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EXTRATO

COELHO, Allan Andrade, M.S., Universidade Federal de Vigosa, julho de 1995,
Efeito da Adicdo de Cafeina Sobre a Motilidade e Fertilidade de Sémen
de Galo Legorne. Professor Orientador: Ciro Alexandre Alves Torres.

Conselheiros: Professores Paulo Rubens Soares e Luiz Fernando Teixeira
Albino.

No presente experimento objetivou-se estudar o efeito da adicdo de cafeina
no sémen de galos utilizados para a inseminagdo artificial de poedeiras leves da
raga Legorne branca, do plantel da Universidade Federal de Vicosa (UFV). Fez-
se um pool com o s€men colhido de 50 galos, e este foi dividido em oito fragdes,
correspondendo aos seguintes tratamentos: 1) s€émen puro; 2) s€émen diluido 1:4
em Beltsville Poultry Semen Extender (BPSE); ¢ 3) sémen diluido em BPSE
adicionado de 2mM de cafeina imediatamente apds a colheita. As demais fragdes
foram semelhantes a fracdo 3, sendo a cafeina adicionada 4, 8, 12, 24 e 48 horas

apos a colheita. Analisaram-se microscopicamente todas as amostras, para a

ix




determinagiio da motilidade espermatica das mesmas. Esse procedimento foi feito
imediatamente apos a colheita do sémen e foirepetido a 1, 2, 3,4, 8, 12,24 ¢ 48
horas ap6s a mesma. A fertilidade foi determinada por meio da inseminacdo
arlificial de 264 galinhas, divididas em 3 grupos de oito aves, ¢ verificada pela
fertilidade dos ovos apos incubagio. A diluicdo do sémen em BPSE retardou a
queda da motilidade espermdtica ao longo do periodo de estocagem e aumentou a
fertilidade, quando comparado ao sémen puro. A adi¢do de cafeina estimulou
significativamente a motilidade espermatica apos 24 horas de estocagem a
temperatura de 20 a 22°C, quando comparada ao sémen diluido em BPSE. Esse
estimulo  foi mais evidente quando a motilidade encontrava-se diminuida no
decorrer da estocagem. Apesar das diferengas no estimulo da motilidade, houve
pouca diferenga na fertilidade do sémen sob os diversos tratamentos, € a adigéo
de cafeina logo apds a colheita apresentou os piores resultados. A adigdo de
cafeina ao sémen de galo constitui-se em um recurso que pode ser utilizado para
maximizar a fertilidade de sémen estoc:ado por periodos superiores a 24 horas.

Essa adigiio deverd ser [eita proximo & hora de inseminagéo.




[. INTRODUCAO

A inseminacdo artificial em avicultura (Gallus domesticus), em razao de
suas vantagens técnicas, como alta taxa de fertilidade, maior eficiéncia
reprodutiva, maior poder de selegdo etc., torna-se cada dia mais presente nos
plantéis reprodutores geradores de aves avos.

Entretanto, um dos pontos fundamentais na utilizagdo dessa técnica
consiste no uso de sémen de boa qualidade. O sémen de galo possui uma alta
concentracdo espermatica, o que contribui para um rapido esgotamento dos
nutrientes presentes no plasma seminal, diminuindo a viabilidade do mesmo. Em
virtude desse fato, recomenda-se que a inseminagdo .seja Feita o mais rapidamente
possivel apds a colheita do sémen, visando maximizar a taxa de fertilidade
(RESENDE et alii, 1973; RESENDE, 1977 ¢ RESENDE et alii, 1978). Na
pratica, por motivos diversos, esse intervalo da colheita do sémen a inseminacfo

se prolonga, resultando na queda da taxa de fertilidade (WARREN e GISH, 1943;



se prolonga, resultando na queda da taxa de fertilidade (WARREN e GISI1, 1943;
GARREN e SHAFFNER, 1952; BAJPAI ¢ BROWN, 1964; CLARKE et alii,
1982).

Uma das principais causas da queda na fertilidade de um sémen estocado ¢
a diminuigiia do metabolismo energético dos seus espermatozoides (FORD e
WAITES, 1986). O melabolismo energético dos espermatozoides esla
diretamente relacionado a sua concenlragfo interna de adenosina monofosfalo
ciclica (AMPc) (CIITULAVATNATOL e TREETIPSATIT, 1983; MORISAWA
etalii, 1983; TASII e MEANS, 1983; SIMPSON ¢ WIITE, 1987).

Sabe-se que os nucleotideos ciclicos sfio metabolizados pela enzima
fosfodiesterase  (HARPER et alii, 1982). A adi¢io de inibidores da
fosfodiesterase, como a cafeina (1,3,7, rimelil-2,6, dioxipurina), ao sémen
promove um aumento na concenltagdo de AMDPc espermadtico, elevando o
metabolismo energético dos espermatozoides (GARBERS et alii, 1971h; LEVIN
et alii, 1981). O metabolismo energético dos espermatozoides pode ser avaliado
pela motilidade, taxa de consumo de oxigénio e taxa de glicolise ou [rutdlise
(GARBERS etalii, [971b; MORISAWA et alii, 1983).

No presente experimento objefivou-se verilicar os eleitos da adigiio de
cafeina sobre a motilidade e [ertilidade do sémen de galo, conservado a

temperatura ambiente (20 a22°C), por diversos periodos de tempo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Caracteristicas Fisicas e Morfologicas do Sémen de Galo

O sémen de galo tem, geralmente, um aspecto branco leitoso, podendo vir
a se tornar mais claro apos sucessivas ejaculagoes (RAIMO, 1943), ¢ mantém sua
capacidade fertilizante em pH variando de 6,0 a 8,0 (BOGDONOFF e

SHAFFNER, 1954).

2.1.1. Volume

O volume pode variar grandemente de acordo com o regime alimentar,

idade, raca, método e freqiiéncia de colheita e a produgao de fluido pelas dobras
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linfaticas da cloaca (MARTINS, 1981). Retirando o s€émen da cloaca das galinhas
logo ap6s o cruzamento com galos, PARKER (1945) encontrou um volume
médio de 0,11 ml de sémen por ejaculado. Essa média aumentou para 1,0 ml por
ejaculado quando a colheita passou a ser feita diretamente do galo. Segundo
ALLEN e CHAMPION (1955), ocorrem diferengas entre ragas quanto ao volume

de sémen ejaculado (Quadro 1).

KAMAR (1960) verificou que o volume de s€émen ejaculado varia dentro
de uma mesma raga. Trabalhando com trés grupos, que denominou alta, média e
baixa fertilidade, encontrou os seguintes valores médios: 0,42 ml, 0,33 ml ¢ 0,3 1

ml, respectivamente.

QUADRO 1- Volume de sémen ejaculado e concentragdo espermatica de galos
de quatro racas

Raca Volume Concentragao'
White Wyandotte 0,39+1,78 1,3843,12
White Leghorn 0,42+1,32 1,431£2,76
White Plymouth Rock 0,42+1,30 1,34+2 90
New Hampshire 0,42+1,82 1,36£3,12

* Milhdes de espermatozoides/mm3,
Fonte: ALLEN e CHAMPION, 1955
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O volume médio do ejaculado de galos da raga Legorne branca variou
dentre os trabalhos consultados: de 0,4 a 1,0 ml (PISTENMA et alii, 1971), 0,8

ml (CARVALHO, 1976)e 0,5 ml (SEVINC et alii, 1985).

2.1.2. Concentragiio Espermitica

A concentragdo espermatica, assim como o volume, varia de acordo com 0
regime alimentar, a idade, a raga, a freqiiéncia de colheita e a producao de fluido
transparente pelas dobras linfaticas da cloaca (MARTINS, 1981). Diferencas nas

concentracdes espermaticas, dentre as diversas ragas, sdo mostradas no Quadro 1.

No Quadro 2 siao mostrados diferentes valores de concentracao
espermatica, observados por diversos autores. A variagdo nos valores desse
pardmetro ¢ muito grande. PARKER et alii (1940) observaram, em 192
ejaculados de 14 galos, que a concentracdo espermatica alcangou o valor de até

10milhdes de espermatozoides/mm3.

2.1.3. Percentagem de Espermatozdides Vivos

O percentual de espermatozdides vivos, observado nos diversos trabalhos

consultados, é apresentado no Quadro 3.



QUADR.O2- Valores de concentragdio espermatica no sémen de galo
observado por diversos autores

Concentragiio Espermatica/mm3 Autores

1.064.000 SAMPSON e WARREN (1939)
2.340.000 PARKER el alii (1940)

3.200.000 WIHEELER e ANDREWS (1943)
[.890.000 (Aves maduras - 53 semanas) WILWERTII (1952)

2.100.000 (Aves jovens - 28 semanas) WILWERTII(1952)

2.658.000 CARVALIIO (1976)

QUADRO 3 - Percentual de espermatozoides vivos no sémen de galo
observados por diversos aulores

Espermalozoides Vivos (%) Autores

76,65 KAMAR e BADRELDINI (1959)
79,00 (Alta fertilidade) KAMAR (1960)

74,00 (Média fertilidade) KAMAR (1960)

73,00 (Baixa fertilidade) KAMAR (1960)

87,98 (Avesjovens) MARINI e GOODMAN (1969)
83,52 (Aves adultas) MARINI 8B GOODMAN (1969)
89,00 WILSON elalii (1969)

88,70 (Primavera) SAEID e AL-SOUDI (1975)
91,80 (Verdo) SAEID e AL-SOU111(1975)

96,00 CARVALLIO (1976)
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BILGILI et alii (1987) observaram que a percentagem de espermatozoides
vivos, no sémen mantido a 22°C, manteve-se constante nas quatro primeiras

horas, mas reduziu significantemente apos 24 horas de estocagem.

2.1.4. Morfologia Espermatica

As percentagens de espermatozodides anormais, nos varios trabalhos

consultados, encontram-se no Quadro 4. As variagdes podem estar associadas

aos animais, atécnica de identificacdo e aestagdo do ano, como foi observado

QUADRO 4 - Percentual de espermatozoides anormais no sémen de galo
observados por diversos autores

Espermatozoides Anormais (“f1) Autores

05.00 SAMPSON ¢ WARREN (1939)

03.80 MUKHERJEE e BHATTACHARYA (1949)
07,75 ALLEN e CHAMPION (1955)

21.44 KAMAR e BADRELDINI (1959)

1820 SAEKI (1960)

20.00-22,00 KAMAR (1960)

10,00-14,00 SAEID e AL-SOUDI (1975)

06,34 CARVALHO (1976)

05,44 SEVINC et alii (1985)
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por KAMAR e BADRELDINI (1959), que enconlraram uma variagiio anual,

signilicativa, no percentual de espermatozdides anormais.

2.1.5. Fertilidade

WISHART e PALMER (1986) verificaram uma relagiio direla entre a
fertilidade e a motilidade, o conletdo de ATP e a integridade morfologica dos

espermatozoides.

2.2. Conservagiio do Sémen de Galo

O estudo da conservagiio do sémen de galo intensilicou-se com o advento
da inseminagiio artificial em galinhas, isto €, na década de 30 (ISIHKAWA,
1930; BURROWS e QUINN, 1935, 1937 ¢ 1938; MUNRO, 1938; BONNIER ¢
TRULSSON, 1939; BONADONNA, 1939). A manutengiio da viabilidade do
sémen de galo é de extrema importincia para a inseminagiio artilicial, pois os
espermatozdides ejaculados em um s6 acasalamento niio viio fecundar apenas um
ovocilo, como na vaca, ou lecundar varios ovocitos em um breve periodo de

lempo, como na porea, mas necessitam manter seu poder fertilizante por virios
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dias para poder [ecundar, ao longo dos dias subseqiientes, 0s ovacitos produzidos

pela galinha, que produz, em média, um ovécito ao dia.

2.2.1. Dilui¢iio do S€men

O sémen de galo apresenta uma das concenlragdes espermaticas mais altas
dentre os animais domésticos. Essa alta concentragfio implica uma menor
disponibilidade de plasma seminal por espermatozdide. Como conseqiiéncia, ha
uma menor reserva de nutrientes e um répido actmulo dos metabdlitos
excretados pelos espermatozoides, que sfo toxicos para os mesmos (CLARKE et
alii, 1982). Com o objetivo de contornar esse problema, vérios diluentes ja foram
testados. O eleito da dilui¢iio do sémen sobre a sua fertilidade varia grandemente,
dependendo dos componentes da solugiio diluidora e do grau de diluigiio (LAKIE,

1957).

YAMANE et alii (1962) observaram que o meio diluente, para o sémen de
galo, necessita ser hiperldnico, pois a hipotonicidade causaria o “dobramento” da
peca intermedidria do espermatozdide. J& MALEDA e TERADA (1983)
verificaram que esse “dobramento” ocorre em razfio de uma alta concentragiia de

1ons cloreto no diluente.
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BONNIER e TRULSSON (1939) observaram uma maior fertilidade do
sémen diluido em solugdo de Ringer quando comparado ao s€émen puro, o que foi
também observado por WEAKLEY e SIHHAFFNER (1952) quando diluiram o
sémen de galo com plasma seminal homologo obtido por centrifuga¢fo. Ja
SCHINDLER et alii (1955) ndo verificaram diferenca na fertilidade do sémen
puro guando comparado ao diluido com as solugdes de Ringer, Locke e leite

integral, quando conservadas por um periodo de até quatro horas.

VANTIENHOVEN (1960) observou que a dilui¢do do sémen de galo com
solugdio salina fisiologica ou solugdo fosfatada tamponada deprimiu a taxa
respiratoria dos espermatozoéides. CLARKE et alii (1982), comparando sémen
puro ¢ diluido em Beltsville Poultry Semen Extender (BPSE), verificaram que a
laxa respiratoria dos espermatozoides foi maior quando o sémen de galo foi

diluids.

VANWAMBEKE (1967) demonstrou que o sémen de galo poderia ser
mantido “in vitro” por até 24 horas, sem uma perda substancial de sua fertilidade,
desde que associado a baixas temperaturas. Entretanto, MARTINS (1981) e
RESENDE et alii (1983) ndo recomendam a diluicdo do sémen de galo na rotina
de insemina¢do artificial, observando melhores resultados para o emprego do
sémen puro. No entanto, BILGILI et alii (1987) verificaram que o sémen puro
tem sua fertilidade sensivelmente reduzida nas quatro primeiras horas de

estocagem a 22°C, quando comparado ao sémen diluido em BPSE, que tem
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também uma maior viabilidade, quando armazenado a 22°C por 48 horas. Estes
autores verificaram ainda que, quanto maior o numero de espermatozéides
viaveis depositados no oviduto da galinha, até um maximo de 100 milhdes, maior

sera a taxa de fertilidade. A partir desse valor, a taxa permanece constante.

2.2.2. Temperatura de Conserva¢io

ISHIKAWA (1930) verificou que a armazenagem do sémen de galo deve
ser feita abaixo da temperatura fisiologica da galinha (40°C) e ASHIZAWA e
NISHIYAMA (1978) demonstraram que a taxa de consumo de oxigénio do
s€men, mantido a 41°C, foi cinco vezes superior aquela do sémen conservado a
5°C.

A conservagdo do sémen de galo a 0°C foi demonstrada como inviavel por

GARREN e SHAFFNER (1952), pois a viabilidade do sémen a essa temperatura

nao foi além de 10 minutos.

Em contrapartida, quando mantido a uma temperatura de 2 a 5°C, o sémen
de galo manteve-se viavel por um periodo de até 24 horas (POLGE, 1951;
SCHINDLER et alii, 1955; LAKE, 1967; VANWAMBEKE, 1968 ¢ 1970;
PISTENMA et alii, 1971; VANWAMBEKE, 1972; SEXTON, 1978; LAKE: ¢

RAVIE, 1979). WISHART (1981) observou que o sémen de galo mantido a
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temperatura de 5°C sob aeragfio por 48 horas apresentou-se com uma fertilidade

correspondente a 90% daquela obtida com o uso de s€men puro e fresco.

Outros experimentos demonstraram que a melhor faixa térmica para a
conservacao do s€men de galo é de 5 a 10°C (GARREN e SHAFEFNER, 1952;
SEXTON, 1977; CLARKE et alii, 1982). Entretanto, WARREN e GISH (1943)
verificaram que o s€émen armazenado a uma temperatura de 10,0 a 15,5°C por 24
horas produziu somente 6% de ovos férteis apds inseminagdo. Ja HUNSAKER et
alii (1956) observaram uma menor queda da viabilidade apenas quando o sémen

foi armazenado a 15°C.

GARREN e SHAFFNER (1952) observaram que o sémen de galo perdia a
sua fertilidade apos 90 minutos, quando mantido a 20, 30 e 40°C. Ao final de
quatro horas de estocagem, a fertilidade do sémen de galo é praticamente nula,
quando este € mantido a 41°C (SCHINDLER et alii, 1955) e 30°C (HUNSAKER
et alii, 1956). BURROWS e QUINN (1939) verificaram que o sémen estocado a

40°C tornou-se putrido em poucas horas apos a colheita.

A criopreservacdo do sémen de galo ndo se justifica em plantéis
comerciais, pois, em razao do intenso trabalho de selecdo a que sdo submetidos,
as geracdes mais novas sempre se apresentam produtivamente superiores as

anteriores. O uso dessa técnica se limita apreservacao de ragas raras.
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2.3. Metabolismo Espermatico ¢ Nucleotideos Ciclicos

Os nucleolideos ciclicos apresentam diversos eleitos em uma larga escala
de sistemas biologicos, mas a tnica [ungiio conhecida do AMPe em células
eucaridticas ¢ a estimulagiio da foslorilagfio proléica por meio da alivagiio de uma
proteina  quinase  dependenle  de AMPc  (ROSEN et alii, 1975;
CHULAVATNATOL e TREETIPSATIT, 1983).

No espermatozéide, o aumento da concentragiio de AMIPc promove a
maturagiio espermalica (GARDBERS et alii, 1971b; MORISAWA et alii, 1983),
estiimula a matilidade (STEINBERGER e STEINBERGIER, 1980) e participa no
processo de capacitagio (MORTON e ALBAGLIL, 1973; TASI1 e MEANS,
1983). KOPI* et alii (1979), GARBERS e KOPT (1980) ¢ RELS et alii (1990)
observaram que a clevagfio da concentragfio interna de AMPc determinou um
aumento no metabolismo dos espermatozéides. DUNCE (1 973), SCIHHOENIFELID
et alii (1973), HAESUNGCHARERN e CHULAVATNATOL (1973),
SCHOENFELD et alii (1975) e TURNER et alii (1978) verificaram que a adi¢fio
de AMDc aumentou a percentagem de espermatozdides alivos, assim como a
atividade dos mesmos. Os niveis intracelulares de AMPc sfio regulados pelo
equilibrio entre a sua sinlese, decorrente do metabolismo do ATP pela enzima
adenil ciclase, e sua degradagiio pela enzima foslodiesterase para adenosina

monofoslato (5-AMI? ).
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A elevagdo dos niveis intracelulares de AMPc pelo estimulo de sua sintese
ndo tem dado resultado (TASH e MEANS, 1983). CASILLAS e HOSKINS
(1970) verificaram um pequeno aumento na sintese de AMPc com o uso dos

hormdnios tiroxina e triiodotironina,

MOUSSA (1983) observou que tanto o AMPc quanto a guanosina
monofosfato ciclica (GMPc¢) influenciam o metabolismo oxidativo dos
espermatozoides, ratificando os achados de GARBERS et alii (1971b), que
verificaram que o AMPc e 0 GMPc¢ induzem a uma elevagdo na taxa respiratoria
e na motilidade espermatica. Esses ultimos autores observaram ainda que outros
nucleotideos ciclicos, como a uridina monofosfato ciclica (UMPc), citosina
monofosfato ciclica (CMPc), deoxitimidina monofosfato ciclica (dTMPc) e
inosina monofosfato ciclica (IMPc), ndo influenciam a funcionalidade

espermatica.

Parece haver dois mecanismos distintos que modulam a motilidade
espermadtica: 1) mecanismo dependente de AMPc - envolvido com a motilidade
inicial e o vigor; e 2) mecanismo dependente de calcio - envolvido com a
assimetria dos batimentos flagelares e com o mecanismo de quimiotaxia dos

espermatozdides (GIBBONS, 1983).

BRAUN (1975), WATKINS et alii (1978), HYNE e GARBERS (1979),
KOPEF e GARBERS (1980), GARBERS (1981), HYNE e LOPATA (1982),

KOPF et alii (1983) e KOPE ¢ VACQUIER (1984) verificaram que o sistema
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enzimdtico adenil ciclase do espermatozoide € estimulado por célcio exdgeno,
corroborando os achados de MORTON et alii (1974), os quais verilicaram que a
administragfio de calcio a uma concentragfio de 0,1 a 3 milimolares (mM)
estimula, dependendo da dose, a motilidade e a concentragiio intracelular de
AMP¢,

Virios esludos indicam que o AMPe ¢ o cileio agem separadamente ou
sinergicamente, de modo a regular a motilidade espermitica em invertcbrados
(GRAY et alii, 1976; TUBB et alii, 1978 ¢ 1979) e mamifleros (GARBERS et alii,
197 Ib; FRENKEL et alii, 1973; GARBERS et alii, 1973; HHOSKINS el alii, 1975,
PETERSON e FREUND, 1976; LIYNE ¢ GARBERS, 1979; PETERSON et alii,
1979). Alguns experimentos demonstraram que o cilcio extracelular pode exercer
sobre a molilidade um eleito estimulatorio (MORITA e CIANG, 1970,
YANAGIMACHI e USUI, 1974; YOUNG e NELSON, 1974; DAVIS, 1978,
COOPER, 1984), ¢ inibitorio (ROSADA el alii, 1970; BREDDERMAN e
FOOTE, 1971; McGRADY et alii, 1974), ou exercer pouco efeito sobre a mesma
(QUINN et alii, 1970; HYNE ¢ GARBIERS, 1979), dependendo da concentragiio

e da espécie animal.
MANN e LUTWAK-MANN (1981) sugetitam que o AMIPc age

diretamente na membrana citoplasmética do espermatoziide, regulando as (rocas

de [oslato inorginico e célcio, resultando em um aumento na molilidade.

SIMPSON e WIHTE (1987) verilicaram que o AMPc e as melilxantinas
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diminuiram a taxa de absor¢do do calcio pelo espermatozoide. WISHART e
ASHIZAWA (1987) observaram que o calcio afetou a motilidade espermatica,

sem afetar o metabolismo dos nucleotideos ciclicos.

Alguns autores propdem o envolvimento do AMPc e do célcio no
processo de maturagdo espermatica no epididimo (FRENKEL et alii, 1973;
HOSKINS et alii, 1975; PETERSON e FREUND, 1976; PETERSON et alii,

1979).

A presenga e a atividade da proteina quinase dependente de AMPc, nos
espermatozodides, ja foram demonstradas em vertebrados e invertebrados (GRAY
et alii, 1976; HOSKINS et alii, 1974). A fosforilagdo protéica, realizada pela
proteina quinase dependente de AMPc, é responsavel pela ativacdo da motilidade
espermatica em inumeras espécies (BROKAW, 1983). Varios autores tém
sugerido que a proteina quinase dependente de AMPc se localiza sobre a
superficie externa do espermatozdide (MAJUMDER, 1978; HOROWITZ et alii,
1981; SCHOFFE, 1982). Ja GARBERS (1981) ¢ TASH e MEANS (1983)
verificaram que o sistema adenil ciclase e a proteina quinase, dependente de
AMPc, estdo presentes por toda a estrutura do espermatozdide, sendo a gota

citoplasmatica particularmente rica em proteina quinase, dependente de AMPc.

A motilidade espermatica depende do ATP como. fonte de energia e é
controlada pelo AMPc (STEINBERGER e STEINBERGER, 1980; MORISAWA

¢ OKUNO, 1982). O contetido espermatico de AMPc aumenta de trés a dez vezes
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quando o espermatozdide passa pelo processo de maturagdo, isto é, passa do
estado quiescente para o estado movel, no transito epididimario (GARBERS et
alii, 1971b; HOSKINS et alii, 1974; MORTON et alii, 1974; CASCIERI et alii,

1976).

O ion bicarbonato aumenta acentuadamente os niveis de AMPc nos
espermatozoides (GARBERS et alii, 1982). HOSKINS et alii (1983) sugeriram
que o ion bicarbonato modula os niveis de nucleotideos ciclicos, por intermédio

do calcio.

TASH e MANN (1973) e CHAUDHRY e ANAND (1975) quantificaram

o nivel de AMPc no sémen bovino em 155a 183 pmol/10° espermatozoides.

2.4. Efeito da Adicao de Cafeina ao Sémen

A cafeina (1,3,7 - trimetil - 2,6 - dioxipurina) pertence ao grupo das
metilxantinas e é um inibidor da fosfodiesterase. No espermatozodide existem
duas classes distintas de fosfodiesterase: uma que prefere o AMPc e oufra que
prefere 0 GMPc¢ como substrato; a cafeina atua sobre as duas, inibindo-as (TASH
e MEANS, 1983). A adigdo de cafeina elevou os niveis intracelulares de AMPc
nos espermatozéides (SCHOFF e LARDY, 1987; WISHART e ASHIZAWA,

1987). Entretanto, GARBERS et alii (1971b) verificaram que a cafeina so6
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aumenta a concenlragiio espermilica de AMPc na presenga de um substralo
(piruvato, acetato, oxalacetato ou p-hidroxibutirato). Observaram ainda que o

espermatozoide é mais permedvel h caleina e ao GMP’c que ao AMPc.

A adigo de caleina ao sémen mostrou-se capaz de alterar diversos
parfimetros do sémen, como : a moltilidade espermdatica (GARBERS et alii,
1971b; MOUSSA, 1983; JMANG et alii, 1984), a taxa respiratéria dos
espermatozdides (SIMPSON e WIIITE, 1987), a taxa de glicolise ou [ruidlise
(HICKS el alii, 1972; FRENKEL el alii, 1973; GARBERS et alii, 1973), a

absorgéo de calcio (SIMPSON e WIIITE, 1987), dentre outros.

A adi¢fio de cafeina ao sémen aumentou a motilidade espermatica em
diversas espécies: bovinos (GARBERS et alii, {97ib; SCIHOFT e LARDY, 1986
e 1987), bubalinos (FATTOUII et alii, 1985; GEIILAUT e SRIVASTAVA,
1987; FATTOUH e ABDOU, 1991), suinos (GARBIERS el alii, 1973), roedores
(FRENKEL et alii, 1973; MORTON et alii, 1974), aves (WISIIART e
ASHIZAWA, 1987), peixes (MORISAWA e OKUNO, 1982), moluscos
hialotideos (IKOPEF et alii, 1984) e humanos (BARKAY et alii, 1977;
HARRISON, 1978, TURNER et alii, 1978; TRAUB el alii, 1982; AITKEN et

alii, 1983; MOUSSA, 1983;JIANG et alii, 1984; REES et alii, 1990).

A caleina exerce um maior estimulo ao sémen com baixa motilidade
inicial (BARKAY etalii, 1977; GEHLAUT ¢ SRIVASTAVA, 1987; RUZICII et

alii, 1987). AITKEN el alii (1983) observaram que a adi¢do de cafeina, a uma
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suspensdo de espermatozodides capacitados, ndo alterou a motilidade dos

mesmos, mas aumentou a capacidade fecundante.

HARRISON (1978), trabalhando com casais humanos subférteis, ndo
obteve nenhuma gestacdo apos a inseminagdo com sémen tratado com cafeina,

apesar de ter observado um aumento na motilidade espermaética.

O efeito da cafeina sobre a velocidade de deslocamento dos
espermatozoides é discutido, e os experimentos tém apresentado resultados
conflitantes. LEVIN et alii (1981), AITKEN et alii (1983) e MOUSSA (1983)
observaram que apesar de aumentar o nimero de espermatozdides moéveis, a
cafeina nao alterou a velocidade dos mesmos. Ja TRAUB et alii (1982)
reportaram um aumento na velocidade do espermatozéide, principalmente nos
primeiros 30 minutos apos a adigdo de cafeina. RUZICH et alii (1987), utilizando
a analise computacional em video, constataram que a cafeina realmente aumenta
a percentagem de espermatozoides moveis e a velocidade dos mesmos, sem

afetar a linearidade dos movimentos espermaticos.

AITKEN et alii (1983) verificaram que a adi¢do de cafeina ao sémen
humano aumentou a taxa de penetragdo dos espermatozéides no muco cervical,

mas nao alterou a qualidade de seus movimentos.

Trabalhos como os de GARBERS et alii (1971a, b), HICKS et alii (1972),
FRENKEL et alii (1973) e REES et alii (1990) demonstraram que a cafeina

estimula o consumo de oxigénio pelos espermatozdides. SIMPSON e WHITE
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(1987) verificaram que a cafeina aumenta a taxa respiratéria, principalmente dos
espermatozoides provenientes do epididimo. A adicdo de cafeina também
estimulou a taxa de glicolise nos espermatozdides (HICKS et alii, 1972;

FRENKEL et alii, 1973; GARBERS et alii, 1973;REES et alii, 1990).

SCHOFF e LARDY (1986 ¢ 1987) observaram que a cafeina ndo alterou o

pH interno do espermatozdide e nem estimulou a fosforilagéio protéica,

O uso da cafeina em amostras de sémen submetidas a criopreservagao tem
demonstrado resultados promissores na motilidade dos espermatozoides.
Trabalhando com sémen humano descongelado, BARKAY et alii (1977)
verificaram que a cafeina aumentou a motilidade em até 80%. Os melhores
resultados foram obtidos ciﬁando a cafeina foi adicionada ao s€émen, durante ou
imediatamente apds o seu descongelamento. GEHLAUT e SRIVASTAVA
(1987) observaram que a cafeina aumentou a motilidade do sémen bubalino
descongelado em até 100 %, dependendo do diluente utilizado. A cafeina também
aumentou a motilidade pré-congelamento e pds-descongelamento no sémen de
bovinos (MIYAMOTO e NISHIKAWA, 1979) e suinos (MIYAMOTO e

NISHIKAWA, 1980).

As concentracOes de cafeina adicionadas ao s€émen variaram nos diversos
experimentos e dentre as espécies estudadas. LEVIN et alii (1981), trabalhando
com sémen humano, verificaram que a cafeina estimulou a motilidade de maneira

dose-dependente, quando a concentragdo da mesma variou de 0,012 a2,0 mM,
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14 BARKAY et alii (1977) observaram que a melhor concentragiio de caleina
para o sémen humano foi de 7,2 mM. A dose efeliva (DE5q) para o estimulo da
motilidade e da velocidade foi de 0,3 mM, e o eleito da adigiio de caleina iniciou-
se imediatamente apds a mistura ¢ manteve-se por mais de quatro horas (LEVIN
el alii, 1981; e RUZICII et alii, 1987). FATTOUIl e ABDOU (1991) verilicaram
que a melhor concentragiio de caleina foi de 2 mM para sémen de bulalo.
WISHART e ASIHIZAWA (1987) utilizaram 2 mM de caleina em sémen de galo
e conseguiram restabelecer a molilidade dos espermatozéides imobilizados pela

manulengiio do sémen a uma temperalura de 41°C.

Os eleilos da cafeina sobre a molilidade dos espermatozdides sfio
disculiveis. LEVIN et alii (1981) observaram que a motilidade foi estimulada
(dose-dependente) em concentragdes micromolares, mas a inibigio da
foslodiesterase espermilica necessitou de doses milimolares, sugerindo que a
caleina pode estimular a motilidade por outro mecanismo, além da inibigiio da

foslodiesterase, corroborando os achados de TAMBLYN e FIRST (1977).

REES et alii (1990) constataram que a cafeina e a pentoxifilina, apesar de
serem do grupo das meltilxantinas e inibirem a fosfodiesterase, niio apresentaram
os mesmos eleilos sobre a motilidade dos espermatozoides, reforgando a hipotese
de que o eleito decorrente da adigio de caleina ndo se limita & inibigio da
fosfodiesterase. Também SCHOFF e LARDY (1987) sugeriram que a caleina

estimula a molilidade espermatica por meio de um processo que niio envolva
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nucleotideos ciclicos. KOPF et alii (1984) sugeriram que as metilxantinas afetam
o funcionamento espermdtico via efeito primario no transporte de célcio, por
meio de uma proteina carreadora, na membrana citoplasmatica do

espermatozoide.

DOUGHERTY et alii (1976) ¢ READ e SCHNIEDEN (1978) nido

observaram nenhum efeito estimulatorio da cafeina sobre 0 sémen humano.

HARRISON et alii (1980) verificaram que ocorrem alteragdes na ultra-
estrutura da cabega do espermatozoide apds a estocagem com cafeina. Essas

alteragdes estariam associadas ao processo de capacitagdo dos espermatozoides.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Caracteristicas Gerais

O experimento foi conduzido no setor de avicultura e no laboratorio de
reproducdo animal do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de
Vigosa (UFV), municipio de Vigosa, Minas Gerais, durante o periodo de 12 de
abril a 5 de agosto de 1993. Nesse periodo a temperatura ambiental oscilou entre

5,4° C ¢32,0° C, sendo a temperatura média compensada de 17,9°C.

23
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3.2. Animais

Foram utilizados 50 galos e 264 galinhas em postura,, todos da raga
legorne branca, mantidos em gaiolas individuais, onde tinham agua a vontade e
recebiam racdo balanceada de postura , na forma farelada. Os valores
nutricionais da ra¢ao balanceada oferecida aos animais estao descritos no Quadro
5. Os galos iniciaram o periodo pré-experimental com 28 semanas de idade e as

galinhas iniciaram o experimento com 34 semanas de idade.

QUADROS - Valores nutricionais da ragdo oferecida a aves no periodo

experimental *

Nutrientes Valor (%)
Proteina bruta 15,83
Calcio 3,53
Fosforo disponivel 0,52
Metionina 0,32
Metionina + Cistina 0,69
Lisina 0,76
Energia metabilizavel 2.760 cal’kg

* Fonte: FABRICA DE RACOES (UFV).



25

3.3. Colheita do Sémen

Todos os galos passaram por um periodo pré-experimental de 30 dias,
quando foram submetidos a uma “toilete”, isto €, a uma retirada das penas da
regido pericloacal. Essa retirada foi feita por arrancamento manual e repetida a
cada duas semanas durante todo o periodo de colheita de sémen. A “toilete™ visou
facilitar o processo de colheita do sémen, por permitir uma melhor visualizagio
da cloaca, e diminuir as fontes de contamina¢do do sémen. Durante a fase pré-
experimental, foram feitas duas colheitas semanais com o intuito de condicionar
os galos ao procedimento de colheita, minimizando o estresse durante a fase
experimental, e realizar uma triagem e selecdo dos mesmos, descartando aqueles

que apresentassem baixa qualidade seminal.

A colheita foi feita por meio do método de massagem abdominal descrito
por BURROWS e QUINN (1935) e modificada por WHEELER (1948). Tomou-
se o cuidado para que o sémen nao fosse contaminado por detritos sélidos da
cloaca, como fezes e uratos. O sémen era recolhido em um tubo de vidro
graduado, quando se fazia o registro individual do volume ejaculado. Os

ejaculados dos diversos galos foram misturados, formando um “pool” de sémen.
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3.4. Tratamento do Sémen e Delineamento Experimental

O “pool” de sémen foi mantido em tubo de ensaio tampado, em ambiente
aquecido com temperatura controlada em 20 a 22°C, durante todas as fases de
manipulacdo, e a estocagem foi feita em estufa de cultura microbioldgica,
mantendo a mesma faixa térmica. O sémen foi dividido em oito fragoes,
correspondendo aos oito tratamentos distintos: 1. sémen puro; 2. diluido 1:4 em
BPSE; 3. diluido como o grupo anterior, € adicionado com 2mM de cafeina logo
apos a colheita. As demais fracdes de s€émen receberam tratamento semelhante a
fracdo 3, diferindo apenas no intervalo da colheita a adi¢do de cafeina: fracao 4.
quatro horas apo6s a colheita; fracdo § - oito horas; fracdo 6 - 12 horas; fragao 7 -

24 horas e fragdo 8 - 48 horas apo6s a colheita.

Na primeira fracdo, o sémen foi mantido puro, acondicionado em tubo de
ensaio estéril tampado, a uma temperatura ambiental controlada de 20 a 22°C na

colheita, sendo estocado em estufa de cultura a mesma faixa térmica, até a

inseminacao.
Na segunda fra¢do,, o sémen foi diluido em “Beltsville Poultry Semen
Extender” (BPSE) (SEXTON, 1977) na propor¢do de uma parte de sémen para

quatro partes do diluente (SEXTON, 1978) aquecido a 37°C, logo apds a

colheita, e mantido nas mesmas condigdes descritas para o primeiro grupo.
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As demais fragOes receberam um tratamento semelhante aquele da
segunda, exceto pelo fato de ao diluente serem adicionados 2 mM de cafeina
(WISHART e ASHIZAWA, 1987). A adi¢ao de cafeina foi efetuada nos
seguintes horarios: 0, 4, 8, 12,24 ¢ 48 horas apos a colheita para os grupos 3, 4,

5,6, 7 ¢ 8, respectivamente.

3.5. Avaliacdo do Sémen

3.5.1. Volume

Foi determinado individualmente para cada galo, pela leitura direta da

escala no tubo de colheita graduado de 0 a 15mi, com precisdo de 0,1 mi.

3.5.2. Motilidade

Retirou-se uma gota de s€men do “pool”, e esta foi diluida na propor¢ao
de 1:10 em BPSE. Imediatamente, uma gota dessa dilui¢do era colocada entre
lamina e laminula pré-aquecidas e mantidas em mesa térmica, sendo levada a um

microscopio Otico de contraste de fase. A percentagem de espermatozoéides
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moveis foi estimada apos a observacao de varios campos com um aumento de

100vezes, em pelo menos duas laminas.

3.5.3. Vigor

A avaliagdo do vigor foi feita semelhantemente a motilidade. O vigor foi
classificado, segundo a classificagdo de FERREIRA NETO et alii (1977),
variando de zero (0) a cinco (5), sendo o escore O equivalente atotal imobilidade
espermdtica e o escore 5, a movimentagao intensa, vigorosa, progressiva € com

formacdo de ondas.

3.5.4. Concentragio Espermatica

Diluiu-se 20 pl de sémen puro em 19,98 ml (diluigdo 1:1000) de solucao
de formol salina a 1% . Apds a homogeneizagdo da mistura, uma aliquota era
levada a camara de Neubauer, onde a contagem era feita sob microscopia de
contraste de fase a um aumento de 400 vezes, com duas repeticdes de cada

amostra analisada.
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3.5.5. Percentagem de Espermatozéides Vivos e Anormais

Examinaram-se 200 espermatozéides por esfregago preparado por meio da
técnica de coloragdo pela solugdo de nigrosina - azul de bromofenol tamponado,

descrita por KAMAR (1959).

Essa mesma técnica foi utilizada na coloracao dos esfregacos que serviram
. nara. 2 analiagiie da P agin AR AR ARZAIARS WRIMRS, SRR VR W
contato com a solugcdo aumentado, com o intuito de corar o maior numero
possivel de espermatozoides, ndo se limitando apenas aos mortos. Examinaram-
se 200 espermatozodides corados e foram considerados apenas as anomalias de

cabeca e peca intermediaria.

As analises do sémen foram feitas em varios periodos apds a colheita: 0, 1,

2, 3,4, 8, 12,24 ¢ 48 horas. As amostras tratadas com cafeina, que foram

subseqiientemente submetidas a microscopia, passaram por um periodo minimo

de 10 minutos de incuba¢ao com a cafeina, antes de serem analisadas.

3.6. Avaliacao da Fertilidade

A fertilidade das amostras de sémen foi determinada pcla inscminagdo

artificial de 264 galinhas, divididas aleatoriamente em 33 grupos de oito aves
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cada, correspondendo a oito galinhas inseminadas para cada tratamento. A
inseminagdo foi feita segundo técnica descrita por RESENDE et alii {1983),
utilizando-se uma seringa acoplada a uma pipeta, e foi realizada apos as 16 horas,
conforme recomendagdo de PARKER (1945). Cada galinha foi inseminada uma
\inica vez, recebendo uma dose de 200 x 100 espermatozoides vivos, o dobro do
numero minimo (100 milhdes) de espermatozéides recomendado para a
inseminagdo artificial de galinhas (MUNRO, 1938; BAHR e BAKST, 1987;

BILGILI et alii, 1987).

Os ovos foram coletados a partir do 2¢ dia até o 20° dia apds a
inseminagdo (KIRBY e FROMAN, 1991), sendo identificados pelo niimero da
galinha e pela data da postura, e armazenados em temperatura ambiente (a
temperatura ambiental média no periodo foi de 16,08°C). A cada quatro dias, os
ovos armazenados eram colocados em incubadora, onde permaneciam por 19
dias. No nono dia de incubagdo eram submetidos a ovoscopia, os embrionados
retornavam a incubadora e os claros eram quebrados para a verificagdo de uma
possivel morte embrionaria precoce. Aos 19 dias de incubagdo os ovos eram

transferidos para a cdmara de oclusfo.

A taxa de fertilidade foi calculada pelo nimero de ovos embrionados sobre

0 numero total de ovos.



31

3.7. Analise Estatistica

Cada periodo de estocagem (0, 4, 8, 12, 24 e 48 horas) foi considerado,
para efeito de andlise estatistica das variaveis estudadas, como inteiramente
casualizado. As médias dos fatores qualitativos (tratamentos) foram comparadas,

a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Volume e Cbncentracﬁo Espermatica

O volume e a concentragdo espermatica sdo pardmetros que foram
analisados como informa¢do complementar, pois, apesar de ndo serem
influenciados pelos tratamentos propostos, serviram para caracterizar melhor o
sémen utilizado no experimento. Os valores médios desses pardmetros estdo

reproduzidos no Quadro 6.

O volume médio de 0,42 ml por ejaculado ndo diferiu da média
encontrada por KAMAR (1960), SOLLER et alii (1965) e SEVINC et alii (1985),
porém apresentou-se inferior aos valores reportados por BURROWS e QUINN
(1935 e 1937), PISTENMA et alii (1971) e CARVALHO (1976). Essas

diferencas podem ser atribuidas as diferencas na metodologia de colheita do

32
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QUADRO 6 - Valores médios de volume e concentragdo esperméatica do s€men
de galos da raca I.egorne branca

Par@metros Valores Médios  Desvio-Padrao
Volume (ml) 0,420 0,050
Concentragdo (x10° espermatozéides/ml) 2,724 0,546

s€men, na alimentacdo das aves e no grau de adaptagdo do animal, ja que alguns
autores utilizaram galos de plantéis de doadores de sémen, que eram

rotineiramente manipulados antes da fase experimental.

A concentragdo espermatica média de 2,724 milhdes de espermatozdides
por mm3 foi superior s médias encontradas por SAMPSON ¢ WARREN (1939)
e WILWERTH (1952), ficando préxima dos valores observados por PARKER et
alii (1940) e CARVALHO (1976), mas inferior aos achados de WHEELER e
ANDREWS (1943). As diferencas observadas podem ser explicadas pelas

diferentes ragas e linhagens utilizadas nos diversos experimentos.
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4.2 Espermatozéides Vivos e Morfologia Espermatica

As percentagens de espermatozoides vivos e espermatozoides anormais
sdo apresentadas no Quadro 7. Esses valores correspondem a média obtida da

analise do sémen fresco de galo.

Verificou-se que uma média de 93,9% dos espermatozodides estavam
vivos, imediatamente apds a colheita. Esse valor é proximo aquele observado por
SAEID e AL-SOUDI (1975) e CARVALHO (1976) e superior aos achados de
KAMAR ¢ BADRELDINI (1959), KAMAR (1960) e MARINI e GOODMAN
(1969). Essas variagdes podem ser devidas a diferencas no potencial reprodutivo
dos plantéis avaliados e na técnica de coloragdo do esfregago seminal para a

analise.

QUADRO 7- Valores percentuais de espermatozéides vivos e espermatozdides
anormais', no sémen fresco de galos da raga Legorne branca

Parametros Valores Médios Desvio-Padrao
Espermatozoides vivos 93,9 4,0
Espermatozoides anormais 6,0 2,9

1. Anomalias de cabeca e peca intermediaria.
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A percentagem média de anomalias morloldgicas esperméaticas de 6,0%
foi semelhante aos valores encontrados por SAMI'SON e WARREN (1939),
ALLEN e CHAMPION (1955) e CARVALHO (1976), porém apresentou-se
inlerior is médias encontradas por KAMAR e BADRELDINI (1959) e KAMAR
(1960) e superior ao valor médio observado por MUKIIERIEE e
BHATTACIHARYA (1949). As diferencas podem ser devidas a variagdo na
temperatura ambiental para as aves nos diversos experimentos, lato que [oi
demonstrado claramente nos trabalhos de KAMAR e BADRELDINI (1959) e

SAEID e AL-SOUDI (1975).

Em virtude de problemas técnicos na preparagio das laminas, ndo foi
possivel avaliar o percentual de espermalozdides vivos e anormais apos 0s varios

periodos de estocagem do sémen e tratamento com cafeina.

4.3. Motilidade

A motilidade dos espermatozoides sob os diversos tratamentos no decorrer

do periodo de estocagent é apresentada no Quadro 8.

A motilidade inicial observada nesle experimento, variando de 92,5 a
95,4%, foi semefhante & encontrada por ALLEN e CITAMPION (1955), mas foi

superior is observadas por RAIMO (1943), COOPER e ROWLELL (1958),
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QUADRO 8- Motilidade,espermatica média (em Porcentagem) no sémen de
galos submetido a diversos tratamentos, por periodos de até 48
horas ap0s a sua colheita'

Periodos de Estocagem (Horas)

Tratamento

0 4 8 12 24 48
Puro 954 a 375b 27,5b 152D 1,6 ¢ 0,0
Diluido 92,5 a 79,1 a 69,9 a 65,6 a [13.8bc 0,0
Cafeina Oh 93,6 a 74,1 a 714 a 67,0 a 20,0 abc 0,0
Cafeina 1h 81,6 a 80,8 a 70,0 a 30,0 abc 0,0
Cafeina 2 h 79,1 a 80,8 a 71,0 a 43,0 abc 0,2
Cafeina 3 h 76,6 a 80,0 a 77,0 a 40,0 abc 0,0
Cafeina 4 h 71,6 a 85,0 a 84,1 a 46,0 ab 0,0
Cafeina 8h 77,5 a 82,5 a 39,2 abc 0,4
Cafeina 12h 883 a 48,5 a 0,4
Cafeina 24 h 54,2 a 0,0
Cafeina 48 h 3,6

1. Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si, a 5%
de probabilidade, pelo teste de Tukey.

KAMAR (1960), McDANIEL e CRAIG (1962), SAEID e AL-SOUDI (1975) e

CARVALHO (1976).

O sémen puro apresentou uma rdpida diminui¢gdo em sua motilidade,
quando comparado aos outros tratamentos. A adicdo de cafeina s6 aumentou
significativamente a motilidade a partir de 24 horas de estocagem, sendo que a

adi¢do tardia (12 e 24 horas apds a colheita) apresentou-se melhor.
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De modo geral, 0 sémen puro apresentou uma motilidade inferior ao
sémen diluido e ao sémen tratado com cafeina, apds a estocagem. Provavelmente
esse quadro provém de um declinio do metabolismo energético espermitico
causado pela rapida diminui¢ao dos nutrientes do plama seminal, decorrente da
alta concentragdo espermdtica do s€émen de galo. A dilui¢do aumenta a oferta de
nutrientes para os espermatozoéides, e a adigdo de cafeina estimula o metabolismo

energético dos mesmos.

4.4. Fertilidade

No Quadro 9 sdo mostradas as taxas de fertilidade do s€émen de galo
submetido a varios tratamentos, durante o periodo de 48 horas de estocagem do

mesmo.

Quando a inseminag¢fo ocorreu imediatamente apos a colheita do sémen,
nao houve influéncia do tratamento sobre a fertilidade. Apds quatro horas de
armazenagem, o sémen que foi tratado com cafeina logo apds a colheita
apresentou urna pior taxa de fertilidade. De modo geral, as amostras tratadas com
cafeina, horas antes da insemina¢io, apresentaram taxas de fertilidade mais
baixas que as demais. Esse fato pode ser explicado pelo estimulo do metabolismo
energético do espermatozdide, proporcionado pela cafeina, que leva a um rapido

aumento da taxa de glicdlise, com uma substancial queda nos niveis de reserva
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QUADRO 9 - Taxas de fertilidade média (em Porcentagem) do sémen de galos
submetido a varios tratamentos, por periodos de at¢ 48 horas
apos a sua colheita

Periodos de Estocagem (Horas)

Tratamento

0 4 8 12 24 48
Puro 59,7 « 32,8 8,2 0,7 0,0 0,0
Diluido 33.6 29,8 231 0,8 0,0 0,0
Cafeina O h 37.5 4.3* 7,0 0,0 0,0 0,0
Calemna 4'h 303 5.1 0,0 0,0 0,0
Cafeina 8 h 14,5%* 0.8 0,0 0,0
Cafeina 12 h 1,9 0,0 0,0
Caleina 24 h 0,0 0,0
Cafeinad48 h 0,0

Significativoa §% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

energética do espermatozodide. Outro fato que pode estar envolvido é que a
cafeina, embora cause alteragdes na membrana acrossdmica dos espermatozoides,
capacitando-os a fecundacdo, reduz a sua vida util no trato reprodutivo da

galinha, ocasionando uma menor taxa de fertilidade.



5. RESUMOE CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho demonstram que o sémen de galo é
muito sensivel a estocagem, diminuindo consideravelmente a sua motilidade
espermdtica ¢ seu poder fecundante com o decorrer do tempo. A diluigdo do
sémen em BPSE retardou essa acdo nociva da estocagem sobre os
espermatozoides. A adigdo de cafeina demonstrou ser um artificio que pode ser
utilizado para minimizar o efeito deletério da armazenagem sobre a fertilidade do

sémen de galo.

Apos observar e discutir os resultados obtidos, concluiu-se que:

1. o s€men puro, estocado a temperatura ambiente (20 a 220C), apresenta

uma queda maior e mais rapida na motilidade espermatica;

39
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2. a adicdo de cafeina estimula, significativamente, a motilidade

espermatica de s€émen estocado por 24 horas;

3. a cafeina foi mais atuante sobre a motilidade, quando adicionada

proxima ao momento da inseminagio;

4. apesar de promover diferencas na motilidade espermatica, os

tratamentos propiciaram pequena diferencga na fertilidade do s€men; e

5. a dilui¢do do s€émen em BPSE prolonga a fertilidade do mesmo.
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