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EFECTOS DE LA PENTOXIFILINA Y LA CAFEINA SOBRE LA MOTILIDAD DE
ESPERMATOZOIDES BOVINOS CRIOPRESERVADOS

Adolfo de la Vega C., Osvaldo Wilde R. y M. Cruz L.*

EFECT OF PENTOXIFYLLINE AND CAFFEINE ON
MOTILITY OF FROZEN BOVINE SPERMATOZOA

Stimulating effects of caffeine(CsHoN4O2) and pentoxifylline (Ci13H1sN4O3) on the recently
eyaculated spermatozoos motility are known. However, previous studies showed that 6 mM of
caffeine were not efficient when utilized on frozen bovine semen.

In this research, 10 mM and 6 mM pentoxifylline concentrations, and the same of caffeine,
were proved, by addition in a widely used “in vitro” fertilization (IVF) culture medium, TCM
199.

A “pool” of six bulls semen pills were defrosted, two pills for time, in five repetitions.
Reconstituted semen was placed in water bath at 37°C, and was observed in differents
post-defrosted times (0°, 15°, 30°, 60°, 120°, 180°). The motility and vigor cells percentages
were determined, with a scale of 5 points.

Statistical analysis was carried out by means of an ANOVA for a completely randomized
design and then subsequently a Duncan’s test was done.

The results suggest that starting from 30, significant differences in motility would exist
among treatments with pentoxifylline and with 10 mM of caffeine respect to witness and to 6
mM of caffeine, and that starting from the 120°, similar answer is observed about vigor.
Significant differences were observed between the different caffeine concentration treatments,
but they were not found for pentoxifylline.

The conclusion is that the addition of 6 mM of pentoxifylline or 10 mM of caffeine would
allow to prolong the viability of frozen semen subsequently to its reconstitution. These results

are interesting for its usage in IVF.
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INTRODUCCION

Es ampliamente conocido el efecto estimulatorio de
las metylxantinas sobre la motilidad y el vigor de
los espermatozoides frescos (Garbers y col.,
1971a), aunque 6 mM de cafeina producen efectos
positivos sobre el incremento de la motilidad del
semen bovino fresco (datos no publicados), esta
concentraciéon no resulté efectiva para el semen
congelado de la misma especie (Wilde y col.,
1989/90) (Wilde y col., 1996).

El uso de semen congelado en fertilizacién in
vitro (FIV) es una prictica muy difundida en pro-
duccién animal, el mismo se maneja habitualmente
en medios de cultivo enriquecidos que permiten
mantener su viabilidad por tiempos relativamente
prolongados.
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Resultaria de importancia para trabajos de FIV
contar con sustancias que produzcan un real efecto
estimulatorio sobre espermatozoides criopreserva-
dos, dado que una buena y prolongada motilidad
permitiria realizar con mayores probabilidades de
éxito los trabajos previos de acondicionamiento del
semen para la fertilizacién.

A fin de determinar si es posible obtener un com-
portamiento similar al observado en semen fresco,
alcanzando niveles significativos de hipercinesis, se
utilizaron concentraciones mayores de cafeina y se
probd un nuevo agente perteneciente a las metylxan-
tinas, la pentoxifilina.

MATERIALES Y METODOS

Se empleé semen congelado en pellets, proveniente
de seis toros de laraza Criolla Argentina, constituyén-
dose un “pool” de pastillas. De éste se extrajeron dos
para cada repeticién diluyéndose en 2 ml del medio, a



fin de minimizar los efectos derivados de toros y
pastillas. De este preparado se tomd una alicuota de 1
ml y se rediluy6 en 3 ml del mismo medio para lograr
una dilucién tal que permita una 6ptima visualizacién
al microscopio 6ptico.

Se llevaron a cabo cinco tratamientos, utilizando
un medio de cultivo definido (TCM 199) (Tissue
Culture Medium, Sigma) con diferentes aditivos. El
detalle de los tratamientos es el siguiente:

Tratamiento N° 1: Testigo, sin aditivos.
Tratamiento N° 2: 10 mM de Pentoxifilina (Tren-
tal, ICN Biomédicals) C13H1sN4O3).
Tratamiento N° 3: 6 mM de Pentoxifilina.
Tratamiento N° 4: 10 mM de Cafeina (1,3,7-tri-
methylxanthina, Sigma) (CsHioN4Oz2).

e Tratamiento N° 5: 6 mM de Cafeina.

Inmediatamente de disueltas las pastillas se colocaron
en bafio termorregulado a 37°C en atmdésfera de aire,
realizdndose observaciones a los siguientes tiempos
de cultivo postdescongelamiento: 0, 15, 30, 60, 120y
180 minutos. Se realizaron cinco repeticiones por
tiempo dentro de cada tratamiento, totalizando 150
observaciones.

Las mismas fueron realizadas simultdneamente
por tres técnicos experimentados, en pantalla de
video, grabandose y almacendndose cada repeti-
ci6n debidamente identificada con una clave alfa-
numérica.

Se midié la motilidad progresiva de los esperma-
tozoides, expresada en porcentaje de células métiles,
y el vigor, relacionado con el tipo de movimiento y
expresado en una escala de 5 puntos, detallada en el
cuadro N° 1.

El andlisis estadistico se realiz6 con un ANDEVA
para un disefio completamente aleatorizado para cada
tiempo en estudio, efectudndose posteriormente un
test de Duncan para determinar entre cudles trata-
mientos se encuentra la diferencia marcada. (se traba-
j6 con el programa SAS).

Los gréficos se confeccionaron con los promedios
obtenidos de las cinco repeticiones correspondientes
a cada tiempo de observacion.

RESULTADOS

El anilisis de la varianza para motilidad y vigor se
detallan en los cuadros N° 2 y 3 respectivamente. En
los mismos se aprecia que las diferencias comienzan
a hacerse significativas a partir de los 30’ en el caso
de la motilidad y a partir de los 120’ en el caso del
vigor.

En los cuadros 4 y 5 se resumen los valores prome-
dio de motilidad y vigor determinados; con los mis-
mos se confeccionaron los graficos N° 1y 2 respecti-
vamente.

En virtud a los resultados obtenidos con el test de
Duncan, se definieron dos grupos de tratamientos:
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. CUADRO N° 1:
EVALUACION DE SEMEN CONGELADO: VIGOR
(BARTH A.D. 1990)

Puntaje Tipo de Movimiento
0 Sin movimiento
1 Ligera ondulacién de la cola, sin progresion.
2 Progresién lenta, incluyendo detencidén
momenténea.
3 Movimiento progresivo continuo y moderada
velocidad.
4 Movimiento progresivo rapido.
5 Movimiento progresivo muy rapido, células
dificiles de visualizar.
CUADRO N° 2:
ANALISIS DE LA VARIANZA DE LA MOTILIDAD
ESPERMATICA
Variable dependiente: MOTILIDAD.
Fuente de variacién: TRATAMIENTOS.
Tiempo Valor “F” Pr>F Significacién
minutos est.
0 0,48 0,7884 n.s.
15 0,00 99,9999 1.S.
30 3,60 0,0228 *
60 5,80 0,0029 **
120 4,47 0,0096 ok
180 4,00 0,0156 *
CUADRO N° 3:
ANALISIS DE LA VARIANZA DEL VIGOR
ESPERMATICO
Variable dependiente: VIGOR.
Fuente de variacion: TRATAMIENTOS
Tiempo Valor “F” Pr>F Significacién
minutos est.
0 1,00 0,4307 n.s.
15 0,00 99,9999 ns.
30 0,00 0,0623 n.s.
60 1,60 0,2132 n.s.
120 4,38 0,0106 *
180 4,05 0,0145 *

Nota: n.s. (no significado) - * (significativo, al 53%) - ** (altamente signifi-
cativo, al 1%).

Grdfico N° 1: Valores promedio de Motilidad espermética
en funcién al tiempo de cultivo.
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CUADRO N° 4: )
VALORES PROMEDIO DE MOTILIDAD ESPERMATICA

Tratamiento Min.0 Min. 15 Min. 30 Min. 60 Min. 120 Min. 180
1 47 48 46 44 27 14
2 48 51 52 52 44 31
3 47 54 53 57 44 32
4 52 59 57 52 45 35
5 51 51 46 40 26 19
CUADRO N° 5:

VALORES PROMEDIO DE VIGOR ESPERMATICO

Tratamiento Min. 0 Min. 15 Min. 30 Min. 60 Min. 120 Min. 180
1 3,8 4 3,6 3,6 2.4 1
2 4 4 4 4 3,8 3
3 4 4 4 4 3,6 34
4 4 4 4 4 3,6 32
5 4 4 4 3,8 2,6 2.4

Grdfico N° 2: Valores promedio de Vigor espermatico
en funcién al tiempo de cultivo.

Vigor
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a) Grupo 1, que agrupa a los de mejor comportamien-
to, constituido por la pentoxifilina y los 10 mM de
cafefna (Tr. 2,3 y 4).

b) grupo 2, en el que se encuentra el testigo (Tr. 1) y
aquel tratamiento que no present6 diferencia con el
mismo, 6 mM de cafeina (Tr. 5).

En el Cuadro N° 6 se promediaron los valores de los

tratamientos intervinientes en cada grupo de los men-
cionados, detalldndose la variacién y la disminucién
de cada uno de ellos a lo largo del tiempo y la diferen-
cia entre ambos grupos.

DISCUSION

Las metylxantinas y sus derivados, como la cafeina y
la pentoxifilina, producen incremento de la motilidad
y el vigor de espermatozoides frescos, razén por la
cual son utilizados para el tratamiento de casos de
oligozoospermia y astenozoospermia en humanos
(Aparicio y col., 1979) (Schill, 1982) (Schoenfeld C.
y col., 1975) (Shen y col., 1991).

Esta mayor actividad espermatica podria ser cau-
sada por el aumento del contenido de AMP ciclico,
como consecuencia de la inhibicién provocada por las
metylxantinas sobre la fosfodiesterasa (Garbers y
col., 1971b) (Stefanovich, 1973).

Este efecto estimulante y el mantenimiento del
mismo resultan de interés para trabajos de FIV en que
se utiliza semen congelado. No obstante, poca o nula
estimulacién se reporté con bajas concentraciones de

CUADRO N° 6:
PROMEDIOS DE GRUPOS DE TRATAMIENTOS, VARIACIONES,
DISMINUCIONES Y DIFERENCIAS

Min. 0  Min. 15
Grupo 1 49 54,5
Variacién* 0 +11,2%
Disminuc.** - 0
Grupo 2 49 49,5
Variacién 0 +1%
Disminucién — 0
Diferenc. 1-2 0 5

Grupo 1: Tratamientos 2, 3 y 4.
Grupo 2: Tratamientos 1 y 5.

Min. 30 Min. 60 Min. 120 Min. 180
54 535 443 325
+10,2% +9,2% -9.6%  -33,7%

0,9% 1,5% 18,7% 40,3%

46 42 26,5 16,5
-6,1% -143%  -459%  -66,7%
7,1% 15,1% 53,5% 66,7%
8 11,5 17,8 16
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* Variacién en funcidn al valor obtenido en el minuto 0.
#**Disminucién en funcién al maximo valor obtenido.




cafefna (6 mM) usando semen bovino congelado
(Wilde y col., 1989/90 y 1996).

Dosis bajas (6 6 7 mM) de cafeina son efectivas
para semen fresco (Singh y col., 1986) pero demos-
traron ser ineficientes para semen congelado, ya adi-
cionada previo al congelamiento (Wilde y col., 1996)
como al descongelamiento (Wilde y col., 1989/90).
Sin embargo, segin los presentes resultados, concen-
traciones mayores (10 mM) permitirian el manteni-
miento de altos valores de motilidad y vigor por
periodos mas prolongados.

Las muestras adicionadas con pentoxifilina se
comportaron de manera similar produciendo incre-
mento de la actividad del semen criopreservado, no
encontrando en este caso diferencias entre las concen-
traciones utilizadas.

Experiencias realizadas con concentraciones altas
de cafeina no arrojaron diferencias significativas en-
tre 10 y 20 mM agregados al semen fresco, pero
determinaron problemas de toxicidad con cantidades
mayores. En efecto, con 40 mM la hiperactividad
lograda es menos manifiesta y con 80 mM se observa
depresién en la motilidad espermatica (El-Gaafary y
col., 1990).

Al haberse realizado el ANDEV A para cada tiem-
po de observacién en forma independiente, se pudo
determinar en qué momento comienza a ser significa-
tiva la accién estimulante de los compuestos utiliza-
dos.

MOTILIDAD. A partir de los 30’ las diferencias
comienzan a ser significativas o altamente significa-
tivas, lo cual es coincidente con trabajos previos que
encontraron diferencias a partir de los 60’ (Fuse y
col., 1993). Los aspectos mds importantes a conside-
rar son los siguientes:

1. El test de Duncan ubica en diferentes grupos a los
tratamientos 4 (10 mM de cafeina) y 5 (6 mM de
cafeina), lo cual indicarfa diferencia significativa
entre las distintas concentraciones de este com-
puesto.

2. En la mayorfa de los casos el tratamiento 1 (testi-
go) también se ubica en grupo diferente a los
tratamientos 2, 3 (pentoxifilina) y 4 (10 mM de
cafeina).

3. Entodos los casos los promedios mas bajos corres-
ponden a los tratamientos 1 (testigo) y 5 (6 mM de
cafeina).

4. Los tratamientos con distintas concentraciones de
pentoxifilina no arrojaron diferencias significati-
vas, por lo que la utilizacién de 6 mM seria sufi-
ciente para provocar efectos estimulantes.

El agrupamiento determinado por el test de Duncan se
observa facilmente en los grificos, donde se torna
manifiesta la constitucién de dos grupos definidos;
por un lado los tratamientos con pentoxifilina y 10
mM de cafefna, con valores mds altos, y por otro el
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testigo y el de 6 mM de cafefna, con valores mas
bajos.

Del Cuadro N° 6 se desprende que la pentoxifilina
y los 10 mM de cafefna permitirian mantener la mo-
tilidad de los espermatozoides en rangos confiables,
pera semen congelado utilizado in vitro, hasta 60’
mds que sin aditivos o con el agregado de 6 mM de
cafeina. Resultaria de interés corroborar estos datos in
vivo.

VIGOR. Las diferencias significativas en este caso se
observan a los 120" y 180°, ubicdndose los tratamien-
tos 1 (testigo) y 5 (6 mM de cafeina) en grupo distinto
que los restantes, segiin el test de Duncan. Se confir-
marfa de esta manera la superioridad de los tratamien-
tos 2 (10 mM de pentoxifilina), 3 (6 mM de pentoxi-
filina) y 4 (10 mM de pentoxifilina) sobre los
mencionados en primer término.

Los resultados obtenidos permiten concluir que el
agregado de pentoxilina (6 6 10 mM) o de cafeina (10
mM) a medios de cultivo como el TCM 199, prolon-
garian la viabilidad de los espermatozoides manifes-
tindose una marcada hipercinesis, traducida en au-
mento de la motilidad y el vigor. Esto permitiria
utilizar dichos compuestos en trabajos relacionados
con la FIV. Asi mismo, la adicién de las mencionadas
metylxantinas, en las concentraciones estudiadas, a
medios de uso habitual en inseminacion artificial,
prolongaria en el tiempo la viabilidad de los esperma-
tozoides, manteniendo Ja calidad del semen por perio-
dos mas largos y mejorando las perspectivas de éxito
de la inseminacidn.

RESUMEN

En el presente trabajo se probaron dos concentracio-
nes de pentoxifilina (10 mM y 6 mM) y dos de cafeina
(10 mM y 6 mM), adicionadas a un medio de cultivo
definido de amplio uso en fertilizacién in vitro (FIV),
TCM 199.

Se trabajé con un “pool” de pastillas de semen
pertenecientes a 6 toros diferentes, descongeldndose
dos pastillas por repeticidn, realizandose 5 repeticio-
nes. El semen reconstituido se colocé en bario a 37°C,
observiandose a distintos tiempos postdescongela-
miento (07, 157, 307, 60°, 120’ y 180°). Se determiné
el porcentaje de células métiles y el vigor de las
mismas, en una escala de 5 puntos.

El andlisis estadistico se realiz6 mediante una AN-
DEVA para un disefio completamente al azar y pos-
teriormente se efectué un test de Duncan.

Los resultados obtenidos indican que a partir de
los 30’ existirfan diferencias significativas para moti-
lidad entre los tratamientos con pentoxifilina y con 10
mM de cafeina respecto al testigo y al de 6 mM de
cafefna. Similar respuesta se observa en el caso del
vigor a partir de los 120’. Los tratamientos con dife-
rentes concentraciones de cafefna arrojaron diferen-



cias significativas entre ellos, no asf las distintas con-
centraciones de pentoxifilina.

Puede concluirse que el agregado de 6 mM de
pentoxifilina o 10 mM de cafeina permitirian prolon-
gar en el tiempo la viabilidad del semen congelado
posteriormente a su reconstitucion, resultando esto de
interés para su utilizacién en FIV.
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