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Resumo

Os objetivos desse trabalho foram encontrar alteragdes na compactagéo da cromatina dos espermatozoides
de galo durante o armazenamento dos mesmos na espermateca das galinhas, observar a duragdo do periodo de
armazenamento e estimar a variagdo na quantidade de espermatozoides armazenados nos segmentos cranial,
médio e caudal da regido da espermateca durante o periodo estudado. Foram utilizadas 48 matrizes pesadas da
linhagem Cobb Avian 48 com 36 semanas de idade. Foi coletado material da jungo uterovaginal das fémeas por
23 dias apds a copula, sendo que, a cada quatro dias, seis fémeas foram eutanasiadas para confec¢do de ldminas
histologicas da regido da espermateca. Foram encontrados espermatozoides por toda a extensdo das espermatecas,
sendo que esses se concentravam no segmento médio da jungdo uterovaginal. Nao houve diferenga estatistica
significativa na quantidade de espermatozoides 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 ¢ de, no minimo 23 dias.
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Abstract

Analysis of chromatin compaction and determination of the storage time and distribution of a rooster’s
(Gallus gallus) spermatozoa in the sperm storage tubules of hens. The objectives of this work were to elucidate
alterations in the compaction of sperm chromatin during 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 over a period of 23 days. For the analysis of the spermatozoa during storage
in the sperm storage tubules of hens, 48 thirty-six-week-old meat chickens of the Cobb Avian 48 strain were used.
Samples from the uterovaginal junction of the hens were collected for 23 days after the mating with the roosters,
and six hens were euthanized every four days for the production of histological microscope slides. Spermatozoa
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were found throughout the area of the sperm storage tubules. Most of them were gathered in the medium section
of the uterovaginal junction. There was no meaningful statistical difference in the amount of sperm in the sperm
storage tubules over the days of the experiment. A greater amount of sperm cells were observed up to the 23 day
of assessment. Therefore, the storage of spermatozoa in hens lasts at least 23 days.

Key words: Fowl spermatozoa, Hens, Sperm storage tubules, Uterovaginal junction

Introducao

A expansao da avicultura intensiva ¢ uma realidade
atual na producdo animal. As aves comerciais para
abate sdo originadas de matrizes de linhagem pesada
(Gallus gallus, Linnaeus, 1758) e a demanda produtiva
requer um constante aperfeigoamento da genética dessas
aves, buscando principalmente a elevagao do potencial
reprodutivo.

Um fator importante na fisiologia reprodutiva
das aves ¢é a capacidade das fémeas de armazenarem
espermatozoides por periodos prolongados. Isso ocorre

devido a presenca de invaginagdes do epitélio da juncao
uterovaginal e na regido do infundibulo (Figura 1), que
formam os tiibulos de armazenamento de espermatozdides
(BAKST et al. 1994). Os espermatozoides introduzidos
na vagina pela cépula ou inseminagao artificial, ascendem
até os tubulos de armazenamento e ai permanecem por
periodos variados, dependendo da espécie, idade e estado
reprodutivo da fémea (KING et al., 2002). As glandulas
localizadas na jungdo uterovaginal sdo consideradas o
principal sitio de armazenamento de espermatozoéide
no oviduto. Ja no infundibulo vai ocorrer a fertilizagao
(RUTZ et al., 2007). Holm e Ridderstrale (2002) afirmam
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FIGURA 1: Representacdo esquematica do sistema reprodutor da galinha,
apontando as regides onde se localizam os tubulos de armazenamento.

(BAKST et al., 1994)
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que a durac¢do do armazenamento dos espermatozodides
pode variar de 6 a 45 dias nas diferentes espécies de aves.
No peru, este periodo varia de 10 a 15 semanas apos
uma unica inseminagao (BRILLARD; BAKST, 1990).

Kingetal (1999) observaram que os espermatozoides
estavam mais concentrados na por¢ao terminal dos
tubulos de armazenamento, posicionados com as cabegas
alinhadas e, em temperatura ambiente, suas caudas
movimentavam-se de maneira lenta e sincronizada.
Froman (2003) observou que os espermatozoides ao
longo dos tiibulos ndo se aderem as células epiteliais e se
alinham com os acrossomas voltados para o fundo cego
dos mesmos. Aparentemente, ocorre uma estratificagao
das células espermaticas na extensao dos tubulos (VAN
KREY etal., 1981), dando créditos a hipotese de que os
ultimos espermatozoides introduzidos sdo os primeiros
a sairem dos tubulos, fertilizando os ovos (BURKE ¢
OGASAWARA, 1969; COMPTON et al., 1978).

Brillard e Bakst (1990) observaram que os
espermatozoides preenchem os tubulos de
armazenamento mais rapidamente e em maior nimero
nas fémeas inseminadas antes do inicio da producao
de ovos. Possivelmente, o ambiente do limen dos
tubulos durante a producdo de ovos ndo ¢ apropriado
para o transporte de espermatozoides ou ocorre uma
diminui¢do de tubulos funcionais apos o inicio da
producdo. King et al. (2002) sugerem que pode ocorrer
algum tipo de ativagdo dos tibulos antes do inicio da
producdo de ovos, justificando a maior capacidade de
armazenamento neste periodo. Alteragdes hormonais
(BRILLARD et al., 1987) ou a distensdo do oviduto
associada a passagem dos ovos (BAKST, 1994) podem
interferir no armazenamento apos o inicio da producao.
De acordo com Brillard (1993), a capacidade méaxima
de armazenamento em galinhas ¢ atingida com somente
uma inseminacao artificial.

Segundo Bakst et al. (1994), os espermatozoéides
armazenados sdo recrutados dos tubulos durante todo
o periodo em que a fémea esta produzindo ovos, para
garantir a fertilizacdo dos mesmos. O armazenamento
dispensa a manuteng@o constante dos machos com as
fémeas, ja que a sincronizagao da copula com a ovulagao
se torna desnecessaria (SWAN; SICOURI, 1999).

Alguns estudos sugerem a existéncia de um processo
de selegdo dos espermatozoides que permanecem
na espermateca (OGASAWARA et al., 1966). Esses
mecanismos de entrada e saida dos espermatozoéides dos
tubulos ndo estdo bem caracterizados, mas sabe-se que
somente espermatozoides moveis e morfologicamente
normais adentram os tubulos de armazenamento (KING
et al., 2002). Froman (2003) sugere que a motilidade
espermatica € o principal aspecto para a selecdo dos
espermatozdides que permanecerdo nos tubulos de
armazenamento, pois somente cé¢lulas moveis sdo
capazes de ascender a vagina e atingir a espermateca.

Froman (2003), em sua dedugdo de um modelo para o
armazenamento de espermatozoides em galinhas, explica
que a presencga de uma corrente unidirecional de fluido
deveria promover a saida dos espermatozoides para fora
dos tibulos de armazenamento quando a motilidade desses
fosse menor que a forca da corrente. Essa corrente seria
formada pelo fluxo de 4gua que atravessa os aquaporos
de membrana (AQP), que sdo pequenas proteinas de
membrana que funcionam como canais de agua em varios
tecidos, e também estao presentes na por¢ao apical dos
tubulos de armazenamento (ZANIBONI; BAKST, 2004).
Acredita-se, de acordo com Zaniboni ¢ Bakst (2004)
que a cascata hormonal que modula a producao de ovos
também interfira no funcionamento dos aquaporos dos
tubulos, ja que antes do inicio da produgao observam-se
pequenas quantidades de fluido saindo dos tiibulos, o que
favoreceria o preenchimento maximo dos mesmos. Apos
o inicio da produg¢@o, observa-se um aumento na produgao
de fluido, o que favoreceria a saida dos espermatozdides
para atingir o local de fertilizacdo do 6vulo.

Outra possibilidade para a saida dos espermatozoides
dos tubulos de armazenamento foi sugerida por
Freedman et al. (2001). Através de imunohistoquimica,
comprovaram a existéncia de ganglios e fibras nervosas na
tunica mucosa da espermateca. Isso implica na existéncia
de mecanismos de controle neural dos tubulos de
armazenamento. Mamajiwalla et al. (1992) observaram
que a porcao terminal dos tibulos 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 contragao
dos mesmos, liberando os espermatozoides presentes
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proximos a sua abertura. Além disso, observaram
que a motilidade dos espermatozoides residentes nos
tabulos pode ser alterada por neurotransmissores
colinérgicos liberados pelas fibras nervosas adjacentes.
Atherton et al. (1980) concluiram que a acetilcolina
aumenta a motilidade de espermatozodides in vitro.
Como Freedman et al. (2001) observaram a presenca
de atividade colinesterasica nos espermatozoides por
imunohistoquimica, sugerem que a motilidade dos
espermatozoides de aves também pode ser regulada por
um sistema de neurotransmissao colinérgica. Porém, se
a saida dos espermatozoides dos tiibulos ¢ resultado de
um aumento na motilidade dos mesmos, mediada por
acetilcolina, ainda precisa ser determinada.

Soares e¢ Beletti (2006) realizaram estudos
preliminares em sémen de galos e, apesar de nao
conseguirem desenvolver um protocolo para avaliagao
de cromatina confiavel, verificaram alta correlacdo
entre cromatina frouxa e baixa fertilidade. Neste
trabalho, também foram encontradas altas taxas de
espermatozoides com baixa compactagdo de cromatina
em sémen de galos altamente férteis. Desenvolveram
entdo uma hipdtese de que isso poderia ser explicado
por uma continuidade na compactagdo da cromatina
dos espermatozoides durante seu armazenamento na
espermateca das galinhas.

Rodrigues et al. (2009) conseguiram estabelecer
um protocolo de coloragdo confidvel para a analise
computacional da cromatina dos espermatozoides de
galo, tornando possivel a avaliagdo objetiva de alteragdes
presentes nessas células.

A existéncia de alteragdes cromatinicas nos
espermatozoides durante o armazenamento nas
espermatecas das galinhas ainda nao foi estudada, sendo
que observacdes dessas alteracdes serdo de grande
importancia nos estudos da fisiologia e fertilidade das
aves.

O objetivo desse trabalho foi buscar alteragdes
na compactacdo da cromatina dos espermatozoides
de galo durante o armazenamento dos mesmos na
espermateca das galinhas, observar a duragao do periodo
de armazenamento e estimar a variagao na quantidade
de espermatozdides armazenados nos segmentos cranial,
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meédio e caudal da regido da espermateca durante o
periodo estudado.

Material e Métodos

Foram utilizadas 48 matrizes pesadas, sendo 44
fémeas e quatro machos da linhagem Cobb Avian 48
com 36 semanas de idade, cedidas pela Granja Planalto —
Uberlandia— MG. Durante o experimento, as aves foram
alojadas em baias medindo 8m?. Foi utilizada cama de
serragem no piso das baias e os animais foram mantidos
com agua e ragdo comercial para postura a vontade.

Inicialmente, os machos e as fémeas foram
separados por um periodo de 25 dias, tempo médio de
esvaziamento observado em diferentes espécies (HOLM;
RIDDERSTRALE, 2002), visando o esvaziamento
das espermatecas das galinhas. Apos esse periodo,
dividiram-se as fémeas em quatro lotes, sendo cada lote
formado por 11 galinhas. Foi introduzido um galo em
cada lote de galinhas.

Os galos foram mantidos com as galinhas durante
sete dias, garantindo assim a cobertura de todo o lote.
Os animais foram entao separados novamente ¢ deu-se
inicio a coleta do material, que 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 apos a eversdo da cloaca e higienizacao da regiao
com soro fisioldgico. Introduziu-se a pipeta até a jungao
uterovaginal, que foi percebida devido a resisténcia do
esfincter presente nesta regido e, com movimentos de
rotagdo, o material foi coletado. Em seguida, a ponta
da pipeta foi mergulhada e lavada em um microtubo de
2mL (Ependorf) contendo 0,1ml de solug@o fixadora de
formol citrato.

Apo6s o término das coletas, os microtubos
foram centrifugados para que houvesse a precipitagao
dos espermatozoides. Fez-se a coleta de uma gota
proveniente do fundo do ependorf, sendo que esta foi
colocada em lamina para secagem. A lamina foi entdo
levada ao microscédpio de luz com condensador de
contraste de fase em objetiva de 40x para a observagao
dos espermatozoides.
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Durante a coleta do material, cinco aves eram
escolhidas aleatoriamente nos grupos e eutanasiadas
para que fossem confeccionadas laminas para analise
histologica da espermateca. As aves foram sacrificadas
nos dias 3, 5, 10, 12, 16, 18, 19 € 23 de coleta.

Apos a eutanasia, a regido da espermateca foi
separada e dividida em fragmentos (cranial, médio e
caudal), que foram fixados em formol 10% e processados
de acordo com o protocolo classico de inclusao em
parafina. Foram cortados em toda sua extensdo, sendo
que, para cada fragmento, foram feitas dez laminas, cada
uma contendo trés 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).

Foram utilizados dois tipos de coloragao. Cinco
laminas de cada fragmento foram coradas com a técnica
usual para hematoxilina-eosina (HE), para caracterizagao
dos tecidos envolvidos na formacdo dos tibulos de
armazenamneto. As demais foram coradas com Azul de
Toluidina (AT), de acordo com o protocolo determinado
por Rodrigues et al. (2009): desnaturagdo em acido
cloridrico 0,5N por 10min, coloragao em AT 0,025%
pH 4 por 20min e desidratacdo em séries de alcool e
diafanizagdo em xilol, visando observar as cabecas dos
espermatozoides e a analise subsequente da cromatina
em seus nucleos.

As laminas foram observadas em microscopio
de luz com objetiva de 100x (imersao). Foi feita entao
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
em que as aves foram eutanasiadas. As imagens das
laminas foram digitalizadas em microscopio 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 comparag@o entre médias para
os dados que possuiam distribuicdo normal e o teste de

“Wilcoxon” para os dados que possuiam distribui¢ao
nao normal (ambos com p<0,05).

Terminada a coleta do material das fémeas, foi
feita a coleta do sémen dos machos para a comparagao.
Como os animais nao responderam as técnicas de coleta
artificial de s€émen, apos varias tentativas foi necessario
eutanasiar os quatro machos para obter-se a amostra.
Foi coletado 0,1ml de s€émen da porgdo distal dos
ductos deferentes através de aspiracao por uma agulha
fina acoplada a uma seringa de 1ml, sendo que metade
deste volume (0,05ml) foi colocada em 2ml de solugdo
fixadora de formol + citrato de sodio.

Foram feitos esfregacos das amostras e ap6s 12h de
secagem em temperatura ambiente, foram corados com
AT de acordo com a técnica determinada por Rodrigues
et al. (2009).

Resultados e Discussao

Nao foi possivel avaliar as alteragdes na cromatina
dos espermatozodides durante o periodo de armazenamento
na espermateca das galinhas. O método de coleta do
material proveniente da jun¢do uterovaginal utilizado
nao se mostrou adequado. Apos a confecgao das laminas,
foi possivel visualizar alguns espermatozoides, porém
estes se apresentavam totalmente aglomerados, sendo
impossivel proceder a segmentagdo das cabecas para
a analise computacional. Os espermatozoides isolados
ndo foram suficientes para uma amostra estatisticamente
satisfatoria.

Foi feita uma tentativa de isolamento das cabecas
a partir dos cortes histologicos da espermateca corados
com azul de toluidina. Porém, ndo foi possivel segmenta-
las, j& que, neste caso, a coloragao nao foi eficiente, pois
ndo houve coloragdo do nucleo dos espermatozdides
(Figura 2) 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 as cabegas dos
espermatozoides sdo cortadas durante este tipo de
processamento, alterando a coloragao das mesmas.

Observou-se neste estudo que, histologicamente,
a mucosa das espermatecas das galinhas sdo revestidas
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por epitélio pseudoestratificado colunar ciliado e [amina
propria bem vascularizada além de camadas muscular
e serosa caracteristicas das visceras ocas do sistema
reprodutor (Figura 3).

FIGURA 2: Corte de espermateca corado com azul de toluidina,
mostrando a imagem negativa dos cilios e caudas dos
espermatozoides (seta). Nao é possivel visualizar as
cabegas dos espermatozoides (Barra 40pum).

As cabecas dos espermatozoides encontravam-
se quase que perpendiculares ao epitélio, e as caudas
voltadas para a luz dos tibulos ou da espermateca
(Figura 5).

Neste trabalho, as caracteristicas morfologicas
da espermateca diferem daquelas descritas por
outros autores. Bakst et al. (1994) descreveram
o epitélio da jungdo utero-vaginal como epitélio
pseudoestratificado colunar e ciliado e o epitélio dos
tibulos de armazenamento como simples colunar
sem cilios. O epitélio pseudoestratificado ciliado
observado neste trabalho foi encontrado ndo somente
na jun¢do utero-vaginal, mas também nos tubulos
de armazenamento. Assim como a presenca de cilios
foi observada também no interior dos tubulos de
armazenamento ¢ ndo somente no epitélio da jungdo
utero-vaginal como descrito por Bakst (1994) (Figura
4). Foi possivel diferenciar tanto os cilios das células
epiteliais como também as caudas dos espermatozoides
devido a variacdo de tamanho que estas apresentam,
sendo que o tamanho dos cilios ¢ constante.
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FIGURA 3: Epitélio e 1amina propria da jungdo utero-vaginal com
os tibulos de armazenamento de espermatozoides
(setas). Coloragdo HE, (Barra 100pum).

Varios autores (BAKST, 1987; BRILLARD;
BAKST, 1990; KING et al., 2002; ZANIBONE; BAKST,
2004) descrevem a presenca de espermatozoides
somente no interior dos tibulos de armazenamento,
mais precisamente na sua por¢do terminal. Apds a
analise das laminas, observamos espermatozoides em
maior concentracao na por¢ao terminal, porém eles se
extendiam por toda a parede dos tabulos (Figura 4).
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FIGURA 4: Epitélio pseudoestratificado colunar ciliado no
interior do tGbulo de armazenamento. Observar a
presenca de cilios (seta fina) e espermatozodides (seta
azul). Coloragdo HE, (Barra 40pm).
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FIGURA 5: Espermatozoides presentes em toda a extensdo do
tibulo de armazenamento (setas). Coloragdo HE,
(Barra 40pm).

A presenca de células espermaticas foi observada
por todo o epitélio da espermateca. Os espermatozoides
ocupavam nao so6 os tubulos de armazenamento, como
também foram observados fora dos tubulos em grandes
extensoes (Figura 6).

Prasad (1967) observou que o preenchimento total
dos tiibulos de armazenamento ocorre em dois dias apds
a copula. Neste trabalho, observamos que na primeira
coleta, no segundo dia apos a copula, praticamente
toda a superficie da espermateca e dos tiibulos possuia
espermatozoides, condizendo com as observagdes do
autor citado.

FIGURA 6: Espermatozoides no interior (seta preta) e fora dos
tubulos de armazenamento (seta azul). Observar os
nucleos das células espermaticas, mais alongados.
Coloragao HE, (Barra 40pum).

As médias das quantidades de espermatozoides
encontradas em cada dia de coleta esta demonstrada na

Tabela 1. Nao houve diferenca significativa quanto a
diminui¢do no nimero de espermatozodides por dia de
coleta.

Quanto as quantidades avaliadas em cada fragmento
da espermateca (cranial, médio e caudal), houve
diferenca significativa entre cada fragmento. Os valores
médios de espermatozdides em cada fragmento estdo
representados na Tabela 2.

Apesar da diferenga no numero de espermatozoides
em cada fragmento da espermateca, nao houve diferenca
significativa entre os fragmentos nos diferentes dias de
coleta (Tabela 3).

TABELA 1: Médias + Desvio Padrao do nimero de
espermatozoides por dia de coleta.

Dia de coleta Media de espermatozoides + 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.

TABELA 2: Médias + desvio padrio do numero de
espermatozoides em cada fragmento da

espermateca.

Fragmento Média de espermatozéides + 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.

A partir desses resultados (Tabelas 2 e 3),
observamos que os espermatozdides se concentram na
por¢do média da espermateca. No caso das galinhas,
cerca de lcm caudalmente ao esfincter da juncao
uterovaginal.
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TABELA 3: Médiasdas quantidades de espermatozoides
por dia por fragmento da espermateca.

Dia coleta Fragmento Fragmento Fragmento

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 diferencgas entre grupos,
segundo teste Wilcoxon com p<0,05.

As médias das quantidades de espermatozoides
armazenados na junc¢do 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
sete dias. Holm e Ridderstrale (2002) afirmam que
a duracdo do armazenamento dos espermatozoides
pode variar de seis a 45 dias nas diferentes espécies,
porém nao especificaram o periodo de armazenamento
em galinhas. No presente trabalho, foram observadas
grandes quantidades de espermatozoides armazenados
no 23° dia de coleta.

Brillard e Bakst (1990) estimaram a quantidade
de espermatozoides nos tibulos de armazenamento em
cerca de 7,5 x 10° espermatozdides. De acordo com
King et al. (1999) a contagem de espermatozdides €
complicada, pois estes se encontram armazenados muito
agrupados, dificultando a diferenciacao das células. Por
isso, sdo utilizadas técnicas como digestao por colagenase
(BRILLARD, 1993), homogeniza¢ao dos tubulos
(McLEAN; FROMAN, 1996), que sdo mais precisas.
As contagens realizadas neste trabalho limitaram-se a
um pequeno fragmento da juncao uterovaginal e cortes
histologicos espagados, visando apenas determinar o
segmento onde ocorre maior concentracdo de células
espermaticas, ndo atingindo valores tdo altos quanto
aqueles dos autores supracitados.
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Concluimos através deste estudo que os
espermatozodides podem ser encontrados por toda
a extensdo das espermatecas, sendo que esses se
concentravam no segmento médio da jungdo uterovaginal.
Nao houve diferencga estatistica significativa na
quantidade de espermatozdides 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 ¢ de, no minimo 23 dias.
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