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ANALISE COMPUTACIONAL DA CROMATINA DE ESPERMATOZOID ES DE
GALO (Gallus gallus ) E DETERMINAGAO DO PERIODO DE
ARMAZENAMENTO DOS ESPERMATOZOIDES NAS ESPERMATECAS DE
GALINHAS

RESUMO - Os objetivos desse trabalho foram testar novas variantes
metodoldgicas utilizando coloracdo com azul de toluidina, até se estabelecer
um protocolo confiavel para a avaliacdo computacional da compactacado da
cromatina em espermatozoides de galo, buscar alteracées na compactacao da
cromatina durante o armazenamento dos mesmos na espermateca de
galinhas, observar a duracdo do periodo de armazenamento e estimar a
variacdo na quantidade de espermatozoides armazenados nos segmentos
cranial, médio e caudal da regido da espermateca durante 23 dias. Para
avaliacdo computacional da compactacdo da cromatina, foram utilizadas 20
amostras de sémen de galo, sendo 10 amostras de galos com 35 semanas de
idade (Galos Novos) e 10 amostras de galos com 60 semanas de idade (Galos
Velhos). Para a analise dos espermatozéides durante o armazenamento nas
espermatecas das galinhas, foram utilizadas 48 matrizes pesadas (44 fémeas e
4 machos) da linhagem Cobb avian 48 com 36 semanas de idade. Foi coletado
material da juncéo utero-vaginal das fémeas por 23 dias apds a copula com os
machos, sendo que a cada 4 dias, 6 fémeas foram sacrificadas para confeccéo
de laminas histologicas da regido da espermateca. Foram testados diferentes
métodos de desnaturacdo e coloragcdo com AT, sendo que o melhor foi a
hidrélise com &cido cloridrico 1N por 10 minutos, coloracdo em cubeta com
azul de toluidina 0,025%, pH 4,0, por 20 minutos, desidratagdo em &lcool,
diafanizacdo em xilol e montagem com balsamo do Canada. Todas as
amostras de sémen foram submetidas a este protocolo e posteriormente
avaliadas por andlise de imagem computacional, onde foram mensuradas as
cabecas dos espermatozoides quanto a area, comprimento, largura, perimetro,
homogeneidade da compactacdo da cromatina dentro de cada cabeca e
intensidade de compactacdo da cromatina. Os espermatozoides de galos
velhos apresentaram mais alteragcdes na cromatina do que os de galos jovens.

Os galos jovens apresentaram cabecas de espermatozdides maiores do que



galos velhos. Néao foi possivel determinar as alteracdes na compactacdo da
cromatina dos espermatozdides dos galos apés 0 armazenamento na
espermateca pelo método utilizado. Foram encontrados espermatozoides por
toda a extensdo das espermatecas, sendo que esses se concentravam no
segmento médio da juncdo utero-vaginal. Ndo houve diferenca estatistica
significativa na quantidade de espermatozéides presentes na espermateca no
decorrer dos dias de experimento. Foram observadas grandes quantidades de
células espermaticas até o 23° dia de coleta. Portanto, o periodo de

armazenamento de espermatozoides em galinhas é de, no minimo 23 dias.

Palavras — chave : Azul de toluidina, cromatina, espermateca, galo, tubulos de
armazenamento de espermatozoides



COMPUTACIONAL ANALYSIS OF THE CHROMATIN OF FOWL'’S
SPERMATOZOA (Gallus gallus ) AND DETERMINATION OF THE STORAGE
TIME OF SPERMATOZOA IN THE SPERM STORAGE TUBULES IN FOWL
HENS

ABSTRACT - The objectives of this work were to evaluate new
methodological variants using toluidina blue (AT), to establish a trustworthy
protocol for the computational evaluation of the chromatin compaction of the
fowl's spermatozoa, to find out alterations in the chromatin compactation during
the storage in the sperm storage tubules of fowl hens, to observe the storage
time and to estimate the variation in the amount of stored spermatozoa in the
cranial, medium and caudal sections of the uterovaginal junction during 23
days. Twenty semen samples were used: 10 from fowls that were 35 weeks old
and had high fertility (young fowls) and 10 from fowls that were 60 weeks and
had low fertility (Old fowls). To the analysis of the spermatozoa during the
storage in the sperm storage tubules of hens, 48 thirty-six- week-old meat
chickens (44 hens and 4 fowls) of the Cobb Avian 48 strain were also used. A
sample from the uterovaginal junction of the hens was collected for 23 days
after the match with the fowls, 6 hens being sacrificed every four days to make
histological microscope slides. Different methods of denaturation and staining
were tested. The best method with AT was the hydrolysis with 1IN HCI for 10
minutes, staining in bucket with 0.025% AT, pH 4,0, for 20 minutes, dehydration
in alcohol, clearing in xylol and mounted with Canada balsam. All the semen
samples were submitted to this protocol and later evaluated through
computational image analysis. Area, length, width, perimeter and the chromatin
compaction homogeneity of head spermatozoa were measured. The sperm of
old fowls presented more chromatin changes than the ones of young fowls. The
spermatozoa of the young fowls presented bigger heads than the ones of old
fowls. It was not possible to determine the chromatin compaction alterations of
the fowl sperm after their storage in the sperm storage tubules through the used
method. Spermatozoa were found through out the area of the sperm storage
tubules. Most of then gathered in the medium section of the uterovaginal

junction. There was not meaningful statistical difference in the amount of sperm
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in the sperm storage tubules over the days of the experiment. A greater amount
of sperm cells were observed until the 23 day of assessment. Therefore, the

storage time of the spermatozoa in hens lasts at least 23 days.

Key words : chromatin condensation, fowl sperm, sperm storage tubules,

toluidine blue, utero-vagina junction
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1. INTRODUCAO

O crescimento da populacdo e consequente aumento do mercado consumidor,
mostraram a necessidade da intensificacdo na producdo de proteina animal. Nesse
contexto, a expansdo da avicultura intensiva é uma realidade atual na producédo
animal. As aves comerciais para abate sdo originadas de matrizes de linhagem
pesada (Gallus gallus, Linnaeus, 1758) e a demanda produtiva requer um constante
aperfeicoamento da genética dessas aves, buscando principalmente a elevacao do
potencial reprodutivo. A exploracdo méxima dos recursos reprodutivos das matrizes
ganhou extrema importancia devido a essa realidade do mercado, sendo que a
fertilidade dos machos é um dos principais fatores na producdo de ovos férteis
(SOARES; BELETTI, 2006a).

O pico de producdo de ovos das matrizes geralmente ocorre entre a 302 a 352
semana de vida e essas aves sao descartadas por volta da 582 semana, podendo
essa idade de abate ser prorrogada, de acordo com a necessidade do mercado.
Com o passar do tempo, a producdo e a fertilidade do lote diminuem
consideravelmente (LEESON; SUMMERS, 1997). A reposi¢ao de parte dos machos
do lote é um recurso utilizado para melhorar a fertilizacdo. Devido a isso, a avaliacdo
da fertilidade dos machos é de grande importancia assim como a busca por métodos

simples, precisos e de baixo custo.

As técnicas para diagnoéstico de fertilidade em galos sdo pouco exploradas.
Métodos classicos utilizados para exames androlégicos em outras espécies e
diretamente relacionados com o espermatozoide como motilidade, densidade,
vitalidade e morfologia espermatica, também sdo usados para a avaliacdo da
fertilidade dos galos. Porém essas praticas de rotina ndo tém sido eficientes na
identificacdo de alteracdes espermaticas que podem levar a subfertilidade, como
alteracdes na cromatina dos espermatozéides (SOARES; BELETTI, 2006a).

Soares e Beletti (2006a) realizaram estudos preliminares em galos e apesar de
nao conseguirem desenvolver um protocolo de avaliagdo de cromatina confiavel,
verificaram alta correlagéo entre cromatina frouxa e baixa fertilidade. Contudo, foram

encontradas altas taxas de espermatozdides com baixa compactagdo de cromatina
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em sémen de galos altamente férteis. Isto poderia ser explicado, por uma
continuidade na compactacdo da cromatina dos espermatozoéides durante seu

armazenamento na espermateca das galinhas.

A existéncia de alteracbes cromatinicas nos espermatozéides durante o
armazenamento nas espermatecas das galinhas ainda néo foi estudada, sendo que
observacbes dessas alteracbes serdo de grande importancia nos estudos da

fisiologia e fertilidade das aves.

O objetivo desse trabalho foi testar novas variantes metodolégicas utilizando
coloragdo com azul de toluidina, até se estabelecer um protocolo confiavel para a
avaliacdo computacional da compactacdo da cromatina em espermatozéides de
galo, buscando entdo alteracbes na compactacdo da cromatina durante o
armazenamento dos mesmos na espermateca das galinhas, observar a duracédo do
periodo de armazenamento e estimar a variacdo na quantidade de espermatozoides
armazenados nos segmentos cranial, médio e caudal da regido da espermateca

durante o periodo estudado.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A espermatogénese € o processo pelo qual as espermatogbnias originam 0s
espermatozoides. Ocorre nos tubulos seminiferos, responsaveis pela producéo de
gametas (AIRE, 2003).

Segundo Gilbert (1982), o tempo de formacdo dos espermatozodides nos
testiculos das aves varia de acordo com as espécies. Por volta da quinta semana
apO0s o0 nascimento das aves, ocorre a multiplicacdo das espermatogonias e 0s
espermatdécitos primarios aparecem ao redor da sexta semana. Na décima semana,
ocorre a multiplicacdo intensa dessas células e observa-se a presenca de
espermatoécitos secundarios nos tubulos. Apés 0 surgimento das primeiras
espermatides na vigésima semana, o0s testiculos estdo aptos a produzir
espermatozoides para garantir a fertilizacéo.

A estrutura da cromatina das células espermaticas apresenta diferencas
marcantes em relacdo a cromatina das células somaticas. As histonas, proteinas
ligadas a fita de DNA das células somaticas, sdo total ou parcialmente substituidas
na espermiogénese de alguns peixes, aves e mamiferos por proteinas denominadas
protaminas. As protaminas possuem carater mais basico que as histonas, com
abundéancia 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 e inerte, pois 0os residuos amina
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 condensacdo do material nuclear € um importante evento da diferenciacéo
nuclear durante a espermatogénese. Estudos mostram que a permanéncia de
histonas somaticas ou ocorréncia de anormalidades nas protaminas podem levar a
formacao de distarbios de condensa¢do da cromatina dos espermatozéides que se

torna frouxa, o que leva a consequéncias sobre a fertilidade (GLEDHILL, 1966;
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EVENSON et al. 1980; MELLO, 1982; BELETTI; MELLO, 1996; BELETTI; MELLO,
2004; BELETTI et al, 2004).

Existem evidéncias de que o processo de condensacdo de DNA pode ser
incompleto, resultando em uma menor estabilidade nuclear e maior probabilidade de
desnaturacdo do complexo DNA-proteina, o0 que tem sido associado com
infertilidade em varios animais e no homem (EVENSON et al 1980; BALLACHEY et
al. 1987; DOBRINSKI; BARTH, 1993; BELETTI; MELLO, 1996; LOPES et al., 1998,
BELETTI et al, 2004). Quando o dano no DNA é mais severo, este persiste durante o
desenvolvimento embrionério, 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 inseminacgéo artificial em equinos,
Watson (2000) apontou os espermatozoéides 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 distarbios de fertilidade
apresentavam parte de seus espermatozoides com maior intensidade na resposta a
reacdo de Feulgen. Inicialmente a maior intensidade de coloragcéo 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 ndo possuiam conteudo de DNA diferente. A diferenca na resposta
a reacdo de Feulgen foi entdo atribuida a uma alteracdo na cinética hidrolitica do
DNA, devido a alteracdo no complexo DNA-proteina, tornando a cromatina mais
frouxa e o0 DNA mais sensivel a hidrolise. Portanto, a reacdo de Feulgen consegue
identificar os espermatozéides com cromatina mais frouxa, o que interfere na
fertilidade do macho.

Mello (1982) desenvolveu um método para avaliacdo da cromatina com o uso do
azul de toluidina (AT), um corante catibnico que exibe fenbmeno metacromatico, isto
€, a alteracdo na cor é induzida pela ressonancia de elétrons entre as moléculas do
corante. A ligacdo de moléculas do corante azul de toluidina (pH 4,0) aos grupos

fosfatos ionizados do DNA € importante para avaliacdo de alteracdes na cromatina
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espermatica. Este pH de 4,0 garante que outros sitios (anions) ndo sejam ionizados.
Os espermatozodides normais se corariam em verde, mas aqueles com anomalias no
complexo DNA-proteina se corariam em violeta. Isto ocorre porque em cromatina
normal de espermatozoéides, a maioria dos grupos fosfatos esta bloqueada por
protaminas, e consequientemente, poucas moléculas do corante se ligariam ao DNA,
resultando em uma coloragdo de verde a azul claro. J4& para aqueles
espermatozoides com cromatina pouco compactada, haveria mais ligacbes com as
moléculas do corante, resultando numa coloracéo de azul escuro a magenta. Porém,
somente um alto grau de alteragdo cromatinica seria identificado por este método. A
sensibilidade deste processo pode ser aumentada pela hidrélise antes da coloracéo,
ou seja, de acordo com o seguinte protocolo: tratamento acido (HCI 4 N a 25 °C, 15
a 20 min.) seguido de coloracdo com azul de toluidina (pH 4,0). Espermatozdides
normais, que sao caracterizados por cromatina altamente compactada, seriam pouco
afetados pela hidrolise e conseqlientemente, corariam-se em azul claro. Por outro
lado, cromatina espermatica com baixo grau de alteracdes poderia ter as protaminas
parcialmente extraidas, promovendo assim ligacdes das moléculas do corante com
os grupos fosfatos do DNA. Deste modo, a sensibilidade do método para identificar
anormalidades na cromatina espermatica € aumentada.

Evenson e colaboradores (1980) criaram outro método que utiliza um processo
de desnaturacdo acida ou térmica dos espermatozoéides e posterior coloracdo com
alaranjado de acridina (AO). A avaliacdo € feita em citofotdometro de fluxo com
ultravioleta (UV), onde espermatozoides com fluorescéncia verde sdo considerados
com cromatina normal e fluorescéncia vermelha, com cromatina desnaturada.
Teoricamente, os espermatozoides com fluorescéncia verde possuiam um complexo
DNA-proteina estavel o suficiente para suportar um rapido tratamento térmico sem
se desnaturar. J4 aqueles que apresentavam fluorescéncia vermelha, provavelmente
possuiriam alteracdes no complexo DNA-proteina, tornando-o instavel e permitindo a
sua desnaturacdo pelo mesmo tratamento térmico. Porém, o alto custo desta

metodologia impede seu uso na rotina veterinaria.

Modificando o método de Evenson et al. (1980), Tejada e colaboradores (1984)

iniciaram um trabalho com esfregagos de sémen humano, avaliando a compactacao
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da cromatina pela coloracdo de AO. Apesar de serem testes mais simples e baratos

por ndo utilizarem citofotdmetro de fluxo, obtiveram bons resultados.

Vérios outros estudos foram realizados na confirmacdo 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 situacéo de subfertilidade € caracterizada pela
presenca de nucleos com essa propriedade citoquimica. Neste mesmo trabalho, os
autores utilizaram a coloracdo com AT e com AO em esfregacos de sémen, sendo

que a primeira coloracao foi mais barata, eficiente e menos subjetiva.

Hammadeh et al. (2001) submeteram sémen humano a exames com Azul de
Anilina e ndo obtiveram correlacdo entre condensacdo cromatinica do
espermatozoide e defeitos de morfologia. Assim, concluiram que compactacédo de
cromatina € mais um parametro para a avaliacdo de fertilidade no macho, sendo
este independente de outros parametros convencionais. Consequentemente,
indicam a inclusdo da avaliagdo de compactacdo de cromatina na rotina dos
laboratorios de reproducdo. Evenson et al. (2002) por sua vez preconizam que
fatores metacromaticos, como os proporcionados pelo AT, devem ser utilizados na
avaliacdo da integridade cromatinica do espermatozéide humano e de outras
espécies animais, pois os parametros classicos de qualidade espermatica ndo estéo
bem correlacionados aos quadros de infertilidade e subfertilidade.

Segundo Gilbert (1982), os espermatozoides das espécies aviarias diferem dos
mamiferos domeésticos por serem menores, com cabecas filamentosas e longas, e
por ndo possuirem gota citoplasmética. O acrossoma, a cabeca, a peca
intermediaria e a peca principal da cauda estdo presentes. Ainda segundo este
autor, no galo a cabeca do espermatozéide é curva e mede 12 a 13 um de
comprimento, e é recoberta pelo capuchao do acrossoma (2 um de comprimento). A
peca intermediaria da cauda mede cerca de 4 um de comprimento, e o restante do
comprimento do espermatozoide de 100 um é composto da pega principal da cauda.

Em sua parte mais larga, o espermatozoide mede cerca de 0,5 um.
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A partir de estudos em microscopia eletrénica de transmissao, Soares e Beletti
(2006b) observaram que o acrossoma dos espermatozoéides de galo é composto por
material homogéneo ou levemente granular. No interior do nudcleo, a cromatina
geralmente apresenta-se densa e levemente granular. Contudo, foram observados
espermatozoides com cromatina apresentando varios tipos de granulacdo e
tonalidades de cinza, ou seja, com varias intensidades de compactacdo. As células
com deficiéncia de compactacdo da cromatina apresentavam todo o nucleo mais
claro.

Na analise do sémen de aves, 0s parametros seminais convencionais analisados
sdo: concentracdo, motilidade, morfologia, vitalidade, contaminacdo e volume que
varia de 0,5 a 1,0 ml (JAENISH, 1989). Harris et al. (1984) enfatizaram a importancia
do peso corporal na selecado de reprodutores e salientaram uma correlacdo positiva
entre peso corporal e volume de sémen. Ansah et al. (1980) constataram valores
médios de motilidade entre 0,22 a 3,0, utilizando escore de zero a quatro. Quanto a
concentracdo, Marini e Goodman (1969) reportaram grandes variagcbes da
concentracdo entre linhagens de alta e baixa taxa de crescimento, nas quais

obtiveram, respectivamente, 2,3 x 10° e 4,9 x 10° espermatozéides/ml.

As alteracdes morfolégicas nos espermatozéides de galos dividem-se como em
outras espécies, em defeitos de cabeca e de peca intermediaria, sendo os mais
frequentes descritos por Jaenish (1989): cabeca enrolada, cabeca 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 frequientes na peca intermediaria espermatica foram:
peca intermediaria dobrada e peca intermediaria tumefeita. Ja a deteccdo de
anomalias na cromatina dos espermatozoides € freqlientemente negligenciada, por
falta de estudos (SOARES; BELETTI, 2006a). Soares e Beletti (2006a) compararam
as alterac6es morfologicas e de compactacdo de cromatina com a fertilidade de dois
lotes de galos. Eles observaram que no lote com os galos mais férteis foi encontrado
maior numero de espermatozoéides com alteragcdes morfolégicas, enquanto no lote

com menor fertilidade foi encontrado um maior numero de alteragcbes na
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compactacdo da cromatina, mostrando a importancia da compactacao cromatinica

na fertilidade dos galos.

A maioria das técnicas usadas para avaliacdo do sémen é realizada pela
analise visual do examinador, a qual possui certo grau de subjetividade e mesmo
tendenciosidade. Na tentativa de se diminuir a subjetividade, tendenciosidade, falhas
do examinador e aumentar a reprodutibilidade entre examinadores, vem sendo
proposto 0 uso de analise de imagem por computador para a avaliacdo da
motilidade e morfologia dos espermatozoéides (BELETTI et al, 2005a). A andlise
computacional da morfologia espermatica geralmente considera mensuracdes
basicas como area, perimetro, comprimento, largura, bem como fatores derivados
destas medidas, tal como: razdo largura: comprimento, elipcidade, fator forma e
outros (GARRETT; BAKER, 1995; BELETTI et al, 2005a). Em adicdo a estas
mensuracgdes basicas, descritores Fourier também sdo usados (OSTERMEIER et al.,
2001a;2001b; BELETTI et al, 2005a). Outra aplicacdo para analise de imagem € a
caracterizacdo da cromatina de espermatozoides coradas com azul de toluidina, que
vem sendo concomitantemente usada com a andlise morfométrica (BELETTI et al,
2005b).

O primeiro parametro seminal estudado por andlise de imagem foi a
motilidade (DOTT, 1975; JECHT; RUSSO, 1973). Hoje, existem programas de
computador que avaliam a motilidade com precisdo, sendo muito superiores a
estimativa visual realizada pelo examinador nas técnicas de rotina (VERSTEGEN et
al.,, 2002; BELETTI et al, 2005a). Estes programas permitem analises mais
completas, muito além do que simplesmente a determinagdo da porcentagem de
espermatozoides férteis. O “CASA” (computer-aided semen analysis) permite a
avaliacdo da concentracdo, porcentagem de espermatozoides moveis, velocidade
curvilinea, velocidade linear, velocidade média, amplitude do deslocamento lateral
da cabeca (WIJCHMAN et al., 2001).

Ao contrario da motilidade, a morfologia normal dos espermatozéides e
mesmo as anomalias variam para cada espécie e se faz necessario uma
padronizacdo da técnica para cada uma. A maioria das técnicas até agora
padronizadas para determinar alteracbes morfologicas de espermatozodides sao

restritas a analise morfométrica da cabeca de espermatozéides humanos, sendo
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mensuradas apenas a area, perimetro, comprimento, largura e razdo largura/altura
(MACLEOD; IRVINE, 1995; DAVIS et al., 1992; JAGOE et al., 1986; KATZ et al.,
1986; SCHRADER et al., 1990). Apesar da simplicidade deste tipo de analise,
Macleod e Irvine (1995) demonstraram que esta técnica € mais eficaz que analise
visual realizada pelo técnico para identificar problemas de fertilidade. A avaliacdo de
outros parametros morfolégicos da cabeca (GARRETT; BAKER, 1995; HARR, 1997,
BELETTI et al, 2005a) e até mesmo da cauda (GERGELY, 1999; STEIGERWALD;
KRAUSE, 1998) estdo sendo pesquisados.

Na medicina veterinaria, a analise de imagem, como técnica para avaliacdo
de sémen, esta passando por uma fase de padronizacdo para cada espécie, tal
como bovino (GRAVANCE et al.,, 1998a; GRAVANCE et al., 1999; SAILER et al.,
1996), ovino (GRAVANCE et al., 1998b; SANCHO et al., 1998), suino (HIRAI et al.,
2001), equino (GRAVANCE et al, 1996; GRAVANCE et al., 1997), coelho
(GRAVANCE; DAVIS, 1995), rato (HIGUCHI et al., 2001) e até mesmo macaco
(GAGO et al., 1998). Porém, quase todos se restringem as mensuragdes basicas da
cabeca do espermatozoéide, ou seja, area, perimetro, altura, largura e razéo
largura/altura.

Recentemente o grupo de pesquisa "Cybernetic Vision" do Instituto de Fisica
de Sé&o Carlos - USP em colaboracdo com Instituto de Ciéncias Biomédicas da UFU
criaram programas em ambiente "Scilab", para analise morfologica de
espermatozoides, independente da espécie (BELETTI; COSTA, 2003; BELETTI et
al., 2005a,c). Estes programas avaliam detalhadamente a morfologia da cabeca e
estabilidade da cromatina, utilizando esfregacos de sémen corados com azul de
toluidina. Ja estd demonstrado que estes programas identificam alteracdes
morfologicas e de cromatina ndo percebidas pela analise visual do espermograma
de rotina (BELETTI; COSTA, 2003; BELETTI et al., 2005a,b,c).

Um fator importante na fisiologia reprodutiva das aves € a capacidade das
fémeas de armazenarem espermatozoides por periodos prolongados. Isso ocorre
devido a presenca dos tubulos de armazenamento de espermatozoides, que séo
invaginacdes do epitélio concentradas entre 1 e 3 cm nas diferentes espécies, na
regido cranial da vagina, sendo esta denominada juncdo utero-vaginal ou
espermateca (ZANIBONI; BAKST, 2004). Os espermatozoides introduzidos na
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vagina pela copula ou inseminacdo artificial, ascendem até os tubulos de
armazenamento e ai permanecem por periodos variados, dependendo da espécie,
idade e status reprodutivo da fémea (KING et al., 2002). Holm e Ridderstrale (2002)
afirmam que a duracédo do armazenamento dos espermatozoides pode variar de 6 a
45 dias nas diferentes espécies. No peru, este periodo varia de 10 a 15 semanas
apos uma Unica inseminacao (BRILLARD; BAKST, 1990).

Através de experimentos onde a mucosa vaginal foi isolada, conservada em meio
PBS (Phosphate-Buffered Saline) e observada em estereomicroscépio, King et al
(1999) observaram que os espermatozoéides estavam mais concentrados na porcao
terminal dos tubulos de armazenamento, posicionados com as cabecas alinhadas e
suas caudas batiam sincronizadas e lentamente a temperatura ambiente. Froman
(2003) observou que os espermatozoides ao longo dos tubulos ndo se aderem as
células epiteliais e se alinham com os acrossomas voltados para o fundo cego dos
mesmos. Aparentemente, ocorre uma estratificacdo das células espermaticas na
extensdo dos tubulos (VAN KREY et al, 1981), dando créditos a hip6tese de que os
altimos espermatozoides introduzidos sado os primeiros a sairem dos tubulos
fertilizando os ovos (BURKE; OGASAWARA, 1969; COMPTON et al, 1978). Bakst
(1987,1993) observou a presenca de lipideos neste epitélio em galinhas, perus e
codornas japonesas. Este material lipidico poderia ajudar na manutencdo da

membrana plasmatica dos espermatozoides, protegendo contra danos oxidativos.

A quantificacdo dos espermatozoéides contidos nos tubulos de armazenamento é
dificil, pois essas células se agrupam muito proximas umas das outras. Além disso,
raramente as laminas cortadas em somente um plano de corte histolégico, sendo
que também a fixacéo e preparacao do tecido levam a perdas e alteracdo do niamero
de espermatozoides (KING et al, 1999). Segundo Bakst (1987), a populacdo de
espermatozdides na espermateca é estimada em 7,5 x 10° células. Brillard e Bakst
(1990) observaram que o0s espermatozoides preenchem os tdbulos de
armazenamento mais rapidamente e em maior numero nas fémeas inseminadas
antes do inicio da producao de ovos. Utilizando técnicas histolégicas, notaram que o
preenchimento dos tubulos levou cerca de 4 horas em fémeas inseminadas antes do
inicio da producdo de ovos, enquanto que naquelas inseminadas ap0s o inicio da

producdo, esse numero subiu para 2-5 dias. Possivelmente, o ambiente do lGmen
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7

dos tubulos durante a producdo de ovos ndo € condizente com o transporte de
espermatozoides ou ocorre uma diminuigdo de tubulos funcionais apés o inicio da
producéo. King et al (2002) sugerem que pode ocorrer algum tipo de ativacdo dos
tubulos antes do inicio da producdo de ovos, justificando a maior capacidade de
armazenamneto neste periodo. Alteragcdes hormonais (BRILLARD et al, 1997) ou a
distensdo do oviduto associada a passagem dos ovos (BAKST, 1994) podem
interferir no armazenamento apds o inicio da producdo. De acordo com Brillard
(1993), a capacidade maxima de armazenamento em galinhas € atingida com

somente uma inseminacéao artificial.

Segundo Bakst et al (1994), os espermatozdides armazenados sédo recrutados
dos tdbulos durante todo o periodo em que a fémea esta produzindo ovos, para
garantir a fertilizacdo dos mesmos. O armazenamento dispensa a manutencéo
constante dos machos com as fémeas, ja que a sincronizacdo da cépula com a
ovulacao se torna desnecesséaria (SWAN; SICOURI, 1999).

Alguns estudos sugerem a existéncia de um processo de selecdao dos
espermatozoides que permanecem na espermateca (OGASAWARA et al, 1966;
BAKST, 1989). Esses mecanismos de entrada e saida dos espermatozéides dos
tubulos ndo estdo bem caracterizados, mas sabe-se que somente espermatozoides
moveis e morfologicamente normais adentram os tabulos de armazenamento (KING
et al, 2002). Froman (2003) sugere que a motilidade espermética é o principal
aspecto para a selecdo dos espermatozoéides que permanecerdo nos tubulos de
armazenamento pois somente células méveis sdo capazes de ascender a vagina e
atingir a espermateca. Além disso, fatores como a idade da ave e inicio da producdo
de ovos também podem interferir (KING, 2002).

Froman (2003) em sua deducdo de um modelo para o armazenamento de
espermatozoides em galinhas, explica que a presenca de uma corrente unidirecional
de fluido deveria promover a saida dos espermatozéides para fora dos tabulos de
armazenamento quando a motilidade desses fosse menor que a forca da corrente.
Essa corrente seria formada pelo do fluxo de agua que atravessa os aquaporos de
membrana (AQP), que s&o pequenas proteinas de membrana que funcionam como

canais de 4gua em varios tecidos (VERKMAN; MITRA, 2000), presentes na porcao
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apical dos tubulos de armazenamento (ZANIBONI; BAKST, 2004). Acredita-se, de
acordo com Zaniboni e Bakst (2004) que a cascata hormonal que modula a
producdo de ovos também interfira no funcionamento dos aquaporos dos tubulos, ja
gue antes do inicio da producéo observa-se pequenas quantidades de fluido saindo
dos tubulos, o que favoreceria o preenchimento maximo dos mesmos. ApG4s o inicio
da producédo, observa-se um aumento na producdo de fluido, o que favoreceria a

saida dos espermatozoides para atingir o local de fertilizacdo do ovulo.

Outra possibilidade para a saida dos espermatozdides dos tubulos de
armazenamento foi sugerida por Freedman et al (2001). Atravées de
imunohistoquimica, comprovaram a existéncia de ganglios e fibras nervosas na
tinica mucosa da espermateca. Isso implica na existéncia de mecanismos de
controle neural dos tdbulos de armazenamento. Mamajiwalla et al. (1992)
observaram que a por¢ao terminal dos tubulos é capaz de se contrair in vitro. Assim,
Freedman et al. (2001) concluiram que terminais abundantes em F-actina no epitélio
dos tubulos poderiam estar envolvidos em uma contracdo dos mesmos, liberando os
espermatozoides presentes proximos a abertura. Além disso, observaram que a
motilidade dos espermatozoides residentes nos tubulos pode ser alterada por
neurotransmissores colinérgicos liberados pelas fibras nervosas adjacentes.
Atherton et al. (1980) concluiram que a acetilcolina aumenta a motilidade de
espermatozoides in vitro. Como Freedman et al observaram a presenca de atividade
colinesterasica nos espermatozéides por imunohistoquimica, sugerem que a
motilidade dos espermatozoéides de aves também pode ser regulada por um sistema
de neurotransmissdo colinérgica. Porém, se a saida dos espermatozoides dos
tibulos é resultado de um aumento na motilidade dos mesmos mediada por

acetilcolina ainda precisa ser determinada.
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3. MATERIAL E METODO

3.1. VariagBes metodologicas para coloragdo com Azu | de Toluidina

Foram utilizadas 20 amostras de sémen de galo (Gallus gallus, Linnaeus, 1758)
de duas diferentes idades, coletadas por massagem cloacal, de acordo com a
técnica descrita por Wilson (1988). Dez amostras foram coletadas de aves
pertencentes a um lote com 35 semanas de idade, peso médio de 4,9 Kg e taxa de
fertilidade de 99,43% (Galos Novos). As demais amostras foram coletadas de aves
pertencentes a um lote com 60 semanas de idade, peso médio de 5,3 Kg e taxa de
fertilidade de 96,41% (Galos Velhos). Para conservagéo das amostras foi colocada
uma gota de sémen em 2 mL de formol citrato (RODENAS et al, 2005; SOARES;
BELETTI, 2006)

Em seguida, foram testadas variantes metodoldgicas utilizando coloracfes com
azul de toluidina (AT) com diferentes meétodos de desnaturagdo e coloracao,
descritos a seguir:

Desnaturagao:

1) Sem desnaturacéo.

2) 5,10, 15 e 20 minutos em acido cloridrico 4N.

3) 5, 10, 15 e 20 minutos em acido cloridrico 1N.

4) 5, 10, 15 e 20 minutos em &cido cloridrico 0,5N.

5) 1,5 e 10 minutos em estufa a 60 °C.

Coloracéo:

1) Uma gota de azul de toluidina 0,025%, pH 3,0 entre lamina e laminula com

observacéo ap6s 3 minutos.

2) Uma gota de azul de toluidina 0,025%, pH 4,0 entre lamina e laminula com

observacédo apés 3 minutos.

3) Uma gota de azul de toluidina 0,025%, pH 5,0 entre lamina e laminula com

observacéo ap6s 3 minutos.

4) Coloracdo em cubeta com azul de toluidina 0,025%, pH 3,0, por 20 minutos e

posterior desidratacdo em série de concentracfes crescentes de alcool,

diafanizagdo com xilol e montagem com balsamo do Canada.
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5) Coloracao em cubeta com azul de toluidina 0,025%, pH 4,0, por 20 minutos e
posterior desidratacdo em série de concentracdes crescentes de &lcool,
diafanizacado com xilol e montagem com balsamo do Canada.

6) Coloracao em cubeta com azul de toluidina 0,025%, pH 5,0, por 20 minutos e
posterior desidratacdo em série de concentracdes crescentes de &lcool,
diafanizagdo com xilol e montagem com balsamo do Canada.

Todas as amostras passaram por todas as variantes acima. A escolha do melhor
protocolo de coloracéo para a visualizacdo das alteragcdes na compactacdo do DNA
dos espermatozoides foi feita pela observacao das laminas em microscopia de luz.

Apés a escolha do melhor protocolo de coloragdo, este foi aplicado nas 20
amostras de sémen. Os esfregacos foram visualizados e as imagens foram
capturadas com o intuito de passarem pela analise computacional.

Para a analise computacional, imagens digitais foram capturadas em microscopio
binocular Olympus BX40 com objetiva de 100x (imers&o), acoplado a camera
Olympus OLY-200, ligada a um computador PC atraves de placa digitalizadora Data
Translation 3153. Posteriormente, estas imagens foram trabalhadas no programa
Jasc Paint Shop Pro 8®, no qual eram primeiramente passadas para tons de cinza.
Em seguida as cabecas dos espermatozéides foram cortadas aleatoriamente e
coladas em fundo branco, processo este denominado de segmentagdo. Foram
segmentadas 50 cabecas por animal para serem avaliadas individualmente.

As cabecas dos espermatozoides foram analisadas em programa desenvolvido
em ambiente de programacdo SCILAB no qual foram avaliados: area, comprimento,
largura, perimetro (BELETTI et al, 2005a), homogeneidade da coloracdo da cabeca
(CV) e a diferenca percentual do valor médio dos pixels que compdem a cabeca em
relacdo ao valor médio dos pixels de cabecas padrdes (Dif. %). Para se ter uma
referéncia da coloracdo normal da cabeca do espermatozoide, foram selecionadas
visualmente 6 cabecas de espermatozoides em cada esfregaco. A média dos
valores de pixel destas cabecas foi considerada como o valor de referéncia da
coloracdo normal dos espermatozoides (cabecas padrdes) (SILVA, 2006).

Para avaliar a homogeneidade da coloragdo da cabeca foi calculado
coeficiente de variagdo (CV) dos valores dos pixels que compdem a mesma
(BELETTI et al, 2005b; SILVA, 2006).
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Para a andlise estatistica foi utilizado teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar
se os dados possuiam distribuicdo normal. Uma vez confirmada a normalidade dos
dados utilizou-se o teste t-Studant para comparacdo entre meédias com p<0,05.
Também foram calculados os coeficientes de correlacdo de Pearson entre as
variaveis referentes ao tamanho da cabeca (area, perimetro, largura e comprimento)

e a compactacdo de cromatina (coeficiente de variagdo e diferenga porcentual).

3.2. Analise das alteragbes na compactacdo da croma tina dos
espermatozoides apdés 0 armazenamento na espermateca das

galinhas

Foram utilizadas 48 matrizes pesadas, sendo quarenta e quatro fémeas e quatro
machos da linhagem Cobb Avian 48 com 36 semanas de idade, cedidas pela Granja
Planalto — Unidade do Oleo — Uberlandia — MG. Durante o experimento, as aves
foram alojadas em baias medindo 8m? nas dependéncias do Hospital Veterinario de
Uberaba — MG da Universidade de Uberaba (UNIUBE). Foi utilizada cama de
serragem no piso das baias e os animais foram mantidos com &gua e racdo
comercial para postura a vontade. Por se tratar de matrizes pesadas, foram
montados ninhos elevados para a postura dos ovos, igualando ao maximo o

ambiente das fémeas ao ambiente da granja.

Os animais foram identificados com placas de metal numeradas na face medial

da asa, as fémeas numeradas de 1 a 44 e os machos de 1 a 4.

Inicialmente, os machos e as fémeas foram separados por um periodo de 25 dias
para garantir o esvaziamento das espermatecas das galinhas. Apds esse periodo,
dividiu-se as fémeas em quatro lotes, sendo cada lote formado por 11 galinhas. Foi

introduzido um galo em cada lote de galinhas de acordo com a Tabela 1.
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Tabela 1: Distribuicdo dos lotes de galos e galinhas utilizados no experimento

Numero do Galo Lote de Galinhas
1 1-11
2 12 -22
3 23-34
4 35-44

Os galos foram mantidos com as galinhas durante 7 dias, garantindo assim a
cobertura de todo o lote. Os animais foram entdo separados novamente e deu-se

inicio a coleta do material.

A coleta do material foi realizada por um periodo de 23 dias. Foi feita a coleta de
material na regido da espermateca in vivo com a utilizagdo de uma pipeta Pasteur de
1ml, a qual era introduzida no proctodeo das aves apo0s a eversao da cloaca e
higienizacdo da regido com soro fisiologico. Introduziu-se a pipeta até a juncao
utero-vaginal, que foi percebida devido a resisténcia do esfincter presente nesta
regido e com movimentos de rotacdo, o material foi coletado. Apos a retirada, a
ponta da pipeta foi mergulhada e lavada em um microtubo de 2 mL (Ependorf)
contendo 0,1ml de solucdo fixadora de formol citrato. Os microtubos foram

identificados com data de coleta e nimero do animal.

Apds o término das coletas, os microtubos foram centrifugados para que
houvesse a precipitacdo dos espermatozoéides. Fez-se a coleta de uma gota
proveniente do fundo do ependorf, sendo que esta foi colocada em lamina. Apds a
secagem da lamina, a mesma foi levada ao microscépio éptico com condensador de
contraste de fase em objetiva de 40x para a tentativa de observagdo dos

espermatozoides.
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3.3. Analise das caracteristicas da espermateca e g uantificacdo dos

espermatozoides na regido dos tubulos de armazename  nto.

A medida que se procedia a coleta do material, de 3 a 6 aves por dia eram
escolhidas aleatoriamente e sacrificadas para que fossem confeccionadas laminas
para andlise histologica da espermateca. As aves foram sacrificadas de acordo com
a Tabela 2:

ApoOs o sacrificio, as visceras das aves foram retiradas e separou-se 0 oviduto
das demais. A regido da espermateca foi separada e dividida em fragmentos
(cranial, médio e caudal), que foram fixados em formol 10% e enviados para o
processamento e confecc¢do das laminas histologicas.

Tabela 2: NUmero de aves sacrificadas em cada dia de coleta

Dia de Coleta Aves sacrificadas Total
3 8, 20, 23, 24, 34, 35 6
5 5,12,43 3
10 3,4,6,11, 41, 42 6
12 16, 19, 22, 28, 30, 33 6
16 1,13, 17, 31, 37, 40 6
18 2,9, 26, 32, 39, 44 6
19 10, 14, 15, 21, 36, 38 6
23 7,18, 25, 27, 29 5

Cada fragmento foi processado de acordo com o protocolo classico de inclusao
em parafina. Foram entdo cortados em toda sua extensdo, sendo que, para cada
fragmento, foram feitas dez laminas, cada uma contendo 3 cortes, em um total de 30
cortes de cada fragmento.. Os cortes foram de 6um de espessura, sendo que o

intervalo entre os cortes foi de 600um (100 cortes).

As laminas foram submetidas a dois tipos de coloragéo. Cinco laminas de cada
fragmento foram coradas com a técnica usual para hematoxilina-eosina (HE). As
demais foram coradas com Azul de Toluidina (AT), de acordo com o protocolo

determinado no inicio do experimento: desnaturacdo em acido cloridrico 0,5N por 10
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min, coloracdo em AT 0,025% pH 4 por 20 min e desidratacdo em séries de &lcool e

diafanizagdo em xilol. Todas foram montadas com balsamo do Canada.

As laminas foram observadas em microscopio 6ptico com objetiva de 100x
(imersao). Foi feita entdo uma contagem dos espermatozoides visualizados em cada
corte presente nas laminas coradas com HE. As células presentes em cada campo
eram contadas e o resultado anotado. Esse procedimento foi realizado nas laminas
confeccionadas de acordo com os dias de coleta descritos na Tabela 2. As imagens
das laminas foram digitalizadas em microscépio Olympus Triocular BX40 acoplado a
camera Oly-200, ligada a um computador PC através de placa digitalizadora Data
Translation 3153.

Para a analise estatistica, utilizou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov para
verificar se os dados possuiam distribuicdo normal. Posteriormente, utilizou-se o
teste t-Studant para comparagdo entre meédias para os dados que possuiam
distribuicdo normal e o teste de “Wilcoxon” para os dados que possuiam distribuicdo

nao normal (ambos com p<0,05).

3.4. Coleta e andlise do sémen dos galos para compa ragdo com

espermatozoides durante o armazenamento

Terminada a coleta do material das fémeas, foi feita a coleta do sémen dos
machos para a comparacdo. Como 0s animais nao responderam as técnicas de
coleta artificial de sémen, apos varias tentativas foi necessario sacrificar os quatro
machos para obter-se a amostra. Apés o sacrificio, procedeu-se a abertura da
cavidade celémica pela face ventral. As visceras foram retiradas até a visualizacao
dos testiculos. Ligados aos testiculos, observou-se os ductos deferentes. Foi
coletado 0,1ml de sémen da porcédo distal dos ductos deferentes através de
aspiracdo por uma agulha fina acoplada a uma seringa de 1ml, sendo que metade
deste volume (0,05ml) foi colocada em 2ml de solucéo fixadora de formol + citrato de
sodio.

Foram feitos esfregacos das amostras e apds 12h de secagem em temperatura
ambiente, foram corados com AT de acordo com a técnica determinada no inicio do

experimento.
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3.5. Eclosao dos ovos gerados pelas galinhas durante o e xperimento

Os ovos gerados pelas aves durante os primeiros 18 dias apés a copula foram

colocados em chocadeira, sendo observado sua evolugéo até a ecloséao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Variagbes metodoldgicas de coloracdo com AT

O protocolo de fixacdo utilizando formol citrato apresentou bons resultados para a
fixacdo. Soares e Beletti (2006) descrevem que a fixacdo dos espermatozoides em
laminas faz com que sua cabeca helicoidal sofra algumas fraturas, alterando o
acesso das moléculas de corante, fazendo com que todos os espermatozoéides
sejam corados como se possuissem alteracfes cromatinicas, por isso foi utilizado
formol citrato (RODENAS et al, 2005).

Para a determinacdo do protocolo de coloracdo, procurou-se estabelecer
inicialmente um protocolo de desnaturacdo para a posterior coloragdo com AT. O
melhor método de desnaturacdo foi a hidrélise com acido cloridrico 1N por dez
minutos, e a melhor coloracdo foi a realizada em cubeta com azul de toluidina
0,025%, pH 4,0, por 20 minutos e posterior desidratacdo em séries de concentracéo
crescentes de alcool e diafanizacdo em xilol. Com este protocolo foi possivel
diferenciar visualmente os espermatozodides mais bem corados em relagcdo aos
outros métodos testados. Por esta razdo, este foi o protocolo escolhido para
diferenciar computacionalmente 0s espermatozdides normais daqueles com
alteracdo de cromatina (Figuras 1 e 2), sendo aplicado a todas as amostras de
sémen dos galos jovens e velhos.

Soares e Beletti (2006) ndo conseguiram chegar a um protocolo confiavel para a
avaliacao visual da compactagédo de cromatina utilizando AT. A principal diferenca
entre os protocolos utilizados por estes autores e o escolhido para a avaliacédo
computacional neste trabalho é a hidrélise com acido cloridrico feita antes do inicio
da coloracdo, que nao foi realizada no trabalho citado. Apesar destes autores
afirmarem que os espermatozoides de galo possuem cromatina mais frouxa que a
de outras espécies, dispensando a desnaturacao acida, o protocolo escolhido como
o mais eficiente no presente trabalho permitiu a diferenciacdo visual dos
espermatozoides mais bem corados (cromatina alterada), por isso, foi aplicado para
a analise computacional das cabecas.
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Figura 1: Esfregaco de sémen de galo hidrolisado em acido cloridrico 1N por 10 minutos e corado em
cubeta com azul de toluidina 0,025%, pH 4,0 por 20 minutos e posterior desidratacdo em
série de concentracdo crescente de alcool. Espermatozdides com cromatina mal

compactada corando se em azul mais intenso (Seta). (Barra 10 pLm)

Figura 2: Esfregaco de sémen de galo hidrolisado em acido cloridrico 1N por 10 minutos e corado em
cubeta com azul de toluidina 0,025%, pH 4,0 por 20 minutos e posterior desidratacdo em
série de concentracdo crescente de &lcool. Espermatozéides com cromatina mal

compactada corando se em azul mais intenso (Seta). (Barra 10 pm).
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4.2. Anéalise Computacional

Na analise morfométrica computacional, a partir dos valores das variaveis de
cada uma das 50 cabecas de cada animal, chegou-se a uma média de cada
animal. A partir dessa média foi obtida uma média de cada variavel dos galos
jovens e dos galos velhos (Tabela 3).

Os coeficientes de correlagdo entre as varidveis analisadas referentes a
tamanho da cabeca e a compactacdo de cromatina estdo demonstrados na
Tabela 4, na qual ndo foi possivel observar correlacdo estatisticamente
significativa. Portanto, baseado nesses dados ndo € possivel fazer qualquer
inferéncia sobre a influéncia da compactacdo da cromatina sobre a forma da
cabeca dos espermatozoides de galo. Segundo Beletti et al.(2005b), as alteracdes
morfolégicas causadas por alteracbes na estrutura da cromatina deveriam
aumentar o tamanho do espermatozoide. Neste trabalho, ndo foi mensurado o
volume dos espermatozdides, somente a area. Apesar de ndo serem significativos
estatisticamente, os coeficientes de correlagdo foram negativos, demonstrando
uma tendéncia dos espermatozoides dos animais com maior numero de

alterag;(")es na cromatina serem menores.

Tabela 3. Média das caracteristicas avaliadas na analise computacional da cabeca
dos espermatozéides dos galos jovens e velhos (Média + desvio padrdo)

Variaveis analisadas Galos Novos Galos Velhos
Area (um?) 9,9 +1,8° 8,8+1,9"
Perimetro (um) 29,1 +3,1% 27,7 £3,6°
Largura (um) 1,0 +0,15° 0,98+ 0,15°
Comprimento (pm) 11,0+2,4 10,2 +2,2°
CcV 3,8+2,9° 75+7,8°
Dif. % 1,9+2,3% 57+32°

Letras distintas na mesma linha indicam diferencas estatisticas entre os valores, segundo o teste t-Studant com
p <0,05.

Tabela 4: Coeficiente de correlacdo entre as variaveis avaliadas na analise
computacional da compactacdo da cromatina dos espermatozoides dos
galos jovens e velhos

Variaveis analisadas Area  Perimetro Largura Comprimento
Dif % -0,118 -0,021 -0,064 -0,075
cv -0,107 -0,002 -0,019 -0,107

Nenhum dos coeficientes é estatisticamente significante para p <0,05
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Conforme os dados apresentados na Tabela 3, podemos verificar que os galos
novos apresentam as variaveis de tamanho de cabeca maiores que os galos
velhos. Essa diferenca pode ser justificada pela presenca de um maior nimero
de alteracbes morfoldégicas nos espermatozoides dos galos jovens, que foi
observado por Soares e Beletti (2006).

Foi encontrado um maior nimero de alterag6es na cromatina (CV e Dif%) nos
animais velhos (Tabela 3), ou seja, estes animais apresentavam cromatina com
compactacdo menos homogénea dentro de uma mesma cabeca (CV) e com
menor compactacdo em relacdo a cabecas normais (Dif%). Soares e Beletti
(2006) também observaram que galos velhos (60 semanas) apresentam um maior
namero de alteragcbes na compactacao cromatinica do que galos jovens, porém
nao conseguiram uma avaliacdo confiavel de esfregacos corados com azul de
toluidina, pois esta foi feita visualmente, de maneira subjetiva. A diferenciagéo foi
realizada em esfregacos corados com alaranjado de acridina.

A avaliacdo computacional de esfregacos de sémen de galo corados com azul
de toluidina permitiu uma avaliacdo menos subjetiva e mais sensivel da
compactacao da cromatina dos espermatozoides. Varios estudos (BELETTI et al,
2005a; BELETTI et al, 2005b; BELETI et al, 2004) concordam que a avaliacdo
computacional pode encontrar alteracdes que nao seriam percebidas pelas

analises tradicionais.

4.3. Alteracfes na compactacdo da cromatina dos es  permatozoides durante o
periodo de armazenamento na espermateca das galinha s
N&o foi possivel avaliar as alteracbes na cromatina dos espermatozéides
durante o periodo de armazenamento na espermateca das galinhas. Apesar do
meétodo de coleta do sémen dos 4 galos utilizados na cobertura das galinhas ter
sido eficiente, o método de coleta do material proveniente da jun¢éo uterovaginal
utilizado ndo se mostrou adequado. ApGs a confeccdo das laminas, foi possivel
visualizar alguns espermatozoéides, porém estes apresentavam-se totalmente
aglomerados, sendo impossivel proceder a segmentacdo das cabecas para a
analise computacional. Os espermatozoides isolados ndo foram suficientes para

uma amostra estatisticamente satisfatoria.
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Foi feita uma tentativa de isolamento das cabecas a partir dos cortes
histoldgicos da espermateca corados com azul de toluidina. Porém, nado foi
possivel segmentéa-las, ja que , neste caso, a coloracdo com azul de toluidina ndo
foi eficiente, ndo houve coloracdo do nucleo dos espermatozoides (Figura 3) e,
consequentemente, ndo foi possivel comparar a compactacdo da cromatina
dessas células com os espermatozoides dos esfregacos do sémen dos galos. E
importante enfatizar que a cabeca dos espermatozéides sao cortadas durante

este tipo de processamento, alterando a coloracédo das mesmas.

Figura 3: Corte de espermateca corado com azul de toluidina, mostrando a imagem negativa dos
cilios e caudas dos espermatozéides (seta). Ndo é possivel visualizar as cabecgas dos

espermatozéides (Barra 40 um)
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4.4. Periodo de armazenamento e contagem dos esperm  atozéides na
espermateca

As espermatecas das galinhas foram observadas macroscopicamente como
uma regido da mucosa vaginal muito pregueada. Microscopicamente, a vagina é
revestida por epitélio pseudoestratificado ciliado e possui lamina prépria bem
vascularizada e camadas muscular e serosa caracteristicas das visceras ocas do

sistema reprodutor (Figura 4).
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Figura 4 : Epitélio da jungao utero-vaginal com os tubulos de armazenamento de espermatozoides
(setas). Coloragéo HE, (Barra 100 um).
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Neste trabalho, foram observadas caracteristicas da espermateca que nédo
condizem com algumas caracteristicas observadas por outros autores. Bakst et al
(1994) descreveram o0 epitélio da juncdo utero-vaginal como epitélio
pseudoestratificado colunar e ciliado e o epitélio dos tubulos de armazenamento
como simples colunar sem cilios. O epitélio pseudoestratificado ciliado observado
neste trabalho foi encontrado ndo somente na juncdo utero-vaginal mas também
nos tubulos de armazenamento. Assim como a presenca de cilios foi observada
no interior dos tabulos de armazenamento e ndo somente no epitélio da juncao

utero-vaginal como descrito por Bakst (1994) (Figura 5). Foi possivel diferenciar



37

os cilios das caudas dos espermatozoides devido a variagdo de tamanho que
estas apresentam, sendo que o tamanho dos cilios é constante.

Figura 5: Epitélio pseudoestratificado
ciliado no interior do tdbulo
de armazenamento.
Observar a presenca de
cilios (seta preta) e
espermatozéides (seta azul).
Coloracdo HE, (Barra 40

um)

A presenca de células esperméticas foi observada por toda a mucosa da
espermateca. Os espermatozéides ocupavam nao sO o0s tdbulos de
armazenamento, como também foram observados fora dos tubulos em grandes
extensdes (Figura 6). As cabecas dos espermatozoides encontravam-se quase
gue perpendiculares ao epitélio, e as caudas voltadas para a luz dos tubulos ou
da espermateca (Figura 6).

Vérios autores ( BRILLARD; BAKST, 1990; BAKST, 1997; KING et al. 2002;
ZANIBONE; BAKST, 2004 ) descrevem a presenca de espermatozoides somente
no interior dos tubulos de armazenamento, mais precisamente na sua porgao
terminal. Apos a analise das laminas, observamos espermatozoides em maior
concentracdo na por¢ao terminal, porém eles se extendiam por toda a parede dos
tubulos (Figura 7).
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Figura 6 : Espermatozdides presentes em toda a extensdo do tubulo de armazenamento (setas).
Coloracédo HE, (Barra 40 um)
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Figura 7 : Espermatozéides no interior (setas pretas) e fora dos tdbulos de armazenamento (setas
azuis). Observar os nudcleos das células espermaticas, mais baséfilos. Coloracdo HE,

(Barra 40 um).

Prasad (1967) observou que o preenchimento total dos tdbulos de
armazenamento ocorre em 2 dias ap0os a copula. Neste trabalho, observamos que
na primeira coleta, no segundo dia ap6s a copula, praticamente toda a superficie
da espermateca e dos tubulos possuia espermatozoides, condizendo com as

observacdes do autor citado.
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As médias das quantidades de espermatozoéides encontradas em cada dia de
coleta estd demonstrada na Tabela 5. Nao houve diferenca significativa quanto a

diminuicdo no numero de espermatozoéides por dia de coleta.

Tabela 5. Médias * Desvio Padrdo do niumero de espermatozoéides por dia de

coleta
Dia de coleta Media de espermatozéides + DP

3 6267,33 + 3932.190°
5 6098,33 + 3184.212°
10 5670,66 + 4121.278%
12 5816,66 + 4190.810°
16 5329,33 + 3656.508°
18 5136,66 + 3581.448°
19 5011 + 3912.763%

23 4726,66 + 3798.135%

Letras diferentes na mesma coluna indicam médias diferentes, segundo o teste t-Studant com p
<0,05.

Quanto as quantidades avaliadas em cada fragmento da espermateca (cranial,
médio e caudal), houve diferenca significativa entre cada fragmento. Os valores

meédios de espermatozoides em cada fragmento esta representado na Tabela 6:

Tabela 6. Médias * desvio padrdo do niumero de espermatozéides em cada
fragmento da espermateca

Fragmento Média de espermatozoides + DP
Cranial 2160,37 + 611.6684%
Médio 9928,75 + 413.2045"
Caudal 4432,12 + 704.1726°

Letras diferentes na mesma coluna indicam médias diferentes, segundo o teste t-Studant com p
<0,05.

Apesar da diferenca no numero de espermatozdides em cada fragmento da
espermateca, ndo houve diferenca significativa entre os fragmentos nos diferentes

dias de coleta (Tabela 7).
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Tabela 7. Médias das quantidades de espermatozéides por dia por fragmento da

espermateca

Dia de Fragmento Fragmento Fragmento

coleta Cranial Médio Caudal
3 2750.0° 10640.0° 5412.0°
5 3220.0° 9960.0° 5115.0°
10 2120.0° 10192.0° 4700.0°
12 2490.0° 10230.0° 4730.0°
16 1923.0° 9815.0° 4250.0°
18 1700.0° 9510.0° 4200.0%
19 1550.0° 9683.0 ° 3800.0°
23 1530.0° 9400.0° 3250.0°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas entre grupos, segundo teste Wilcoxon com
p<0,05

A partir desses resultados (Tabelas 6 e 7), observamos que o0s
espermatozoides se concentram na por¢cao meédia da espermateca. No caso das
galinhas, cerca de 1cm caudalmente ao esfincter da juncao utero-vaginal.

As médias das quantidades de espermatozdides armazenados na juncao
utero-vaginal ndo foram significativamente decrescentes com o passar dos dias
como seria esperado, porém houve uma tendéncia ao decréscimo. De acordo
com Leite e Viveiros (2006) o armazenamento em galinhas ocorre por no maximo
7 dias. Holm e Ridderstrale (2002) afirmam que a duragdo do armazenamento dos
espermatozoides pode variar de 6 a 45 dias nas diferentes espécies, porém néo
especificaram o periodo de armazenamento em galinhas. No presente trabalho,
foram observadas grandes quantidades de espermatozéides armazenados no 23°
dia de coleta. A eclosédo de ovos ocorreu até o 18° dia, sendo que ovos dos dias
posteriores nao foram colocados para a ecloséo.

Brillard e Bakst (1990) estimaram a quantidade de espermatozoides nos
tubulos de armazenamento em cerca de 7,5 x 106 espermatozdides. De acordo
com King et al. (1999) a contagem de espermatozoides é complicada, pois estes
encontram-se armazenados muito agrupados, dificultando a diferenciacdo das

células. Por isso, sdo utilizadas técnicas como digestdo por colagenase
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(BRILLARD, 1993), homogenizacdo dos tubulos ( McLEAN; FROMAN, 1996), que
sdo mais precisas. As contagens realizadas neste trabalho limitaram-se a um
pequeno fragmento da juncéo utero-vaginal e cortes histolégicos espacados, ndo
atingindo valores tdo altos quanto aqueles dos autores supracitados. Devemos
considerar também as perdas ocorridas no processo de coleta e fixacdo do
material, que podem influenciar na diminuicdo da quantidade de espermatozoides.
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5. CONCLUSOES

O protocolo determinado e utilizado para a coloracéo dos esfregacos de sémen foi
eficiente tanto para a observacdo visual quanto para a analise computacional da
compactacdo da cromatina em espermatozoides de galo. Porém o mesmo protocolo
ndo foi satisfatorio para a coloracdo de cortes histolégicos pois ndo possibilitou a
visualizacao dos espermatozoéides no epitélio dos tubulos de armazenamento.

A andlise computacional da compactacdo da cromatina foi mais precisa e mais
objetiva do que a analise visual, descartando a possivel subjetividade e a
possibilidades de erros que existem durante esse procedimento e mostrou que 0s
espermatozoides de galos velhos apresentam mais altera¢cdes na cromatina do que
os de galos jovens; tanto alteracbes na homogeneidade como na compactacéo
propriamente dita.

A presenca de células ciliadas foi observada tanto no epitélio da juncao utero-
vaginal quanto no interior dos tdbulos de armazenamento.O armazenamento dos
espermatozoides na espermateca de galinhas ocorre por toda a extensao do epitélio
da juncdo utero-vaginal e por toda a parede dos tubulos de armazenamento e ndo
somente na sua porgéo terminal.

Existem espermatozéides viaveis em galinhas nos tubulos de armazenamento
por pelo menos 18 dias apds a copula e estes permanecem armazenados por pelo

menos 23 dias.
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