RevistaBrasileirade Zootecnia
© 2008 Sociedade Brasileira de Zootecnia

ISSN on-line: 1806-9290
www.sbz.org.br

Influéncia da espermatogénese e dos niveis de testosterona no aspecto
reprodutivo de codornas

Lizandra Amoroso?, Silvana Martinez Baraldi Artonil, Vera Maria Barbosa de Moraes?,
Dilermano Perecin3, Vanessa Sobue Franzo?, Patricia Amoroso®

1 Departamento de Fisiologia e Morfologia Animal/FCAV.
2 Departamento de Zootecnia/FCAV.

3 Departamento de Ciéncias Exatas/FCAV.

4 Departamento de Fisiologia e Morfologia Animal/FCAV.
5 Fundagéo Educacional de Barretos/FEB.

RESUMO - Analisaram-se os niveis de testosterona, o peso corporal, os pesos testiculares relativos e absolutos, a
espessura da tunica albuginea, a altura do epitélio germinativo, o didmetro e o nimero de figuras de meiose dos tubulos
seminiferos dos testiculos de 65 codornas machos no periodo de junho a outubro. As aves foram agrupadas em gaiolas (6
aves/gaiola) e alojadas em um galp&o durante todo o periodo experimental. A analise morfométrica dos testiculos foi
realizada no periodo dos 60 aos 180 dias de idade. Os niveis de testosterona plasméatica total foram dosados pelo método
deradioimunoensai o com anti corpo marcado radiativamente. Conformeresultados daanalise morfométrica, aconcentragéo
detestosteronacirculanteinfluenciou o comportamento do epitélio germinativo do testicul o eteve atividade espermatogénica
maéaxima durante o periodo de 110 a 130 dias de idade, evidenciando que a fase de maior atividade reprodutiva coincide com
o inicio do fotoperiodo crescente, ou seja, no final de agosto ao inicio de setembro. O pico de testosterona foi anterior a
espermatogénese méxima, evidenciando apreparacéo do sistemareprodutor paraafaseproliferativa. Aos 180 diasdeidade,
ainda que submetidas aos dias longos no més de outubro, as aves apresentaram baixos niveis de testosterona circulante e
regressdo de parametros testiculares.
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Spermatogenesis and testosterone levels influence on reproductive
aspects of Japanese quails

ABSTRACT- Testosteronelevelsto the body weight, relative and absol ute testes wei ghts, tunica al bugineathickness,
germinative epithelium height, diameter and meiosis picture numbers of seminiferous tubules of 65 male quails were
evaluated from Juneto October. Thebirdswere grouped in cages (6 birds/cage) and lodged in ashed during all experimental
period. Thetestismorphometric analysiswas carried out from 60 daysto 180 daysold. Thetotal testosterone plasmatic
levels were dosed by radioimmunoassay method with antibody radioactivity marked. The morphometric analysis result
showed that testosterone concentrations influenced the bird testis germinal epithelium behavior, with maximum
spermatogenic activity during the period of 110 to 130 days old, that demonstrate the phase of mayor reproductive
activity coincided with the crescent photoperiod beginning, that is, in the end of August up to September beginning. The
testosterone peak was prior to maximum spermatogenesis, to evidence the reproductive system preparation for
proliferative phases. At 180 daysold, still submitted tolong daysin October, the birds presented low circul ate testosterone
levels and testicular parameters regression.
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Introducéo

Fatores como rapido desenvolvimento corporal, rusti-
cidade e baixo consumo de racgéo favorecem a exploracao
comercial dacodorna(Reis, 1979). Emvirtudedesuaimpor-
tancia zootécnica, € necessario o esclarecimento de algu-
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mas caracteristicas reprodutivas daespécie, considerando
as variacOes de testosterona e a influéncia de fatores
estacionais, que podem estar associados ao crescimento e
aregressao dos testiculos em resposta aluz, temperatura,
ao indice pluviométrico e a disponibilidade de alimento
(Kemp, 1973).
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A organizacdo anatdmica e histol6gica do testiculo da
codorna é semelhante a do galo doméstico e do pombo
(Baraldi-Artoni et a., 1997, 1999). Ainda que a forma dos
testicul os sejaanaloga, o testicul o esquerdo € maior que o
direito. O peso depende do estado funcional do érgao e
representa 1% do peso vivo (PV) em galos (Hoffmann &
Volker, 1969) e 2,26% do PV em codornas (Clulow & Jones,
1982), nasquai safuncaotesticular variacomaluminosidade.
O peso do testiculo é elevado em setembro, contrastando
com o reduzido diédmetro dostubul os seminiferos e com os
poucos espermatozoéides observados no periodo deluz em
marco. A atividade espermatogénicaaumentanaprimavera
e no verdo, estacdo reprodutiva da espécie (Baraldi-Artoni
etal., 1999). Além de definir aestacionalidade da codorna,
os dias longos estimulam a secrecdo de testosterona, que,
por sua vez, modula o ritmo circadiano (Lumineau et al.,
1998) e oscilade acordo com avariagao volumétricatesti-
cular e as peculiaridades da estacéo reprodutiva de cada
espécie (Bacon et al., 1994).

A espermatogénese é regular e bem definida em aves.
(Linetal.,1990; Baradi-Artoni etal., 1997; Madekurozwaet
a., 2002). A codorna apresenta ciclo anual dividido em
quatro fases, denominadas repouso, recrudescéncia, pro-
liferacdo eregressdo. Asfasessucedem-seaolongodoano
eapresentam o comprimento do fotoperiodo como principal
influénciaexdgenasobresuafreqiiénciaeduracao (Baraldi-
Artoni et al., 1997).

E importante esclarecer peculiaridades da codorna,
entre elas, o desenvolvimento testicular e os niveis
plasmaticos detestosterona, afim de promover aselecéo e
ocontrol egenético deexemplarescom produgdo espermética
apreciavel. Este trabalho foi realizado com o objetivo de
investigar o comportamento da espermatogénese e da
testosterona durante o periodo reprodutivo do macho.

M aterial e M étodos

Foram utilizadas 115 codornasde 1 diadeidade, prove-
nientes daUniversidade Estadual de Maringa, PR, alojadas
em galpao do Setor de Avicultura do Departamento de
ZootecniadaFaculdadedeCiénciasAgréariaseVeterinérias
(FCAV), da Unesp, em Jaboticabal, SP. Durante a fase de
cria, ascodornasforam mantidas agrupadas em um circulo
comlampadainfravermelho, bebedouroinfantil parafrango
de corte e comedouro tipo prato. Quando atingiram 25 dias
deidade, as aves foram submetidas a sexagem. Sel eciona-
ram-se 65 machosparaafase experimental, dosquaisforam
colhidos50 testiculos paraaanalise histol 6gicae 65 amos-
tras sanguineas para a dosagem hormonal. Os machos
foram disribuidos em gaiola de arame gal vanizado (6 aves/

gaiola) com comedouro tipo calha e bebedouro tipo
nipple, onde foram mantidos durante a recria e a fase
adulta. A fim deestimular alibido, os machosforam dispos-
tosdemaneiraintercaladaparaquetivessem contato visual
com asfémeas damesmaidade. As codornastiveram agua
avontade, foram alimentadas com rac&o bal anceada, prove-
niente da Fabrica de ragdo da FCAV (Tabela 1), e foram
mantidas sob regimede 17 horasdiérias deluz. No periodo
dos 60 aos 180 dias de idade, cinco aves foram levadas a
cadadez diasao L aboratdrio de Anatomiado Departamento
deMorfologiaeFisiologiaAnimal. Depoisde 20 minutosde
descanso, ascodornasforam anestesi adascom éter etilico,
sacrificadasmediantedesl ocamento dasvértebrascervicais
e pesadas com o auxilio de balanca de precisdo. Apds
abertura da cavidade abdominal e evisceracdo do trato
gastrintestinal, ostesticulosforam localizados e extraidos
com pingas e tesouras cirargicas. Posteriormente, os 0Or-
gaosforam pesados paradeterminacé&o dospesosabsol uto
e relativo dos testiculos, de modo que o primeiro
correspondeu ao peso corporal daavee o segundo ao peso
dotesticuloemrelagdo ao peso corporal. O drgéodireitofoi
seccionado e seus cortes foram destinados a rotina
histol 6gica. Cada lamina (uma para cada animal) continha
trés cortes histologicos de 7 um de espessura, corados
segundo técnica de hematoxilina e eosina (HE).

Para a avaliagdo morfométrica do testiculo das aves,
utilizou-se um microscopio binocular Olympus BX 50,
equipado com camera digital. Foram fotografados al eatoria-
mente 30 campos com area de 588.785,4 mm?, em aumento
de 200X. Asimagensfotografadasforam analisadasem um
computador utilizando-se o software Image Pro Plus,
MediaCybernetics, Brasil, paraavaliar aespessuradatinica
albuginea, o diametro dos tubul os seminiferos, aalturado
epitélio germinativo e o nimero de figuras de meiose dos
tubulos seminiferos.

A0s 60 dias deidade, procedeu-se a col etade sangue
de cinco aves, a cada dez dias, até que completassem 150
diasdeidade. Amostrasde 1 mL foram col etadas diretamente
do coragdo por meio de seringas de insulina descartaveis
heparinizadas, colocadas em tubosependorf e acondicio-
nadas em caixas de isopor com gelo até o processamento.
Asamostrasforam centrifugadasa3.000 rpm por 15 minutos
a4°C e o plasma foi separado e congelado a -20°C até a
aplicagéo datécnicade radioimunoensaio. Paraas dosagens
detestosterona, realizadas utilizando-se okit Testosterona
Total Coat - A - Count? , foram necessérios 50 pL de plasma
de cada amostra.

Durante o desenvolvimento do método, foram utiliza-
dos tubos de polipropileno 12 x 75 mm devidamente iden-
tificados. Em cadatubo deplasticoforam depositados50 UL
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Tabela 1 - Composigéo da ragdo experimental (%MS)

Ingrediente Racéo
Milho 55,42
Farelo de soja-44 30,16
Farelo de trigo 10,00
Oleo vegetal 0,75
Fosfato bicéalcico 1,86
Calcério calcitico 0,67
Sal 0,30
Suplemento mineral e vitaminicot 0,50
Lisina 0,32
Hidroxitolueno butilado (BHT) 0,02

Composicgao nutricional calculada

EM (kcal/kg) 2.800
PB (%) 20,00
Ca (%) 0,80
P disponivel (%) 0,45
Met+Cys (%) 0,65
Lys (%) 1,30
Trp (%) 0,27

1 Suplemento mineral e vitaminico- Composi¢&o por kg do produto: &4cido
félico - 140 mg; acido pantoténico - 1.600 mg; antifungico - 3.000 mg;
antioxidante - 990 mg; biotina - 12 mg; Cu - 1.200 mg; colina - 65 mg;
Fe - 10.000 mg; | - 240 mg; Mn - 12.000 mg; metionina - 353.430 mg;
vit. H - 3.000 mg; piridoxina - 400 mg; vit. B2 - 800 mg; Se - 80 mg;
vit. B1 - 200 mg; vit. A - 1.600.000 Ul/kg; vit. B12 - 2.000 mcg;
vit. D3 - 400.000 Ul/kg; vit. E - 3.000 mg; vit. K3 - 400 mg; Zn - 12.000 mg.

de plasmae, em seguida, foi adicionado 1,0 mL dasolucgado
contendo 1125, Os tubos foram agitados e mantidos em
banho-maria durante 3 horas a 37°C. Com a decantacgéo, o
material precipitado ficou aderido a superficie dos tubos,
gueforaminvertidossob papel absorvente pararemogao do
liguido remanescente. Posteriormente, realizou-se aconta-
gem da radioatividade por meio de um contador gama. Os
dados foram analisados estati sticamente por meio de ana-
lisedevaridncia(SAS, 2002) e asmédiasforam comparadas
peloteste Tukey, considerando o nivel de5%designificancia.

Resultados e Discussao

O peso corporal e os pesos absolutos e relativos dos
testiculosnéo diferiram (P>0,05) no periodode70a180dias
(Tabela 2). Considerando o periodo de 110 a 130 dias,
guando a atividade espermatogénica foi elevada, nao
houv e aumento (P>0,05) do peso testicular, apesar de 0s
ciclos espermatogénicos das aves estarem associados a
variagdo de peso do 6rgdo (Hoffmann & Volker, 1969).
Bluhmet al. (2000) observaram o peso corporal eotamanho
das gbnadas de patos selvagens (Anas platyrhynchog
mantidossob|uz natural duranteoinverno canadense(final
de outubro até o inicio de margo) e estudaram o efeito da
formacdo de casais sobre o desenvolvimento testicular e
neuroenddcrino destas aves. Esses autores observaram

Tabela 2 - Peso corporal e pesos testiculares, absoluto e rela-
tivo de codornas japonesas no periodo dos 70 aos
180 dias de idade

Idade da Peso corporal Peso absoluto Peso relativo
ave (dias) (9) (9) (%)

70 128,89 + 10,14 2,80 + 0,16 2,18 + 0,2
80 130,68 + 8,85 2,95+ 1,27 253 +1,0
20 133,44 + 10,53 2,95+ 0,68 2,24 + 0,3
100 140,13 + 4,82 2,73 + 0,57 1,94 £+ 0,4
110 149,84 + 4,07 3,51+ 0,67 2,35+ 0,5
120 154,71 + 13,06 3,28 + 0,48 2,11 + 0,2
130 152,71 + 8,61 3,15+ 0,51 2,19 £+0,4
140 153,09 * 15,15 2,93 + 0,26 1,96 + 0,3
150 144,42 + 17,56 2,69 + 0,66 1,88 £ 0,5
160 143,07 + 8,97 3,40 + 0,75 2,36 + 0,2
170 150,11 + 16,70 2,74 + 0,19 2,06 + 0,7
180 152,52 + 15,31 2,93 + 0,98 2,08 +0,4

aumento significativo damassagonadal durante o periodo
de 28 de janeiro a 3 de mar¢o, 0 que evidencia resposta
positiva ao fotoperiodo.

Apesar de ser outraespécieavidria, acodornajaponesa
pode ser comparada ao pato selvagem por ser uma ave
semidomésticae sazonal. Assim, ao contrério do observado
por Bluhm et al. (2000), nesta pesquisa verificou-se relativa
estabilidade do peso testicular no periodo de junho a outu-
bro, ou seja, no final do outono até o inicio da primavera
(Tabela 2). Esses resultados podem estar relacionados a
alimentacao balanceadado | ote homogéneo dasaves utiliza-
das neste ensaio, considerando peso, idade, manejo e sexo.

Osparametrostesticularesdasavesdiferiramsignifica-
tivamente durante o periodo de 60 a 180 dias de idade
(Figuras1, 2, 3,4,5, 6,7, 8). Nos periodos de 60 a 80 dias e
de 150 a 180 dias, os didmetros dos tubulos seminiferos
foram semelhantes; elevaram-se aos 90 e 110 dias, apresen-
taram pico aos 120 e 130 dias deidade (P<0,05) e reduziram
até os 150 dias permanecendo inalterados até os 180 dias
(P>0,05). Assim, constatou-se que a espermatogénese se
manteve homogéneano inicio e no final do periodo experi-
mental e apresentou-se elevada dos 110 aos 130 dias.
(Figuras 2 e 1B).

O didmetro dos tabul os seminiferos das aves mantive-
ram-se estaveisdos 60 aos 80 diasdeidade, resultados que
estdo de acordo com os descritos por Baraldi-Artoni et al.
(1997, 1999), que encontraram notavel redugdo dostubul os
seminiferos em codornas durante o més de marco, periodo
em que as aves estavam sob fotoperiodo decrescente. No
entanto, aos 120 e aos 130 dias de idade, tanto o diédmetro
dos tubulos seminiferos como a altura do epitélio
germinativo apresentaram val ores el evados em relacao aos
demais dias, indicando (Figura 2) expressiva atividade
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Figura 1 - Fotomicrografias de testiculo de codornas japonesas aos 80 (FIG1A), aos 130 (FIG1B) e aos 180 (FIG1C) dias de idade.
Observam-se a tlnica albuginea (seta fina), o tibulo seminifero (TS), a altura do epitélio germinativo (pontilhado), o nimero
de figuras de meiose (seta grossa) e a coloragdo. Hematoxilina — eosina, 200X.
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Figura 2 - Diametro dos tabulos seminiferos de testiculos de
codornas japonesas no periodo dos 60 aos 180 dias
de idade.

espermatogénica associada aos periodos de dias longos,
semel hante ao exposto por Baraldi-Artoni et al. (1999), que
observaram fase de maior atividadedurante a primavera.

Os valores de altura do epitélio germinativo obtidos
aos60diaseno periododos 150 aos 180 dias (P>0,05) foram
semel hantes e sugerem que nessesdiasaalturado epitélio
se manteve constante, elevando-se dos 70 até os110dias,
com uma fase ativa de espermatogénese com pico méaximo
dos120aos140dias.Subsegiientemente, aalturadoepitélio
germinativo regrediu (P<0,05) aos 150 dias e apresentou
tendéncialinear até 180 dias (Figuras 3 e 1C).

O numero defiguras de meiose manteve-se estavel dos
60 aos 80 dias, em resposta a manutencdo no nimero das
células espermatogénicas neste periodo; aumentouaté os
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Figura 3 - Altura do epitélio germinativo de testiculos de codor-
nas japonesas no periodo dos 60 aos 180 dias de
idade.

90 dias (P<0,05) e depois regrediu até os 120 dias, aumen-
tando (P>0,05) novamente dos 120 aos 180 dias, o que
caracterizaimportante atividade espermatogénica, com pico
maximo aos 90 dias.Durante o periodo dos 60 aos 80 diase
dos 120 aos 180 dias, verificou-se tendéncia linear de
aumento no numero de figuras de meiose (Figura 1). O
namero de figuras de meiose tendeu a apresentar estabili-
dade dos 60 aos 80 dias, inferior (P<0,05) aos demais dias,
porém suficiente para evidenciar a atividade
espermatogénica da codorna. Além disso, o numero de
figuras de meiose dos 100 aos 180 dias manteve-se em um
patamar que pode ser mantido pelo fotoperiodo (Figura4).

A concentracgdo detestosteronados 60 aos 150 diasde
idade (Figura 5) ndo variou (P>0,05). Apesar de extrema-
mente baixa aos 60 dias, a concentragdo plasmética de
testosteronaaumentoudos70aos90dias, quando apresen-
tou o pico maximo, eregrediu gradativamente aos 150 dias,
emboraem nivel bem maiselevado que o observado aos 60
dias (Figurab).

Em avestropicais como acodornajaponesa, aatividade
reprodutivaocorredeformasincronizadacom o fotoperiodo
efatoresenddgenos, que fazem parte desses ajustamentos,
favorecendo uma sequiéncia de atividades testiculares. As-
sim, asavesapresentam processosfisiol 6gicosqueinduzem
afotossensibilidade, que ocorre no inicio dos dias longos,
levando ao desenvolvimento gonadal (Nichollset al., 1988).

Como regrageral, fotoperiodos decrescentes retardam
amaturidade sexual, enquanto fotoperiodoslongos estimu-
lam a atividade sexual (Sturkie, 1968). A tunica albuginea
apresentou-se espessados60aos 70 diasdeidadeemaxima
aos180dias(FiguralC), destacando nesteperiodooinicio
e o final da atividade reprodutiva da codorna, respectiva-
mente, dadosquecorroboramasinvestigagdesde Fuenzalida
et al. (1989), que observaram espessamento da tunica
albuginea no inicio e no final da atividade reprodutiva.
Contudo, duranteo periodo deatividade espermatogénica,

400,00 T
350,00 A
300,00 o
250,00 +
200,00 o
150,00 A
100,00 H
50,00 -

0,00 -

@ &

Idade (dias)

Numero de figuras de
meiose

S & &
NN

Figura 4 - Numero de figuras de meiose de testiculos de codor-
nas japonesas no periodo de 60 a 180 dias de idade.
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Figura 5 - Niveis de testosterona em codornas japonesas no
periodo de 60 a 180 dias de idade.

observadapor meio do didametro dostubul os seminiferose
daaltura do epitélio germinativo, a tanica albuginea mos-
trou-se extremamente fina (P<0,05).

Burke (1988) observou que, no inicio do periodo
fotoestimulador, ocorre aumento nos niveis sangiiineos
de hormonio luteinizante (LH) e do foliculo-estimulante
(FSH). Osniveisdesses hormdniosreduzem amedidaque
a influéncia por feedback negativo da testosterona é
exercida. Neste experimento, os niveis de testosterona
nado variaram (P>0,05) no periodo de 60 a150 diasdeidade,
apesar de, em valores absolutos, os valores terem sido
extremamente baixos aos 60 dias de idade, periodo de
recrudescénciadacodorna, sugerindo que nestaidade as
aves apresentavam altos niveisde LH e FSH, exercendo
feedback negativo sobre a testosterona. Dos 70 aos 90
dias, provavelmente houve retroalimentacdo negativa da
testosteronasobre asecre¢do deLH, o que correspondeu
ao periodo pré-reprodutivo. Os niveis de testosterona
reduziram e se mantiveram rel ativamente homogéneos até
os 150 diasindicando estabilidade naprodugéo hormonal
durante a fase reprodutiva.

Hau et al. (2000) estudaram os niveis de testosterona
plasmatica, 0 comportamento e o ciclo reprodutivo da
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espécie Hylophylax naevioide e observaram que os
niveis datestosterona aumentaram no inicio da primavera
e permaneceram elevados durante o periodo reprodutivo,
situagdes ndo observadas na codorna doméstica.

Conclusdes

A concentragdo de testosterona varia sazonal mente;
apresenta picos no inicio da fase reprodutiva e redugéo
progressivadurante afase deregressao testicular, ou seja,
nofinal daprimavera. Alémdisso, esteesteréideinfluencia
no comportamento do epitélio germinativo do testiculo,
mas ndo causa variagao evidente no peso testicular, man-
tendo atividade espermatogénicaméximadurante o periodo
dell0al30diasdeidade. A espessuradatinicaal buginea,
o didmetro dos tubulos seminiferos, a altura do epitélio
germinativo e o numero de figuras de meiose dos tubulos
seminiferos apresentaram os maiores valores médios
durante a fase reprodutiva, principalmente de agosto a
setembro. Verificou-se tendénciade aumento generalizado
desses pardmetros em idéntica fase do ciclo em varias
espécies de aves estudadas.
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