 1 — 1,5 anos e
pertencem ao Centro Experimental de Suinos locklizeo Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Lavras, emasaMinas Gerais, Brasil.
Esses reprodutores sdo mantidos em baias indigidaam 3,0 m de
comprimento, 2,0 m de largura e 1,30 m de alturaeomberam aguaati
libitum” e 3,0 kg de racdo especifica para essa fase idiviem dois
arracoamentos diarios. Todos os procedimentos wdesl nesse trabalho foram
aprovados pela comissédo de ética no uso de anilmadisiversidade Federal de
Lavras, com namero de protocolo 040/13.

Os ejaculados foram obtidos pelo método da maovadtu durante a
rotina de coleta da granja, sempre pela manha. Apésleta, os ejaculados
foram encaminhados para o Laborat6rio de ReproddedBuinos do Setor de
Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal ldivras, no qual

realizavam-se as avalia¢cBes iniciais de motilidadgensidade do movimento a
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partir da observagéo subjetiva de uma gota de s&miea |Amina e laminula,
patologia espermética e concentracdo com o auddicdmara de neubauer.
Apenas a fracdo rica do ejaculado foi utilizada.

Apés a determinacao da concentracdo, calculouvedume do sémen a
conter 1,5 bilhGes de espermatozoides. Neste vofairedicionado o diluente
BTS Beltsville Thawing Solutionfikde modo a formar doses inseminantes de 40
mL com 1,5 bilhdes despermatozoides. As doses foram mantidas a teraperat
ambiente e protegidas da luz por 60 minutos. Dea cejdculado, foram

processadas seis doses inseminantes.

Procedimento experimental

Apds o processamento, diferentes quantidades dio dtorogénico
(Chlorogenic acid crystalline, C3878Sigma-Aldrich®)foram adicionadas as
doses inseminantes, obtendo concentra¢@es fin&isds0; 3000; 4500 e 6000
ng/mL de sémen. Uma dose recebeu uma determinaaiming E (DLe-
tocoferol acetato, T3251, Sigma-Aldrich) na a com@edo final de 200 pg
dessa vitamina/mL de sémen (Men@¢al, 2013), a fim de comparar o efeito
do &acido clorogénico com um antioxidante de acaohecida (controle
positivo). Em seguida, as doses foram armazenadagekadeira a 15 °C. Antes
do armazenamento, uma aliquota de 10 mL de cadaneato foi aquecida em
tubos de ensaio em banho-maria a 37 °C. O mesncegnoento foi realizado
as 24 e 72 horas de armazenamento.

Das amostras de sémen que permaneceram incubadas, rietiradas
aliquotas para avaliacdo da qualidade espermaiisal0, 50, 90 e 120 minutos
de incubacéo foram feitas avaliacdes de motilidgadgensidade do movimento
espermatico. Aos 10 e 120 minutos foram avaliadosegridade da membrana
espermatica e acrossomal, e atividade mitocondaisicélulas. Aos 60 minutos

foram coletadas amostras para determinar a coacéotide dialdeidomal6nico
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(MDA) e o capacidade antioxidante do plasma semiAal descricdes das

metodologias envolvidas nas analises encontrane-pedximo item.

AvaliacBes microscépicas

Para avaliar a motilidade espermatica, uma gotsédeen foi colocada
entre lamina e laminula previamente aquecidas &C3As avaliacdes foram
feitas em microscoépio de contraste de fase com matonu 100 x. Um total de
dez campos foram avaliados de forma subjetiva edpas pessoas treinadas,
determinando a percentagem de espermatozéides snd\eianalises foram
feitas em triplicata e de forma cega. A intensidddemovimento foi avaliada
por sistema de escalas de 0 a 5, sendo 1 intepsidach e 5 a intensidade
maxima.

A integridade da membrana espermatica (%) foi mgada pela
porcentagem de células com membranas integraslagdioeao nimero total de
células contadas. Para isso, uma gota do sémemdnirada a uma gota (10ul)
de corante eosina-nigrosina (Eosina Amarela - 20%8tec Quimicae Solucdo
corante de nigrosina - 43925Sigma-Aldricif na proporcdo 1:1), seguindo a
metodologia de Blom (1950). Apds esfregaco em lamde microscopio, o
namero de células com membranas integras (sene c@fulas mortas (coradas)
foi avaliado em microscépio 6ptico de luz em auroete 400 x.

A atividade mitocondrial foi determinada a partiridcubacéo do sémen
em meio contendo Diaminobenzidina (3,3 -Diamindigine - D8001 Sigma-
Aldrich®) dissolvido em PBS (tampé&o fosfato salino) a uorcentracdo de 1,0
mg/ml e manuseado na auséncia de luz. Uma aligieo2b uL de sémen foi
adicionada a 725 pL do meio de incubagéo e coloeadaanho-maria a 37 °C
durante 60 minutos na auséncia de luz. Apés a agdd) foi preparado um
esfregaco da suspensédo que foi fixado em formaldeitio% por 10 minutos.

ApéGs a secagem da lamina, as células espermétican fivaliadas em objetiva



49

de 1000 x, sob imersdo em o6leo, usando microsatpiaontraste de fase. A
atividade mitocondrial da peca intermediaria dogpeswatozdides foi
classificada seguindo o proposto por Hrudka (198&0do que foi determinada
a porcentagem de células pertencentes a classeskja, células espermaticas
com peca intermediaria totalmente corada indicatidoatividade mitocondrial.

Para analise da integridade acrossomal, uma adiqleoflO pl de sémen
foi adicionado em 10 pl de corante simples de PQRtpeet al, 1991) e
mantidos em contato, antes da realiza¢do do esfyegar 60 segundos. Apés
esse periodo, foi confeccionado um esfregaco enméaile microscopia, na
qual avaliou-se o0 nimero de espermatozoides coanossoma integro (regido
acrossomal corado de azul) e ndo integro (regimssemal ndo corada ou
fracamente corada). A analise foi realizada emasampia de contraste de fases
em aumento de 1000 x sob 6leo de imerséo.

Todas as andlises descritas anteriormente, congd@xaa motilidade e
da intensidade de movimento, foram realizadas eplicdta, de forma cega, e
pelo mesmo avaliador, o qual realizou a contage@00ecélulas.

AvaliacBes bioquimicas

Para realizacdo das andlises bioquimicas coletowse tubos de
polietileno tipo eppendorf, amostras de 1,0 mLeBdabos foram centrifugados
a 3360 g durante dez minutos. O sobrenadanteaiosfierido para novos tubos
devidamente identificados e foi congelado a -8G&Xadia das analises.

A capacidade antioxidante do sémen foi determinatilizando kit
comercial colorimétrico (QuantiChrdffiAntioxidant Assay Kit — DTAC-100),
de acordo com as recomendacdes do fabricantermda fjue esse parametro foi
mensurado de acordo com o equivalente TROLOX. Este representa um

indicativo do potencial antioxidante do plasma sea partir da reducédo do
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CU?* em CU, sendo que quanto maior foi esse potencial degéegumaior é a
atividade antioxidante do plasma seminal.

Para avaliar a concentracao de MDA (grau de peag&idl lipidica) o Kit
QuantiChrom" TBARS ASSAY (DTBA- 100- bioassay Systems) foi o,
seguindo as instrugcbes do fabricante. Esse kiizeeak a mensuracdo da
quantidade de dialdeidomalénico na amostra, arphotacido tiobarbitdrico. O
MDA é um produto da lipoperoxidacédo, sendo um iatvo desse parametro.
Portanto, quanto maior a quantidade desse produsmostra, maior foi a taxa

de peroxidacéo lipidica.

Analise estatistica

Foi utilizado um delineamento em blocos ao acagac@do) com
parcela subdividida no tempo (tempo de incubaggiegndo o caso, com seis
tratamentos, sendo cinco niveis de acido clorogéfi¢c 1500, 3000, 4500 e
6000 pg/ml de sémen) e um adicional (controle),temmo vitamina E na
concentracdo de 200 pg/ml de sémen. A parcelaiengetal foi representada
por uma dose inseminante.

Os dados foram submetidos & andlise de varidnei@mosas médias
obtidas com os niveis de acido clorogénico submetid analise de regressao.
Quando a regressao cubica foi significativa, oet&\XK a 5% foi utilizado e,
para comparar cada média em relacdo ao contrééenivia E), o teste Dunnett a
5% foi aplicado. Os dados obtidos com a variavidrnisidade de movimento
foram submetidos a andlise estatistica ndo par@métras médias comparadas
pelo teste de Friedman. Toda analise estatisticadtizada no pacote estatistico

Action versao 2.4.
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Resultados

Andlises microscépicas

A adicdo de acido clorogénico durante o processamdas doses
inseminantes influenciou a qualidade do sémen antgsos 24 e 72 horas de
armazenamento a 15 °C (Tabela 1, 2 e 3). No sénlafdad antes do
resfriamento houve efeito quadratico (P=0,01) s@breotilidade e integridade
de acrossoma em todos 0s tempos de incubacdo dogligendo que as
melhores doses estimadas do acido foram de 3200069 3ug/mL,
respectivamente (Figura 1). A melhor intensidadendgimento foi obtida com
a dose de 4500 pg/mL nos tempos 50 e 90 minutediddo (P=0,01), ndo
sendo observada influéncia nos demais tempos déagd@ (P=0,10). N&o
houve efeito do acido clorogénico na viabilidadpeesmatica (P=0,56) e a
reducdo da qualidade do sémen durante o periodtrcdeacéo foi semelhante
para todas as varidveis estudadas. Ao comparardesgade acido clorogénico
com a vitamina E, observou-se que a adi¢do do &idtodas as doses reduziu
(P<0,01) o numero de mitocéndrias em atividade maxapds 120 minutos de
incubacao.

A adicdo de 4&cido clorogénico as doses inseminaméeshém
influenciou (P<0,05) a qualidade do sémen armazepad 24 horas a 15 °C
(Tabela 2). Efeito quadratico (P<0,04) na motilidlaspermatica e decréscimo
linear da integridade de acrossoma foram obsendi@site todo o periodo de
incubacdo com a adicdo dessa substancia. Paraidadgil o melhor nivel
estimado de acido foi de 3667 pg/mL (Figura 2). Wotambém aumento linear
(P<0,05) da viabilidade do sémen avaliado aos 12futos de incubacao
(Figura 2). Para mitocdondrias em atividade maxiasamnelhores doses de acido
foram de 1500 e 6000 pg/mL (P<0,01), as quais temf@am as Unicas
semelhantes aos valores obtidos com o uso da wgaii Ndo houve efeito
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sobre a intensidade do movimento espermatico (B»0A diminuicdo da
gualidade do sémen ao longo do tempo de incuba¢derhelhante em todas as
variaveis estudadas, com excecdo da viabilidade. INduve reducdo desse
parametro (P>0,05) até 120 minutos de incubacénaapguando as doses de
3000, 4500 e 6000 pg/mL de acido clorogénico foratitizadas, resultado
semelhante ao obtido com o uso da vitamina E.

A qualidade do sémen diluido por até 72 horas també influenciado
pela adicdo de &cido clorogénico (Tabela 3). Hauwmento linear (P<0,01) da
motilidade e viabilidade esperméticas e integriddéeacrossoma em todos os
tempos de incubacé@o avaliados (Figura 3). Maioridatdle de mitocdndrias
(P<0,01) foi obtida com a dose de 3000 pg/mL dd@cendo esses resultados
superiores aos da vitamina E. Nao houve efeito ,B}&obre a intensidade do
movimento espermatico e a diminuicdo da qualidanles&men ao longo do
tempo de incubacgéo foi semelhante em todos ossnfleeadi¢cdo. Comparado a
adicdo de vitamina E, as doses de 3000, 4500 e @@L de acido
clorogénico resultaram (P<0,01) em maiores valdeesiabilidade espermatica
e integridade de acrossoma, enquanto que apemas ae 3000 pug/mL resultou
em maior atividade mitocondrial em todos os teng@cubacdo avaliados.

Analises bioquimicas

Os valores referentes ao potencial de reducdo aéfoimam superiores
nas doses suplementadas com antioxidantes (P<é@Xkelacdo ao controle,
sendo, portanto, que a adicdo de acido clorogémiethorou a capacidade
antioxidante (Trolox equivalente) do sémen suingol@pds sua adicdo e
também apds o armazenamento por 72 horas (Figura 4)

A concentragdo de dialdeidomalénico foi superios r@amostras do
tratamento controle (sem adicdo de antioxidantg)aaenadas por 72 horas
(P<0,01).
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Os efeitos sobre a capacidade antioxidante e ctacéo de
dialdeidomalénico do acido clorogénico foram semetas (P>0,05) aos obtidos

com a vitamina E.

Discusséao

Relatos contraditérios sdo encontrados a respeitefeito do uso de
antioxidantes nas doses inseminantes sobre a gdeliedspermatica do sémen
resfriado ou congelado de varias espécies, inaumananos (Pefet al, 2003;
Agarwal et al, 2004; Mendezet al, 2013). Os resultados parecem ser
dependentes do tipo de antioxidante empregadoopsia wtilizada e também da
capacidade antioxidante natural do sémen.

Um grande nimero de estudos sugerem que os padif@odlem ser
benéficos para a funcionalidade celular e saudeariBixbyet al.,2005; Farah
et al, 2008; Darveskt al.,2011; Sateet al, 2011) devido as suas propriedades
antioxidantes, mas nao ha estudos na literatureagakam o efeito da adicéo
dos acidos clorogénicos no meio de conservacamaémi

Ha estudos que avaliaram o uso de polifendis sabgrialidade do
sémen canino armazenado (Wittayataal, 2013) e humano congelado (Branco
et al, 2010), e observaram que a suplementacdo exdgena esses
antioxidantes aumentou a viabilidade e a motilidesigermatica, e minimizou
os danos ao DNA. Esses resultados foram atribdidgsio descavengedireta
dos polifendis, reduzindo assim a presenca de aadiivres no meio de
conservacao.

De acordo com os resultados obtidos nesse estuddicao de acido
clorogénico melhorou a capacidade antioxidante,nm&sma propor¢do da
vitamina E, tanto no sémen fresco como no armarepad 72 horas. Essa

constatacdo demonstra que 0 a capacidade antitidanplasma seminal, ou
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seja, o potencial de combater as ERO, aumentouritmaindo para reduzir o
estresse oxidativo da célula espermatica.

De fato, observou-se reducéo das concentracdedDdedquivalente no
sémen armazenado por 72 horas, também de formarsimiitamina E, ou seja,
as menores concentracfes desse produto da lipigegés demonstram que a
utilizagdo de antioxidantes no processamento dassdmseminantes reduz a
peroxidacgéo lipidica na célula espermatica. Essgdtados demonstram que o
meio de conservacao do sémen suino, sem adicattideidantes, ndo é capaz
de manter as caracteristicas estruturais da memlaspermética por tempos
prolongados de armazenamento. A ndo obtencéo dikadsss no sémen fresco
sugere que existam substancias antioxidantes imapmavenientes do plasma
seminal ou que estejam presentes nos diluentésadtis para o preparo das
doses inseminantes.

Esses resultados podem explicar a melhora da qdalidlo sémen
guando o acido clorogénico foi adicionado duranfraressamento das doses
inseminantes. De uma forma geral, um aumento Beiy® da motilidade e da
integridade de acrossoma foi observado logo a@digiio de um determinado
nivel de acido clorogénico. Resultados semelhapta motilidade foram
observados no sémen armazenado por 24 horas. Nmt@ntnas doses
armazenadas por 72 horas, a motilidade espernmaétiaorou de forma linear a
medida que se acrescentou acido clorogénico.

No presente trabalho, a acdo antioxidante do adatogénico pode ter
auxiliado na reducédo do estresse oxidativo, perdotiuma melhor manutencéo
da funcionalidade celular e da motilidade espegaatiEntretanto, em
concentracBes elevadas, os polifénois podem seciades a citotoxicidade
celular, ja que esses compostos interferem no delalar através do seu
potencial redox (Granado-Serraet¢ al., 2007). Em humanos, Lamirande e

Gagnon (1992) observaram que células espermétigpsstas as ERO
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apresentaram rapida diminuicdo da concentracdo Te #tracelular, que
antecedeu a parada completa da motilidade dos neafmatides. Segundo
Turner (2006), a motilidade espermatica é depeedeiat fosforizacdo de
proteinas presentes na cauda por enzimas ATP damtesdo que poderia
explicar os resultados.

A adicdo de acido clorogénico também melhorou dendolinear a
viabilidade espermatica do sémen armazenado pdnor@s. Sabe-se que a
producdo exarcebada de ERO induz danos celularespgdem reduzir a
integridade de membrana, acarretando no aumensuaermeabilidade que
leva a inativac@o de algumas enzimas, danos ao ®MaArte celular (Marmunti
et al, 2012). Nesse caso, a adicdo de acido clorogé&aicefetiva no sémen
armazenado por tempo prolongado, quando as defasasis ou presentes no
diluente ndo foram capazes de proteger as célofasacos danos oxidativos.

Outra estrutura espermatica importante € o0 acrass@endo esta
responsavel pela fusdo do espermatozéide com doo@arros, 2007). A
integridade acrossomal, bem como a manutencdoadeesizimas, Sao cruciais
para que ocorra a fertilizagdo. Embora no preseatmlho a adicdo de acido
clorogénico possa ter reduzido de forma signifigateus valores nas doses
inseminantes armazenadas por 24 horas, a dose a&kssa substancia
resultou em valores acima de 91,2% de células acowssoma integro, valor
considerado bastante elevado. Apds 72 horas deeanaaento, houve melhora
no numero de acrossomas integro com a adicéo de éldrogénico, valores
estes superiores inclusive aos obtidos com o usdtaaina E. Funahashi &
Sato (2005) relataram melhora na funcionalidadesaomal em sémen suino
armazenado a 10°C suplementados com glutationstedna, e atribuiram esse
fato a reducéo das ERO por essas substanciasidatites.

A principal fonte de produgédo endbgena das EROrganismo sao as

mitocdndrias, sendo estas responsaveis por aprdaimente 90% da producao
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de energia celular a qual ocorre por meio do peuceds fosforilagdo oxidativa
(Camara & Guerra, 2008). As mitocdndrias sdo resfngis por manter a
motilidade e o metabolismo espermatico durantegpaatacao.

No presente trabalho, a adicdo de acido clorogéficocapaz de
melhorar 0 nimero de mitocondrias em atividade maxno sémen suino
resfriado. Com 24 horas de armazenamento, houvaonaelem relacdo ao
controle (sem adicdo de antioxidantes), sendo sgltaglos semelhantes aos
obtidos com a vitamina E. No entanto, as 72 horasatmazenamento,
resultados obtidos com a adi¢do de &cido clorogéficam superiores aos
obtidos pela vitamina E. Peefial (2003) também observaram efeito benéfico
da adicdo de antioxidantes no potencial de memhratwcondrial, do sémen
suino descongelado. Esses autores, juntamente eonmi@s et al (1994),
indicam as mitocondrias como uma das mais sensigtigturas da célula aos
danos oxidativos, sendo que os antioxidantes exewr efeito protetor a essa
estrutura.

De uma forma geral, os resultados mostram que agesdeneficios da
adicdo de acido clorogénico ao sémen suino ocarerdoses armazenadas por
periodos prolongados. Embora a adicdo exdgena diexidantes gere
resultados positivos, muitos deles promovem medlsoeim curto prazo. Assim,
a adicdo de &cido clorogénico as doses inseminpots resultar em maiores
beneficios em doses inseminantes armazenadas npotigemaiores. Apesar da
melhora na qualidade do sémen suino com a adi¢@sadsubstancia, os
parametros seminais reduziram com o decorrer déogmerde incubacéo,
independente do tratamento, mostrando a fragilidedespermatozoéide durante

0 tempo em que permanece armazenado.
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Concluséo

A adicao de 4500 pg/ml de acido clorogénico duranpeocessamento
de doses inseminantes de suinos diluidos em BT&vélpara garantir melhor
gualidade seminal até 72 horas de armazenamerieCa Além disso, o acido
clorogénico proporcionou melhor protecdo aos damidativos em relacdo a
Vitamina E, no sémen armazenado por trés dias.
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Tabela 1 — Influéncia da adicdo de &cido cloragfm® vitamina E sobre as caracteristicas do sémigo sliluido e
incubado a 37° C (n=12).

. Acido clorogénico /mL . . Valor de P
Variavel 0 1500 g3ooo (u35oo) so00 Vitamina B CV (%) — =1 e Vi E
Motilidade, %
10 minutos 88,3 904 92,1 89,6 856 89,7 6,8 <0,01<0,01 0,45 0,45
50 minutos 846 89,2 91,3 90,0 86,7 88,3
90 minutos 825 87,1 86,7 892 817 85,4
120 minutos 80,5 82,5 83,8 86,7 81,8 82,1
Intensidade de movimento,
10 minutos 3,33 3,50 358 3,75 3,17 3,42 - b,10
50 minutos 3,00b 3,58aB,67ab3,75a3,25ab 3,58 ab 0,01
90 minutos 2,92b 3,33aB,33ab3,67a3,25ab 3,17 ab 0,01
120 minutos 2,75 3,08 3,17 3,252,83 3,08 0,10
Viabilidade, %
10 minutos 91,7 91,3 90,8 88,7 89,8 90,6 3,9 0,5617 00,08 0,18
120 minutos 89,3 92,6 91,8 92,6 90,6 88,9
Integridade de acrossoma, %
10 minutos 954 96,3 97,1 959 956 95,9 2,1 0,01 <0,010,77 0,48
120 minutos 934 9572 96,1 95,4 94,2 94,9
Mitocondrias em atividade maxima, %
10 minutos 59,8a54519 44,3¢ 61,5a53,71 69,5 6,1 <0,010,25 0,20<0,01
120 minutos 61,5a 55,7b46,3¢ 65,2a50,51 69,7

1200 pg/mL." Valor de P pelo teste de Friedman. * Efeito quiatiidpara niveis de acido clorogénico (P<0,6%8feito linear para

tempo de incubacédo (P<0,05) Médias seguidas por diferentes letras na linhereiifi pelo teste SNK (P<0,05).Difere do
tratamento adicional (vitamina E) pelo teste Dun¢+£0,05)

T9
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Tabela 2 — Influéncia da adicdo de acido cloragers vitamina E sobre as caracteristicas do sémigo sliluido
armazenado por 24 horas a 15° C e incubado a B¥1R).

y Acido clorogénico(ug/mL) Vitamin CV Valor de P
Variavel 0 1500 3000 4500 6000 aE (%) AC | AcM VitE
Motilidade, %
10 minutos 847 85d 867 883 858 863 9,1 <0,01<0,01 0,99 0,17
50 minutos 825 84,2 854 86,3 83,8 82,9
90 minutos 79,6 81,7 838 85,0 79,6 81,3
120 minutos 76,7 792 7972 79,2 77,5 78,8
Intensidade de movimento
10 minutos 3,17 342 3,42 3,58 3,25 3,33 0,19
50 minutos 325 333 3,33 3,58 3,08 3,42 0,26
90 minutos 292 3,08 3,17 3,33 3,08 3,00 0,44
120 minutos 267 2,83 3,08 3,17 2,75 2,92 0,22
Viabilidade, %
10 minutos 880 90,0 86,4 87,7 88,3 86,7 43 0,17 <0,010,07 0,98
120 minutos 836 84,7 858 86,9 87,6 86,9
Integridade de acrossoma, %
10 minutos 954 o959 938 941F 931F 953 32 004 <001 088 0,10
120 minutos 934 93,8 92,5 91,0 91,2 93,3
Mitocondrias em atividade maxima, %
10 minutos 445% 62,8a 5508 475¢ 650a 642 8,7 <0,010,94 093 <0,01
120 minutos 45,0% 63,0a 53218 47,3¢ 66,8a 60,3

1200 pg/mL.T Valor de P pelo teste de FriedmaiEfeito quadratico para niveis de acido clorog@iie0,05).” Efeito linear para
niveis de &cido clorogénico (P<0,05)Efeito linear para tempo de incubacdo (P<0,09)empo de incubacéo difere pelo teste F
(P<0,05).** Médias seguidas por diferentes letras na linharelifi pelo teste SNK (P<0,05).Difere do tratamento adicional
(vitamina E) pelo teste Dunnett (P&$), %
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Tabela 3 — Influéncia da adicdo de &cido cloragr vitamina E sobre as caracteristicas do sémigo sliluido
armazenado por 72 horas a 15° C e incubado a 35°1Q).

Acido clorogénico (pg/mL)

., . . 0 Valor de P
Variavel 0 1500 3000 4500 6000/ 1@MiNaE CV (%) =" rci Vit E
Motilidade, %
10 minutos 847 850 86,7 883 858 86,3 9,1 <0,01<0,01 0,99 0,17
50 minutos 825 84,2 854 863 838 82,9
90 minutos 796 81,7 838 850 796 81,3
120 minutos 76,7 79,2 79,2 792 775 78,8
Intensidade de movimento
10 minutos 3,17 3,42 342 358 3,25 3,33 b,19
50 minutos 325 333 333 358 3,08 3,42 0,26
90 minutos 292 3,08 317 3,33 3,08 3,00 0,44
120 minutos 2,67 283 308 317 2,75 2,92 0,22
Viabilidade, %
10 minutos 88,0 90,0 86,4 87,7 88,3 86,7 43 0,17 <0,00,07 0,98
120 minutos 83,6 84,7 858 869 87,6 86,9
Integridade de acrossoma, %
10 minutos 954 959 938 94,F 0931 95,3 32 0,04 <0,010,88 0,10
120 minutos 934 938 925 91,0 91,2 93,3
Mitocondrias em atividade maxima, %
10 minutos 445% 62,8a550 475¢ 650a 64,2 8,7 <0,010,94 0,93 <0,01
120 minutos 45,0 63,0a53218 47,3¢ 66,8a 60,3

1200 pg/mLT Valores de P pelo teste de FriedmalBfeito linear para niveis de acido clorogénicoQ@5).” Efeito linear para
tempo de incubacao (P<0,05)lempo de incubacao difere pelo teste F (P<0°@3)édias seguidas por diferentes letras na linha
diferem pelo teste SNK (P<0,05)Difere do tratamento adicional (vitamina E) palsté Dunnett (P<0,05)

€9
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Resumo

Um experimento foi realizado com o objetivo de mwah adicdo de cafeina em
doses inseminantes de suinos armazenadas a 1fw€€sgadas com 4,5 mg/ml
de acido clorogénico. Foram utilizados 10 ejacwads quais foram diluidos
em (Beltsville Thawing Solutidh BTS, formando doses inseminantes de 40 mL
com 1,5 bilhdes deespermatozoides. Durante o processamento, as doses
inseminantes foram adicionadas ou ndo com 4,5 mglkenécido clorogénico e
mantidas em geladeira a 15 °C. Apoés diferentesdendp armazenamento (0,
24 e 72 horas), as doses foram incubadas a 37céBamrdo ou ndo 8 mM de
cafeina. AvaliacBes seminais foram feitas aos 1@CGminutos de incubacao.
Antes do armazenamento, 0 acido clorogénico melhaointegridade de
acrossoma e a atividade mitocondrial, independdatecafeina. A cafeina
também aumentou a atividade mitocondrial espermatias doses que nao
foram suplementadas com acido clorogénico, a aafedduziu a viabilidade.
Com 24 horas, houve interag¢do entre as duas sulastfpara os parametros de
viabilidade e acrossoma, sendo que o uso assodedécido clorogénico e
cafeina proporcionaram melhores valores para essddises. O &cido
clorogénico melhorou a motilidade e a atividadeoowhdrial independente da
cafeina e do tempo de incubacdo, ao passo queetn&add proporcionou
maiores valores de atividade mitocondrial aos 1@utos. As 72 horas de
armazenamento, houve interacdo entre a cafeinadeido clorogénico na
motilidade e viabilidade, sendo que o melhor valesses pard@metros ocorreu
guando essas duas substancias foram utilizadas. &eadicdo de acido
clorogénico a cafeina reduziu a viabilidade esptemaO éacido clorogénico
melhorou a integridade acrossomal e a atividadecanildrial, sendo que esse
ultimo parametro também foi melhorado pelo uso afeina. Com relacdo ao
vigor espermatico, o uso de acido clorogénico méarfieriu no parametro em
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relacio ao controle, mas, as doses que receberdeinacadurante o
reaguecimento, apresentaram reducdo do vigor duranincubacdo. Ao se
avaliar a taxa de degradacdo da motilidade, assdagdementadas com acido
clorogénico apresentaram menores perdas de mdglidam a incubacédo. Nao
houve influéncia do acido clorogénico e da cafsitare o consumo de glicose,
porém, as 72 horas, o uso isolado da cafeina aomeguantidade de
dialdeidomalénico no plasma seminal, ao passo quedo clorogénico reduziu
a concentracdo desse produto. Portanto, a adicd® deg/ml de 4cido as doses
inseminantes, associado ao uso de cafeina a 8 midagnecimento seminal,

melhora a qualidade do sémen suino armazenaddéo? &oras a 15°C.

Palavras chaves: Antioxidantes, ativador metabdlico espermatozoide,

inibidores de fosfodiasterase, qualidade semiraihxidacao lipidica.

INTRODUCAO

Atualmente, a inseminacdo artificial (IA) com sémenino em
preservacao liquida em temperatura entre 15 e ¥ a@plamente utilizada na
producdo de suinos. Embora a fertilidade do séroém gpossa ser mantida
nessas condi¢cdes por 24 a 48 horas, o resfrianpam@eriodos superiores
acarreta em reducdo da qualidade seminal, devidoi@imente ao excesso de
espécies reativas ao oxigénio (ERO) produzidas espermatozoide durante o
armazenamento (Chatterjee & Gagnon, 2001).

O estresse oxidativo € um importante fator de esgd da viabilidade e
funcionalidade espermatica (Aitken et al., 2014&)qile a peroxidacéo lipidica
induzida pelas ERO altera a estrutura e a funcaoneimbrana espermatica
(Sevanian et al., 1988; Aitken, 1995), gera darm®BA (Boe-Hansen et al.,
2008), reduz dos niveis de ATP intracelular (Lamde & Gagnon, 1992) e
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reduz a motilidade espermatica (Aitken et al., 201€ a fuséo
espermatozoide/ovdocito (Mammoto et al.,, 1996). ¥ file minimizar esses
problemas, trabalhos de adicdo de antioxidantesrmames de diluicdo vém
sendo desenvolvidos (Pefia et al., 2003; Agarwall.et2004; Mendez et al.,
2013). O &acido clorogénico é um polifenol conhecjaiEla sua capacidade
antioxidantein vitro devido ao potencial decarvengedas ERO (Rice-Evans et
al., 1996). O gréao de café extremamente rico nessgoOsto, 0 qual representa
cerca de 10% da matéria seca do gradf@di et al., 2005).

Outras substancias, como as metilxantinas, tami@émsendo utilizadas
com a finalidade de melhorar a qualidade esperméti taxa de fecundacéo (Li
et al.,, 2011; Nabavi et al.,, 2013; Yamaguchi ef 2013). A cafeina esta
relacionada com o aumento da motilidade esperméticétro (Barkay et al.,
1997) devido a sua acao inibidora da fosfodiasteraszima responsavel pela
degradacdo do AMPc, um segundo mensageiro imperfzerta a motilidade
espermatica (Marques et al., 2002). No entantgjmeeato da taxa metabdlica
dos espermatozéides esta relacionado ao aumenimdacédo de ERO, o que
prejudicaria a qualidade do sémen no momento dmdacao.

Nesse sentido, levando em consideracdo as atiddfaheionais do
acido clorogénico e da cafeina, o presente eshidedlizado com o objetivo de
avaliar o efeito da adicdo desses compostos naterm@o da qualidade do

sémen suino resfriado a 15 °C e armazenado p@@dtéras.

MATERIAL E METODOS

Animais, instalacdes, coleta do sémen e delinearn@&xiperimental
Foram utilizados dez ejaculados provenientes devinérdes com idade
entre um ano e um ano e meio, pertencentes aoccCEExprerimental de Suinos

localizado no Departamento de Zootecnia da Unidede Federal de Lavras
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(UFLA), em Lavras, Minas Gerais, Brasil. Os aninfaimm mantidos em baias
individuais com 3,0 m de comprimento, 2,0 m deueage 1,30 m de altura, e
receberam aguad libituni e 3,0 kg de racdo especifica para essa fasedhvid
em dois arracoamentos diarios. Todos os procedimdntam aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFLA, cootgmolo nimero 040/13.

Os ejaculados foram obtidos pelo método da maovadiu durante a
rotina de coleta da granja, sempre as 8h00. Aprideda, os ejaculados foram
encaminhados para o Laboratério de Reproducdo deosSwdo Setor de
Fisiologia e Farmacologia da UFLA, no qual realaravse as avaliagdes iniciais
de motilidade e intensidade do movimento a patiiotservacdo subjetiva de
uma gota de sémen entra lamina e laminula, paol@agpermatica e
concentracdo com o auxilio da cAmara de Neubaysnas a fracdo rica do
ejaculado foi utilizada.

Apés a determinacdo da concentracdo, calculouvedume do sémen a
conter 1,5 bilhdes de espermatozoides. Nesse voligingdicionado o diluente
BTS (Beltsville Thawing Solutiéh de modo a formar doses inseminantes de 40
mL com 1,5 bilhdes despermatozoides. As doses foram mantidas a teraperat
ambiente e protegidas da luz por 60 minutos. Dea cajdculado, foram
processadas quatro doses inseminantes que forambudas em delineamento
em blocos casualizados (ejaculados) em esquemaafafx2 (com ou sem
acido clorogénico; com ou sem cafeina) em parcelaigidida no tempo
(tempo de incubacdo do sémen) com dez repeticoas dgaculado cada.

Procedimento experimental

Durante a diluicdo seminal foram produzidas duaseslanseminantes
por ejaculado, sendo que uma dessas doses adiedenéuido clorogénico
(chlorogenic acid crystalline, C3878Sigma-Aldriclf) na forma a se obter

concentracdo final de 4,5 mg desse antioxidantdéméémen. Em seguida, as
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doses foram armazenadas em geladeira a 15 °C. dmtasmazenamento, uma
aliquota de 10 mL de cada tratamento (com ou se&do &torogénico) foi
aquecida em tubos de ensaio em banho-maria a 37a®Cquais foram
adicionadas ou ndo de cafeina (cafeina purissis®s, ISOFAR) a 8,0 mM no
sémen. O mesmo procedimento foi realizado as 24 2e h@ras de
armazenamento.

Das amostras de sémen que permaneceram incubadams, retiradas
aliguotas para avaliacdo da qualidade espermétisal0, 60 e 120 minutos de
incubagdo foram feitas avaliagdes de motilidadaetensidade do movimento
espermatico. Aos 10 e 120 minutos foram avaliadosegridade da membrana
espermatica e acrossomal, atividade mitocondralcétulas e taxa de consumo
de glicose. Aos 60 minutos foram coletadas amospa®m determinar a
concentracéo de dialdeidomaldnico (MDA) e o potrantioxidante do plasma

seminal.

AvaliacGes microscoépicas

Para avaliar a motilidade espermatica, uma gotsédeen foi colocada
entre lamina e laminula previamente aquecidas e&C37As avaliacdes foram
feitas em microscépio de contraste de fase com rtont 100 x. Um total de
dez campos foram avaliados de forma subjetiva pais pessoas treinadas,
determinando a percentagem de espermatozdides snd\eianalises foram
feitas em triplicata e de forma cega. A intensidddemovimento foi avaliado
por sistema de escalas de 0 a 5, sendo O intepsidach e 5 a intensidade
maxima.

Com base nos dados obtidos com a motilidade niieico final do
periodo de incubacéo, foi calculado a taxa de degéo da motilidade (TDM),
de acordo com a seguinte formula: TDM (%) = maaitld (as 2 horas) -

motilidade (aos 10 minutos) x 100.
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A integridade da membrana em porcentagem foi aadeupelo nimero
de células com membranas integras em relacdo aeradiotal de células
contadas. Para isso, uma gota do sémen foi mistumadma gota (10ul) de
corante eosina-nigrosina (eosina amarela - 208etec Quimicd e solucido
corante de nigrosina - 43925Sigma-Aldricif na proporcdo 1:1), seguindo a
metodologia de Bloom (1950). Apés esfregaco emnanmde microscopio, o
namero de células com membranas integras (sene céflilas mortas (coradas)
foi avaliado em microscépio éptico de luz em aumeta 400x.

A atividade mitocondrial foi determinada a par@ridcubacdo do sémen
em meio contendo diaminobenzidina (3,3 - diamimakine - D8001 Sigma-
Aldrich®) dissolvida em PBS a uma concentracéo de 1,0 ngfmanuseado na
auséncia de luz. Uma aliquota de 25 pL de sémeadfoionada a 725 pL do
meio de incubagéo e colocada em banho-maria a 3fuf&hte 60 minutos na
auséncia de luz. Apés a incubacéo, foi preparadesafragaco da suspensédo que
foi fixado em formaldeido a 10% por dez minutosoé@ secagem da lamina,
as células espermaticas foram avaliadas em objg&vh000x em microscopia
de contraste de fase. A atividade mitocondrial @gapintermediaria dos
espermatozoides foi classificada seguindo o propost Hrudka (1987), sendo
gue foi determinada a porcentagem de células pemées a classe |, ou seja,
células espermaticas com peca intermediaria totdéneorada, indicando alta
atividade mitocondrial.

Para analise da integridade acrossomal, uma adiqleoilO pl de sémen
foi adicionado em 10 ul de corante simples de PQPR&pe et al.,, 1991) e
mantidos em contato, antes da realizacdo do esfiggar 60 segundos. Apos
esse periodo, foi confeccionado um esfregaco enméaile microscopia, na
gual avaliou-se o nimero de espermatozoides coonozsbma integro (regido

acrossomal corado de azul) e ndo integro (regidmssamal ndo corada ou
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fracamente corada). A analise foi realizada emasampia de contraste de fases
em aumento de 1000x.

Todas as andlises, com excecdo da motilidade entdasidade de
movimento, foram realizadas em duplicata de forregace pelo mesmo
avaliador, o qual realizou a contagem de 200 czlula

Avaliag6es bioguimicas

Para a realizacdo das analises bioquimicas codetoem tubos de
eppendorf amostras de 1,0 mL, as quais foram &egadas a 3360g durante
dez minutos. O sobrenadante foi transferido pataosuubos de eppendorf
devidamente identificados e foram congelados a 2C8fxé o dia das analises.

A glicose no plasma seminal foi avaliada pela a@tmgia enzimatico-
colorimétrica, usando o método de ponto final, setpuas recomendacgdes do
fabricante (ANALISA GLICOSE-PP - Belo Horizonte, MG/Brasil). Apds a
determinacéo dos valores, subtraiu-se o valor {ihaD minutos) do inicial (O
minutos), determinando qual foi a reducao dos sigtesse agucar no meio.

Para avaliar a concentracdo de dialdeidomalénicd®AM o Kit
QuantiChrom" TBARS ASSAY (DTBA- 100- Bioassay Systems - Hayward,
CA/EUA) foi utilizado, seguindo as instrucdes dbrfaante.

Andlise estatistica

Apbs o teste de normalidade dos residuos (Shapiltg;\Vds dados de
motilidade e viabilidade espermatica, integridade atrossoma e atividade
mitocondrial foram submetidos a analise de varé@ecis médias dentro de cada
fator (cafeina e acido clorogénico) comparadas peste F. Probabilidades
menores que 0,05 foram consideradas significatiPasa vigor e taxa de

degradacado da motilidade foi utilizada analise pgiramétrica, sendo as meédias
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comparadas pelo teste de Friedman. Toda andliatistish foi realizada no

programa estatistico Action 2.3.

RESULTADOS

AvaliacGes Microscopicas

A adicdo de cafeina no sémen diluido contendo owandlo clorogénico
nao afetou (P>0,05) a viabilidade e a motilidadeeasnatica (Tabela 1). Houve
interacdo (P<0,05) entre a cafeina e o acido dfmicg sobre a integridade de
acrossoma. Nas doses sem &cido clorogénico, anaafefluziu (P<0,05) a
porcentagem de acrossomas integros aos 10 mineioswbacao, porém, apos
2 horas de incubacgédo, a cafeina aumentou essagwvalas doses contendo
acido clorogénico. A cafeina também aumentou (PJ0# atividade das
mitocdndrias em atividade mé&xima no sémen apds rashde incubacao,
independente da presenca ou ndo de acido cloragéhiécido clorogénico, por
sua vez, aumentou (P<0,05) a atividade de mitot@sde a motilidade
espermatica nesse tempo de incubacao, indeperdteratdicdo de cafeina. Na
presenca de cafeina, o acido clorogénico melhdps®,05) a integridade de
acrossoma no sémen apds duas horas de incubacdongm do tempo de
incubacdo, houve perda de motilidade (P<0,05) elast@s doses inseminantes
avaliadas, porém, a porcentagem de mitocondriasagvidade maxima se
manteve somente quando cafeina e acido clorogémimm associados.

Com relacdo a adicdo de cafeina no sémen armazeuad®d horas
adicionado ou ndo de acido clorogénico, observomseacao (P<0,05) entre
essas substancias na viabilidade espermaticaggittde de acrossoma (Tabela
2). Apés duas horas de incubacao, a cafeina aumé¢RtD,05) a viabilidade
nas doses inseminantes que néo receberam acidgéhico. Porém, quando o

acido clorogénico foi adicionado, houve aumentoalgeiP<0,05) nesse
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pardmetro em ambos os tempos de incubacdo, independa adicdo de
cafeina. A integridade de acrossoma do sémen idoulpmr 2 horas foi
influenciada (P<0,05) pelo uso associado da cafen# o acido clorogénico,
ja que essa combinacado resultou no aumentou namagem de acrossomas
integros. Para esse parametro, a adicdo isoladsasdesubstancias nao
influenciou os resultados.

A adicdo de &cido clorogénico aumentou (P<0,01) atilidade
espermatica independente da adicdo de cafeinaet&mts, houve reducgdo
(P<0,05) da motilidade durante o tempo de incubagddependente da
substancia adicionada. O &cido clorogénico tambémeatou (P<0,05) a
proporcdo de mitocondrias em atividade maxima, peddente da adicdo de
cafeina e do tempo de incubagédo. Ja a adicao eimaahelhorou (P<0,05) esse
parametro somente no sémen incubado por 10 minutos.

Quanto ao sémen armazenado por 72 horas, houvacie (P<0,01)
entre cafeina e acido clorogénico na motilidadeiabiidade espermatica
(Tabela 3). Com 10 minutos de incubacdo, a cafeiethorou (P<0,05) a
motilidade das doses inseminantes sem acido cleimgémas piorou (P<0,05)
guando o antioxidante foi utilizado. Esse mesmacféio foi observado apos 2
horas de incubacdo. O acido clorogénico melhore®,) a motilidade em
todos os tempos de incubacdo avaliados, independimtuso da cafeina.
Quanto a viabilidade, houve menores valores (P¥@pbs a adicdo de cafeina,
exceto nas doses contendo acido clorogénico. @ @tidogénico, por sua vez,
melhorou a viabilidade e, somente quando utilizdedorma isolada, manteve
esses valores por até duas horas de incubacdo.icAoadessa substancia
também melhorou (P<0,05) a integridade de acrosseraaporcentagem de
mitocbndrias em atividade maxima, sendo que essanailteve suas
caracteristicas mantidas por até 2 horas de inéob&ipsse tempo de avaliagdo,

as doses adicionadas de cafeina tiveram (P<0,0%r np@rcentagem de
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mitocdndrias em atividade méxima, independenterdaegnca ou ndo de acido
clorogénico.

Quanto ao vigor, ndo houve efeito da cafeina eoadaogénico quando
comparados entre si (Tabela 4). Apos 2 horas dibat@o, as doses adicionadas
de cafeina tiveram menor vigor quando comparadaseampo inicial de
avaliacdo (10 minutos), o que ndo aconteceu condages controle ou
adicionadas somente de acido clorogénico.

Durante o tempo de incubacdo, menores taxas deadbegio de
motilidade foram observadas (P<0,01) quando o &dmlmgénico foi utilizado,
independente do uso de cafeina (Figura 1). Pop datio, a cafeina de forma

isolada aumentou essas taxas.

AvaliacGes bioguimicas

N&do foi observada interagdo (P>0,05) entre o &cldoogénico e a
cafeina sobre a peroxidacao lipidica. Essas sutiatimfluenciaram (P<0,05) a
concentracdo de dialdeidomalénico no plasma sepspatente as 72 horas de
armazenamento. Nesse periodo, a adicdo de caf8ifar@M no reaquecimento
das doses ndo suplementadas com acido clorogénmimendou (P<0,05) a
concentracdo de dialdeidomalénico. A concentrac@ssal produto da
peroxidacgéo lipidica foi inferior (P<0,05) nas dosgle receberam 4,5 mg/ml de
acido clorogénico, independente do uso da cafeina.

Com relacdo ao consumo de glicose, ndo foi obsariateracdo
(P>0,05) entre o acido clorogénico e a cafeinaesebse parametro (Figura 3).
Além disso, essas substancias também n&o influantia taxa de consumo de

glicose pelos espermatozéides, independente datdmprmazenamento.
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DISCUSSAO

Atualmente, o maior desafio das tecnologias repieal € manter a
gualidade do sémen suino resfriado por tempo pgaldm Essa reducdo da
gualidade espermatica esta relacionada com os dadativos as estruturas
celulares (Schulte et al., 2009), e ao desgasteahdito durante o
armazenamento, jA que a temperatura de presenaté® 15 e 18 °C ndo
interrompe totalmente o metabolismo espermatico.

Efeitos antioxidantesn vitro de diferentes polifendis sobre a funcéo
espermatica tém sido estudados por varios pesquesmdFeng et al., 2005;
Branco et al.,, 2010; Martin-Hidalgo, et al., 20M8jttayarat et al., 2013), a
maioria deles relatando a capacidadavengedessas substancias. Com relacao
as taxas metabdlicas seminais, o uso da cafeinatdur reaquecimento seminal
tem proporcionado aumento da motilidade espermé@timaez; Almarifio, 2000;
Yeste et al., 2008; Carrington et al., 2011).

Estudos anteriores realizados demonstraram quéaoade 4,5 mg/mi
de &cido clorogénico durante o processamento dsssdimseminantes (B.A.
Pereira,dados nédo publicaddse de 8mM de cafeina durante o reaquecimento
seminal (Nunes, 2013), melhoram a qualidade semilal sémen suino
armazenado a 15°C. No presente trabalho, o uso afiina nas doses
armazenadas por 72 horas, suplementadas com doidménico durante o
processamento das mesmas, apresentou melhora ifidadetespermatica. Nos
outros tempos de armazenamento, ndo houve inteea¢@o acido clorogénico
e a cafeina, sendo que, de uma forma geral, anseptacdo do meio diluidor
seminal com 4,5 mg/ml gera um aumento no motilidesigermatica. Nesses

periodos a cafeina isoladamente néo interfere nididade.
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Sabe-se que o 0s espermatozoides apresentam sleeadantracdes de
acidos graxos poliinsaturados na membrana, alenapdesentar quantidade
limitada de citoplasma celular, no qual as enzimasibstancias antioxidantes
sdo encontradas, o0 que resulta na elevada seatesitdlias ERO (Cerolini et al.,
2000; Sikka 1996; Henkel, 2005). Desta forma, asgmea de substancias
antioxidantes no plasma seminal (ou diluente), rdeglas o acido clorogénico,
sd0 responsaveis por remover uma grande partesdssbstancias nocivas
(Mendez et al.,, 2013), que geram dano celular @ugicam os parametros
seminais. Varios estudos demonstram que a adicaatixidantes ao diluidor
seminal melhora a motilidade espermatica (Baumtal,e2002; Bilodeau et al.,
2002; Michael et al., 2009)

Além do efeito de antioxidantes sobre a motilidagipermatica, estudos
indicam que a cafeina também apresenta a capacidedmelhorar esse
parametro através do aumento das concentracBasdhtiares de AMPc (Yeste
et al., 2008; Carrington et al., 2011), j& queagrxiias metabdlicas espermaticas,
como a da motilidade, sdo dependentes desse seguettkageiro (Qu et al.,
2007). Milani et al. (2010) observaram que a adigdo/,5mM de cafeina ao
sémem canino descongelado aumentou os valores Ideidegle curvilinea
(VCL), amplitude lateral de cabeca (ALH) e a mdtlile total. Entretanto, este
aumento das concentragdes intracelulares de AMBr a&ssociado com o
incremento na taxa metabdlica celular e com a wéalde radicais livres, que
poderia reduzir o tempo de viabilidade do sémemrmtara incubacdo. Assim,
uma vez que o acido clorogénico tenha sido incagmmas vias de defesas
antioxidantes celular, pode haver uma reducédo daxiglacdo lipidica e os
danos causados a integridade da célula espermatimatendo a viabilidade
espermatica por mais tempo.

Avaliando os dados referentes a peroxidacdo lipjdimbservou-se

reducdo das concentracbes de MDA equivalente ners@&mmazenado por 72
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horas, nas amostras que receberam 4,5 mg/ml de é&cicbgénico durante o
processamento, indicando menor grau de peroxidlipitica. Esses dados
demonstram que o &cido clorogénico pode atuar rias de defesas
antioxidantes espermaticas, reduzindo os danogaggerpelas ERO. A nao
obtencéo de resultados no sémen fresco sugeresgubstancias antioxidantes
presentes no espermatozoide, assim como no plasmiaat e nos diluentes
utilizados para o preparo das doses inseminard@scapazes de proteger a
célula espermética do dano oxidativo por periodo®s de armazenamento.

Ao contrario do efeito protetor do acido clorogénic uso da cafeina em
doses que ndo receberam esse antioxidante, aumestoooncentracdes
plasmaticas de MDA as 72 horas de armazenamerge.rEsultado pode estar
associado ao aumento da taxa metabdlica geradacpfdéna, jA que essa
substéncia é capaz de aumentar a taxa de foséwilaidativa celular (Schoff
& Lardy, 1987), via pela qual ocorre a maior fordagle radicais livres. Apesar
desse indicio do aumento da taxa metabdlica esfieana cafeina nédo alterou
0 consumo de glicose pelos espermatozéides.

Além de acdo sobre a motilidade espermatica, de fornaa geral, a
adicdo de cafeina no reaquecimento de doses suybmase com acido
clorogénico aumentou a viabilidade espermaticaéduesn resfriado. Entretanto,
o efeito contrario foi observado quando a cafetmatilizada em doses que nao
receberam esse antioxidante no processamento. rApesa acido clorogénico
influenciar na resposta da cafeina sobre a integeidle membrana, o contrario
ndo ocorreu, ja que independente do uso de cafeimaaquecimento, o acido
clorogénico proporcionou melhores valores de \ddile espermatica. Esse
fato indica que o efeito protetor dos danos na manzbdo espermatozoide esta
associado a atividade antioxidante do acido clariogé O ataque oxidativo
sobre a membrana gera danos a esta estrutura qtretacna alteragdo da

fluidez da membrana plasmatica, interferindo naidgidle enzimatica, e na
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funcionalidade dos canais idnicos (Aitken et al39)9 reduzindo portanto a
viabilidade espermatica.

A membrana acrossomal também esta susceptivelas dpe ocorrem
durante o armazenamento seminal, sendo que aidadgracrossomal, bem
como a manutencdo de suas enzimas, sao cruciaisjparocorra a fertilizacao.
No presente trabalho essa variavel foi influencsmiaente pela adi¢do de acido
clorogénico ao meio diluidor, o qual melhorou agndade do acrossoma do
sémen suino armazenado. Funahashi & Sano (200&prah melhora na
funcionalidade acrossomal em sémen suino armazend®C suplementados
com glutationa e cisteina, e atribuiram esse fatedacao das ERO por essas
substéncias antioxidantes.

A integridade das estruturas celulares é fundarhgraea manter a
funcionalidade espermatica, é a reducgdo do estoesdativo, através do uso de
antioxidantes, auxilia nesse processo, melhoranggafidade da dose seminal
(Maia et al., 2009; Wittayarat et al.,, 2013). A mtemcdo das funcdes
espermaticas também é dependente do status metatdliespermatozoide, ja
gue a atividade celular ocorre a partir do consutecsubstratos energéticos
obtidos no plasma seminal. A via da fosforilacamlativa € fundamental para a
manutencdo da motilidade e para a capacitacdonedfles na espécie suina
(Albarracin, et al., 2004; Ramio-Lluch et al., 2D1Bessa forma, a atividade
mitocondrial espermatica torna-se um parametrovdéiagdo importante. Com
relacdo aos dados obtidos nesse estudo, ndo fervalde interacdo entre a
cafeina e o acido clorogénico sobre a atividadeawitdrial. A cafeina foi capaz
de aumentar o numero de mitocondrias com atividelema, mesmo nas doses
gue ndo foram suplementadas com &cido clorogéméoevidéncias que a
fosforilagdo de algumas enzimas mitocondriais nuzdia pelo AMPc

desempenha papel regulatério da fosforilacdo ax@lafAcin-Perez et al.,
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2009). Portanto, o aumento intracelular desse skgunensageiro poderia
aumentar a atividade mitocondrial através do etioha fosforilacéo oxidativa.

Ao mesmo tempo em que a energia gerada pelas mioaé &
essencial para a funcionalidade espermatica (Rahaf et al., 2013), essa
organela é a principal fonte de producdo endogesaERO no organismo.
Assim como o uso da cafeina durante o reaquecimaidicao de 4,5 mg/ml de
acido clorogénico ao diluidor seminal também aumenb numero de
mitocdndrias com atividade méxima. Apesar do radoltobtido por essas
substancias ter sido 0 mesmo, 0 mecanismo peloisg@mlocorreu é diferente.
Enquanto a cafeina estimula metabolicamente a datei enzimética
mitocondrial, o acido clorogénico protege essarmgados danos oxidativos,
promovendo boas condi¢cdes para o desempenho ddwgd@es. Pend et al.
(2003) também observaram efeito benéfico da admdoantioxidantes no
potencial de membrana mitocondrial, do sémen sdéscongelado, sendo que
esses autores, juntamente com Cummins et al. (1B@4yam as mitocondrias
como uma das mais sensiveis estruturas da célsldaams oxidativos, sendo
que os antioxidantes exercem um efeito protetsisa estrutura.

De forma geral, os dados indicam que a adicéo Bleng/ml de acido
clorogénico no diluidor seminal e de 8 mM de cafeimm momento da
reativacdo espermatica, influencia positivamentgualidade do sémen suino
armazenado. O acido clorogénico, devido a suadatie antioxidante, protege a
célula espermatica do estresse oxidativo, reduzioglodanos as estruturas
celulares. Consequentemente, devido a maior ink@dgi estrutural espermatica,
0 espermatozoOide desempenha melhor suas func@edtanelo em melhores
parametros seminais. Diferentemente, a cafeinaueinfia a atividade
metabdlica celular, agindo principalmente sobre diilitiade espermatica e a
atividade mitocondrial. A acdo da cafeina ocorrevets da inibicdo da

fosfodiasterase, promovendo um aumento intraceldéaiAMPc, o qual esta
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envolvido em varias vias de fosforilagdo protéiage qegulam a atividade
celular.
CONCLUSAO

A adicao de 4,5 mg/ml de acido clorogénico duranpeocessamento de
doses inseminantes de suinos diluidos em®B@associado ao uso de cafeina a 8
mM durante o reaquecimento seminal, melhora a dadéi seminal do sémen

suino armazenado por até 72 horas a 15°C.
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Tabela 1 — Qualidade de doses inseminantes dessadlicionadas de diferentes
combinacdes de cafeina e &cido clorogénico ap@eaegsamento,
avaliadas em diferentes tempos de incubacédo a.37 °C

Tempo de Acido Cafeina SEM P=
Incubacdo clorogénico sem Com CF AC CFxAC

- Motilidade espermatica (%) -
<0,0

10 minutos sem 81,0~ 82,5~ 1,03 0,23 1 0,24
com 82,0 % 84,5 *
2 horas sem 725 A 710 A
com 79,0B 81,0B
- Viabilidade espermatica (%) -
10 minutos sem 92,8 92,7 0,74 0,14 0,22 0,28
com 93,6 94,3
2 horas sem 93,2 91,4
com 93,3 92,3
- Integridade de acrossoma (%) -
10 minutos ~ sem 971a 960Ab 0,32 o,79<(i’0 <0,01
com 97,8 * 98,3 B
2 horas sem 96,3 95,4 A
com 96,8 b 98,0 Ba
- Mitocondrias em atividade maxima (%) -
10 minutos sem 38,6 Aa* 40,7 b* 0,40 <0,01 <2’0 0,59

com 40,2 B* 41,2

2 horas sem 36,5Aa 38,5Ab
com 38,5Ba 40,8Bb
* Periodo de incubacéo difere pelo teste F (P<0,05)
ab Dentro de cada tempo de incubacéo, médias seguidatferentes letras mailsculas
na coluna e mindsculas na linha diferem pelo tegf®<0,05)
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Tabela 2 — Qualidade de doses inseminantes dessadlicionadas de diferentes
combinacdes de cafeina e &cido clorogénico apdéshdtds de
armazenamento, avaliada em diferentes tempos diedgé@o a 35 °C.

Tempo de Acido Cafeina SEM P=
Incubacdo clorogénico sem com CF AC CFxAC

- Motilidade espermatica (%) -
10 minutos sem 72,5 A* 735A* 1,40 0,37 <0,010,90
com 78,5B* 79,0B*

2 horas sem 61,5A 59,0 A
com 73,5B 710B

- Viabilidade espermatica (%) -
10 minutos sem 89,4 A* 88,6 A* 0,70 0,41 <0,010,01
com 93,1B* 91,2B*

2 horas sem 81,4 Aa 83,7Ab
com 90,0B 89,1B

- Integridade de acrossoma (%) -

10 minutos sem 93,8 95,3 * 0,62 0,07 <0,010,04
com 95,0 * 95,8
2 horas sem 92,7 91,0A
com 92,5a 94,3 Bb

- Mitocdndrias em atividade maxima (%) -
10 minutos sem 38,4 Aa 40,9 Ab*0,49 <0,01 <0,01 0,88
com 41,2 Ba* 43,2 Bb*

2 horas sem 376 A 38,7A
com 39,6 B 41,0 B
* Periodo de incubacéo difere pelo teste F (P<0,05)
4P Dentro de cada tempo de incubacéo, médias seguidatiferentes letras maidsculas
na coluna e mindsculas na linha diferem pelo tegf®<0,05)
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Tabela 3 — Qualidade de doses inseminantes dessadlicionadas de diferentes
combinacdes de cafeina e &cido clorogénico apéshofds de
armazenamento, avaliada em diferentes tempos diedgé&o a 35 °C.

Tempo de Acido Cafeina SEM P=
Incubacdo clorogénico sem com CF AC CFxAC

- Motilidade espermatica (%)
10 minutos sem 57,5 Aa*61,5 Ab* 1,00 0,34 <0,01 <0,01
com 70,5 Ba* 67,0 Bb*

2 horas sem 475 A 46,5 A
com 64,0 B 615B
- Viabilidade espermatica (%) -
10 minutos sem 81,6 a* 76,7 Ab* 0,81 <0,01 <0,01 <0,01
com 83,4 83,8 B*
2 horas sem 76,2 Aa 73,7 Ab
com 81,4B 80,9B

- Integridade de acrossoma (%) -
10 minutos sem 89,8 A* 90,4 A* 041 0,15 <0,010,18
com 92,3B* 91,8B*

2 horas sem 88,5Aa 85,8 Ab
com 90,2B 90,6 B

- Mitocdndrias em atividade maxima (%) -
10 minutos sem 35,4 Aa*37,4 Ab* 0,47 <0,01 <0,01 0,49
com 37,8B 39,1B

2 horas sem 33,1Aa 355Ab
com 36,6 Ba 38,6 Bb
* Periodo de incubacéo difere pelo teste F (P<0,05)
4P Dentro de cada tempo de incubacdo, médias seguidatiferentes letras maidsculas
na coluna e mindsculas na linha diferem pelo tegf®<0,05)
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Tabela 4 — Vigor espermético de doses inseminatgesuinos adicionadas de
diferentes combinac¢@es de cafeina e 4cido clorogéavaliado apos
diferentes tempos de armazenamento e em diferéategos de
incubacéo a 35 °C.

Tempo de

armazenamento _Tempo Eie Controle Cafeina AC'dP . C+A P=
2 15 °C incubagéao Clorogénico
Antes 10 minutos 4,00 4,70 a 3,90 4,60 a <0,01
2 horas 3,00 2,80b 3,00 2,80b
24 horas 10 minutos 3,00 4,20 a 3,00 410 a <0,01
2 horas 2,60 2,00b 2,80 2,30b
72 horas 10 minutos 2,60 3,60 a 2,80 3,50 a <0,01
2 horas 2,00 1,90b 2,10 1,90b

2P Dentro de cada tempo de armazenamento, médiaglasquor diferentes letras na
coluna diferem pelo teste de Friedman (P<0,01).

H Controle

Cafeina
® Acido clorogénico
BC+AC

Taxa de degradacio de
motilidade

Nhaoras 24 horas T2 horas

Figura 1 — Taxa de degradacdo da motilidade dcesésnino adicionado de
cafeina (C) ou &cido clorogénico (AC) apés difezentempos de
armazenamento. Colunas seguidas de letras diferetgntro do
tempo diferem pelo teste de Friedman (P<0,05)
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Tabela 5 — Peroxidacdo lipidica do sémen suinaicadido de diferentes
combinacdes de cafeina e 4cido clorogénico emedifes tempos de

armazenamento.
Acido clorogénico Cafeina SEM P=
sem com CF AC CF x AC
Antes do Armazenamento
sem 2,27 2,05 0,0978 0,68 0,88 0,55
com 2,1 2,15
Depois do Armazenamento
sem 517bA 593aA 0,1494 0,01 <0,01 0,66
com 4,33B 4,88 B
25,0000 -
a
= 20,0000 - q @
El 15.0000 - a a . E Controle
T .
v a Cafeina
£ 10,0000 - . .
k= u Acido ClorogEnico
O 50000 - BC+AC
0,0000

0O horas 72 horas

Figura 2 — Consumo de glicose (mg/dL) antes e idepl@ 72 horas de
armazenamento apds adicdo de cafeina (C) e acidméhico.(AC).
Colunas seguidas de letras iguais dentro do terépadiferem pelo
teste de Friedman (P<0,05)

(VERSAO PRELIMINAR)
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ANEXO A

Tabela 1A Andlise de variancia para motilidadeeas@tica do sémen suino
adicionado de diferentes combinacbes de cafeina cido a
clorogénico apds o processamento, avaliadas emenliés tempos
de incubacéo a 37 °C

Fonte de Variacdo GL SQ QM Fc Valor de P
Bloco 9 4862,8125 540,3125 30,977 82,349
Cafeina 1 25,3125 25,3125 1,451 1,436
Acido Clorogénico 1 475,3125  475,3125 27,251 21,37
Caf*AC 1 25,3125 25,3125 1,451 0,733
Erro 1 27  470,9375 17,4421

Incubacéo 1 877,8125 877,8125 82,349 0,0000
Incub*Caf 1 15,3125 15,3125 1,436 0,2385
Incub*AC 1 227,8125 227,8125 21,371 0,0000
Incub*Caf*AC 1 7,8125 7,8125 0,733 0,3976
Erro 2 36  383,7500 10,6597

CV 1(%)= 5,27
CV 2(%)= 4,12

Tabela 2A Andlise de varidncia para viabilidadpeesatica do sémen suino
adicionado de diferentes combina¢bes de cafeina cido &
clorogénico apés o processamento, avaliadas emewliés tempos
de incubacao a 37 °C

Fonte de Variacdo GL SQ QM Fc Valor de P
Bloco 9 34,5500 3,8388 1,449 0,2173
Cafeina 1 6,0500 6,0500 2,283 0,1424
Acido Clorogénico 1 4,4500 4,4500 1,453  0,2221
Caf*AC 1 3,2000 3,2000 1,208 0,2815
Erro 1 27 71,5500 2,6500

Incubacgéo 1 12,8000 14,4500 2,278 0,1400
Incub*Caf 1 14,4500 12,8000 2,571 0,1175
Incub*AC 1 2,4500 2,4500 0,436 0,5133
Incub*Caf*AC 1 5,6843 5,6843 2,134 0,1678
Erro 2 36 202,3000 5,6194

CV1(%)=1,72
CV 2(%) = 2,25
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Tabela 3A Analise de varidncia para integridaded®ssoma do sémen suino
adicionado de diferentes combina¢bes de cafeina cido &
clorogénico apés o processamento, avaliadas emewliés tempos
de incubacéo a 37 °C

Fonte de Variacdo GL SQ QM Fc Valor de P
Bloco 9 38,0125 4,2236 2,613 0,0258
Cafeina 1 0,1125 0,1125 0,070 0,7939
Acido Clorogénico 1 46,5125 46,5125 28,779 0,0000
Caf*AC 1 17,1125 17,1125 10,588 0,0031
Erro 1 27 43,6375 1,6162

Incubacgéo 1 91125 9,1125 8,854 0,0052
Incub*Caf 1 11,0125 1,0125 0,984 0,3279
Incub*AC 1 0,0125 0,0125 0,012 0,9129
Incub*Caf*AC 1 0,3125 0,3125 0,304 0,5850
Erro 2 36 37,0500 1,0291

CV 1(%)= 1,31
CV 2(%)= 1,05

Tabela 4A Anadlise de variancia para mitocéndrias aividade maxima do
sémen suino adicionado de diferentes combina¢cGesafdéna e
acido clorogénico apds o processamento, avaliacasiferentes
tempos de incubacédo a 37 °C

Fonte de Variacdo GL SQ QM Fc Valor de P
Bloco 9 14,0000 1,5555 0,597 0,7877
Cafeina 1 68,4500 68,4500 26,289 0,0000
Acido Clorogénico 1 51,2000 51,2000 19,664 0,0001
Caf*AC 1 0,8000 0,8000 0,307 0,5839
Erro 1 27 70,3000 2,6037

Incubacgéo 1 51,2000 51,2000 31,508 0,0000
Incub*Caf 1 11,8000 1,8000 1,108 0,2996
Incub*AC 1 6,0500 6,0500 3,723 0,0616
Incub*Caf*AC 12,4500 2,4500 1,508 0,2275
Erro 2 36 58,5000 1,6250

CV 1(%)= 4,10
CV 2(%)= 3,24
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Tabela 5A  Andlise de variancia para concentrattiMDA no sémen suino
adicionado de diferentes combina¢bes de cafeinacido a
clorogénico ap6s o processamento, avaliadas enrenliés
tempos de incubacdo a 37 °C

Fonte de Variacdo GL SQ QM Fc Valor de P
Bloco 11 1.8183 0.1653 0.287 0.9841
Cafeina 1 0.0940 0.0940 0.163 0.6886
Acido Clorogénico 1 0.0117 0.0117 0.020 0.8874
Caf*AC 1 0.2034 0.2034 0.353 0.5562
Erro 1 33 18.9934 0.5755

CV 1(%) = 35,44

Tabela 6A Andlise de variancia para motilidadeeas@tica do sémen suino
adicionado de diferentes combina¢bes de cafeina cido &
clorogénico apés 24 horas de armazenamento, axaled
diferentes tempos de incubagéo a 37 °C

Fonte de Variacdo GL SQ QM Fc Valor de P
Bloco 9 5631,5625 625,7291 33,811 0,0000
Cafeina 1 15,3125 15,3125 0,827 0,3711
Acido Clorogénico 1 1575,3125 1575,3125 85,120 0@Q0
Caf*AC 1 0,3125 0,3125 0,017 0,8976
Erro 1 27  499,6875 18,5069

Incubacgéo 1 1852,8125 1852,8125 93,780 0,0000
Incub*Caf 1 52,8125 52,8125 2,673 0,1108
Incub*AC 1 195,3125  195,3125 9,886 0,0033
Incub*Caf*AC 1 0,3125 0,3125 0,016 0,9006
Erro 2 36 711,2500 19,7569

CV 1(%)= 6,05
CV 2(%)= 6,25
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Tabela 7A Analise de variancia para viabilidadpeesatica do sémen suino
adicionado de diferentes combina¢bes de cafeina cido &
clorogénico apés 24 horas de armazenamento, axaled
diferentes tempos de incubacédo a 37 °C

Fonte de Variacdo GL SQ QM Fc Valor de P
Bloco 9 22.8125 2.5347 0.829 0.5956
Cafeina 1 2.1125 2.1125 0.691 0.4131
Acido Clorogénico 1 515.1125 515.1125 168.506 @000
Caf*AC 1 23.1125 23.1125 7.561 0.0105
Erro 1 27 82.5375 3.0569

Incubacgéo 1 409.5125 409.5125 84.074 0.0000
Incub*Caf 1 21.0125 21.0125 4.314 0.0450
Incub*AC 1 74.1125 74.1125 15.216 0.0004
Incub*Caf*AC 1 5.5125 5.5125 1.132 0.2945
Erro 2 36 175.3500 4,87083

CV 1(%) = 1,98
CV 2(%) = 2,50

Tabela 8A Andlise de variancia para integridaded®ssoma do sémen suino
adicionado de diferentes combinacbes de cafeina cido a
clorogénico ap6s 24 horas de armazenamento, aaalad
diferentes tempos de incubacao a 37°C

Fonte de Variacdo GL SQ QM Fc Valor de P
Bloco 9 25.5500 2.8388 1.382 0.2444
Cafeina 1 7.2000 7.2000 3.506 0.0720
Acido Clorogénico 1 28.8000 28.8000 14.023 0.0009
Caf*AC 1 9.8000 9.8000 4772 0.0378
Erro 1 27 55.4500 2.0537

Incubacgéo 1 110.4500 110.4500 28.606 0.0000
Incub*Caf 1 6.0500 6.0500 1.567 0.2187
Incub*AC 1 2.4500 2.4500 0.635 0.4309
Incub*Caf*AC 1 22.0500 22.0500 5.711 0.0222
Erro 2 36 139.0000 3,3611

CV 1(%)= 1,53
CV 2(%)= 2,09
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Tabela 9A Analise de variancia para mitocondriams atividade maxima do
sémen suino adicionado de diferentes combina¢cGesafdéna e
acido clorogénico apos 24 horas de armazenamevibada em
diferentes tempos de incubacédo a 37 °C

Fonte de Variacdo GL SQ QM Fc Valor de P
Bloco 9 4,8000 0,5333 0,229 0,9873
Cafeina 1 61,2500 61,2500 26,250 0,0000
Acido Clorogénico 1 110,4500 110,4500 47,336 00000
Caf*AC 1 0,0500 0,0500 0,021 0,8847
Erro 1 27 63,0000 2,3333

Incubacgéo 1 57,8000 57,8000 23,753 0,0000
Incub*Caf 1 5,0000 5,0000 2,055 0,1604
Incub*AC 1 0,8000 0,8000 0,329 0,5700
Incub*Caf*AC 1 0,8000 0,8000 0,329 0,5700
Erro 2 36 87,6000 2,4333

CV 1(%)= 3,81
CV 2(%)= 3,89

Tabela 10A Analise de variancia para motilidadeeasatica do sémen suino
adicionado de diferentes combina¢bes de cafeina cido &
clorogénico ap6s 72 horas de armazenamento, aaalad
diferentes tempos de incubacédo a 37 °C

Fonte de Variacdo GL SQ QM Fc Valor de P
Bloco 9 2561,2500 284,5833 23,196 0,0000
Cafeina 1 11,2500 11,2500 0,917 0,3468
Acido Clorogénico 1  3125,0000 3125,0000 254,717 000Q
Caf*AC 1 101,2500  101,2500 8,253 0,0078
Erro 1 27  331,2500 12,2685

Incubacéo 1 1711,2500 1711,2500 169,945 0,0000
Incub*Caf 1 20,0000 20,0000 1,986 0,1673
Incub*AC 1 211,2500 211,2500 20,979 0,0001
Incub*Caf*AC 1 45,0000 45,0000 4,469 0,0415
Erro 2 36 362,5000 10,0694

CV 1(%)= 5,89
CV 2(%)= 5,33
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Tabela 11A Analise de variancia para viabilidadpeemaética do sémen suino
adicionado de diferentes combina¢bes de cafeina cido &
clorogénico ap6s 72 horas de armazenamento, aaalad
diferentes tempos de incubacédo a 37 °C

Fonte de Variacdo GL SQ QM Fc Valor de P
Bloco 9 45,0125 5,0013 2,220 0,0529
Cafeina 1 70,3125 70,3125 31,205 0,0000
Acido Clorogénico 1 567,1125 567,1125 251,687 @000
Caf*AC 1 66,6125 66,6125 29,563 0,0000
Erro 1 27 60,8375 2,2532

Incubacgéo 1 221,1125 221,1125 33,779 0,0000
Incub*Caf 1 2,8125 2,8125 0,430 0,5163
Incub*AC 1 15,3125 15,3125 2,339 0,1349
Incub*Caf*AC 1 13,6125 13,6125 2,080 0,1579
Erro 2 36 235,6500 6,5458

CV 1(%)=1,88
CV 2(%) = 3,21

Tabela 12A Andlise de variancia para integridadeaessoma do sémen suino
adicionado de diferentes combinacbes de cafeina cido a
clorogénico ap6s 72 horas de armazenamento, aaalad
diferentes tempos de incubacao a 37°C

Fonte de Variacdo GL SQ QM Fc Valor de P
Bloco 9 77,3000 8,5888 3,134 0,0103
Cafeina 1 6,0500 6,0500 2,207 0,1489
Acido Clorogénico 1 135,2000 135,2000 49,330 (0000
Caf*AC 1 5,0000 5,0000 1,824 0,1880
Erro 1 27 74,0000 2,7407

Incubacéo 1 105,8000 105,8000 62,955 0,0000
Incub*Caf 1 7,2000 7,2000 4,284 0,0457
Incub*AC 1 8,4500 8,4500 5,028 0,0312
Incub*Caf*AC 1 22,0500 22,0500 13,121 0,0009
Erro 2 36 60,5000 1,6805

CV 1(%)= 1,84
CV 2(%)= 1,44



106

Tabela 13A Andlise de varidncia para mitocéndeas atividade maxima do
sémen suino adicionado de diferentes combina¢cGesafdéna e
acido clorogénico ap6s 72 horas de armazenamevdbada em
diferentes tempos de incubacédo a 37 °C

Fonte de Variacdo GL SQ QM Fc Valor de P
Bloco 9 50,0625 5,5625 1,749 0,1260
Cafeina 1 74,1125 74,1125 23,298 0,0000
Acido Clorogénico 1 143,1125 143,1125 44,990 00000
Caf*AC 1 1,5125 1,5125 0,475 0,4964
Erro 1 27 85,8875 3,181019

Incubacgéo 1 43,5125 43,5125 19,691 0,0001
Incub*Caf 1 1,5125 1,5125 0,684 0,4135
Incub*AC 1 7,8125 7,8125 3,536 0,0682
Incub*Caf*AC 1 0,1125 0,1125 0,051 0,8228
Erro 2 36 79,5500 2,2097

CV 1(%)= 4,86
CV 2(%)= 4,05

Tabela 14A Andlise de variancia para concentragddlBA no sémen suino
adicionado de diferentes combinac¢des de cafeinacido a
clorogénico apos apds 72 horas de armazenameii@das/em
diferentes tempos de incubacao a 37 °C

Fonte de GL SQ QM Fc Valor de
Variacao P

Bloco 11 9,11132 0,8283 1,082 0,4042
Cafeina 1 5,16796 5,1679 6,753 0,0139
Acido Clorogénico 1  10,66438 10,6643 13,936 0,0007
Caf*AC 1 0,14355 0,1435 0,188 0,6677
Erro 1 33 25,25260 0,7652

CV 1(%) = 17,23



