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Resumo

A selegdo de reprodutores capazes de transmitir caracteristicas de valor econdmico para a progénie ¢
fundamental para o sucesso da industria de aves. Nesse sentido, os machos devem produzir sémen de boa
qualidade, com volume e concentrag¢do adequados. O ejaculado de galos é composto por uma grande quantidade
de células espermaticas suspensas em um pequeno volume de plasma seminal, proveniente dos tibulos
seminiferos. Por esse motivo, a adi¢do de diluentes ao s€émen ¢ uma pratica de rotina nos estabelecimentos que
realizam inseminag@o artificial, com a finalidade de aumentar o aproveitamento do ejaculado. A diluigdo
também permite manter a qualidade do sémen por vérias horas, quando resfriado, ou por periodos mais longos,
quando congelado. Para a manutengdo da capacidade fertilizante do s€émen resfriado, substratos energéticos e
agentes tampodes devem ser incluidos no diluente. Para diminuir os danos sofridos pelos espermatozoides durante
o congelamento, crioprotetores sdo adicionados ao sémen. Entre eles, a dimetilacetamida vem sendo o mais
utilizado nos protocolos para o congelamento de sémen de galos nos ultimos anos. A modulagdo lipidica do
espermatozoide, por meio de dietas ou por adicdo de gema de ovo ou de seus derivados ao diluente, também
auxilia na preservagdo do s€men. Os beneficios sdo ainda maiores quando antioxidantes sdo incluidos.

Palavras-chave: concentragdo espermatica, crioprotetores, diluentes, fertilidade, inseminagdo artificial, volume
de sémen.

Abstract

Selecting breeders capable of transmit characteristics of economic value to the offspring is fundamental
to poultry industry success. In this sense, males must produce good quality semen, with appropriate volume and
concentration. Rooster ejaculates are composed of a great amount of sperm cells suspended in a small volume of
seminal plasma, originated in the seminiferous tubules. For this reason, adding diluents to semen is a common
practice in artificial insemination establishments, aiming to increase ejaculate use. Dilution also allows semen
quality maintenance for hours, when refrigerated, or for longer periods, when frozen. To keep fertilizing
capacity of refrigerated sperm, energetic substrates and buffer agents must be included into the diluents. To
decrease sperm damage during freezing, cryoprotectants are added to the semen. Among them,
dimethylacetamide has been the most used in freezing protocols for rooster semen in the last years. Sperm lipid
modulation, by dietary means or by adding egg yolk or its derivates to the diluents, also helps in semen
preservation. Benefits are improved when antioxidants are included.
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Introducao

Uma das metas da industria de aves ¢ a producdo de progénie de alta qualidade: tanto no setor de aves
de corte quanto no de postura, cada pinto produzido possui grande valor econdmico. Para atingir essa meta, é
necessario selecionar reprodutores capazes de transmitir caracteristicas de relevancia comercial para seus
descendentes (Amann, 1999). Nesse processo, a selecdo dos machos torna-se extremamente importante, visto
que, no periodo de um ano, um Unico galo pode gerar uma progénie muito maior do que uma fémea. Desta
forma, a selegdo de um pequeno nimero de machos com alto potencial genético ¢ eficiente para melhorar a
qualidade dos pintos produzidos (Hammerstedt, 1999).

Para que possam transmitir caracteristicas de valor econdmico para a progénie, os galos devem,
necessariamente, produzir s€émen de boa qualidade. O uso da inseminagdo artificial proporciona um melhor
aproveitamento desse sémen, podendo aumentar em até 10 vezes o nimero de pintos produzidos em relagdo a
monta natural (Amann, 1999). A utilizagdo de sémen refrigerado ou congelado, por sua vez, torna a pratica da
inseminagdo mais flexivel, aumentando sua aplicabilidade e diminuindo ainda mais os custos da produgdo de
pintinhos (Blesbois e Hermier, 1990; Blesbois e Grasseau, 1998).

A seguir serdo abordados alguns aspectos da producdo e da preservagdo do s€émen de galos.
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Producio de sémen

O aparelho reprodutor dos galos ¢ composto por um par de testiculos, localizados no interior da
cavidade abdominal, pelos epididimos, formados por uma série de ductos, e pelos ductos deferentes, que
acompanham o trajeto dos ureteres e abrem-se numa papila na cloaca (Whittow, 2000; Rutz et al., 2006). Devido
a localizagdo interna dos testiculos das aves, a espermatogénese ocorre em temperaturas mais elevadas do que
nos mamiferos. A duracdo da espermatogénese ¢ de aproximadamente duas semanas e os espermatozoides sdo
liberados na luz dos tibulos seminiferos juntamente a um fluido proveniente desses tibulos. Nos epididimos,
onde as células permanecem por mais de 100 min, ocorre uma grande reabsor¢do de liquidos, resultando na
formacdo do plasma seminal e na concentracdo do sémen. Os ductos deferentes sdo os reservatorios
extragonadais de espermatozoides, que podem permanecer no local por mais de 22 h antes da ejaculacdo
(Ritchson, 2013).

Devido a auséncia de glandulas acessorias, o ejaculado é composto por uma grande quantidade de
células espermaticas suspensas em um pequeno volume de plasma seminal (Whittow, 2000). Desse modo, a
concentragdo do sémen de galos pode variar de um a cinco bilhdes de espermatozoides por mL de ejaculado.

O volume de sémen produzido depende da linhagem do macho (de um modo geral, galos de linhagens
leves produzem maior volume do que galos de linhagens pesadas), podendo-se obter volumes de 0,1 a 1,0 mL.
Dentro da mesma linhagem, os galos maiores tendem a produzir um maior volume de s€men, visto que o volume
depende do tamanho do testiculo que, por sua vez, esta correlacionado com o peso corporal (Etches, 1996). Além
disso, o volume ejaculado pode ser afetado pela técnica de coleta utilizada, pela experiéncia do coletor e por
variagdes no manejo da ave (como, por exemplo, estresse, fornecimento de dgua e temperatura ambiente).

A concentracdo espermatica e o volume do ejaculado sdo importantes para determinar o numero de
fémeas que podem ser inseminadas por um unico macho (para sémen fresco, utiliza-se a dose inseminante de
100 milhdes de espermatozoides); entretanto, a avaliagdo funcional do gameta também ¢é necessaria no momento
de selecionar um reprodutor. Um sémen de boa qualidade deve apresentar um nimero de células vivas com
morfologia normal maior ou igual a 90% e motilidade espermatica maior ou igual a 80% (Bakst ¢ Long, 2010).

Preservacgao de sémen

A diluicdo do sémen ¢ uma pratica de rotina nos estabelecimentos que usam a inseminacao artificial,
visto que maximiza o uso do ejaculado e permite manter a qualidade do sémen por algumas horas (Donoghue ¢
Wishart, 2000). Solugdes salinas simples sdo suficientes para preservacdo do s€émen por uma hora a temperatura
ambiente. Para manutencdo do sémen diluido por mais tempo, substratos energéticos (o principal para sémen de
aves ¢ a frutose) e agentes tampdes devem ser adicionados ao diluente (Bootwalla e Miles, 1992; Christensen,
1995). Desta forma, o sémen pode ser utilizado no dia posterior a coleta, desde que mantido refrigerado (5°C).
Apos esse periodo, havera diminuicgo da fertilidade (Bakst e Cecil, 1992).

Quando estocado in vivo, nas glandulas hospedeiras de espermatozoides da fémea, a célula espermatica
¢ capaz de manter sua capacidade fertilizante por varias semanas (Bakst ¢ Cecil, 1992). Mecanismos para
estabilizagdo das membranas ¢ inibigdo da motilidade e da atividade enzimatica provavelmente auxiliem na
preservagdo do gameta masculino dentro dessas glandulas. A sobrevivéncia do espermatozoide nas glandulas
hospedeiras também pode ser dependente da modulagdo lipidica de sua membrana; ¢ possivel que vesiculas
membranosas, semelhantes a lipossomas, liberadas das microvilosidades das células epiteliais glandulares,
contribuam para a manuten¢do da membrana plasmatica do espermatozoide (Bakst, 1993). A dilui¢do do sémen
em um meio que reproduza as condigdes encontradas pelos espermatozoides nas glandulas hospedeiras
aumentara sua capacidade de preservagdo in vitro.

Um componente comumente utilizado em diluentes de sémen ¢ a gema do ovo, que ¢ rica em
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), cujos principais fosfolipidios sdo a fosfatidilcolina e a
fosfatidiletanolamina (Anton et al., 2003). Esses fosfolipidios sdo os mesmos encontrados, em grande
quantidade, nas membranas dos espermatozoides de aves (Blesbois et al., 1997a, b; Cerolini et al., 1997; Kelso et
al., 1997 a, b; Bongalhardo et al., 2002). As propriedades protetoras da gema do ovo sdo atribuidas ao seu
conteido de LDL; possivelmente a membrana do espermatozoide incorpore fosfolipidios e colesterol dessas
lipoproteinas (Bergeron et al., 2004). Neste sentido, foi observado que a adigdo de proteolipossomas ricos em
fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina ao diluente para sémen de galos promoveu incrementos na motilidade e
na viabilidade do espermatozoide apds quatro horas de armazenamento a temperatura ambiente (Bongalhardo e
Bubhr, 2002).

A incorporagdo de lipidios na membrana do espermatozoide também pode ser feita por meio da
alimentac8o. A inclusdo de dleos ricos em dmega-3 na dieta promove aumento da viabilidade espermatica e da
fertilidade do sémen fresco. Os 6leos de peixe e de linhaga sfo os mais utilizados para a modificagdo do
espermatozoide de aves (Blesbois et al., 1997a, b; Cerolini et al., 1997, 2005; Kelso et al., 1997a, b; Bongalhardo
et al., 2009).

A diminui¢do da fertilidade do sémen armazenado ¢ ainda mais drastica quando o sémen ¢

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.37, n.2, p.131-135, abr./jun. 2013. Disponivel em www.cbra.org.br 132



Y

Bongalhardo. Produgio e preservagdo do sémen de galos.

criopreservado (Bakst e Sexton, 1979; Hammerstedt, 1995). Cristais de gelo sdo formados durante os processos
de congelamento ¢ descongelamento, causando danos na membrana espermatica (Maeda et al.,, 1986). A
criopreservacdo também aumenta a peroxidacdo lipidica, danificando ainda mais a membrana. Em consequéncia,
ha uma diminui¢do da motilidade, da viabilidade ¢ da integridade morfologica do espermatozoide (Mahapatra et
al., 1994), bem como da habilidade em hidrolisar a membrana perivitelina interna do ovo (Alexander et al.,
1993; Donoghue, 1996). A adigdo de antioxidantes ao diluente de congelamento, ou na dieta das aves, pode
reduzir a peroxidacdo e melhorar a qualidade do sémen descongelado (Zaniboni et al., 2006; Partyka et al., 2011,
2012). Os principais antioxidantes naturalmente encontrados no sémen de aves sdo as vitaminas E e C, a
glutationa e as enzimas glutationa peroxidase e superoxido dismutase, enquanto aqueles mais comumentes
adicionados sdo o selénio organico e a vitamina E (Surai, 2003; Cerolini et al., 2005).

A formacao de cristais de gelo ¢ afetada pelas curvas de congelamento utilizadas (rdpido ou lento), bem
como pelo crioprotetor adicionado ao diluente. O tamanho e o local de maior formagao (dentro ou fora da célula)
dos cristais de gelo determinam o grau de prejuizo @ membrana (Tselutin et al., 1995; Wishart, 1997). Por muitos
anos, o glicerol foi o crioprotetor de eleigdo para o congelamento de s€émen de galos, por ser mais efetivo no que
se refere a protecdo da célula espermatica (Maeda et al., 1984; Donoghue e Wishart, 2000). Entretanto, o glicerol
apresenta um efeito contraceptivo quando no trato da fémea e deve ser removido antes da inseminag@o, o que
causa danos ao espermatozoide (Buss, 1993; Gill et al., 1996). O efeito contraceptivo do glicerol pode estar
relacionado com o choque osmético que ocorre dentro do oviduto; provavelmente o influxo de 4gua na célula
hiperosmotica seja mais rapido que o efluxo de glicerol, provocando o rompimento da membrana espermatica
(Lake e Ravie, 1984; Hammerstedt e Graham, 1992). Portanto, a remog¢ao do glicerol é fundamental para que se
obtenha fertilidade. A remogao pode ser feita por centrifugagdo em gradiente de densidade de Percoll, por didlise
ou por lavagem com Accudenz, porém a fertilidade obtida ainda ¢ baixa quando comparada aquela alcangada
com sémen fresco (Van Voorst e Leenstra, 1995; Iaffaldano e Meluzzi, 2003; Long e Kulkarni, 2004; Purdy et
al., 2009).

Nos tltimos anos, a dimetilacetamida (DMA) passou a ser uma boa alternativa para o congelamento de
sémen de aves. Esse crioprotetor ndo precisa ser removido antes da inseminag¢do e apresenta fertilidade
comparavel aquela obtida com sémen fresco quando um protocolo com curva de congelamento rapido ¢ utilizado
(Chalah et al., 1999). Desta forma, observa-se um aumento na porcentagem de espermatozoides viaveis em
comparagdo com os protocolos de congelamento lento com DMA (Blanco et al., 2000). A diminui¢do do tempo
para o congelamento facilita grandemente a rotina do laboratdrio e é outra vantagem em relagdo ao uso do
glicerol, que necessita de curva de congelamento lento para ser efetivo.

Outra diferenga entre os dois crioprotetores € a forma como o sémen ¢ armazenado. Nos protocolos com
glicerol, o sémen ¢ colocado em palhetas, enquanto nos protocolos com DMA, o sémen ¢ armazenado na forma
de pellets: gotas de sémen sdo pipetadas diretamente no nitrogénio liquido, formando os pellets, que sdo
recolhidos e armazenados em criotubos (Tselutin et al., 1999). Essa forma de armazenamento ¢ mais utilizada,
visto que as palhetas, quando langadas diretamente no nitrogénio liquido, ndo resistem ao choque térmico e
tendem a se romper. Esse problema pode ser solucionado pelo congelamento em dois passos: as palhetas sdo
colocadas inicialmente no vapor de nitrogénio (em grade posicionada lcm acima do nitrogénio), onde
permanecem por um minuto antes de serem imersas no nitrogénio liquido (Van der Laan, 2007).

Varios outros crioprotetores ja foram utilizados para o congelamento do s€émen de galos, mas foram
menos efetivos em preservar a qualidade do espermatozoide. O dimetilsulféxido (DMSO), por exemplo, quando
comparado com o glicerol ¢ com o0 DMA, sempre causou maior toxicidade para a célula (Tselutin et al., 1999;
Donoghue e Wishart, 2000).

Consideracoes finais

Atualmente, a pratica de rotina nos estabelecimentos que utilizam a inseminagdo artificial ¢ usar o
sémen dentro de algumas horas apds a coleta e a diluicdo, embora a fertilidade seja mantida por até 24 horas,
quando o sémen ¢ refrigerado. A preservagdo de sémen na forma congelada ainda ndo apresenta vantagens para
uso industrial, visto que os protocolos desenvolvidos até o momento ndo sdao capazes de reproduzir as taxas de
fertilidade obtidas com sémen fresco.

A habilidade de preservar o sémen de galos por periodos longos seria benéfica ndo somente para
aumentar o potencial de uso da inseminagdo artificial, mas também pela perspectiva de comercializar o sémen de
animais com alto potencial genético e valor economico (Bakst e Cecil, 1992).

Ao longo dos anos, varios estudos foram (e continuam sendo) conduzidos na tentativa de encontrar um
protocolo eficiente para criopreservagdo de sémen de galos e, embora existam varios relatos de sucesso, nenhum
deles ¢ viavel economicamente para a inddstria de aves. Entretanto, esses protocolos podem ser utilizados para a
formagdo de bancos de genes, especialmente para a preservagao do germoplasma de aves comerciais de elite ou
de linhagens especializadas (Fulton, 2006).
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