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Lucca, Erica Crosara Ladir, 2017. Eficiéncia reprodutiva de matrizes de frango de corte
suplementadas com cantaxantina. Tese de doutorado em Ciéncias Veterinarias. UFU.
Uberlandia, MG.

RESUMO

A oferta da carne de frango no Brasil, tem acompanhado o crescimento da
demanda interna e externa, gragas ao aumento da competitividade e produtividade.
Para atender aos mercados, as empresas de genética tém trabalhado a fim de
melhorar os indices zootécnicos do setor, como os de fertilidade e eclos&o das
matrizes. Neste contexto, € fundamental atender 6timos padrbes de fertilidade e
eclosdo. Os radicais livres, presentes no processo produtivo e reprodutivo pode
causar danos através da oxidacdo de lipideos e alteracbes no DNA, causando
disfuncéo e morte celular. A inclus&o de substancias com propriedades antioxidantes
na dieta de matrizes auxilia o0 sistema de defesa enzimatica no controle dos danos
causados pelos radicais livres nas células, como exemplo, os espermatozoides dos
galos. Os carotenoides sdo um exemplo desse tipo de substéncia porque possuem
atividades antioxidantes, pigmentares, provitaminicas e imunomoduladoras. A
cantaxantina, pertencente ao grupo dos carotenoides desempenha um importante
papel antioxidante porque remove os radicais livres, absorve e dissipa 0 excesso de
energia e recicla a vitamina E. Estudos tém demonstrado que este aditivo pode ajudar
areduzir eficazmente a peroxidacéo lipidica em varios tecidos e em embrides de aves,
melhorando também o indice de fertilidade em lotes de matrizes de frango de corte
em idade avancada. Objetivou-se nesta pesquisa, estudar a agdo da cantaxantina
sobre a eficiéncia reprodutiva de matrizes de frango de corte. Avaliou-se as taxas de
eclosdo, fertilidade, niumero de perfuracbes espermaticas na membrana perivitelinea
dos ovos, desenvolvimento testicular através de mensuracbes dos tubulos
seminiferos, e a compactacdo de cromatina dos espermatozoides dos galos. A
pesquisa foi conduzida em galpao convencional de producao de matrizes pesadas,
onde as ra¢des experimentais foram ofertadas a partir da 22° semana de vida. Para o
experimento houve a suplementacdo ou ndo de 6ppm de cantaxantina, segundo os
tratamentos: Tratamento 1 - 10.500 fémeas e 1.500 machos, alojados em um galp&o
com suplementacdo de cantaxantina (6 ppm), a partir da 22 semana de vida;
Tratamento 2 - 10.500 fémeas e 1.500 machos, alojados em um galpdo sem

suplementacédo de cantaxantina. Foram analisadas nas semanas 30, 40 e 50 de idade,



as taxas de eclosao e a taxa de perfuracdo espermatica na membrana perivitelinea,
nas semanas 30 e 50 foi analisado o grau de compactacdo de cromatina dos
espermatozoides, na semana 40, o desenvolvimento testicular dos machos, e a
fertilidade a partir das 50 semanas de vida do lote. Foram encontradas diferencas,
entre 0 numero de perfuracdes espermaticas, obtidos nas, 30, 40 e 50 semanas de
idade, sendo que nas trés idades observadas, a maior taxa de perfuragcdo dos
espermatozoides ocorreu no lote suplementado com cantaxantina. Também foi
verificado, neste estudo, melhores taxas de eclosdo na idade de 35 a 45 semanas de
vida das aves, e maior taxa de fertilidade apos as 50 semanas de vida, periodo em
que a analise de fertilidade foi possivel de ser realizada a campo. Com relagédo ao
tempo de vida analisado, 0 comportamento da média de perfuragdes na membrana
perivitelinea dos ovos foi semelhante, apresentando queda proporcional na ultima
semana testada. Os resultados da compactacdo de cromatina dos espermatozoides
indicaram maior grau de descompactacao parcial ou total de galos n&o suplementados
com a cantaxantina. Quando se analisou a idade, o tratamento que recebeu o
antioxidante na dieta apresentou menores alteracbes na compactacao de cromatina
nas 50 semanas de vida, comparado a semana 30. Isto sugere que a adigdo do
antioxidante foi importante para a protecao dos efeitos da idade sobre os padrdes de
eficiéncia reprodutiva. Na semana 30 de vida dos galos, a probabilidade de se
observar alteracbes na compactacio da cromatina de espermatozoides dos galos nao
suplementados com cantaxantina € de 1,82 vezes maior do que nos galos
suplementados, ja na semana 50, essa probabilidade aumenta para 5,78 vezes, sendo
neste caso, maior a chance de se observar alteracbes na compactagao da cromatina
dos espermatozoides de galos que ndo receberam o antioxidante na dieta. Concluiu-
se que o uso da cantaxantina como agente antioxidante na dieta, pode minimizar os
efeitos deletérios dos radicais livres sobre 0s espermatozoides, incluindo alteragcbes

na cromatina espermatica.

Palavras-chave: Cantaxantina, Cromatina, Eclosao, Fertilidade, Matrizes frango de

corte; reproducao.



Lucca, Erica Crosara Ladir, 2017. Reproductive efficiency of broillers breeders
supplemented with canthaxanthin. Doctoral thesis in Veterinary Sciences. UFU.
Uberlandia, MG.

ABSTRACT

The supply of chicken meat in Brazil has accompanied the growth of domestic
and foreign demand to attend the increased competitiveness and productivity. In order
to serve the markets, genetics companies have been working to improve the
zootechnical indexes of the sector, such as fertility and hatching of the broilers
breeders. In this context, it is essential to meet excellent standards of fertility and
hatching. Free radicals, present in the productive and reproductive process can cause
damage through the oxidation of lipids and DNA alterations, causing dysfunction and
cell death. The inclusion of substances with antioxidant properties in the diet assists
the enzyme defense system in controlling the damage caused by free radicals in cells,
such as the spermatozoa of the male. Carotenoids are an example of this type of
substance because they have antioxidant, pigmentary, provitamin and
immunomodulatory activities. Canthaxanthin is a member of the carotenoid group and
it is an important antioxidant because it removes free radicals, absorbs and dissipates
excess energy, and recycles vitamin E. Studies have shown that this additive can help
to effectively reduce lipid peroxidation in various tissues and In embryos of birds, also
improving the fertility index in lots of broiler chicken matrices in old age. The objective
of this research was to study the action of canthaxanthin on the reproductive efficiency
of broiler breeders. The rates of hatching, fertility, number of sperm perforations in the
peri-egg membrane of the eggs, testicular development through measurements of the
seminiferous tubules, and the chromatin compaction of the spermatozoa of the male
were evaluated. The research was carried out in a conventional house for the
production of heavy bredeers, where the experimental feeds were offered from the
22nd week of life. For the experiment, the following treatments were used: Treatment
1 - 10,500 females and 1,500 males, housed in a shed with canthaxanthin
supplementation; Treatment 2 - 10,500 females and 1,500 males, housed in a shed
without 6 ppm of canthaxanthin in the diet from 22 weeks of age. Hatching rates and
sperm perforation rate in peri-egg membrane were analyzed at weeks 30, 40 and 50,
at weeks 30 and 50 the degree of sperm chromatin compaction was analyzed, at 40

weeks the testicular development of males , And fertility after 50 weeks of batch life.



Differences were found between the number of sperm perforations at 30, 40 and 50
weeks of age, and at the three ages observed, the highest sperm perforation rate
occurred in the batch supplemented with canthaxanthin. In this study, we also
observed better hatch rates at the age of 35 to 45 weeks of bird life, and a higher
fertility rate after 50 weeks of life, during which fertility analysis was possible to be
performed in the field. Regarding the life time analyzed, the behavior of the mean
perforations in the peri-egg membrane of the eggs was similar, presenting a
proportional drop in the last week tested. The results of chromatin compaction of
spermatozoa indicated a higher degree of partial or total decompression of roosters
not supplemented with canthaxanthin. When analyzed for age, antioxidant treatment
in the diet showed smaller changes in chromatin compaction at 50 weeks of age
compared to week 30. This suggests that the addition of the antioxidant was important
in protecting the effects of age on the Patterns of reproductive efficiency. At week 30
of rooster life, the probability of observing changes in sperm chromatin compaction of
roosters not supplemented with canthaxanthin is 1.82 times higher than in
supplemented roosters at week 50, this probability increases to 5, 78 times, in this
case, the greater the chance of observing changes in the chromatin compaction of the
spermatozoa of roosters that did not receive the antioxidant in the diet. It was
concluded that the use of canthaxanthin as an antioxidant in the diet can minimize the
deleterious effects of free radicals on spermatozoa, including changes in sperm

chromatin.

Palavras-chave: Broiler Breeder, Canthaxanthin Chromatin, Fertility, Hatching,

Reproduction.
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1. INTRODUCAO

O agronegdcio brasileiro cresce a cada ano, representando cerca de 23% do
Produto Interno Bruto. De janeiro a setembro de 2016, por exemplo, acumulou
crescimento de 4%, devido ao crescimento de alguns produtos como o frango abatido
que cresceu em média 3,8%. A avicultura corresponde a 20% deste PIB do
agronegocio brasileiro (CNA, 2017).

Neste contexto, temos 0 destaque para a cadeia de producédo de carne de
frango de corte brasileira como uma das mais importantes do mundo. O Brasil € o
terceiro maior produtor mundial de carne de frango, ficando atras apenas dos EUA e
da China. E, desde 2010, ocupa a lideranga mundial na exportacédo de carne de
frango. (ABPA, 2017).

A oferta de carne de frango brasileira tem acompanhado o0 crescimento da
demanda interna e externa, gracas ao aumento da competitividade e produtividade.
Para atender aos mercados, as empresas de genética tém trabalhado a fim de
melhorar os indices zootécnicos do setor, como os de fertilidade e eclosdo das
matrizes.

DUARTE et al (2015), afirmaram que para maximizar a rentabilidade da cadeia
de producao de frangos de corte, € necessario aumentar a producdo de ovos e as
taxas de eclosado para obter descendentes mais viaveis.

Para a avicultura moderna, atender o6timos padrées de fertilidade &
fundamental, pois uma das metas da industria avicola é a produgado de progénie de
alta qualidade: tanto no setor de aves de corte quanto no de postura, pois cada pinto
produzido possui grande valor econémico (BONGALHARDO, 2013).

Todo este avango na avicultura industrial deve ser acompanhado por praticas
adequadas de manejo, sanidade e nutricdo, para que 0 maximo potencial genético
seja expresso.

Quando se trata de manejo nutricional, a utilizagcédo de aditivos na ragéo € uma
pratica adotada e consolidada, visando o atendimento das exigéncias do alto valor
genético. DUARTE et al (2015) citou que a inclus&o de substancias com propriedades
antioxidantes na dieta de matrizes auxilia o sistema de defesa enzimatica no controle
dos danos causados pelos radicais livres nas células, como exemplo, o0s

espermatozoides dos galos.
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Os radicais livres sdo elementos presentes nos processos produtivos e
reprodutivos da avicultura, podendo causar danos através do processo de oxidagao
dos sistemas bioldgicos. Os lipideos presentes nos sistemas bioldgicos sdo oxidaveis
em diferentes graus (NELSON & COX, 2006). Da mesma forma é importante salientar
que os radicais livres podem causar danos diretos e indiretos a cromatina, variando
desde alteragbes na compactagéo a alteracbes no DNA (OPUWARI e HENKEL,
2016).

As reacbes de oxidacao de lipideos em sistemas vivos, ocorrem principalmente
em acidos graxos que compdem os fosfolipideos presentes nas membranas e nas
estruturas sub-celulares, levando ao seu rompimento e causando disfun¢des e morte
celular (LAGUERRE et al. 2007; WOJCIAK & DOLATOWSKI, 2012).

ROCHA et al, (2013), em sua pesquisa relatou que apesar dos ovos em casca
serem considerados resistentes a oxidacdo lipidica, os lipidios da gema sofrem
oxidacdo durante o periodo de armazenamento, podendo resultar em reducéo da
energia disponivel para o desenvolvimento do embrido, além de apresentar
compostos toxicos que poderia provocar a morte embrionaria, fator este que impactou
negativamente na taxa de eclosdo dos ovos.

Outros autores também descrevem o efeito deletério nos ovos, no periodo de
armazenamento, sendo quanto maior o periodo de armazenamento dos ovos, maior
€ a oxidacao, tanto em condic¢des refrigeradas (4°C) quanto em temperatura ambiente
(25°C), sendo marcante o efeito da temperatura mais alta (FRANCHINI et al., 2002;
CHERIAN et al., 2007; GIAMPIETRO et al., 2008).

OPUWARI e HENKEL (2016) que além das altera¢des nos lipideos, os radicais
livres podem causar danos diretos e indiretos no DNA de espermatozoides.

Tendo em vista que no processo de incubacéo artificial, que ocorre nas granjas
de matrizes pesadas, uma pratica de manejo comum € o armazenamento de ovos,
para a formacgéo dos lotes de incubacgao, se faz necessario uma atencéo especial a
praticas de manejo e nutricdo que possam minimizar os efeitos negativos da pratica
de armazenamento, nos resultados de ecloséo.

Em outro aspecto dos resultados reprodutivos, temos a fertilidade dos ovos.
A infertilidade geralmente € medida como forma de se fazer gestdo a campo e ainda
experimentalmente, como resultado de testes de manejo ou nutricdo que visam
identificar oportunidades de melhoria na reproducao (TRIQUES, 2016).

Dentre os fatores intrinsecos ao espermatozoide que influenciam a
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fertilidade, est&o os lipideos constituintes de sua membrana. Em todas as espécies,
os fosfolipidios s&o os principais componentes lipidicos dos espermatozoides,
caracterizados por conter grandes quantidades de acidos graxos poliinsaturados —
PUFA, o que sugere que a composicdo de lipidios e acidos graxos dos
espermatozoides pode ser um fator determinante das taxas de fertilidade (MARTIN
RILLO et al., 1996), uma vez que esse tipo de constituicdo favorece a peroxidacéo
lipidica.

Quando se trata dos efeitos oxidantes na taxa de fertilidade, é sabido que o
plasma seminal e 0s espermatozoides contém enzimas e vitaminas antioxidantes que
protegem a membrana espermatica, rica em PUFA, da peroxidacado (MAKKER et al.,
2009). Ja apds ejaculado, as galinhas assumem o papel de protegcdo contra a
oxidacdo, enquanto os espermatozoides permanecem estocados nos tubulos de
estocagem seminal (BAKST et al ,2015). Esta atividade enzimatica antioxidante dos
espermatozoides se torna menor com o envelhecimento dos galos e galinhas, o que
pode contribuir para o declinio da fertilidade (ROCHA, 2013).

A presenca de agentes oxidantes que podem ser deletérios aos processos de
ecloséo e fertilidade é conhecida (FERREIRA et al, 2010). Sendo assim, € ideal adotar
praticas mitigatorias como a utilizagdo de substancias antioxidantes na dieta de
reprodutores, para que, além de uma adequada transferéncia de nutrientes via ovo, a
quantidade destes elementos, também, seja suficiente para reduzir os processos de
oxidacdo em sistemas vivos (ROCHA et al, 2013), como o espermatozoide dos
machos.

Os carotenoides s&o um exemplo desse tipo de substancia porque possuem
atividades antioxidantes, pigmentares, provitaminicas e imunomoduladoras (SURAI et
al., 2003).

A cantaxantina, pertencente ao grupo dos carotenoides desempenham um
importante papel antioxidante porque removem o0s radicais livres, absorvem e
dissipam o excesso de energia e reciclam a vitamina E (ROCHA et al., 2013).

Estudos tém demonstrado que a cantaxantina pode ajudar a reduzir
eficazmente a peroxidacéo lipidica em varios tecidos e em embrides de aves (SURAI
et al., 2003). Quando presente no ovo, ela é transferida para o embrido e pode
protegé-lo contra 0 dano oxidativo durante os periodos de incubacéo e pds-ecloséo
(KARADAS et al., 2005).
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O efeito da cantaxantina sobre a fertilidade é observado tanto na galinha quanto
no galo. A melhoria na fertilidade por parte do galo pode ser devida a dois fatores:
protecdo antioxidante dos espermatozdides e aumento da vitamina A (RUTZ et al.,
2007). Ja nas galinhas auxilia o0 mecanismo antioxidante dos tubulos de estocagem
seminal de armazenamento do esperma. (BAKST, 2011).

TRIQUES et al (2016), comprovou que a adigdo de cantaxantina na dieta de
machos reprodutores de frango de corte na fase pos-pico pode ser uma ferramenta
para melhorar o indice de fertilidade do lote de matrizes velhos, por proporcionar maior
percentual de espermatozoides normais, além de caracteristicas biométricas de crista,
barbela e testiculos serem superiores quando o0s machos receberam a
suplementacgéo.

Nesta perspectiva, 0 uso da cantaxantina adicionada a dieta de galos e
galinhas, pode exercer seu papel antioxidante de trés formas: 1) no embrido —
protegendo os tecidos embrionarios na incubag¢do, 2) no ovo — protegendo os
nutrientes da gema durante o armazenamento para o embrido em desenvolvimento e,
3) nas matrizes pesadas — auxiliando nos mecanismos antioxidantes do sémen e
oviduto e reduzindo o estresse oxidativo dos espermatozoides (ROCHA et al, 2013).

Com base nas informacgdes das pesquisas acima citadas, demostrando o papel
antioxidante da cantaxantina, e pelo fato desta ser um aditivo de possivel
comercializacdo na avicultura industrial, objetivou-se nesta pesquisa, estudar a sua
acao sobre as taxas de eclosao e fertilidade de matrizes de frango de corte, utilizando
técnicas de contagem de perfuracdo espermatica, histomorfometria dos tubulos

seminiferos e verificacdo do grau de compactacdo de cromatina dos espermatozoides.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a eficiéncia reprodutiva de matrizes de frango de corte suplementadas

e nao suplementadas com cantaxantina na dieta.

2.2 Objetivos especificos

Verificar 0 numero de perfuracdes espermaticas na membrana perivitelinea de
ovos provenientes de lotes de matrizes pesadas suplementadas e nao suplementadas
com cantaxantina;

Quantificar alteracées na compactacao de cromatina dos espermatozoides de
galos suplementados e ndo suplementados com cantaxantina, através das técnicas
de microscopia eletrénica;

Analisar o desenvolvimento testicular através de mensuragbes do diametro e
altura de epitélio dos tubulos seminiferos;

Observar as taxas de fertilidade e eclos&o de lotes de matrizes de frango de

corte suplementadas e nao suplementadas com o aditivo.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Reprodug¢ao na avicultura

O sistema reprodutivo das fémeas é formado por ovario esquerdo
desenvolvido, oviduto, que compreende as por¢des do infundibulo, magno, istmo,
utero e vagina.

O ovario das aves difere dos mamiferos pelo seu tamanho e sua organizagao
hierarquica. Nos mamiferos, diversos foliculos podem ovular em um determinado
momento dentro de um intervalo de varios dias ou semanas, enquanto que em aves
um unico foliculo ovula e o 6vulo € liberado dentro de um intervalo mais curto. Além
disso, como as aves n&o sofrem gestacdo, o embrido deve obter todos os nutrientes
para o0 seu desenvolvimento fora do corpo maternal. Este fato faz com que o évulo
maturo das aves seja muito maior que o0 de mamiferos, servindo como fonte energética
e proteica durante o periodo inicial de desenvolvimento. Nas aves, os foliculos
grandes e amarelos, destinados a ovulacdo, estdo organizados dentro de uma
hierarquia (RUTZ et al., 2007).

Uma das principais fungdes dos ovarios € a produgdo de hormédnios
esteroides, essenciais para o crescimento e funcdo do trato reprodutivo. Dentre
esses, esta a progesterona, a qual estimula a secrecdo de albumen no magno e
inducdo do pico de LH. Os androgénios atuam em caracteristicas sexuais
secundarias (crista e barbela). Os estrogénios desencadeiam a sintese da gema pelo
figado e a mobilizagdo de calcio dos 0ssos medulares para a formacgao da casca. Ao
contrario de mamiferos, as células da granulosa s&o a principal fonte de progesterona
e de pequenas quantidades de androgénios, enquanto que as células da teca
produzem androgénios e estradiol. E importante salientar que as células da granulosa
nao luteinizam, pois n&o existe a necessidade de formacdo de corpo luteo, ja que
nao ha prenhes para manter (BAHR & JOHNSON, 1991).

Na ave em postura, o oviduto aparece como um tubo largo com dobras,
altamente vascularizado e ocupa uma grande extensdo na cavidade abdominal
(MORENG & EVANS, 1990). Esta estrutura conduz o ovo fertilizado para a cloaca,

adicionando a essas quantidades substanciais de nutrientes e, envolvendo 0 ovo com
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membranas e casca, as quais conferem prote¢cdo ao embrido (DYCE, 1997). Esta
estrutura também tem a funcdo de transportar espermatozoides para a fertilizacao,
podendo servir como local de armazenagem para estes, ja que uma inseminacéo €
suficiente para fertilizar os ovos liberados por até 21 dias (RODRIGUES et al., 2011).

Anatdmica e funcionalmente o oviduto pode ser dividido em cinco regides:

- Infundibulo: A estrutura chamada infundibulo é a extremidade caudal do
oviduto, formada por uma porcao de parede delgada, com formato de funil, e um tubo
mais espesso — a regido tubular. O seu 6éstio € posicionado pelo saco aéreo
abdominal esquerdo, o que facilita a apreensao do ovécito recém liberado. O ovécito
leva aproximadamente 15 min para passar pelo infundibulo e, durante este periodo
as glandulas infundibulares fornecem-lhe a camada calazifera ou calazas. As
calazas, por sua vez, correspondem a dois espessamentos de albumen retorcidos no
sentido horario, os quais mantém a gema no centro do ovo e permitem-na girar, para
que o disco germinativo permaneca sempre no lugar mais alto, independentemente
da posi¢ao do ovo (DYCE, 1997).

- Magno: Suas paredes apresentam pregas mucosas macicas, cobertas por
glandulas que tem a funcdo de adicionar cerca de metade do albumen total ao ovo.
Na extremidade distal do magno, as pregas mucosas s&o mais baixas, levando o ovo
aproximadamente trés horas para atravessar este segmento do magno (DYCE,
1997).

- Istmo: O istmo esta situado entre 0 magno e o utero, € curto e estreito. Nesse
segmento sdo secretadas as duas membranas da casca e 0 ovo permanece por
cerca de uma hora e meia nesse local (BULL, 1994).

- Utero: O utero ou glandula da casca & uma regido curta e dilatada em forma de
bolsa. Sua parede mucosa apresenta pregas longitudinais e transversais que
abrigam glandulas tubulares de estrutura semelhante as glandulas do magno (DYCE,
1997). E nessa porcdo que o ovo permanece o maior tempo, cerca de 20 horas. O
processo mais importante que acontece nesta regido € a calcificagdo da casca. O
crescimento dos cristais de calcio se da a uma taxa de 300 mg de calcio por hora. As
tarefas finais do utero sdo a pigmentacao e a formac&o da cuticula, camada externa
a casca que tem funcgéo protetora (HAFEZ, 2004).

- Vagina: A vagina € um tubo muscular em forma de “S”, por onde o ovo passa

rapidamente quando € expelido. Quando o ovo é posto, a abertura vaginal projeta-se
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através do anus, reduzindo o contato deste com as fezes (DYCE, 1997).

As espécies avicolas apresentam semelhangas no trato reprodutivo com outras
espécies animais (ex. répteis) devido a presenca de sitios especializados no trato
feminino, no qual os espermatozoides residem durante periodos prolongados apés
uma cdpula. Existem dois sitios distintos nas espécies avicolas, um localizado na
juncéo utero-vaginal e o outro na porgao inferior do infundibulo.

Os espermatozoides residem nestes Tubulos de Estocagem Seminal (TES), que
€ uma invaginacédo do epitélio que reveste a superficie do lumen do oviduto (BAKST
et al.,, 1994; BAKST, 2011; FROMAN, 2011). O periodo de armazenamento de
espermatozoides em galinhas € de no minimo 21 dias, como constatado por
RODRIGUES et al. (2011).

Normalmente células espermaticas entram nos TES e se orientam
paralelamente. A aglutinacdo de cabeca com cabec¢a dos espermatozoides € uma
das possiveis explicagbes para a manutengdo prolongada in vivo dos
espermatozoides nos TES (TINGARI & LAKE, 1973). Essa afirmacé&o foi comprovada
recentemente por FROMAN (2013), que constatou que dentro dos TES, os
aglomerados de espermatozoides apresentaram um movimento sincronizado e lento,
provavelmente para manter a sua posi¢cdo contra um fluido (flowdirected - para o
orificio de TES), como também descrito por BAKST (1994). Esse fluido pode ser
gerado por aquaporinas, que tenham sido imunocitoquimicamente localizada na zona
apical das células epiteliais da TES (ZANIBONI, 2004).

Na figura 1, esta representada a disposi¢cao dos espermatozoides nos TES das

fémeas.
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Figura 1. Juncédo utero-vaginal n&o fixada e analisada em microscopio de contraste,
mostrando a por¢éo final distal do TES com sptz no lumen. O aglomerado
de sptz esta alinhado cabeca a cabeca conectado com a base da
microvilosidadedos SST (setas). (Barra 20 mm). BAKST et al (2015).

Na figura 2, esta ilustrada a fusdo de macromoléculas presentes nos TES, que
servem de suprimentos para o metabolismo dos espermatozoides dos galos, durante

a sua permanéncia no oviduto da fémea.

’

Figura 2. Vesiculas que variam desde de 30-130 nm de diametro séo
observados se fundindo com a membrana plasmatica
acrossomal de dois sptz (seta). ( barra 500 nm). (BAKST, et al,
2015).
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Ao avancar a idade, a duracdo da fertilidade é reduzida apds uma unica
inseminacao ter sido realizada. No passado foi postulado que isto ocorria em funcéo
de uma redugdo na capacidade de armazenamento espermatico nos TES (VAN
KREY et al., 1967). Alternativamente, BRILLARD (1993) sugere que o declinio na
duragao da fertilidade com a idade resulta de uma maior facilidade da liberacéo dos
espermatozoides dos TES.

O sistema reprodutivo dos galos € constituido por testiculos, epididimo, ductos
deferentes, falos.

Os testiculos de galos, em numero de dois, correspondem a 1% do peso vivo
das aves (STURKI & OPEL, 1976) e apresentam algumas particularidades que os
diferem dos mamiferos. Eles est&o localizados dentro da cavidade abdominal. Esta
apresenta uma temperatura de 41-43°C e mesmo assim ocorre a espermatogénese.
A hipétese que explica a formacao espermatogénica nestas condigdes € a de que
poderia haver um resfriamento dos testiculos através dos sacos aéreos abdominais
(RUTZ et al, 2007).

Diferente da disposicdo em mamiferos, os tubulos seminiferos n&do estéo
agrupados em |6bulos bem delineados circundados por tecido conjuntivo, mas sim
ramificam-se e anastomosam-se livremente dentro da tunica albuginea. No galo
adulto, extensdes da tunica penetram entre os tubulos para agirem como estrutura
de suporte. O tecido intersticial € desprezivel, porém contém as células de Leydig,
que sdo secretoras de androgénios. Os tubulos seminiferos de galos imaturos s&o
alinhados por uma camada simples de células de Sertoli e espermatogbnias. Ja os
machos maduros possuem tubulos de forma irregular alinhados por um epitélio
germinativo de multiplas camadas. As espermatogbnias dao origem aos
espermatécitos  primarios, secundarios e espermatides. Estas udltimas
progressivamente se transformam em espermatozoides, por um processo
denominado espermiogénese (BAKST & BAHR, 1995).

Os galos ndo possuem o0s epididimos caracteristicamente enrolados e
subdivididos como a maioria dos mamiferos. Os espermatozoides passam dos
tubulos seminiferos, através dos tubulos retos, para os ductos eferentes. A partir dos
dutos eferentes, os espermatozoides atravessam uma série de dutos conectados e
sao entdo transportados para o lumen dos epididimos. Em conjunto, estes dutos séao

denominados de regiao epididimaria.



21

Assim, a regido epididimaria compreende os tubulos retos, dutos eferentes
distais e proximais (dutos eferentes), um tubulo curto de conexdo e o duto do
epididimo (HESS et al., 1976). Em aves, ductos compde mais do que 70% da regi&o
epididimaria, sugerindo que os ductos eferentes representam um componente mais
importante da regido epididimaria que o tubulo reto ou duto epididimario (CLULOW
& JONES, 1988). O epitélio dos dutos eferentes apresenta convolugdes para
aumentar a area de superficie do lumen do duto e consiste de células ciliadas e n&o
ciliadas (ETCHES, 1996). As principais fun¢des dos dutos eferentes em todas as
espécies incluem reabsorcdo de fluido, transporte, concentracdo espermatica e
secrecgao proteica (ILIO & HESS, 1994).

O duto do epididimo abre-se dentro do duto deferente o qual é o primeiro local
de armazenamento de espermatozoides no galo. O duto deferente € um tubo
bastante enrolado, o qual na sua extremidade distal, torna- se reto e dilata-se
levemente, passa através da parede da cloaca e termina como extensdo semelhante
a uma papila que se projeta dentro da cloaca.

Nao existem érgaos acessorios tais como vesicula seminal, prostata e glandula
bulbouretral associados ao duto deferente. No galo que nao tenha ejaculado, os
espermatozoides atravessam o duto deferente em cerca de 84 horas, ao passo que
em machos que ja ejacularam, os espermatozoides requerem 24 a 48 horas para
atravessar (ETCHES, 1996).

O macho n&o tem um 6rgéo penetrador (ex. pénis), porém um falo que faz
contato com a vagina em everséo durante a copula. A erecdo do falo resulta em
engurgitamento com um fluido semelhante a linfa derivado do corpo vascular
paracloacal, uma extensao do falo localizado na parede da cloaca (ETCHES, 1996),

Endocrinologicamente, a espermatogénese e a esteroidogénese no testiculo
dependem de LH, FSH e androgénios (KIRBY, 1998). A puberdade € o periodo de
producdo de maiores taxas de espermatogénese e quando ha maior producéo de
androgénios pelas células de Leydig. Estes eventos resultam da liberagédo de GnRH
do hipotalamo, que faz com que a hipdfise libere FSH e LH. Estas glicoproteinas se
ligam a receptores, particularmente nas células de Sertoli e de Leydig. A sua agéo
ocorre através de quinases dependentes de AMPc, que regulam os eventos
intracelulares. O FSH regula o numero e a atividade das células de Sertoli, promove

genes para a sintese de proteinas vitais € regula a producdo de androgénios. A
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inibina e activina séo produzidas nos testiculos e regulam a atividade do FSH através
de feedback e acio paracrina. A inibina controla a acdo de androgénios e inibe a
secrecao de FSH. A activina estimula a secre¢cdo de FSH (RUTZ et al., 2007). Ainda,
a melatonina, horménio produzido pela pineal, reduz a atividade gonadal ao inibir a
secrecdo de LH, sugerindo a acdo da melatonina no hipotalamo e/ou hipéfise
(ROZEMBOIM et al., 2002).

A formacdo do plasma seminal e a concentracdo do sémen de galos
resultam da reabsor¢do de liquidos no epididimo, onde os espermatozoides
permanecem por mais de 100 minutos (RITCHSON, 2013). Devido a auséncia de
glandulas acessorias, 0 ejaculado € composto por uma grande quantidade de
células espermaticas suspensas em um pequeno volume de plasma seminal
(WHITTOW, 2000), resultando em um sémen muito concentrado, apresentando de
um a cinco bilhdes de espermatozoides por mL de ejaculado. Comparativamente, o
suino apresenta de 200 a 300 milhdes de espermatozoides por mL, enquanto que
no touro essa quantidade n&o passa de 1,2 milhdes de espermatozoides por mL. O
volume de sémen produzido depende da linhagem e tamanho do galo, uma vez que,
segundo Etches (1996), o volume de sémen depende do tamanho do testiculo e

este, por sua vez, esta relacionado com o peso corporal do galo.

3.2. Espermatozoides de galo e cromatina

O espermatozoide de galos € composto por acrossoma, cabega, peca
intermediaria e cauda (BURKE, 1996). A diferenga dos espermatozoides de aves
para os de mamiferos, segundo GILBERT (1982), € o fato de aqueles serem
menores, com cabecas filamentosas e longas, € por nao possuirem gota
citoplasmatica. Este autor descreve que a cabeca dos espermatozoides de galos €
curva e mede de 12 a 13 um de comprimento, e recoberta pelo capuchdo do
acrossoma (2um). A peca intermediaria da cauda mede cerca de 4um de
comprimento e o restante do comprimento do espermatozoide de 100 um é
composto pela peca principal da cauda. A por¢do mais larga do espermatozoide do
galo mede aproximadamente 0,5 pum.

A morfologia espermatica parece ser uma das mais importantes
caracteristicas qualitativas do sémen (KUSTER et al., 2004). A avaliagéo pode ser

um indicador basico para predizer a capacidade de fertilizacdo do espermatozoide
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(LUKASZEWICS, 1988), selecdo de machos e também para definicdo de
armazenamento em meios liquidos ou criopreservacdo para propositos e
inseminacgao artificial (DONOGUE & WISHART, 2000; LUKASZEWICS, 2002). A
morfologia espermatica pode também servir como um indicador de desordens na
espermatogénese. No entanto, a avaliagdo da morfologia ainda n&o é utilizada como
rotina de campo. Segundo Maciel (2006), as anomalias espermaticas séo
incompativeis com a boa fertilidade e qualquer alteracdo nas caracteristicas
morfologicas dos espermatozoides pode comprometer a motilidade e sobrevivéncia
espermatica.

Segundo RUTZ et al (2007), os espermatozoides devem apresentar
motilidade e sobreviver no ambiente vaginal para atravessar a vagina e alcancar as
glandulas armazenadoras de espermatozoides, assegurando a disponibilidade
espermatica e a probabilidade de fertilizacio, fatores fundamentais para o sucesso
da reproduc&o. Outros autores ratificam a importancia da motilidade espermatica
para a fertilizacdo (ALLEN & GRIG, 1957, FROMAN & FELTMAN, 1998;
HOLSBERGER et al, 1998; KING et al, 2000). BOWLINGET al. (2003)
correlacionaram a 0 menor percentual de anomalias espermaticas em galos com
maior motilidade espermatica.

Um dos fatores que mais interferem nas caracteristicas seminais € a idade.
E muito comum em granjas comerciais observar declinio progressivo da fertilidade
apds as 40 semanas de idade. O avangar da idade em um macho é acompanhado
por uma redugdo no numero de espermatozoides no ejaculado e no volume de
sémen, além de redugcdo da motilidade, viabilidade e integridade do
espermatozoide. Consequentemente, essas mudangas levam a um declinio da
capacidade fertilizante do macho e pode também afetar sua preservagado durante o
armazenamento (IAFFALDANO et al., 2003).

RUTZ et al. (2005) citam uma identificagdo de ovos férteis a olho nu.
Segundo esses autores, no momento em que ocorre a oviposigdo 0 embrido em
desenvolvimento possui de 30.000 a 60.000 celulas ja formadas, possibilitando a
identificacdo. Este método € muito utilizado em incubatérios comerciais com o
objetivo de avaliar a condi¢do dos machos das granjas fornecedoras de ovos. Outro
método, citado por BAKST et al., (2002), consiste na avaliagdo microscdpica da
membrana perivitelinica que cobre o disco germinativo, verificando perfuracbes

espermaticas na primeira estrutura. Essas perfuracdes, segundo WACLAWEKET



24
al. (1998) nada mais s&o que orificios hidrolisados pelos quais 0s espermatozoides
penetraram no ovocito. Esse método € importante para comparar a fertilidade em
situacdes experimentais ou de campo submetidas a diferentes variaveis.

Medidas nédo tao diretas também costumam ser aplicadas no campo para
verificar a eficiéncia reprodutiva dos lotes, como avaliacdo das caracteristicas
sexuais secundarias. MCGARYBROUGHER et al. (2005), relacionando
caracteristicas sexuais secundarias a fatores como fertilidade, peso dos testiculos
e penetragdo de espermatozoides na membrana perivitelinica concluiram que ha
correlagao positiva entre peso testicular e area de crista, assim como altura de crista
e comprimento de barbela com penetracdo de espermatozoides na membrana
perivitelinica.

Além dos fatores ja citados que influenciam na fertilidade, como linhagem e
idade, outros fatores correlacionam-se positivamente ou negativamente com a
fertilidade. O peso corporal de machos tem influéncia negativa direta na fertilidade
quando se encontra muito acima ou muito abaixo do padr&o estabelecido pela
linhagem (MCDANIELet al., 1981; DUNCAN et al., 1990). A propria dificuldade em
realizar a copula devido ao peso corporal elevado € um fator que faz com que a
fertilidade do lote seja ruim. Uma maneira eficiente de manter o peso do macho
préximo ao preconizado pela linhagem é fornecer ao macho uma ragao exclusiva (e
ndo a mesma que da fémea) e garantir os procedimentos de manejo de
arragoamento, como fornecimento da quantidade 6tima de alimento para os machos
(BRANDALIZE, 2005) e espac¢o de comedouro para 0s machos em fungdo da idade
das aves (BITTAR FILHO & RIBEIRO, 2005). A alta temperatura ambiental também
diminui a fertilidade do lote, seja causando morte espermatica (HOOD, 1999),
provocando alteragbes na qualidade seminal ou reduzindo a concentragao
intracelular de ions (KARACA et al., 2002).

A estrutura da cromatina das células espermaticas apresenta diferencas
marcantes em relagdo a cromatina das células somaticas. As histonas, proteinas
ligadas a fita de DNA das células somaticas, sdo totais ou parcialmente substituidas
na espermiogénese de alguns peixes, aves € mamiferos por proteinas denominadas
protaminas. As protaminas possuem carater mais basico que as histonas, com
abundancia de arginina e cisteina oxidada (LEWIN et al., 1999). A presenca da
protamina leva a mudancgas intensas na condensacao da cromatina (BELETTI et al.,

2004), que se torna extremamente condensada € inerte, pois 0s residuos amina
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dessas proteinas interagem com a fita de DNA através de seus grupos fosfatos,
neutralizando o esqueleto fosfodiéster (LOIR; LINNEAU, 1978; EVENSON et al., 1980;
COURTENS; LOIR, 1981; CHIVA et al., 1987; LEWIN et al., 1999; BELETTI; MELLO,
2004). No caso das aves, a protamina presente no nucleo da célula espermatica €
conhecida como galline (NAKANO et al., 1975 e 1989, SOARES; BELETTI, 2006b).

A condensacao do material nuclear € um importante evento da diferenciagao
nuclear durante a espermatogénese. Acreditava-se que a permanéncia de histonas
somaticas ou ocorréncia de anormalidades nas protaminas poderiam levar a formacéo
de disturbios de condensagdo da cromatina dos espermatozoides, o que leva a
consequéncias sobre a fertilidade (GLEDHILL, 1966; EVENSON et al. 1980; MELLO,
1982; BELETTI; MELLO, 1996; BELETTI; MELLO, 2004; BELETTI et al, 2004).
Contudo, hoje sabe-se que existem regides especificas da cromatina espermatica de
mamiferos que permanecem com histonas, contendo provavelmente sinais
epigenéticos importantes para o desenvolvimento embrionario. Portanto, apenas
quantidade e localizacio erréneas de histonas na cromatina espermatica interfeririam
na fertilidade (BELETTI, 2013)

Quando o dano no DNA é mais severo, este persiste durante o
desenvolvimento embrionario, induzindo apoptose e fragmentacdo do embrido
recente ou levando a morte mais tardiamente (TWIGG et al. 1998; ELLINGTON et al.,
1998). Em estudo avaliando programas de inseminacdo artificial em equinos,
WATSON (2000) apontou os espermatozoides apresentando DNA danificado como
uma das causas do insucesso desta técnica. Em bovinos, DOBRINSKI et al. (1994)
mostraram que reprodutores com baixa taxa de fertilidade possuiam altas taxas de
espermatozoides com DNA danificado.

Em 1966, GLEDHILL verificou que alguns touros com disturbios de fertilidade
apresentavam parte de seus espermatozoides com maior intensidade na resposta a
reacao de Feulgen. Inicialmente a maior intensidade de coloracéo Feulgen positiva
nas cabecas destes espermatozoides foi interpretada como um maior conteudo de
DNA presente nessas células. Mais tarde essa teoria foi substituida pelo uso de
microespectrofotometria de ultravioleta, através da qual verificou-se que estes
espermatozoides n&o possuiam conteudo de DNA diferente. A diferenca na resposta
areacgao de Feulgen foi entdo atribuida a uma alterag@o na cinética hidrolitica do DNA,

devido a alteracdo no complexo DNA-proteina, tornando a cromatina mais frouxa e o



26
DNA mais sensivel a hidrélise. Portanto, a reagdo de Feulgen consegue identificar os
espermatozoides com cromatina mais frouxa, o que interfere na fertilidade do macho.

Varios outros estudos foram realizados na confirmagado destes testes. Assim,
BELETTI e MELLO (1996), estudando touros que apresentavam alta porcentagem de
espermatozoides com patologia de cabeca do tipo “pouch formation” (touros
subférteis), observaram que alguns destes animais apresentavam a frequéncia de
espermatozoides com cromatinas andmalas semelhantes a de touros altamente
férteis. Assim, embora o achado de niveis mais elevados de metacromasia induzida
se associe a subfertilidade, nem toda situacdo de subfertilidade € caracterizada pela
presenca de nucleos com essa propriedade citoquimica.

MOSS et al. (1978), afirmam que todas as amostras de sémen de diferentes
espécies animais contém uma propor¢ao de células anormais. LUKASZEWICS
(2008), avaliando diferentes métodos de coloracdo de diferentes aves, mostrou que
o percentual medio de espermatozoides normais no sémen € entre 70 e 80%.

A partir de estudos em microscopia eletrénica de transmissdo, SOARES &
BELETTI (2006b) observaram que o0 acrossoma dos espermatozoides de galo é
composto por material homogéneo ou levemente granular. No interior do nucleo, a
cromatina geralmente apresenta-se densa e levemente granular. Contudo, foram
observados espermatozoides com cromatina apresentando varios tipos de granulagéo
e tonalidades de cinza, ou seja, com varias intensidades de compactacdo. As células
com deficiéncia de compactacio da cromatina apresentavam todo o nucleo ou mesmo
pequenos pontos mais claros.

As alteracbes morfoldgicas nos espermatozoides de galos dividem-se como em
outras espécies, em defeitos de cabeca e de pecga intermediaria, sendo 0s mais
frequentes descritos por JAENISH (1989): cabec¢a enrolada, cabega grande, em anzol,
tumefeita, zigue-zague, membrana irregular, acrossoma ausente e acrossoma
dobrado. Os defeitos de cabeca espermatica estdo relacionados a transtornos na
espermatogénese, decorrentes principalmente de processos degenerativos das
gbnadas. Os achados mais frequentes na peca intermediaria espermatica foram: peca
intermediaria dobrada e peca intermediaria tumefeita. Ja a detec¢cdo de anomalias na
cromatina dos espermatozoides é frequentemente negligenciada, por falta de estudos
(SOARES & BELETTI, 2006a).

SOARES & BELETTI (2006a) compararam as alteragbes morfologicas e de

compactagao de cromatina com a fertilidade de dois lotes de galos. Eles observaram
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que no lote com os galos mais férteis foi encontrado maior numero de
espermatozoides com alteracbes morfolégicas, enquanto no lote com menor
fertilidade foi encontrado um maior numero de alteragbes na compactacdo da
cromatina, mostrando a importancia da compactagéo cromatinica na fertilidade dos
galos.

RODRIGUES et al. (2009) demonstraram que um dos fatores que podem
influenciar a fertilidade de galos mais idosos s&o as alteragdes na compactacéo da
cromatina espermatica. Estes pesquisadores identificaram que os sémens de galos
velhos apresentam mais alteragdes na cromatina, tanto na homogeneidade como
na intensidade de compactacdo, do que galos jovens. A condensacao do material
nuclear € um importante evento da diferenciagdo nuclear durante a
espermatogénese.

ARAUJO (2013) utilizou microscopia eletrénica de transmiss&o para avaliar
alteragdes na cromatina de sémen de perus, classificando estas alteracbes em
fracas, médias e fortes. Ele concluiu que a microscopia eletrénica de transmisséo &

eficiente na avaliacao de alteragdes de cromatina em espermatozoides de peru.

3.3. Radicais livres e Estresse oxidativo

Um radical livre nada mais € do que qualquer atomo, molécula ou ion que
possui um ou mais elétrons livres na sua orbita externa. Essas particulas, formadas
por elétrons livres ou ndo pareados tem uma instabilidade elétrica muito grande, e
por esta razdo, mesmo tendo meia vida curta, apresentam grande capacidade
reativa, 0 que pode acontecer com qualquer composto que esteja proximo, a fim de
captar um elétron desse composto para a sua estabilizacdo, independentemente de
ser uma molécula, uma célula, ou um tecido do organismo, partindo para uma
reacdo em cadeia de les&o celular. Devido a esta caracteristica, € denominado de
substancia oxidante. O oxigénio tem a sua atividade fundamental no metabolismo
celular aerdbico. Desta forma, a formagéo de radicais livres pelo organismo em
condi¢cdes normais € inevitavel, pois sdo necessarios no processo de respiracéo
celular que ocorre nas mitocondrias das células, a fim de gerar energia (KUSS,
2005).

A peroxidacéo lipidica € uma cascata de eventos bioquimicos resultantes

da acao de radicais livres sobre os lipideos insaturados de membranas celulares,
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levando a uma série de eventos que podem culminar com a morte celular (BENZIE,
1996).

SURAI (2002) relatou que os espermatozoides de galos apresentam um alto
conteudo de &cidos graxos polinsaturados (PUFA). Tal concentragédo de PUFA se
da principalmente na membrana plasmatica da cabeca do espermatozoide
(BONGALHARDO et al., 2002). Esta composi¢éo favorece a peroxidagéo lipidica,
pois as duplas ligagdes dos PUFA formam radicais livres ao se juntarem ao oxigénio
metabdlico, caracterizando os PUFA como materiais oxidaveis (MCDOWELL,
1989). Segundo AITKEN (1995), a fluidez espermatica e a capacidade fertilizante
do galo diminuem no espermatozoide peroxidado.

Varios autores dividem a peroxidacdo lipidica em 3 fases bem definidas:
iniciagc&o, propagacéo e terminagdo (HSIEH et al., 1989; SPITELLER, 1998; LIMA
et al.,, 2001; HALLIWELL, 2006) e ocorrem como cadeia. Na fase de iniciac&o, o
PUFA sofre ataque de oxigénio reativo, que abstrai um atomo de hidrogénio a partir
de um grupo metileno, formando um radical de carbono. Este radical € estabilizado
por um rearranjo molecular para formar um dieno conjugado, ou seja, duas duplas
ligacbes intercaladas por uma ligacao simples (HALLIWELL, 2006). Em meio
aerdbio, o radical alquila inicialmente formado se combina com o oxigénio formando
o radical peroxila, 0 qual pode abstrair um hidrogénio alilico de um outro acido graxo,
gerando outro radical de carbono, e promovendo a etapa de propagacéo. A reacéo
do radical peroxila com o atomo de hidrogénio abstraido gera um hidroperoxido
lipidico. Perdxidos ciclicos também podem ser formados, quando o radical peroxila
reage com uma dupla ligacdo na mesma cadeia de acido graxo, o que também pode
propagar a peroxidacgao lipidica (LIMA, 2001).

A terceira etapa da reacao (terminac&o) da-se pela aniquilacdo dos radicais
formados originando produtos nado radicalares (GARDNER, 1989; HALLIWELL,
2006). Os radicais peroxila e alcoxila também podem sofrer dismutag&o ou clivagem
formando aldeidos; formar uma ligacdo covalente com residuos de aminoacidos;
sofrer um rearranjo formando produtos secundarios da peroxidacéo (SPITELLER,
1998). HOGG & KALYANARAMAN (1999) citam os alcanos, aldeidos, alcoois e
hidroperoxidos como produtos resultantes da peroxidacéo lipidica.

De acordo com BILODEAU et al. (2002), os espermatozoides e o0s
leucécitos presentes no sémen sdo capazes de gerar espécies reativas ao oxigénio

(ROS). Segundo esse autor, a susceptibilidade do espermatozoide aos danos
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oxidativos causados pelas ROS decorrem da alta quantidade de PUFA presentes
na sua membrana plasmatica. Estes acidos graxos sdo altamente predispostos ao
ataque dos radicais livres e consequentemente, a peroxidagdo dos lipidios. O
oxigénio € a maior fonte de ROS produzidas em reacbes metabdlicas para as
células obterem energia pela oxidagdo de nutrientes. As células possuem sistemas
pro-oxidantes e antioxidantes que constantemente geram e detoxificam ROS
durante metabolismo aerdbico. O estresse oxidativo pode ser causado quando o
balango de pro-oxidantes e antioxidantes esta alterado em células com eventos
oxidativos aumentados (ORTEGA, 2003). As ROS incluem todos os radicais do
oxigénio, como 0 anion radical superoxido, radical hidroxila, radical alquila, alcoxila
e peroxila (BARBER et al., 1967, CHANGE et al., 1979; HALLIWELL, 2006).

A produgdo aumentada de oxidantes causa danos em acidos nucleicos,
PUFA de membranas, tidis em proteinas, podendo levar até a morte das células. A
peroxidacao lipidica pode causar injurias as membranas celulares, a oxidagao do
DNA pode levar a mutacdes e a oxidagcado proteica pode levar a diminuicdo da
atividade enzimatica e aumentar o turnover proteico, 0 que em conjunto pode levar
desde a disfuncédo até a morte celular. As células usam antioxidantes armazenados
como a glutationa e a vitamina E para remover oxidantes sob condi¢bées médias e
cronicas de estresse oxidativo (KIM et al., 2010).

LUCHESE et al. (2007), também comentam os efeitos da peroxidagéo
lipidica, destacando que este processo oxidativo pode induzir dano ao DNA
espermatico, acelerando o processo de apoptose da célula germinativa, diminuindo
a concentracao de espermatozoides e deteriorando a qualidade seminal.

Os espermatozoides estdo constantemente expostos a ambientes
oxidativos desde 0 momento em que os espermatozoides sdo formados no testiculo
até a ejaculacédo e passagem pelo trato reprodutivo da fémea (WEIR & ROBAIRE,
2007). Varios autores descrevem a importancia de um sistema antioxidante no
sémen como forma de preservagdo da integridade espermatica e manutencéo da
fertilidade do galo (AITKEN, 1995; SURAI, 2002; RUTZ et al., 2007; HAMMADEH et
al., 2009; KIM et al, 2010). De acordo com RUTZ et al. (2007), a protec&o
antioxidante do sémen confere manutencdo da fluidez de membrana, além de
flexibilidade e permeabilidade necessaria para o processo de fertilizagdo.

A Figura 3 mostra o esquema representativo dos efeitos dos radicais livres,

causadores de peroxidagao lipidica nos espermotozoides com consequéncia na
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eficiéncia reprodutiva.

Production of free radicals

(im wive or in vitrd)

Fertilising potential

Consequences on: Sperm Storage
Sperm viability
Fertility

Figura 3. Esquema representativo dos efeitos dos radicais livres, causadores de
peroxidacdo lipidica, com consequéncia na eficiéncia reprodutivas
(BRILLARD, 2011).

Para proteger-se do efeito letal da formac&o excessiva de ROS, a célula
possui um sistema de defesa antioxidante, enzimatico € ndo enzimatico que pode
atuar tanto removendo o agente antes que ele cause lesdo, quanto reparando a
lesdo ocorrida (FERREIRA & MATSUBARA, 1997; HALLIWELL & GUTTERIDGE,
1999).

O espermatozoide conta com um sistema enzimatico de defesa
antioxidante, que inclui superoxido dismutase (SOD), catalase, glutationa
peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR), bem como antioxidantes néo
enzimaticos como: acido ascérbico e a-tocoferol (AITKEN, 1995). No meio
extracelular, ele é protegido pelo plasma seminal que contém redutores de ROS,
enzimaticos e ndo enzimaticos, como: acido ascérbico, acido urico, albumina e
outras proteinas, catalase, SOD, glutationa e outros tiois, taurina, hipotaurina e
vitamina E. Como a capacidade biosintética do espermatozoide € limitada, o plasma
seminal € particularmente importante na protecdo do espermatozoide contra os
danos causados pelas ROS geradas pelo proprio espermatozoide e pelos fagécitos
presentes no ejaculado (AITKEN, 1995).

A enzima superoxido dismutase (SOD) presente no citoplasma (Cu, Zn —
SOD) e na mitocéndria (Mn-SOD) é responsavel pela dismutacdo de duas
moléculas do anion superdxido (O2-) em uma de perdxido de hidrogénio (H202),

enquanto enzimas como a catalase e a glutationa peroxidase (GPx) catalisam a
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reducdo do H202 a agua e O2 (NORDBERG & ARNER, 2001). Enzimas

removedoras de ROS, como a superoxido dismutase, glutationa redutase (GR),
glutationa peroxidase ou catalase, ja foram detectadas no espermatozoide e/ou no
plasma seminal de varias espécies, incluindo ovinos (KASIMANICKAN et al., 2006;
BUCAK et al., 2008; MARTI et al., 2008), caprinos (ATESSAHIN et al., 2008; BUCAK
et al., 2009), bovinos (BILODEAU et al, 2000, O'FLAHERTY et al., 2003;
SARIOZKAN et al., 2009) e homem (AITKEN et al., 1996; ZINI et al., 2000; MISRO
et al., 2004).

A Figura 4 representa os niveis de defesa antioxidantes das células
proposto por SURAI (1999).

Antioxidant defenses of the cell

Free

. 1*level of defense
Radicals s :
adiea \ Prevent free radical formation

2™ level of defense
Prevent free radical chain
formationand propagation

3 level of defense

SOD  Glutathion / Repair damage molecules

Lipases, proteases...

Vitamine A, E. C, Carotenoids
Se-GSH-Px

Catalase Metal-binding
Free / proteins

Radicals

Figura 4. Esquema representativo de niveis de defesa antioxidante das células,
indicando os carotenoides como sendo um dos elementos antioxidantes,
proposto por SURAI (1999).

Em geral, o sémen de aves contém vitamina E, vitamina C, glutationa,
glutationaperoxidase e a superoéxido dismutase como elementos minimizadores da
acao da peroxidacao lipidica. A mitocondria é responsavel pela producéo de energia
para manter a motilidade espermatica. Durante este processo ocorre a formacgéao de
radicais livres (FIGURA 1). Assim, a presenca de antioxidantes nesta regiao auxilia
na neutralizac&o de radicais livres, impedindo a peroxidagao lipidica e mantendo a
qualidade espermatica (RUTZ et al., 2007).
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RUTZ et al. (2005) afirmou que esta protegéo é temporaria, uma vez que 0
plasma seminal € rapidamente substituido pelo fluido secretado pelo oviduto. Ainda
assim, os espermatozoides continuam sob protecdo de enzimas e vitaminas (C e
E). WEIR & ROBAIRE (2007) compararam a atividade enzimatica antioxiodante dos
espermatozoides e a producéo de ROS na maturacéo de espermatozoides de ratos
velhos e novos e observaram queda na capacidade antioxidante associada ao
aumento na producédo de ROS com o envelhecimento dos animais. Os autores
concluiram que a queda na qualidade espermatica de animais velhos esta
associada a maior susceptibilidade dos espermatozoides aos danos oxidativos.

Contudo, uma vez que a quantidade de enzimas antioxidantes no
citoplasma dos espermatozoides € limitada e a presenga destes antioxidantes &
fundamental para protecado espermatica (HAMMADEH et al., 2009). MAKKER et all.
(2009) e BANSAL & BILASPURI (2010) destacaram antioxidantes adicionados a
dieta de machos com a finalidade de reduzir o estresse oxidativo dos
espermatozoides. Dentre os antioxidantes citados, estdo as vitaminas C e E, beta-
carotenos, carotenoides e flavonoides.

A peroxidacgao lipidica nas aves ¢ influenciada pela qualidade da matéria-prima
(consumo de lipidios oxidados), alta presenca de acidos graxos insaturados nos
tecidos e ingestdo inadequada de nutrientes envolvidos no sistema de defesa
antioxidante. Desta forma, a utilizacdo de antioxidantes nos insumos e na ragao das
aves, visa preservar a qualidade e os niveis nutricionais do alimento e
consequentemente proteger os tecidos da ave viva e o produto final das matrizes que
s&o os ovos férteis e pintos (ROCHA et al, 2013).

Além dos danos ja descritos, também € importante salientar que o radicais
livres podem causar danos diretos e indiretos a cromatina, variando desde alteracdes
na compactacédo até alteracées no DNA levando a ma formagbes (OPUWARI e
HENKEL, 2016).
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3.4 Cantaxantina

MAKKER et al. (2009) e BANSAL & BILASPURI (2010) destacaram os
antioxidantes dietéticos na reducgao do estresse oxidativo dos espermatozoides, sendo
estes constituidos pelas vitaminas C, E, beta-carotenos, carotendides e flavondides.

Varios autores descrevem a ingestdo de antioxidantes, como os carotenoides
e as vitaminas C e E, como maneira de auxiliar o sistema enzimatico de protecéo
contra o ataque de radicais livres em diferentes espécies, como humanos (SOUTHON,
2000), aves (SURAI, 2002) e ratos (ARRUDA, 2004).

Os carotenoides sdo comumente associados com sua fungdo pigmentante
devido a sua ampla distribuicdo na natureza conferindo as cores laranja, amarela e
vermelha em frutas, hortalicas, flores, algas, bactérias fungos, leveduras e animais
(RIBEIRO & SERAVALLI, 2004). Avaliando o efeito de carotenoides na atividade
avicola, Baiao (1996) e ANGELES & SCHEIDELER (1998) perceberam diferencas
significativas na pigmentagcéo de gemas apos o uso desses compostos. Contudo, ha
o conhecimento de que os carotenoides possuem outras propriedades além da
pigmentante, como atividade pré-vitaminas (WILLIAMS et al., 1998) e antioxidantes
(FOOTE et al., 1970; DI MASCIO et al., 1989; MCBRIDE, 1996; BOHM et al., 1997;
RIBEIRO e SERAVALLI, 2004).

Segundo MELENDEZ-MARTINEZ et al. (2004), os carotenoides a-caroteno, B-
caroteno, e B-criptoxantina s&o carotenoides que possuem alta atividade pré- vitamina
A, pois apresentam ao menos um anel ionona no final de sua estrutura. Enquanto isso,
a luteina, o licopeno e a cantaxantina tem pouca ou nenhuma atividade pré-vitamina
A, pois ndo apresentam o anel ionona nas suas estruturas quimicas.

Nutricionalmente, estes podem ser classificados como pro- vitaminicos
(aqueles com atividade pré-vitamina A) ou carotenoides inativos, quando apresentam
apenas atividade antioxidante ou corante (OLSON, 1999). De acordo com o carater
quimico, estes compostos sdo classificados em dois grupos: hidrocarbonados,
denominados carotenos, e oxigenados, denominados xantofilas (GOODWIN, 1965).
Estes dois grupos s&o subdivididos de acordo com sua estrutura, destacando-se o 0s
subgrupos hidrocarbonetos (como o licopeno) e as cetonas (como a cantaxantina).

A propriedade antioxidante dos carotenoides foi descrita por SHAMI &
MOREIRA (2004), que relataram a prote¢do proporcionada por esses compostos as

células contra danos oxidativos, provocados por radicais livres e por ROS que podem
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ser gerados no citoplasma, nas mitocondrias ou na membrana, atacando lipidios,
proteinas, carboidratos e DNA. Os carotenoides s&o capazes de sequestrar as ROS,
como o radical peroxil € o oxigénio singleto, estabilizando o elétron desemparelhado
do radical por ressonéancia (FOOTE et al., 1970). Por conseguinte, os carotenoides
s&o capazes de retirar do meio espécies altamente reativas (BURTON e INGOLD,
1984). Entretanto, a capacidade de interagir com 0 oxigénio e neutralizar os radicais
livres varia entre os carotenoides, cuja atuacao depende do tipo de carotenoide, da
sua natureza, quantidade de oxigénio no meio e da interagdo com outros antioxidantes
(ROCK et al., 1997; EDGE et al., 1997).

Dentre os carotenoides mais Iintensamente oxigenados destaca-se a
cantaxantina pigmento das plumas do flamingo, do guara maranhense e do
champignon (Cantharellus cinnabarinus). O consumo desses carotenoides esta
crescendo devido as atividades industriais de aquicultura e avicultura (FONTANA et
al., 2000; GARCIA et al., 2002).

Em relagdo a utilizagdo da cantaxantina na atividade avicola, como agente
antioxidante, alguns estudos sugerem que esses compostos sdo capazes de funcionar
eficazmente como antioxidantes durante a incubagdo, mesmo na presenca de
oxigénio atmosférico. Em experimentos com matrizes de corte onde todas as aves
foram alimentadas com dietas ricas em vitamina. E, observou-se que os efeitos
antioxidantes podem ser alcangcados através de interacbes entre carotenoides e
vitamina E (EDGE et al., 1997). O nivel de vitamina E no figado de pintos de um dia
foi também significativamente elevado quando as matrizes receberam alta quantidade
de carotenoides na dieta. Sendo reflexo das propriedades antioxidantes dos
carotenoides, impedindo a depressao de niveis de vitamina E durante periodos de
estresse oxidativo, tais como o processo incubacéo (SURAI et al., 1999). Trabalhando
com pintos provenientes de ovos incubados enriquecidos com carotenoides, SURAI &
SPEAKE (1998), observaram uma maior resisténcia a peroxidagao lipidica nos tecidos
dessas aves.

No que tange 0 macho e suas caracteristicas espermaticas, FERREIRA (2010)
verificou influéncia nesses parametros ap6s a adigdo de cantaxantina na ragéo de
machos. A autora atribuiu 0 aumento de motilidade e concentracio espermaticas e a
reducdo nas alteracbes morfoldgicas espermaticas a protecdo antioxidante da

cantaxantina dos acidos graxos dos espermatozoides.
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Em relagdo ao papel dos carotendides como substancias pro-vitamina A,
SURAI et al. (2001) afirmaram que menos de 10% desses podem ser convertidos em
vitamina A, sendo que nas aves somente 0 alfa e beta-carotenos e a criptoxantina
presentes nos alimentos naturais sao capazes de contribuir com o suprimento desta
vitamina, portanto a cantaxantina n&o esta incluida neste grupo provitaminico. Ainda
segundo estes autores, uma porgao dos carotendides com atividade pré-vitamina A €
convertida em vitamina A na mucosa intestinal e uma pequena parte escapa a
conversdo e entra na corrente sanguinea para ser depositada na gema ou na pele.

De acordo com EUROPEAN COMISSION (2002), a cantaxantina € absorvida
no intestino delgado e transportada pelo sangue ao figado, onde parte € transformada
em substancias intermediarias precursoras de vitamina A, como 4-oxoretinol, € 0
restante permanece integro transportado pelas lipoproteinas aos depdsitos alvos.

BEARDSWORTH & HENANDEZ (2003) relataram que a atividade pré-vitamina
A da cantaxantina tem sido reconhecida e que esta pode ser transformada em
vitamina A nas aves quando o nivel desta ultima € limitado na dieta.

A cantaxantina e a vitamina E também podem ser sintéticas. No caso da
vitamina E, a diferenca entre a forma natural e a sintética esta na sua origem. Para
diferencia-las, os nomes comerciais das vitaminas E iniciam com “d” ou “dl", que
referem-se a diferencas na estrutura quimica, e representam a forma natural e
sintética, respectivamente. A forma natural € mais ativa e melhor absorvida. Segundo
ACUFF et al. (1994), a forma sintética precisa ser primeiramente hidrolisada no lumen
intestinal, para entédo ser absorvida. Diferentemente da forma natural, a vitamina E
sintética sé é encontrada na estrutura alfa.

ROCHA et al (2013), afirmou que na avicultura, a utilizagdo dos antioxidantes
como BHT, BHA, etoxiquim e galato, € limitada aos ingredientes das racdes, para
garantir sua conservacgao durante o armazenamento, e quando utilizados na dieta das
aves, geralmente s&do adicionados as ragdes dos frangos de corte. Em matrizes
pesadas e poedeiras comerciais, prefere-se utilizar antioxidantes como vitamina E e

cantaxantina.
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3.5. Perfuragao espermatica

O processo de fertilizagdo, que pode ser resumido como a entrada do gameta
masculino no ovocito feminino, é composto por varios passos que incluem: o contato
ou a interacido entre as membranas do ovocito € do espermatozoide; a entrada do
espermatozoide no ovocito, a ativagdo metabdlica do ovocito, o reinicio da meiose no
ovocito e a formacéo e fusdo dos pro-nucleos masculino e feminino (HAFEZ 2004). O
encontro entre os gametas acontece na regido afunilada do infundibulo onde, um ou
varios espermatozoides atravessam a membrana perivitelinica externa,
preferencialmente na regido do disco germinativo, e digerem um orificio de 10-20 um,
penetrando no ovocito feminino (BAKST & HOWARTH, 1977). No momento da
ovulacdo, o pro-nucleo feminino esta na fase de metafase, da segunda divisdo
meidtica (ETCHES, 1998).

Apds 15 minutos da ovulagcdo, os espermatozoides penetram na membrana
perivitelinica externa (BAKST & HOWARTH, 1977). A ligacao do espermatozoide com
a membrana perivitelinica (MP) do ovdcito e a subsequente reagdo acrossémica € um
importante evento que define o sucesso da fertilizagcdo em aves. O resultado desta
interacdo € um orificio hidrolizado pelo qual o espermatozoide penetrou no ovdcito.
(BAKST & HOWARTH, 1977; WACLAWEK et al., 1998).

O espermatozoide das aves penetra na membrana perivitelinica do ovocito de
forma digestiva (BELLAIRS et al., 1963; FUGII, 1976), assim como acontece nos
mamiferos. OKAMURA & NISHIYAMA (1978) relataram que no momento em que o
espermatozoide das aves entra em contato com a membrana perivitelinica, ele é
submetido a uma reacao acrossomal, resultando na fusdo da membrana acrossomal
externa do espermatozoide, do plasmalema, sua vesiculacao e posterior liberac&do das
enzimas acrossomais, principalmente a acrosina. Esta reacao permite a digestdo de
um caminho ou orificio na membrana preivitelinica pelo qual o espermatozoide
entrara.

Apds a fusdo com a membrana plasmatica do ovdcito, 0 envelope nuclear do
espermatozoide se desintegra e o0 material de cromatina liberado sofre uma
descondensacdo. Uma vez que os pré-nucleos masculino/feminino estejam em intima
proximidade, 0s envelopes nucleares se dispersam propiciando uma intermistura dos
cromossomos (ETCHES, 1998).
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Nas aves, a polispermia, ou seja, a penetracdo de mais de um espermatozoide
na membrana perivitelinica, € um evento fisiolégico. As aves ndo possuem 0
mecanismo dos mamiferos em que, imediatamente apéds a fertilizac&o, a superficie do
ovocito sofre modificagdes que impedem a penetracdo de espermatozoides adicionais
(ETCHES, 1998).

A ocorréncia de multiplas penetracées e a formacdo de varios orificios na
membrana perivitelinica do ovocito recém fertilizado € normal. A maioria desses
orificios estdo concentrados em uma area circular de 2,6 mm ao redor do disco
germinativo. Uma possivel atracdo quimiostatica dos espermatozoides para essa area
foi discutida por ROTHSCHILD (1956) em seus escritos sobre as regras quimiotaxicas
do processo de fertilizagdo. Outros autores sugerem que este fato se deve a auséncia
de calcio na regido do disco germintativo.

Embora o calcio ndo seja o responsavel pela atracdo dos espermatozoides para
esta area, ele é necessario a ativacao do espermatozoide, possivelmente induzindo a
reagdo acrossoma do espermatozoide com o ovécito (HOLM et al. 2000). BAKST
(1988) utilizando a microscopia eletrénica, encontrou diferenca no tamanho e no
numero de vilosidades na area ao redor do disco germinativo e nas areas adjacentes
a esta estrutura. Isso sugere que as vilosidades na regido do disco germinativo
estejam associadas a ligacdo espermatica nas aves. Ao redor do disco germinativo
ha, aproximadamente, 20-25 vezes mais perfuragdes que nas outras areas da
membrana perivitelinica (BRANWELL et al., 1995; WISHART, 1997), sendo esta uma
relacao linear.

Poucos minutos apds a ovulagcédo, no magno, a membrana perivitelinica externa
€ secretada sobre a membrana perivitelinica (BELLAIRS et al, 1963).
Espermatozoides encontrados nesse local estdo aderidos a estrutura proteinacea da
membrana perivitelinica externa. Ha aproximadamente 10 vezes mais
espermatozoides aderidos na membrana perivitelinica externa do que orificios na
membrana perivitelinica.

Também existe correlagdo entre o numero de perfuracdes na membrana
perivitelinica encontradas ao redor do disco germinativo, 0 numero de perfuracdes na
membrana perivitelinica encontradas em outras regidées do ovo fora do disco
germinativo e; 0 numero de espermatozoides encontrados na membrana perivitelinica
externa (BRANWELL et al., 1995; WISHART, 1997). Pesquisas foram realizadas a fim
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de determinar a possivel correlacdo entre esses parametros e a probabilidade de um
ovo de galinha estar fertilizado.

Dentre essas, WISHART (1997) relata que um ovo tem 50% de probabilidade
de estar fertilizado se possuir mais que 0,1 espermatozoides na membrana
perivitelinica externa por mm2. Em adigc&o, o autor concluiu gue um ovo tem 50% de
chance de estar fértil se, no minimo, trés espermatozoides penetrarem na membrana
perivitelinica sobre o disco germinativo, sendo que as maiores taxas de fertilidade
foram obtidas quando houve seis perfuracbes nesta mesma regido. Resultados
semelhantes foram encontrados por BRANWELL et al. (1995) ao pesquisarem a
frequéncia de perfuracdes espermaticas na membrana perivitelinica, sobre o disco
germinativo.

E assumido que o nimero de espermatozoides aderidos sobre a membrana
perivitelinica externa esta relacionado com o numero de espermatozoides presentes
no infundibulo e na por¢éo inicial do magno, no momento da fertilizagdo (WISHART,
1997).

Os tubulos de estocagem seminal s&o os principais locais de armazenagem de
espermatozoides no oviduto, o numero de espermatozoides aderidos na membrana
perivitelinica externa ou o numero de orificios da membrana perivitelinica séo
altamente correlacionados com o numero de espermatozoides disponiveis para
fertilizacdo de um ovo (BAKST, 1994).

STAINES (1998) concluiu que a contagem tanto de orificios espermaticos na
membrana perivitelinica quanto do numero de espermatozoides aderidos na
membrana perivitelinica externa podem ser utilizadas para estimar a fertilidade de um
lote de aves comerciais. A contagem de perfuragdes espermaticas na membrana
perivitelinica também pode ser utilizada para avaliacido de sémen de aves e mostra
ter, para esta espécie, mais sensibilidade e acuracia em diagnosticar danos as
membranas espermaticas que os testes usuais de motilidade e viabilidade (KASAI, et
al. 2000).

Segundo ROBERTSON et al. (1997), para que os espermatozoides realizem
as perfuracbes € necessaria complexa interacdo de parémetros regulatérios
hormonais € metabdlicos aliada a fatores como: motilidade espermatica, ligacédo entre
0 ovoécito e o espermatozoide, inducdo da reagdo acrossomal e da hidrdlise da
membrana perivitelinica. Portanto, a técnica de contagem de perfuracbes

espermaticas na membrana perivitelinica avalia o resultado da soma de todos os
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eventos citados acima, o que confere ao teste ampla capacidade de avaliacdo da
fertilizac&o aviaria.

A avaliacdo da quantidade de perfuragdes espermaticas na membrana
perivitelinica é feita por meio de uma técnica descrita, inicialmente, por BRAMWELL
(1992) e modificado em alguns aspectos por DONOGHUE (1996). A técnica consiste
na separacéo e colheita da gema, que é passada cuidadosamente em papel filtro para
remogdo do albumem remanescente ao redor desta. Uma por¢cdo de
aproximadamente 1 cm? da membrana perivitelinica na regido do disco germinativo €
retirada e imersa em soluc&o salina para remogao do restante de albumem e gema.
O pedago da membrana é colocado sobre uma lamina com auxilio de pinga e agulha
e fixado com formalina 20%, retirando-se 0 excesso logo em seguida. A seguir,
algumas gotas do reativo de Schiff sdo depositadas sobre esta membrana para cora-
la. Apds este procedimento, coloca-se uma laminula sobre a membrana e visualiza a
estrutura e perfuracbes espermaticas em microscopio 6tico em aumento de 100
vezes. A contagem € realizada em 5 campos de 0,27 mm?

A proporcdo entre machos e fémeas em um lote parece afetar
significativamente o numero de perfuragdes espermaticas na membrana perivitelinica.
Comparando as taxas de fertilidade de matrizes pesadas de trés idades distintas,
HAZARY et al. (2001) encontraram resultados de fertilidade superiores nos lotes nos
quais havia um menor numero de fémeas para cada macho alojado.

Em pesquisas realizadas foi possivel determinar a correlacdo entre o numero
de perfuracdes espermaticas e a probabilidade de um ovo de galinha estar fertilizado.
WISHART (1997) relatou que um ovo tem 50% de probabilidade de estar fertilizado
se possuir mais que 0,1 espermatozoides na membrana perivitelinica externa por
mm?Z. Em adic&o, o autor concluiu que um ovo tem 50% de chance de estar fértil se,
no minimo, trés espermatozoides penetrarem na membrana perivitelinica sobre o
disco germinativo, sendo que as maiores taxas de fertilidade foram obtidas quando
houve seis perfuragdes nesta mesma regido.

Estes resultados foram semelhantes a uma pesquisa anterior, onde
BRANWELL et al. (1995) pesquisaram a frequéncia de perfuragbes espermaticas na
membrana perivitelinica, sobre o disco germinativo e correlacionaram com a
fertilidade.

Nas aves, 0s espermatozoides que transpdem a vagina s&o armazenados em

modificagdes da membrana do trato reprodutivo da fémea chamadas de tubulos de
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estocagem seminal, localizados na junc¢éo utero-vaginal (BOBR et al., 1964) e podem
permanecer viaveis por periodos de até 32 dias, sendo em peruas, este tempo pode
chegar a 70 dias (HAFEZ, 2004). Os espermatozoides s&o expostos a varios fatores,
nos tubulos de estocagem seminal, que suprimem a motilidade, o metabolismo
espermatico, a enzima acrosina, a imunogenicidade espermatica e estabilizam as
membranas plasmaticas. Acredita-se que possa haver influéncia do zinco, calcio e do
acido glutamico nestas mudancas fisiologicas dos espermatozoides nesse local.

Ao contrario da fertilizacdo nos mamiferos, o espermatozoide das aves n&o
necessita passar pelo processo de capacitacdo no oviduto. Esse fato foi comprovado
por meio de experimentos, nos quais foram realizadas inseminacbes com
espermatozoides coletados diretamente do ducto deferente de galos. Nesses estudos
foram encontrados resultados semelhantes a inseminagdo comumente utilizada, com
coleta por massagem abdominal (BAKST & CECIL, 1981). Entretanto, um processo
semelhante ao processo de capacitagdo nos mamiferos acontece no infundibulo das
aves. Quando os espermatozoides que estdo armazenados nos tubulos de estocagem
seminal sdo langados para realizar a fertilizagdo de um évulo, existe aumento na
motilidade, metabolismo e desestabilizagdo da membrana plasmatica (BAKST et al.,
1994).
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4. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida em galpao convencional de produgdo de matrizes
pesadas, da empresa Pole Alimentos, localizada no Municipio de Uberlandia, Minas
Gerais. As coletas ocorreram entre os meses de Janeiro a Julho de 2015.

A metodologia utilizada foi aprovada pelo Comité de Etica em Experimentacdo
Animal (CEUA) da UFU, e o numero do certificado do protocolo CEUA é 012/15.

Neste experimento, foram alojados no total 24.000 pintinhos de um dia da
linhagem Ross® AP95, sendo 20.500 fémeas e 3.500 machos, que permaneceram no
periodo de recria em dois galpdes blackout, de pressdo negativa, em boxes separados
especificos para fémeas e machos.

No momento em que as aves atingiram a idade reprodutiva, por volta da 22°
semana de vida, as mesmas foram transferidas para os galpdes convencionais de
producgao, de pressado positiva, com cortinas amarelas e ninhos convencionais.

As racbes experimentais foram ofertadas a partir da 22° semana de vida. A
formulacdo nutricional da dieta foi a de rotina da granja para machos e fémeas, de
acordo com a tabela de recomendagdo da linhagem (ANEXO 1 e 2). Para o
experimento houve a suplementacao ou n&o de 6ppm de cantaxantina, segundo os
tratamentos:

Tratamento 1 - 10.500 fémeas e 1.500 machos, alojados em um galpdo com
suplementacdo de cantaxantina (6ppm), a partir da 22 semana de vida;

Tratamento 2 - 10.500 fémeas e 1.500 machos, alojados em um galpdo sem
cantaxantina na ragao;

A racao fornecida para ambos os tratamentos era produzida na mesma fabrica
de ragdo. Portanto, a unica variavel entre os tratamentos foi a suplementacdo com 6
ppm de cantaxantina nas partidas que se destinaram ao lote teste.

Os galpdes tanto da recria, quanto da producdo eram iguais em estrutura,
equipamentos, tratadores e estavam localizados na mesma granja.

As coletas se iniciaram na 30° semana de vida do lote e se repetiram nas
semanas 40 e 50 de vida das aves.

A cada idade referida foram coletados ovos para a realizagdo das analises de
contagem da perfuracdo espermatica da membrana perivitelinea; testiculos para

mensuragdo dos tubulos seminiferos; sémen para analise da compactagdo de
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cromatina dos espermatozoides, além de também, serem obtidas as taxas de eclos&o

e fertilidade como medidas de rotina da granja.

4.1. Contagem da Perfuragao espermatica da membrana perivitelinea

Para a realizagdo do teste de contagem das perfuragbes da membrana
perivitelinea, foram coletados cerca de 60 ovos, em cada uma das idades de coleta
(30, 40 e 50 semanas de vida das aves). Dos 60 ovos coletados, foi esperado obter-
se uma média de resultado de 10 ovos, devido ao alto indice de perdas no
processamento das amostras para esta técnica. Portanto, o n amostral para esta
analise foi de 10 ovos, por tratamento e por idade.

Portanto, ao final do processamento os resultados contaram com dois
tratamentos (T1 — sem cantaxantina e T2 — com cantaxantina), sendo 10 repeticbes
cada, em trés idades distintas: 30, 40 e 50 semanas de vida.

Os ovos foram retirados de forma aleatéria da segunda coleta de ovos do dia.
Apds a coleta, foram encaminhados ao laboratério onde se iniciava o processamento.

A técnica para contagem das perfuracdes utilizada no experimento foi descrita
inicialmente por BRANWELL (1992) e modificado em alguns aspectos por
DONOGHUE (1996).

Cada ovo teve sua gema cuidadosamente separada da clara. Uma porgéo de
aproximadamente 1 cm? da membrana perivitelinica na regido do disco germinativo
foi retirada e imersa em PBS para remocéo do restante de albumem e gema. O pedago
da membrana foi colocado e posicionado esticado sobre uma lamina com auxilio de
pinca e fixado com formalina 20%. Posteriormente foi utilizado como corante algumas
gotas do reativo de Schiff. Colocou-se laminula sobre a membrana corada e fixada e
seguiu-se para a analise em microscépio de luz em aumento de 100 vezes.

De cada lamina foi localizada a regido onde havia ocorrido as perfuragdes

espermaticas e a contagem no numero de perfuragdes foi realizada.

4.2. Mensuragoes de tubulos seminiferos de testiculos de galos

Para a analise do desenvolvimento testicular, foi coletado de maneira aleatéria

10 galos de cada tratamento, na idade intermediaria do teste (40 semanas).
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Fragmentos de 0,5 cm? foram obtidos do testiculo, de cada galo, e fixados em solugéo
de formol 10% por no minimo 24 horas.

Apos este periodo foram submetidos as técnicas histolégicas de rotina
(desidratagao, diafanizagcédo e inclusédo em parafina), seguindo metodologia proposta
por MAIA (1979). Cortes de 5um foram preparados em microtomo antes de serem
submetidos a coloragdo por hematoxilina-eosina.

Posteriormente as ldminas confeccionadas foram observadas ao microscépio
de luz, e microfotografadas para analises e mensuragdes do didmetro total e da altura
do epitélio dos tubulos seminiferos, utilizando-se o software HL Image®. Foram

fotografados e medidos em média doze tubulos seminiferos por animal.

4.3. Analise da compactacao da cromatina dos espermatozoides

Nas idades de 30, 40 e 50 semanas, foi selecionado de maneira aleatéria cerca
de 20 galos de cada tratamento. Estes galos eram colocados em boxes separados
das fémeas, por 3 dias antes da coleta de sémen.

O sémen foi coletado conforme descrito por BURROWS & QUINN (1937),

com o0 método de massagens abdominais, conforme representado na Figura 5.

Figura 5. Coleta de sémen de machos matrizes de frango de corte.
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Para avaliagdo em microscopia eletrdénica de transmissdo, aproximadamente
0,5 mL de sémen de cada amostra foi colocado em microtubo de 2 mL e o volume foi
completado com a solugdo fixadora Glutaraldeido 5%. Estas amostras foram
centrifugadas (100 x g) por 5 minutos e 0 sobrenadante foi descartado.
Posteriormente, o pellet foi ressuspendido em tampao fosfato e novamente
centrifugado nas mesmas condi¢cbes anteriores, descartando-se o sobrenadante.
Esse procedimento foi repetido trés vezes para eliminar o maximo de residuo de
glutaraldeido. O pellet da ultima centrifugacéo foi ressuspendido em 300 uL de agar
4% liquefeito a 55°C. Apds o resfriamento em temperatura ambiente o agar tornou-se
solido e foi retirado do tubo e recortado em fragmentos de aproximadamente 1 mm3.
Esses fragmentos foram pds-fixados em solucdo de tetroxido de dsmio 1% por 30
minutos e em de tetréxido de édsmio 1% e ferrocianeto de potassio 1,25% por mais de
30 minutos. Estes fragmentos foram desidratados em séries crescentes de acetona a
50%, 70%, 80%, 90%, 95%, 100%, 100% e 100% ficando 5 minutos nos cinco
primeiros banhos e 10 minutos nos trés ultimos. Posteriormente, o material foi
colocado em solugéo de resina Epon e acetona na propor¢éo 1:1 por 12 horas. Apoés
esse periodo, a solugdo contendo o material foi colocada na estufa a 37°C por 12 e
posteriormente em solu¢cdo pura por mais 4 horas. Em seguida os blocos foram
incluidos em resina pura e mantidos durante 2 dias em estufa a 60°C. Finalmente, os
blocos foram submetidos a cortes ultrafinos em ultra-micrétomo, os quais foram
colocados em telas de cobre de 200 mesh e contrastados com acetato de uranila e
nitrato de chumbo (BOZZOLA; RUSSELL, 1998).

Todas as amostras foram analisadas em microscopio eletrénico de transmissao
Microscépio Eletrénico de Transmissédo Tecnai G2-12 - SpiritBiotwin FEI - 120 kV,
quando foram avaliadas 80 cabecas de espermatozoides de cada amostra.

As cabecas que possuissem 0s nucleos homogeneamente escuros
(eletrodensos) foram consideradas possuidoras de cromatina com compactacéo
normal. As cabecas que possuissem o nucleo claro (eletrolucidos) ou de coloragao
heterogénea foram consideradas possuidoras de cromatina com alteragdes e foram
classificadas de acordo com niveis de descompactacdo da cromatina: fraco, o qual
apresenta na estrutura cromatinica um pequeno ponto de descompactacédo; médio,
onde a cromatina apresenta entre um e trés pontos de descompactacédo; forte,
presenca acima de trés pontos de descompactacdo ou apresentacdo bastante

heterogénea em mais de um ponto da cabeca do espermatozoide.
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4.4. Eclosao e Fertilidade

Os dados de eclosdo foram obtidos pela empresa Pole Alimentos, responsavel

pela incubacdo dos ovos, de acordo com a formula de ecloséo:

n’pintos nascidos x 100
Eclos&o=

n°ovos incubados total

Os ovos foram incubados em maquinas do modelo de estagio multiplo, com
periodo de estocagem médio de sete dias. No 19° dia de incubagio, ocorreu a
transferéncia dos ovos para nascedouros, onde permaneceram até completarem 21
dias.

Para a analise de fertilidade, os ovos foram submetidos a quebra e analise
visual do disco germinativo e classificados como fértil ou nao fértil, no segundo dia de
estocagem, apo6s as 50 semanas de idade, semanalmente, 50 ovos por tratamento,

conforme padrao da empresa.

n°de ovos férteis x 100
Fertilidade=

n°ovos avaliadaos

4.5. Analise estatistica

Para a anadlise estatistica, os dados foram verificados quanto a presenca de
valores discrepantes (outliers).

Os dados referentes aos testes de perfuracdo espermatica da membrana
perivitelinea, e eclosdo, foram submetidos ao teste de normalidade e
homocedasticidade de variancia e posteriormente ao teste de Kruskal — Wallis
(RODRIGUES, 2016).

O nivel de significancia foi estabelecido em 0,05, em um teste bilateral.

Com o objetivo de verificar a existéncia ou ndo de diferencas, estatisticamente
significantes, entres as taxas de fertilidade foi aplicado apds a verificagdo da

normalidade dos dados, o teste T, aos dados em questéo.
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O nivel de significancia foi estabelecido em 0,05, em um teste bilateral.

Para verificar a existéncia ou ndo de diferencas, estatisticamente significantes,
entre as medidas testiculares, foi também aplicado apos a verificacdo da normalidade
dos dados, o teste T para duas médias.

O nivel de significancia foi estabelecido em 0,05, em um teste bilateral.

Para os dados de compactacdo de cromatina foi aplicado o teste binomial para
duas propor¢des (BIASE & FERREIRA, 2009), com nivel de significancia estabelecido
em 0,05. Também para estes dados foi aplicado o teste de Oddis Ratio, que compara

a taxa de relagéo entre duas medidas (RUMEL, 1986).
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5. RESULTADOS

Os resultados do teste de perfuragéo espermatica na membrana perivitelinea

(PEMP) estao demostrados na tabela 1.

Tabela 1 — Numero médio de perfuragcdes espermaticas na membrana perivitelinea
de ovos provenientes de lote suplementado com cantaxantina (T1) e n&o
suplementado com cantaxantina (T2) em trés idades distintas.

Semana T1 T2 p valor
30 266 a 71b 0.049*
40 344 a 114 b 0.041*
50 190 a 75b 0.021*

Letras distintas indicam diferencas significativas entre os valores (p < 0.05).

De acordo com os resultados demonstrados na tabela 1, foram encontradas
diferengas, entre o numero de perfuracdes espermaticas, obtidos nas, 30, 40 e 50
semanas de idade, sendo que nas trés idades observadas, a maior taxa de perfuragédo
dos espermatozoides ocorreu no lote suplementado com cantaxantina.

O grupo que recebeu o aditivo antioxidante apresentou maior quantidade de
perfuracdes espermaticas na membrana perivitelinea, indicando também possiveis
melhorias nas taxas de fertilidade e ecloséo.

Os resultados do teste estatistico para verificar ou ndo a diferenga entre o

numero de PEMP com relag&o a idade dos lotes esta representada na tabela 2.

Tabela 2. Teste de probabilidades para as variaveis tempo de analise — 30, 40 e 50
semanas - e tratamento, com cantaxantina (T1) e sem cantaxantina (T2), para o teste
de perfuragdo da membrana perivitelinea.

Tratamentos Semanas P valor
T 30 a 50a 0.42
T2 30 a 50a 0.96

Letras distintas indicam diferencas significativas entre os valores (p < 0.05).

Com relagdo ao tempo de vida analisado, 30, 40 e 50 semanas, ndo se
observou diferencas entre os tratamentos. Isto quer dizer que em ambos o0s
tratamentos, o comportamento da média de perfuracées na membrana perivitelinea

dos ovos foi semelhante, apresentando queda proporcional na ultima semana testada.
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Na Figura 6 esta a ilustracdo das perfuragbes espermaticas na membrana

perivitelinea.

Figura 6. Membrana perivitelinea com baixa quantidade de perfuracdes espermaticas
(A), e com grande quantidade de perfuragbes na membrana espermatica (B).

Os resultados das mensuragdes dos tubulos seminiferos dos testiculos dos

galos estao representados na tabela 3.

Tabela 3. Resultados da mensuracao testicular, didmetro total e altura de epitélio dos
tubulos seminiferos de galos suplementados (T1) e ndo suplementados (T2) com
cantaxantina, nas 40 semanas de vida.

Medida T1 T2 p valor
Diametro (um) 232.58 a 207.49 a 0.06
Epitélio (um) 67.83 a 61.54 a 0.22

Letras distintas indicam diferengas significativas entre os valores (p < 0.05).

Nao foi observado diferencas entre as medidas de didmetro total e altura de
epitélio dos tubulos seminiferos nos diferentes tratamentos.
Nas tabelas 4, 5, 6 e 7 estdo os resultados da analise da compactacéo de

cromatina através da técnica de microscopia eletrénica de transmisséo.
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Tabela 4. Grau de descompactagao de cromatina observado em espermatozoides de
galos suplementados (T1) e nao suplementados (T2) com cantaxantina, nas 30
semanas de vida.

Grau de descompactagéo de sptz

Normal Fraco Médio Forte
Controle 67,96 a 1549 a 5,99 a 10,56 a
Cantaxantina 79,45Db 3,08b 582 a 11,64 a
P valor 0.00* 0.00* 0.99 0.98

Letras distintas indicam diferencas significativas entre os valores (p < 0.05).

Houve diferenca entre os tratamentos na semana 30 de vida, sendo que 0s
galos que receberam a cantaxantina apresentaram maior quantidade de
espermatozoides normais.

Quanto ao grau de descompactagdo, nesta idade, foi possivel observar
diferengas quanto ao nivel de classificagdo fraco, ou seja, o0s galos nao
suplementados apresentavam maior quantidade de espermatozoides com apenas um

ponto de descompactacao, em toda a extenséo de sua cabeca.

Tabela 5. Grau de descompactagéao de cromatina observado em espermatozoides de
galos suplementados (T1) e nao suplementados (T2) com cantaxantina, nas 50
semanas de vida.

Grau de descompactagéo de sptz

Normal Fraco Médio Forte
Controle 59,11 a 7,73 a 17,68 a 15,47 a
Cantaxantina 89,31b 0,85b 598D 3,85b
P valor 0.00* 0.00* 0.00* 0.00*

Letras distintas indicam diferencas significativas entre os valores (p < 0.05).

Na semana 50, também foi possivel observar maior quantidade de
espermatozoides normais nos galos que receberam a cantaxantina.

Em todos os graus de descompactacao de cromatina, houveram diferencas
indicando que o0s galos que n&o receberam o antioxidante na dieta apresentaram
maior quantidade de espermatozoides com descompactacdo parcial ou total da

cromatina.
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Tabela 6. Quantidade de espermatozoides de galos suplementados (T1) e nado
suplementados (T2) com cantaxantina, que apresentaram anormalidade na
compactacao de cromatina, nas 30 e 50 semanas de vida.

Semana T T2 P valor
30 20,54 a 32,04b 0.01*
50 10,68 a 40,88 b 0.00*

Letras distintas indicam diferengas significativas entre os valores (p < 0.05).

Os dados da Tabela 6 nos permite observar que no T2 a quantidade de
espermatozoides com algum grau de descompactag¢do da cromatina aumentou com
relagcdo ao tempo de vida dos galos, ou seja, galos mais velhos apresentaram maiores
quantidades de descompactagao parcial ou total da cromatina.

Ja no T1, o grau de descompactacdo foi menor, ou seja, os galos que
receberam na dieta o antioxidante apresentaram menor quantidade de alterac&o na
cromatina ao longo das semanas de vida.

Nas figuras 7, 8, 9 e 10 estdo ilustrados os diferentes graus de descompactacao

da cromatina dos espermatozoides dos galos.

T
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Figura 7. Foto de eletromicrografia eletrbnica de cabecas de
espermatozoides de galo. Observamos um espermatozoide
com descompactacao classificada como forte (seta).
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Figura 8. Foto de eletromicrografia eletrénica de espermatozoide grau
meédio de descompactacdo da cromatina (seta).

Figura 9. Foto de eletromicrografia eletrénica de espermatozoide com
grau fraco de descompactacéo de cromatina (seta).
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2

Figura 10. Foto de eletromicrografia eletrédnica de espermatozoide
com compactagcao normal de cromatina.

Tabela 7. Taxa de relagdo Oddis Ratio, entre numero de alteragbes na compactagéo
da cromatina dos tratamentos 1 e 2, nas idades de 30 e 50 semanas.

Semana T1:T2 p valor
30 1,82 0.00*
50 578 0.00*
(*) p<0.05

A Tabela 7 indica que na semana 30 de vida dos galos, a probabilidade de se
observar alteracbes na compactacéo da cromatina de espermatozoides dos galos nao
suplementados com cantaxantina (T2), € de 1,82 vezes maior do que nos galos
suplementados.

Ja na semana 50, essa probabilidade aumenta para 5,78 vezes, sendo neste
caso, maior a chance de se observar alteragbes na compactacao da cromatina dos
espermatozoides de galos que nao receberam o antioxidante na dieta.

Na Tabela 8, estdo os resultados da eclosdo dos lotes testados.
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Tabela 8. Eclosdo média analisada em trés periodos, dos ovos de matrizes
suplementadas (T1) e nao suplementadas (T2) com cantaxantina.

Periodo (semanas) T1 T2 p valor
29-35 83.12 a 79.37 a 0.14
35-45 86.16 a 82.66 b 0.00*
45 - 55 77.85 a 73.86 a 0.17

Letras distintas indicam diferencas significativas entre os valores (p < 0.05).

Observamos diferencas na taxa de eclosdo no periodo que corresponde as
semanas de 35 a 45 semanas, ou seja, para estas idades, as taxas de eclosbes
semanais apresentaram melhoria nos lotes que receberam na dieta o antioxidante.

Na Tabela 9, estdo representados os resultados da fertilidade dos lotes

testados.

Tabela 9. Fertilidade média analisada em um periodo, dos ovos de matrizes
suplementadas (T1) e ndo suplementadas (T2) com cantaxantina.

Periodo (semanas) T1 T2 p valor

50 -60 91.54 a 88.36 b 0.02*
Letras distintas indicam diferencas significativas entre os valores (p < 0.05).

No periodo analisado, foi possivel observar diferencas entre as taxas de
fertilidade, sendo que o lote que foi arragoado com adi¢&do da cantaxantina apresentou

maiores taxas de fertilidade.
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6. DISCUSSAO

As matrizes que receberam em sua dieta a cantaxantina apresentaram
melhoria na eficiéncia reprodutiva, com melhores taxas de eclosdo na idade de 35 a
45 semanas de vida das aves, € maior taxa de fertilidade apds as 50 semanas de vida,
periodo em que a analise de fertilidade foi possivel ser realizada a campo.

A melhoria dos indices reprodutivos do lote que recebeu a cantaxantina, pode
ser explicada pelo efeito antioxidante que o aditivo promoveu, reduzindo o estresse
oxidativo dos espermatozoides.

A peroxidacéo lipidica € uma das principais causas de danos a morfologia
espermatica, podendo influenciar na motilidade e penetragdo do espermatozoide na
membrana perivitelinica, comprometendo a fertilidade do lote (MACIEL, 2006). Sendo
que para uma adequada fertilizacdo do ovulo, os espermatozoides devem ser capazes
de penetrar a membrana perivitelinica (RUTZ et al 2007).

FERREIRA et al (2010) observou que a protecao dos espermatozoides contra
a oxidagdo levou a melhora na motilidade, aumento do numero de células
espermaticas e reducéo nas alteragcdes morfoldgicas.

Além das altera¢des morfologicas, a descompactacédo da cromatina, também,
implica em consequéncias negativas a fertilidade. EVENSON et al (1980) e BELETTI
& MELLO (2006) retratam que durante a espermiogénese pode ocorrer uma
substituicdo deficiente ou errbnea das histonas por protaminas, levando a alteracdes
de compactacgéo da cromatina. Sabe-se que em mamiferos a existéncia de histonas é
normal em espermatozoides, porém pode haver a permanéncia maior que a propor¢ao
maxima 15% de histonas na estrutura da cromatina (TANPHAICHITR et al, 1978;
GATEWOOQOD et al.,, 1990, BELETTI, 2013), o que também levaria a uma cromatina
mais frouxa, interferindo na fertilidade do macho.

Neste estudo, os resultados da compactagdo de cromatina dos
espermatozoides indicaram maior grau de descompactacao parcial ou total de galos
n&o suplementados com a cantaxantina. Em adicao, o lote ndo suplementado com
cantaxantina apresentou menor taxa de eclos&o no periodo de 35 a 45 semanas de
vida, e pior taxa de fertilidade.

JOHNSON et al, (2011) e CARREL, (2012) mostraram que altera¢des

cromatinicas espermaticas ndo sdo necessariamente marcadas por danos no DNA,
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mas podem ser em histonas encontradas em pequenas regides nao protaminadas e
que seriam importantes carreadoras de informacdes epigenéticas, necessarias para o
desenvolvimento embrionario inicial. Assim, esta também poderia ser outra explicacéo
para as piores taxas de eclosao, e maior grau de descompactacédo da cromatina dos
espermatozoides ndo suplementados, nesta pesquisa.

Essa correlacdo negativa entre alteracbes cromatinicas e ecloséo ja foi descrita
por ARAUJO (2013), que correlacionou negativamente os niveis de alteracbes
cromatinicas de espermatozoides de perus, com fertilidade, ou seja, alteracdes na
cromatina espermatica interferiram no processo de fertilizagcdo em perus, porém de
forma pouco intensa. O autor ressaltou que a correlagdo negativa foi maior quando
avaliou a taxa de eclosdo do que a taxa de fertilidade, e concluiram que as alteragdes
cromatinicas possuem agdo negativa sobre 0 desenvolvimento embrionario, isto
porque, acdes deletérias sobre DNA poderiam determinar a inviabilidade do embrido
prosseguir seu desenvolvimento.

Embora sendo constatado na literatura que em sémen de galos férteis existe
uma pequena quantidade de espermatozoides com baixa compactacdo de cromatina
e alteragbes morfoldgicas (BELETTI e SOARES 2006b), também se sabe que defeitos
morfolégicos em espermatozoides podem ter implicacdes graves nas propriedades
hidrodindmicas destas células, incluindo efeitos negativos sobre movimentos
retilineos normais e progressdes desuniformes, diminuindo as taxas de fertilidade
(BELETTI & COSTA, 2003; BELETTI, COSTA & GUARDIEIRO 2005a).

SOARES & BELETTI (2006a) comentam que de acordo com trabalhos em
mamiferos, as alteragbes de cromatina poderiam n&o alterar a capacidade de o
espermatozoide fecundar o ovécito, ou seja, a taxa de fertilidade poderia ser alterada
ou nao, mas Iinterfeririam na evolucdo do embrido, impedindo a formacdo de
blastocisto ou mesmo levando a morte em fases pré-eclosdo, havendo assim um
impacto direto na taxa de ecloséo.

Outros estudos em mamiferos como os de ELLINGTON et al (1998) e TWIGG,
IRVINE & AITKEN (1998), concluiram, que alguns espermatozoides com
anormalidades de cromatina séo capazes de fertilizar ovécitos in vivo e in vitro, porém
os danos do DNA podem permanecer durante todo o periodo embrionario para induzir
a apoptose e posterior fragmentacéo do embriéo, o que pode levar ao aborto. TWIGG,

IRVINE & AITKEN (1998) comentam que sob circunstancias normais de dano no
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complexo DNA - proteina, esse poderia ser reparado pelo ovocito, ndo ocorrendo
maiores consequéncias.

Como resultado do presente trabalho, foi observado também, maior numero de
perfuracdo espermatica na membrana perivitelinea dos animais tratados em todas as
idades testadas (30, 40 e 50 semanas).

A correlacao entre fertilidade e eclos&o e o numero de perfuracido na membrana
perivitelinea, foi constatado por CHRISTIENSEN et al. (2005), onde, em seu estudo,
linhagens selecionadas para crescimento rapido apresentaram indices inferiores de
perfuracdes espermaticas na membrana perivitelinica, quando comparadas com
linhagens selecionadas para producéo de ovos. Em consequéncia, a fertilidade dos
ovos e a viabilidade embrionaria também foram afetadas negativamente.

FAIRCHILD & CRISTHENSEN (2005) ainda relacionaram a diminuigdo no
numero de perfuragcbes com o aumento nos indices de mortalidade embrionaria
precoce.

Esta correlagdo entre eclosao, fertilidade e perfuracbes da membrana
perivitelinea pode ser explicada, pois de acordo ROBERTSON et al. (1997), para que
0s espermatozoides realizem as perfuracdes € necessaria complexa interagdo de
parametros regulatérios hormonais e metabdlicos aliada a fatores como: motilidade
espermatica, ligacdo entre o ovocito e 0 espermatozoide, inducdo da reacdo
acrossomal e da hidrdlise da membrana perivitelinica. Segundo o autor a técnica de
contagem de perfuragdes espermaticas na membrana perivitelinica avalia o resultado
da soma de todos o0s eventos citados acima, o que confere ao teste ampla capacidade
de avaliacdo da fertilizac&o aviaria e de taxas com eclodibilidade.

Deve-se considerar a provavel contribuicdo das galinhas na melhoria das taxas
de fertilidade e eclosdo, ja que neste estudo, as fémeas também receberam o
antioxidante na dieta. O mecanismo antioxidante dos tubulos de estocagem seminal
jafoi proposto por BAKST (2015) e também RUTZ et al. (2005), que discorreram sobre
a protecdo dos espermatozoides contra o estresse oxidativo com o auxilio de
mecanismos presentes nas fémeas, como a presencga das vesiculas de transferéncia
de moléculas antioxidantes, a reciclagem da vitamina E, em papel semelhante ao
desempenhado pela vitamina C, conforme também demonstrado por BOHM et al.
(1997).

TRIQUES et al (2016), verificou em sua pesquisa, que 0 aumento no numero

de perfuracbes esta diretamente ligado ao numero de espermatozoides que



57
conseguem atingir o ovocito no infundibulo, indicando, desta forma, de maneira
indireta a capacidade reprodutiva dos galos. Concluiu, que os resultados sugeriram
que adicionar antioxidantes na ragao de galos reprodutores acarretou em um aumento
no numero de espermatozoides produzidos pelos machos ou que as células
depositadas na vagina tiveram melhores condigcdes de sobrevivéncia no oviduto e
conseguiram atingir o infundibulo logo apéds a ovulacao.

Outros autores descreveram importante funcédo dos carotenoides dietéticos na
reducdo do estresse oxidativo dos espermatozoides (MAKKER et al. 2009; BANSAL
& BILASPURI 2010).

Outro dado importante é a agéo pro-vitamina A da cantaxantina. A presenga de
vitamina A €& essencial para reproducdo nos machos, pois mantém a
espermatogénese, através da protecdo do epitélio germinativo e manutencdo da
integridade das células intersticiais produtoras de testosterona (ZANINI et al.,2001;
CHAMPE et al. 2006).

ROCHA et al (2013), observou aumento de vitamina A na gema dos ovos
provenientes de lotes tratados com cantaxantina e relacionou a melhoria da fertilidade
das matrizes a dois fatores: aumento da vitamina A e protecdo antioxidante dos
espermatozoides.

Com relagéo ao tempo de vida das aves, observamos que o numero médio de
PEMP foi menor nas 50 semanas, quando comparado aos resultados de 30 e 40
semanas. Ainda, foi constatado que o tratamento que recebeu o antioxidante na dieta
apresentou menores alteragdes na compactacdo de cromatina nas 50 semanas de
vida, quando comparado a semana 30 de vida das aves. Isto sugere que a adi¢ao do
antioxidante foi importante para a protecao dos efeitos da idade sobre a compactacéao
da cromatina, embora os resultados da perfuracdo tenham apresentado um declinio.

O declinio da eficiéncia reprodutiva com 0 aumento da idade das matrizes, ja é
conhecido na literatura. ROCHA, et al (2013), encontraram que independente da dieta,
a fertilidade reduziu 0,75% por semana de envelhecimento das matrizes entre 50 e 60
semanas de idade.

GUMALKA & KAPOWSKA (2005) estudaram dois lotes de matrizes pesadas,
de diferentes idades inseminadas com sémen de galos da mesma idade e observaram
que as aves de 36 semanas tiveram dois dias a mais de fertilidade efetiva do que aves

de 56 semanas.
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HOCKING (1989) e LAKE (1989), afirmaram que a queda da fertilidade de
matrizes pesadas inicia com 40 semanas de idade, sendo mais pronunciada apos 50
semanas.

O efeito negativo da idade sobre a fertilidade poderia ser explicado pela maior
susceptibilidade dos espermatozoides dos galos velhos aos danos oxidativos, 0 que,
nesta pesquisa, foi compensado pela adicdo da cantaxantina a dieta, devido aos
melhores resultados apresentados por aqueles reprodutores que receberam o
antioxidante.

Sobre a capacidade de neutralizagéo de radicais livres em relagéo a idade,
WEIR e ROBAIRE (2007) compararam a atividade enzimatica antioxiodante dos
espermatozoides e a producao de radicais livres na maturagdo de espermatozoides
de ratos velhos e novos e observaram queda na capacidade antioxidante associada
ao aumento na producdo de radicais livres com o envelhecimento dos animais.
Os autores concluiram que a queda na qualidade espermatica de animais velhos
esta associada a maior susceptibilidade dos espermatozoides aos danos oxidativos.

Segundo OPUWARI e HENKEL (2016), os radicais livres podem causar danos
a cromatina, variando desde alteragcbes na compactacédo até graves alteragdes no
DNA. Portanto, o efeito antioxidante da cantaxantina provavelmente colaborou
também na protecdo da cromatina e ndo somente da membrana do espermatozoide.

RODRIGUES et al (2009) observaram maior numero de alteragbes na
cromatina nos animais velhos, com cromatina menos homogénea e com menor
compactacao em relacdo a cabecas normais, e que poderia estar influenciando
negativamente a fertilidade.

SOARES & BELETTI (2006a) também observaram que galos velhos (60
semanas) apresentam maior numero de alteracbes na compactacdo cromatinica do
que galos jovens.

ROCHA & BAIAO (2001) avaliaram sémen de galos jovens (35 semanas) e
velhos (68 semanas) € n&o encontraram diferenca significativa nas caracteristicas
fisicas espermaticas (motilidade, vigor e turbilhonamento), mostrando que a queda de
fertilidade em galos velhos seria causada por outros fatores, como a perda da protecao
contra o estresse oxidativo nas fémeas, por exemplo.

Quanto a reducgéo na fertilidade devido aos fatores relacionados as galinhas,
pode ter ocorrido redugao na eficiéncia do mecanismo de agéo antioxidante dos TES

sobre os espermatozoides armazenados no oviduto, com o avango da idade (RUTZ
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et al., 2005), o que teria sido compensado pela adicdo de cantaxantina na dieta das
fémeas.

O declinio “natural” na duracéo da fertilidade com a idade, observado nesta
pesquisa, também pode estar associado a uma maior facilidade na liberacdo dos
espermatozoides nos TES das galinhas, reduzindo o numero de espermatozoides
aptos a realizarem a fertilizagdo do ovécito (RUTZ et al., 2007).

Quanto a fertilidade, no que diz respeito aos fatores relacionados as galinhas,
a adicido da cantaxantina também para as fémeas pode ter contribuido para a melhoria
na eficiéncia dos mecanismos de agdo antioxidante dos TES sobre os
espermatozoides armazenados no oviduto, com o avango da idade (BAKST, 2015;
RUTZ et al., 2005),

Portanto, além dos machos seria importante também suplementar as fémeas
durante a fase reprodutiva, devido ao papel desta, na condugéo e preparacdo dos
espermatozoides até o local de fecundacéo.

Segundo GUMALKA & KAPOWSKA (2005) a duragao da fertilidade esta mais
relacionada com a fémea, por uma possivel perda na capacidade de armazenamento
dos tubulos de estocagem seminal. Eles observaram, que os indices de fertilidade
diminuiram com o aumento da idade das fémeas, mesmo quando estas foram
inseminadas com sémen de galos mais jovens.

Varios autores propdem que para que o0s espermatozoides sobrevivam dentro
dos TES das aves e mantenham sua capacidade de fertilizagdo, eles necessitam de
um aporte desta estrutura da fémea que possuem, sugerido por seus estudos, fungbes
primarias de: ser fonte de substratos para o metabolismo dos espermatozoides
residentes; ser fonte de macromoléculas que alteram a funcdo de fertilizacdo do
espermatozoide (fatores de decapacitacdo?) e conferir protecdo contra o estresse
oxidativo. (BAKST, 2011; FROMAN, 2011; BAKST, 1994; FROMAN, 2003; DAS SC,
2008).

Este estudo indicou que a probabilidade de lotes ndo suplementados com a
cantaxantina apresentarem descompactacdo na cromatina dos espermatozoides €
1,82 vezes maior do que 0s que recebem o aditivo antioxidante nas 30 semanas de
vida. Ja nas 50 semanas de vida, essa propor¢cdo aumenta para 5,78 vezes. Isto
sugere que o efeito negativo da idade sobre a eficiéncia reprodutiva das matrizes foi
minimizado pela adi¢cdo da cantaxantina a dieta.

Com relagdo aos resultados de desenvolvimento testicular, onde nesta
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pesquisa, ndo foi observado diferencas entre as medidas de didmetro total e altura
de epitélio dos tubulos seminiferos nos diferentes tratamentos, também em sua
pesquisa TRIQUES et al, (2016), onde foi avaliado o efeito da suplementacéo
dietética de antioxidantes sobre caracteristicas reprodutivas de machos
reprodutores de frangos de corte na fase pds pico de producédo, os autores também
n&o encontraram diferencas no desenvolvimento testicular.

MCGARY (2002), afirmou haver uma correlagédo positiva entre o peso dos
testiculos e a producdo espermatica, e que esse pode ser um dos fatores que
diferenciam o indice de fertilidade do lote. Assim também, como descrito por KEEL &
ABNEY (1980), que volumes testiculares alterados, podem significar inibicdo do
desenvolvimento testicular e todas suas fungdes exocrinas e enddcrinas.

Em adicdo HEINLEIN & CHANG (2002), correlacionaram que um epitélio
germinal, responsavel pela produgéo de fluidos luminal é um pré-requisito essencial
para a espermatogénese.

No entanto, YAMA, et al (2011), descreveu que ndo € inteiramente possivel
descrever a relagdo das alteracbes geométricas tubulares com a producdo de
espermatozoides, uma vez que os dados morfométricos sdo apenas uma parte da
imagem completa, e que outros fatores s&o claramente inportantes como 0 numero
de células espermatogénicas, de Sertoli, e que estes dados devem servir como
modelos preliminares para um estudo da capacidade de fertilizacdo como um todo.

GONZALES-MORAN (2008) afirmou que até as 12 semanas de vida do galo
os tubulos seminiferos dos testiculos sdo formados apenas por uma camada simples
de células de Sertoli e espermatogdnias, evoluindo, na medida em que o animal
amadurece, para um epitélio seminifero estratificado e notéria reducdo de tecido
intersticial no galo sexualmente maduro. TRIQUES et al (2016) concluiram que a
suplementacédo de antioxidantes desde a fase inicial da vida do galo, e n&o apenas na
fase pds-pico como ocorreu em seu experimento, poderia surtir algum efeito na
morfometria tubular.

No presente estudo os galos comecaram a receber o aditivo antioxidante na
dieta na 22 semana de vida, o que também pode ter contribuido para este resultado.
Apesar de nao existir diferenca estatistica na histomorfometria realizada no presente
trabalho, a altura do epitélio apresentou uma tendéncia em ser maior nos animais
tratados (p=0,06). Um dado importante consolidado na literatura € de que a vitamina

A € essencial para reprodugéo nos machos, pois mantém a espermatogénese, através
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da protecdo do epitélio germinativo (ZANINI et al.,2001; CHAMPE et al. 2006),
podendo ser esta uma explicacdo para esta tendéncia, ja que a cantaxantina aumenta
a quantidade de vitamina A (RUTZ et al., 2007).

Os efeitos do uso da cantaxantina como aditivo antioxidante nas dietas ja esta
descrito na literatura por outros autores, demonstrando o grande interesse do mercado
de matrizes de frango de corte, por este aditivo, por ser de possivel comercializacéo.

TRIQUES et al (2016), constatou que a suplementacdo de antioxidantes
(cantaxantina e vitamina D) pode influenciar positivamente a taxa de fertilidade no lote
de matrizes. E concluiram que, ovos provenientes de galpdes onde os galos foram
suplementados com blend de antioxidantes apresentaram maior quantidade de
perfuracdes espermaticas em membrana perivitelinica indicando a possibilidade de
ganhos em fertilidade utilizando esses aditivos.

ROSA et al. (2010) alimentaram matrizes com 6mg/kg de cantaxantina e
verificaram aumento de 1,08% na fertilidade, 3,0% na ecloséo total e 2,4% na eclosio
sobre ovos férteis quando comparado ao grupo de matrizes que néo receberam
cantaxantina na dieta.

MAKKER et al. (2009) e BANSAL & BILASPURI (2010) destacaram os
antioxidantes dietéticos na reducgao do estresse oxidativo dos espermatozoides, sendo
estes constituidos pelas vitaminas C, E, beta-carotenos, carotenoide s e flavondides.

ROCHA et al, (2013), em seu estudo constatou que a cantaxantina esta incluida
no grupo dos carotenoides e, adicionada a dieta dos galos e galinhas, pode exercer
seu papel antioxidante de trés formas: 1) no embrido — protegendo os tecidos
embrionarios na incubagéo, 2) no ovo — protegendo os nutrientes da gema durante o
armazenamento para o0 embrido em desenvolvimento e, 3) nas matrizes pesadas —
auxiliando nos mecanismos antioxidantes do sémen e oviduto e reduzindo o estresse
oxidativo dos espermatozoides.

Em experimentos, SOUZA et al. (2008) e SCHER et al. (2009) adicionaram
B6ppm de cantaxantina na dieta de matrizes e observaram redugéo do numero de ovos
inférteis e da mortalidade embrionaria e melhora nas taxas de ecloséo sobre ovos
totais e ovos férteis incubados.

DUARTE, et al (2015), concluiram que a inclus&o de Cantaxantina e 25-(OH)-
D3 a dieta reduziu a mortalidade embrionaria e aumentou o percentual de ecloséo e

0 numero de pintos viaveis produzidos por ave.
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Outro estudo com matrizes de frango de corte, concluiu que a dieta com milho
suplementada com cantaxantina influenciou na maior concentragcdo de
espermatozoides no periodo de 56 a 59 semanas de idade (FORGIARINI, et al. 2015)

FERREIRA (2010) adicionou 6ppm de cantaxantina na dieta dos galos com 40
a 59 semanas de idade e verificaram aumento na motilidade, concentracéo
espermatica e reducdo nas alteracbes morfologicas dos espermatozoides quando
comparado aos galos que ndo receberam o antioxidante na dieta. A pesquisa atribuiu
os efeitos a protecdo antioxidante da cantaxantina dos &acidos graxos dos
espermatozoides.

Contribuindo com estes dados ja descritos na literatura, esta pesquisa
demonstrou que o uso da cantaxantina na dieta, melhora os indices de compactacao
de cromatina dos espermatozoides, sugerindo que o aditivo minimiza os efeitos
deletérios dos radicais livres sobre os espermatozoides desde o ejaculado até
enquanto permanecem estocados nos TES das fémeas, 0 que contribui para as
melhores taxas de perfuracdo espermatica € melhores taxas de eclosio e fertilidade

do lote suplementado.
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7. CONCLUSAO

A adicao de cantaxantina na dieta de matrizes reprodutoras de frango de corte
melhora a eficiéncia reprodutiva, promovendo melhores indices de compactacéo de
cromatina dos espermatozoides, melhores taxas de perfuragdo espermatica da

membrana perivitelinea e melhores taxas de eclosio e fertilidade.
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ANEXO 1 - Especificagbes Nutricionais para a Fémea Matriz Linhagem
ROSS AP95

Inicial | Crescimento Postura 1 Postura 2" Postura 3"

Idade I dias 0-28 dias ded'grsojbégg;" oo dﬁzgg deswde | 246-350 dias Ap6s 351 dias
Energia Metabolizavel (kg)| keal 2800 2800 2800 2800 2800
[ : )| | ) I I )
AMINOACIDOS* Total |Digestivell Total |Digestivell Total |Digestivell Total |Digestivel] Total |Digestivel
Lisina I % | 108 09 | 068 0,61 067 | o060 | o062 | 05 | 058 | 052
Metionina + Cistina % 0,84 0,74 0,63 0,55 0,67 0,59 0,65 0,57 0,59 0,54
Metionina ] % 1| o51 | 046 | 038 | 035 | 041 0,37 040 | 036 036 | 035
Treonina % 0,75 0,66 0,54 0,48 055 0,49 0,53 0,47 0,51 0,47
Valina | % | o080 071 | o064 | o057 063 | 056 | 060 053 | 057 | 051
IsoLeucina % 0,70 0,62 0,56 0,50 0,56 0,50 0,54 0,48 0,51 0,45
| Arginina I % 1 117 105 | 084 | 076 | 08 | o709 | 08 | 07/ | 08 | 072
Triptofano % 0,19 0,16 0,16 0,14 0,16 0,14 0,15 0,13 0,14 0,12
Leucina I % | 123 111 | 084 0,76 104 | 094 | 100 09 [ o9 [ 086
Proteina Bruta I % 19,00 | 1400-15,00 15,00 14,00 13,00
| MINERAIS* | J | ]
Célcio | % 1,00 0,90 3,00 320 3,40
IFésforo Disponivel | % 0,45 ] 0,42 0,35 0,33 0,32
Sédio | % 0,18-0,23 0,18-0,23 0,18-0,23 0,18-0,23 0,18-0,23
Cloretos ] %1 018023 | 018023 | 018023 | 018023 | 018023 |
Potassio | % 0,40-0,90 0,40-0,90 0,60-0,90 0,60-0,90 0,60-0,90

I
SUPLEMENTAGAO DE
MICROMINERAIS POR KG
Cobre I mgl 16 | 10
lodo | mg 1,25 2,00
Fero Imgl 40 1 50
Manganés mg 120 120
Selénio I mg] 0,30 | 0,30
Zinco | mg 110 110

\
SUPLEMENTAGAO DE [ |
VITAMINAS POR KG Alimento base trigo | Alimento base milho Alimento base trigo Alimento base milho
|Vitamina A 1 11000 ] 10000 | 12000 11000
Vitamina D3 U 3500 3500 3500 3500
Vitamina E | U 100 | 100 100 100
Vitamina K (Menadiona) mg 3 3 5 5
Tiamina (B1) I mg s I 3 1 3 I 3 |
Riboflavina (B2) mg 6 6 12 12
{gido Nicotinico  mg | 30 | 35 | 50 55
Acido Pantoténico mg 13 15 13 15
Piridoxina (B6) | mg | 4 ] 3 I 5 4
Biotina mg 0,20 0,15 0,30 0,25
| Azido Folico I mg | 1,50 1 1,50 | 2,00 ] 2,00
Vitamina B12 mg | 0,02 0,02 0,03 0,03
ESPECIFICAGOES
MINIMAS
| Colina por kg I mg | 1400 1 1300 | 1200 1 1050 1 1050
Acido Linoleico | % | 1,00 | 1,00 125 | 125 | 1,25




ANEXO 2 - Especificagbes Nutricionais para a Macho Matriz Linhagem

ROSS AP95
Nutrientes para o Macho

[Energia Metabolizavel (kg) | keal 2700 |
AMINOACIDOS* | Total Digestivel
Lisina % 0,49 0,44
[Metionina + Cistina | % 0,48 0,42
Metionina % 0,31 0,28
| Treonina I % [ o038 | 033 |
Valina % 0,42 0,37
IsoLeucina [ % I 03 [ 034 |
Arginina % 0,58 0,52
| Triptofano | % 009 | 008 |
Leucina % 0,58 0,52
. ] B ]
Proteina Bruta | % 11,50
[ I ]
MINERAIS*
| Calcio ] % | 0,70 |
Fésforo Disponivel | % 0,35
[Sadio I % 0,18-0,23
Cloretos | % 0,18-0,23
[Potassio I % 0,60-0,90 |
[SUPLEMENTAGAO DE
| MICROMINERAIS POR KG
Cobre | mg 10
lodo [ mg I 2,00 B
Ferro | mg 50
[Manganés | mg | 120 ]
Selénio | mg 0,30
|Zinco | mg | 110
SUPLEMENTAGAO DE Alimento Alimento
VITAMINAS POR KG Base Base

trigo milho
Vitamina A I 12000 11000
| Vitamina D3 Twil 3500 I 350 |
Vitamina E I 100 100
Vitamina K (Menadiona) | mg | 5 ] 5 1
Tiamina (B1) mg 3 S
[Riboflavina (B2) ITmgl 12 | 12 |
Acido Nicotinico mg 50 55
#aido Pantoténico | mg | 13 1 15 |
Piridoxina (B6) mg 5 4
Biotina | mg 0,30 0,25
Acido Foélico mg 2,00 2,00
|Vitamina B12 I mg 0,03 | 0,03
[ESPECIFICAGOES MiNIMAS
Colina por kg | mg 1000
Azido Linoleico T % | 1,00




