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Resumo

LIMA, H.G.S. Efeito de micotoxinas sobre caracteristicas associadas
ao desempenho reprodutivo de galos. 2018. 45 f. Dissertacdo (Mestrado) —
Programa de Pds-Graduagdo em Zootecnia. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas/RS.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o desempenho
reprodutivo de galos submetidos a dieta contendo micotoxinas e seus possiveis
efeitos no desempenho reprodutivo dos galos. O delineamento experimental
utilizado foi o completamente casualizado, com dois tratamentos e dezoito
repeticdes. Foram utilizados 36 galos da raca Rhode Island Red, com 57
semanas de idade, alojados em boxes individuais com dimensdes de 70x70x70
cm, equipados com comedouro tipo calha e bebedouros tipo nipple. Os animais
receberam agua add libitum e foram alimentados com uma racao comercial.Os
tratamentos consistiram em duas dietas experimentais: T1 — dieta basal sem
adicdo de micotoxinas; T2— dieta basal com adi¢cao de micotoxinas (Fumonisina
10 ppm, zearalenona 300 ppb, deoxinivalenol 700 ppb) e aflatoxinas 25 ppb.
Os resultados foram avaliados através da analise de variancia para dados
normais e os dados sem distribuicdo normal foram analisados pelo teste de
Kruskal-Wallis para dados ndo paramétricos. As variaveis analisadas foram:
volume seminal, motilidade espermatica, concentracdo espermatica, vigor
espermatico, morfologia espermatica, biometria dos testiculos e peso de
figado. Encontrou-se diferenca estatistica (P<0,05) para as variaveis total de
espermatozoides normais e anormais, as demais nao diferiram estatisticamente
(P>0,05).

Palavras-chave; sémen, fumonisina, zearalenona, deoxinivalenol,
aflatoxinas.



Abstract

LIMA, H.S.G. Effect of mycotoxins on characteristics associated
with the reproductive performance of roosters.2018. 45f. Dissertation
(Master's Degree) - Postgraduate Program in Zootechny. Federal University of
Pelotas, Pelotas / RS.

The objective of this study was to evaluate the reproductive performance
of roosters submitted to the diet containing mycotoxins and their possible
effects on the reproductive performance of roosters. A total of 36 Rhode Island
Red cocks with 57 weeks of age were housed in individual boxes with
dimensions of 70x70x70 cm, equipped with chute type feeder and nipple type
drinkers. The animals received water add libitum and were fed a commercial
food. The experimental design was completely randomized, with two treatments
and eighteen replicates. The treatments consisted of two experimental diets: T1
- basal diet without addition of mycotoxins; T2- basal diet with addition of
mycotoxins (Fumonisin 10 ppm, zearalenone 300 ppb, deoxynivalenol 700 ppb)
and 25 ppb aflatoxins. The results were evaluated through analysis of variance
for normal data and data without normal distribution were analyzed by the
Kruskal-Wallis test for non-parametric data. The variables analyzed were:
seminal volume, sperm motility, sperm concentration, sperm vigor, sperm
morphology, biometry of the testicles and liver weight. There was a statistical
difference (P <0.05) for the variables total normal and abnormal spermatozoa,
the other variables did not differ statistically (P> 0.05).

Keywords: semen; fumonisin, zearalenone, deoxynivalenol, aflatoxins.
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1. Introducao

A palavra micotoxina € originada da palavra grega “mykes” que significa
fungo e do latim “toxican” que significa toxinas, ou seja, micotoxinas s&o
toxinas produzidas pelo metabolismo secundario de fungos e podem causar
micotoxicoses, tanto em humanos quanto em animais. Os fungos se proliferam
naturalmente em plantas, principalmente em leguminosas devido aos seus
altos valores energéticos e em culturas de clima tropical, onde a temperatura e
umidade sao propicias para o seu desenvolvimento.

A presenca de micotoxinas nos graos é afetada por fatores biolégicos
das plantas, tais como a susceptibilidade e compatibilidade toxicogénicas dos
fungos, fatores ambientais como temperatura, umidade e género de fungos
presentes no desenvolvimento das culturas, bem como injarias mecénicas,
temperatura e umidade dos grdos no ato da colheita e na estocagem dos
graos.

Micotoxinas sdo comumente encontradas em sorgo, trigo, soja e milho,
graos estes largamente utilizados em fabricacdo de racdes para animais de
producdo. Mais de quinhentos tipos de micotoxinas sdo conhecidas, dentre
elas as fumonisinas, aflatoxinas, zearalenona e deoxinevalenol. O milho
representa 70% da composicdo das ragOes utilizadas para aves e, com a
ingestao de micotoxinas, estes animais podem apresentar baixo desempenho
de produtividade.

A gravidade com que estas micotoxinas podem afetar as aves depende
do estado nutricional, idade, sexo, categoria, raca, genética e susceptibilidade
de cada animal, bem como grau de toxidade e tempo de exposi¢céo as toxinas.
As micotoxicoses em aves sao caracterizadas por reducdo de peso, consumo,
conversao alimentar, producéo de ovos, reprodutividade e imunodepresséo; no
entanto, ainda pouco se sabe sobre como as micotoxinas podem afetar a
qualidade de sémen e desempenho de machos reprodutores.

Os machos reprodutores sdo muito importantes na industria avicola,
pois, representam 10% dos lotes e contribuem com 50% da genética

transmitidas as progénies. Um bom reprodutor pode aumentar o niamero de
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pintos produzidos por fémeas, assim como melhorar o desempenho e
qualidade dos seus descendentes.

Tradicionalmente a selecdo dos reprodutores se faz através de
caracteristicas fenotipicas, como escore de peito, coloracdo de crista, barbela e
patas. Contudo, as caracteristicas reprodutivas também podem ser avaliadas
através de técnicas laboratoriais para analise de volume seminal, motilidade,
concentracéo, vigor e morfolologia espermética, sendo mais precisas no que se
refere a qualidade de sémen.

Tendo em vista a importancia de galos reprodutores na industria de aves
e a incidéncia de micotoxicoses em aves, 0 presente estudo teve como objetivo
avaliar os efeitos das micotoxinas nas caracteristicas associadas ao

desempenho reprodutivo de galos semi-pesados.
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2. Revisao Bibliogréafica

2.1. Micotoxinas

O estudo das micotoxinas, conhecido como micotoxicologia, iniciou-se
em 1960 numa fazenda na Inglaterra; alguns surtos relatados incluem a
aleuquia alimentaria toxica (ATA), que matou cerca de 100.000 russos entre
1942 e 1948 (Joffe, 1978); a stachybotryotoxicose, que matou milhares de
cavalos, também na RuUssia, em 1930 (Moreau, 1979), e a aflatoxicose que
matou 100.000 perus jovens no Reino Unido, em 1960, sendo também
responsabilizada pela morte de outros animais e até, provavelmente, de
humanos (Hocking, 1986), no entanto o caso mais conhecido € o do ergotismo,
qgue foi responsavel pela morte de milhares de pessoas na Europa, no milénio
passado (MATOSSIAN, 1981).

Para os fungos se desenvolverem e produzirem micotoxinas S&o
necessarias condicdes favoraveis de umidade, temperatura, pH, composicao
quimica do alimento e potencial redox (PEREIRA et al., 2002). A presenca do
fungo no alimento ndo implica, obrigatoriamente, em producdo de micotoxina,
assim como, a toxina pode estar presente no alimento mesmo na auséncia do
fungo (DINIZ, 2002).

Diferentes espécies de fungos podem produzir um mesmo tipo de
micotoxina, como também, uma Unica espécie de fungo pode produzir mais de
um tipo de toxina. Os efeitos toxicos das micotoxinas podem ser
potencializados pelo sinergismo que pode haver entre elas ou com doencas,
principalmente imunossupressoras (HUSSEIN & BRASSEL, 2001).

A presenca de micotoxinas em graos e racdes, cujo tipo ou estrutura
quimica depende do desenvolvimento de linhagens flngicas especificas, esta
sujeita a influéncia de fatores ambientais como umidade do substrato e
temperatura ambiente. Portanto, a contaminacao de ragdes e outros alimentos
por micotoxinas pode variar de acordo com as condigcbes ambientais, métodos
de processamento ou producdo e armazenamento. Vai também depender do
tipo alimento, ja que alguns gréos sao substratos mais aptos que outros para o
crescimento de determinados fungos (SANTURIO, 2000).
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As aflatoxinas sé@o produzidas pelos fungos Aspergillus flavus e A.
parasiticus (LEESON et al.,, 1995), os quais apresentam elevada toxicidade
para varias espécies de animais domésticos, com efeitos toxicos, mutagénicos
e carcinogénicos, sobretudo no figado (OSWEILER, 1990). De acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude, as principais fontes de aflatoxinas na racéo
animal sdo o milho, carogo de algodao e torta de amendoim (WHO, 2002). Em
aves, as aflatoxinas causam danos ao figado, prejuizo na produtividade e
eficiéncia reprodutiva, decréscimo na producdo de ovos, qualidade inferior da
casca do ovo, qualidade da carcaca inferior e aumento na susceptibilidade as
doencas (IAMANAKA et al, 2010).

A zearalenona é produzida principalmente por Fusarium graminearum,
sobretudo em trigo e milho, mas também em sorgo, cevada e racfes animais.
Esta micotoxina e seus derivados tém efeitos estrogénicos em varias espécies
animais causando infertilidade, edema vulvar, prolapso vaginal e hipertrofia
mamaria em fémeas e feminizacdo de machos, atrofia testicular e aumento de
tamanho das glandulas mamarias (PERAICA et al., 2000).

A fumonisina € produzida pelas cepas de Fusarium moliniforme,
encontrada principalmente em milho, podendo ser fatal para alguns animais,
Ccomo 0S equinos, nos quais causa a leucoencefalomalacia, que se caracteriza
pela formacao de cavitacfes na substancia branca do cérebro (lamanaka et al.,
2010), acompanhada de amolecimento da mesma, resultando em morte. As
fumonisinas tém sido encontradas como um contaminante comum de alimentos
e racBes a base de milho nos EUA, China, Europa, Africa do Sul e América do
Sul (MILLER, 1995).

O desoxinivalenol é um tricoteceno do tipo B, um epoxi-
sesquiterpenoide, comum em graos como trigo, cevada, aveia, centeio, milho e
sorgo e sua ocorréncia esta associada primariamente com Fusarium
graminearum (Gibberella zeae) e F. culmorum. Provavelmente o
desoxinivalenol € a micotoxina mais largamente distribuida em alimentos e
racdes (MILLER, 1995). Esta micotoxina raramente causa uma toxicidade
aguda porgque a sua presenca na racao faz o animal rejeitar a racdo, as aves
sao mais tolerantes do que 0s suinos quanto a sua presenca na dieta, embora

a qualidade do ovo e o0 peso possam ser reduzidos (IAMANAKA et al, 2010).
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2.2. Micotoxinas e seus efeitos nas aves

A dieta das aves de producdo é basicamente composta por milho e
farelo de soja; estes cereais sdo altamente susceptiveis a contaminagdo por
micotoxinas, as quais podem provocar a morte em intoxicacfes agudas, ou
determinar alteracbes que afetam diretamente a producdo animal, como
reducdo do peso, conversdo alimentar, reprodutividade e aumento da
susceptibilidade as doencas infecciosas e parasitarias (CORRIER, 1991;
CRUZ, 1995).

Segundo Santurio (2000), niveis de zearalenona normalmente
encontrados em racfes comerciais ndo demonstram alteraces no consumo
alimentar, ganho de peso, producdo ou qualidade de ovos, nem nos
parametros hematoldgicos e bioquimicos e do sangue, aspecto micro e
macroscopico dos tecidos e no comportamento das aves. Com concentracées
de zearalenona elevadas ou toxicoses induzidas em perus machos, 0s sinais
clinicos ndo foram especificos, mas incluiram redug&o na converséo alimentar,
pequena alteracdo no peso dos 6rgdos, reducdo na fertilidade e mudanca no
comportamento das aves (MERONUCK et al., 1970). Com excec¢do de niveis
extremamente altos de contaminacéo, as aves ndo sao afetadas pela ingestao
de zearalenona, mas existem indicios de que perus sao levemente mais
sensiveis que poedeiras e frangos de corte (CHI et al.,, 1980; Estudos
realizados no Laboratério de Analises Micotoxicolégicas da Universidade
Federal de Santa Maria (LAMIC) mostraram que, em 47,1% das 169 amostras
de milho, foi detectada fumonisina B1, sendo a concentragdo média de 8,4 ppm
(DILKIN, 1998). Quando ingeridas, as fumonisinas apresentam baixa
biodisponibilidade, sendo rapidamente metabolizadas e excretadas (NORRED
et al, 1998). As fumonisinas podem induzir degeneragdo hepatocelular,
alteracdes no sistema imune, inibicdo metabdlica em varios tecidos e efeitos
deletérios sobre a morfologia intestinal em animais de producéo (DILKIN et al,
2007). A fumonisina B1 pode contribuir para o aparecimento de petéquias,
aumentando o tempo de coagulagdo sangulinea e diminuindo a concentracao
de albumina sérica em aves (ESPADA et al.,1997).
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As aflatoxinas sdo extremamente toxicas para as aves, uma das causas
se deve a sua rapida absor¢cdo pelo trato gastrointestinal, que € evidenciada
através do aparecimento imediatamente na corrente sanguinea apos a
ingestdo da micotoxina (WYATT, 1991). A primeira mudanca nas aves €
alteracdo no tamanho dos érgéos internos, ocorrendo aumento de tamanho no
figado, baco e rins, enquanto a bursa e timo estdo diminuidos; somando-se a
alteracdes de tamanho ocorrem alteragfes na coloracdo e textura dos 6rgaos
(SANTURIO, 2000).

Segundo Vieira (1995), além de reduzir a producdo de ovos, a
aflatoxicose também é responsavel pela reducdo do tamanho dos ovos, bem
como pela reducgéo proporcional no tamanho das gemas, devido aos prejuizos
causados na sintese protéica e lipidica. De maneira geral, os principais sinais
clinicos verificados em animais intoxicados por aflatoxinas sdo anorexia,
reducdo no desempenho, diminuicdo na producdo de ovos, hemorragias, ma
qualidade das carcacas, embriotoxidade e teratégena (HYGINO DA CRUZ,
1996; MOREIRA, 2000).

O desoxinivalenol raramente causa uma toxicidade aguda porque a sua
presenca na racdo faz o animal rejeitd-la, a toxicose aguda € manifestada
como uma desordem intestinal. As aves sdo capazes de tolerar concentracdes
relativamente altas de deoxinivalenol, no entanto, a intoxicacdo pode causar
uma reducao transitéria nos niveis de hemoglobina e um levissimo efeito na
qualidade dos ovos, ndo havendo evidéncia significativa de que esta toxina
afete o rendimento das aves (MALMANN et al, 2007).

2.3. Desempenho reprodutivo de galos e avaliagdo através das

técnicas laboratoriais

A selecao de reprodutores capazes de transmitir caracteristicas de valor
econdmico para a progénie é fundamental para o sucesso da industria de aves.
Mesmo que a propor¢ao dos machos represente apenas 10% em relagédo a das
fémeas, os machos contribuem com 50% da carga genética do plantel e sé@o
fundamentais para a fertilizacdo do ovo. Bongalhardo et al. (1994),

encontraram correlacdes positivas entre caracteristicas seminais de galos e
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fertilidade dos ovos. Assim, a avaliacdo da fertilidade de cada reprodutor é de
extrema relevancia, sendo necessarios métodos precisos e de baixo custo
(SOARES; BELETTI, 2003).

Na industria avicola, tradicionalmente a selecdo dos galos nédo é feita
através de caracteristicas reprodutivas dos machos, e sim através da avaliacédo
do tamanho da crista e da barbela, da cor, do peso corporal e do comprimento
e aspecto das patas (WILSON et al., 1979). Entretanto, é importante enfatizar
que as caracteristicas fisicas ndo apresentam uma correlacdo exata com a
fertiidade do macho. Ja no sémen, existe um numero de caracteristicas vitais
gue um reprodutor deve possuir para ser bem sucedido. A fertilizagdo requer o
sémen de qualidade suficiente para que o espermatozoide possa alcancar e
penetrar o ovo (McDANIEL, 2001).

Os procedimentos tradicionalmente utilizados para a avaliagcdo da
qualidade espermética incluem a determinacdo do volume do ejaculado,
aspecto (coloracdo), concentracédo, motilidade, viabilidade e morfologia celular
(DONOGHUE & WISHART, 2000), sendo correlacionados com a capacidade
fertilizante do espermatozoide. As caracteristicas seminais, tais como volume
seminal, concentracdo espermatica e motilidade espermatica sdo influenciadas
pela idade do galo, aumentando nas primeiras semanas reprodutivas até
alcancar a maturidade sexual completa, e diminuindo apés um periodo de pico
de producéo (CEROLINI,1997).

A avaliagdo do volume seminal pode ser feita utilizando-se tubos Falcon
de 15 mL, com graduacéo de 0,1 mL. Segundo Moraes (2002), o volume de
sémen de galos varia de 0,5 a 1,0 mL. No entanto, Resende et al.(1983),
revisando dados de diferentes autores, verificaram grande variacdo quanto ao
volume de ejaculado para galos, os mesmos afirmaram que as variacdes
encontradas ocorrem devido ao tipo, linhagem, idade do reprodutor, fatores
climaticos, regime alimentar, frequéncia e tecnologia de coleta.

A concentracdo espermatica pode ser avaliada através de
espectofotometria de transmitancia, resultando em bilhdes de espermatozoides
por mililitro de sémen (bilhdes/mL). De acordo com Moraes (2002), a
concentracdo espermatica media dos galos é de 3,5 bilhdes por mL,
contrastando com Bakst & Bahr (1995) que afirmam que galos ejaculam em

média 0,25 ml, com cerca de 5 bilhdes de espermatozoides por mL.

17



Garner & Hafez (2004), afirma que a proporcdo média de
espermatozoides normais encontrada em galos é de 85% a 90%. Em perus,
uma taxa de 80% de formas normais garante uma boa fertilizagdo, enquanto
que valores menores podem resultar em reducdo na fertilidade em até 8%
(SURAI & WISHART, 1996). Esta avaliacdo de proporcéo de espermatozoides
normais pode ser feita através da morfologia espermética com a técnica de
esfregaco e coloracdo com eosina-nigrosina, possibilitando a visualizacao pela
microscopia Optica de porcbes danificadas nas células. A morfologia
espermatica pode variar entre racas ou linhagens. Alkan et al. (2002),
verificaram maior numero de alteracdes em galos New Hampshire em
comparacao com galos Leghorn.

O vigor espermatico é classificado através de escore de 0 a 5, como
sugere Celeghini et al (2001), sendo o escore 0 equivalente a imobilidade total
do espermatozoide, e 0 5 & movimentagcdo intensa, vigorosa, progressiva e
com formacdo de ondas. Assim como a motilidade espermatica, o vigor
também é um importante fator na avaliagdo do sémen. Segundo Celeghini et al.
(2000), existe correlacdo entre as medidas de motilidade e vigor esperméaticos
em amostras de sémen de galos da linhagem AgRoss.

A motilidade € um dos testes utilizados para avaliar a qualidade do
sémen e tem sido considerada como um bom indicador da viabilidade
espermatica em geral, pois espermatozoides que nao apresentam motilidade
ndo alcancam as glandulas hospedeiras (ALLEN e GRIGG, 1957). Porém, a
motilidade ndo deve ser reconhecida como apenas um dos fatores para a
estimativa de fertilidade (Gomes, (1970). A variacdo média da motilidade
espermatica, segundo Maciel (2006), esta entre 60% e 80%. A técnica para
avaliacdo de motilidade se da a partir da afericdo logo apos a coleta de sémen,
através da microscopia optica e atribuicdo de percentual de movimentacao da
célula no campo, avaliando-se numa escala de 0 a 100, quanto mais proximo a

100, maior sera a motilidade.

3. Material e Métodos
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3.1. Local e periodo experimental

O experimento foi realizado no Setor de Aves do Biotério Central da
Universidade Federal de Pelotas (Figura 1), localizado na cidade de Capé&o do
Ledo, Rio Grande do Sul-Brasil, durante o periodo de sete semanas, sendo as
duas primeiras semanas de adaptacdo dos animais as dietas, compreendendo
0s meses de novembro a dezembro de 2017. A presente pesquisa foi
conduzida de acordo com o comité institucional sobre uso de animais (Comité
de Etica e Experimentac&o Animal nimero 9017).

As micotoxinas foram fornecidas pelo Laboratério de Micotoxinas e
Micologia do Departamento de Agroindustria, Alimentos e Nutricdo da
ESALQ/Universidade de S&o Paulo (USP) e as andlises de sémen foram
realizadas no Laboratério de Biotécnicas de Reproducdo de Aves do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia do Instituto de Biologia da

Universidade Federal de Pelotas.

Figura 1. Setor de aves do Biotério Central.

Fonte: Registrada pela autora, 2017.

3.2. Animais experimentais, instalagcfes e manejo
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Foram utilizados 36 galos da raca Rhode Island Red, com idade inicial

de 57 semanas , alojados em boxes individuais com dimensdes de 75x75X75

cm (Figura 2), equipados com comedouro tipo calha e bebedouros tipo nipple.

A temperatura ambiente foi aferida diariamente, variando durante o periodo

experimental de 7,5 °C a 36 °C. Os animais receberam &gua add libitum e

foram alimentados com uma rac&o comercial (Tabela 1), com fornecimento de

135 g/ dia de racao, e foram pesados semanalmente. Todos os galos foram

submetidos a coleta de sémen através do método de massagem abdominal

proposto por Burrows e Quinn (1937), duas vezes por semana, uma coleta para

0 esgotamento e outra para as analises laboratoriais (Figura 3).

Figura 2. Local de alojamento dos animais.

Fonte: Registrada pela autora, 2017.

Tabela 1. Composicao nutricional das dietas experimentais

Umidade Max. 130,0 a/kg
Calcio Min. 30,0 g/kg
Célcio Max. 44,0 a/kg
Fosforo Min. 4000,0 mg/kg
Sadio Min. 1400,0 mg/kg
Lisina Min. 8500,0 mg/kg
Metionina Min. 3400,0 mg/kg
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Cobre Min. 8,0 mg/kg

Ferro Min. 46,0 mg/kg
Flaor Max. 25,0 mg/kg
lodo Min. 0,98 mg/kg
Mananés Min. 63,0 mg/kg
Selénio Min. 0,28 mg/kg
Zinco Min. 48,40 mg/kg
Acido Min. 15,0 mg/kg
nicotinico

Acido Min. 6,0 mg/kg
pantoténico

Colina Min. 130,0 mg/kg
Vitamina A Min. 7040,0 Ul/kg

Vitamina B12 Min. 6,0 mcg/kg
Vitamina B1 Min. 1,0 mg/kg
Vitamina B2 Min. 2,3 mg/kg
Viamina B6 Min. 1,25 mg/kg
Vitamina D3 Min. 1700,0 Ul /kg
Vitamina E Min. 5,2 Ul /kg
Vitamina K3 Min. 1.2 mg/kg
Fitase Min. 500,0 mg/kg

Composigdo qualitativa: Farelo de soja, farelo de trigo, milho interal moido, calcério calcitico,
cloreto de sédio, farinha de conchas de ostra tipo 2, fosfato bicalcico 95%, Metionina, Carbo
Amino Fosfoquelato de cobre, Carbo Amino Fosfoquelato de ferro, Carbo Amino Fosfoquelato
de Ferro, Carbo Amino Fosfoquelato de Manangés, Carbo Amino Fosfoquelato de Manganés,
Carbo Amino Fosfoquelato de Zinco,lodato de Calcio, Acido Nicotinico, Acido Pantoténico,
Cloreto de colina, Fitase, Vitamina A, Vitamina B1, Vitamina B12, Vitamina B2, Vitamina B6,

Vitamina D3, Vitamina E e Vitamina K3. Peso liquido: 40 Kg.
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Figura 3. Massagem dorso abdominal.

Fonte: Registrada pela autora, 2017.

3.3. Delineamento experimental e tratamentos

Os galos foram distribuidos em boxes individuais, sendo que cada
animal foi considerado uma unidade experimental. Os animais tiveram quinze
dias para adaptacdo as dietas. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, com 18 galos por tratamento. Em um tratamento foi
utilizado somente a dieta basal e no outro a dieta basal com adicdo de
micotoxinas (Fumonisina 10 ppm, zearalenona 300 ppb, deoxinivalenol 700

ppb) e aflatoxinas 25 ppb ) , resultando nos seguintes tratamentos:
T1 — Dieta basal sem adicéo de micotoxinas;

T2 — Dieta basal com adicdo de micotoxinas (Fumonisina 10 ppm,

zearalenona 300 ppb, deoxinivalenol 700 ppb) e aflatoxinas 25 ppb .

3.4. Coleta de dados
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Realizada a massagem dorso abdominal, o0 sémen era coletado com
tubos Falcon de 15 mL, com graduacdo de 0,1 mL e esperava-se a
sedimentacdo do conteudo para o aferimento do volume seminal. ApGs a
coleta, o material era transportado para o laboratorio de Biotécnicas em
Reproducdo de Aves, onde se realizava a diluicdo com diluente de Lake, na
proporcdo de 1:1, diluente este composto por frutose (10 g/L), cloreto de
magnésio (0,68 g/L), citrato de potassio (1,28 g/L), acetato de sodio ( 5,13 g/L)
e glutamato monossadico (21,25 g/L).

Para motilidade espermatica e vigor espermaticos, a amostra de sémen
era homogeneizada, colocava-se 10uL de sémen diluido sobre a lamina e apo6s
colocava-se a laminula. A avaliacdo foi realizada através de microscopia Optica
na objetiva de 40x, sempre em duplicata. A motilidade foi avaliada através de
uma escala de 0 a 100% para atribuicdo de percentual de movimentacédo da
célula e para vigor espermético se utilizou uma escala de 0 a 5 estimando-se o
movimento progressivo retilineo e uniforme dos espermatozoides. Estas
analises, por serem subjetivas, foram realizadas sempre pela mesma pessoa
para evitar variacfes nos resultados.

A avaliacdo de concentracdo espermatica foi realizada através de
espectofotometria de transmitédncia; em uma cubeta colocava-se 6 pL de
sémen em 3 mL de citrato de sddio, logo ap0s se inseria esta cubeta no
espectofotbmetro e os valores de transmitancia obtidos eram convertidos para
bilhdes de espermatozoides por mililitro de sémen (bilhbes/mL).

Para morfologia espermatica, em uma lamina colocava-se 5 pL de
sémen diluido mais 5 pL de corante eosina-nigrosina e se realizava a técnica
de esfregaco. Apds a secagem da lamina, através de microscopia éptica com
aumento de 100x, era efetuada a contagem de 100 células possibilitando a
visualizagéo de porg¢des danificadas dos espermatozoides.

Foram abatidos cinco galos de cada tratamento, ao final do experimento,
para avaliacdo de peso absoluto e relativo dos testiculos, comprimento e
largura dos testiculos, bem como também foi avaliado o peso de figado dos
animais, através de balanca eletronica digital para a variavel peso e de régua

graduada para comprimento e largura.
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3.5. Andlise estatistica

Os resultados foram avaliados através da analise de varidncia com
medidas repetidas, incluindo o periodo de avaliagdo como um efeito aleatorio,
usando o programa estatistico STATISTIX 08. Dados que ndo apresentaram
normalidade de acordo com o teste de Shapiro-Wilk foram submetidos a
transformacao (logaritimo ou arco-seno). Os dados que ndo apresentaram
distribuicdo normal mesmo apos transformacao foram analisados pelo teste de

Kruskal-Wallis para dados nédo paramétricos.

4. Resultados e Discussao

4.1. Volume seminal, Motilidade, Concentracéo e Vigor espermatico

Ndo foram observadas diferencas significativas (P>0,05) para as
variaveis volume seminal, motilidade, concentracdo e vigor espermatico
(Tabela 2).

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram os de Yegani et al.
(2006), que avaliaram o efeito de de 12,6 mg/kg de Deoxynivalenol em
caracteristicas seminais de machos reprodutores pesados com 26 semanas de
idade e, ndo encontraram diferenca significativa (P>0,05) para as variaveis
volume seminal, motilidade espermética e concentracdo espermatica. Souza
(2007), ao avaliar aflatoxinas e fumonisinas em machos reprodutores pesados,
também nao verificou alteracdo no vigor espermatico.

Briggs et al. (1974) e Arévalo (2013), ao testarem diferentes doses de
aflatoxinas em machos reprodutores, também n&o encontraram diferencga
significativa para as variaveis volume seminal e motilidade espermatica,
respectivamente. Contudo, (SHARLIN et al., 1980) constatou o efeito prejudicial
de aflatoxinas na concentracdo do sémen de machos reprodutores White

Leghorn.

Tabela 2. Namero de animais (N), média, erro padréo (SE), valor minimo e méximo e
valor de P para Volume Seminal (mL), Motilidade espermatica (%), Concentracdo Espermatica
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(bilhGes/mL) e Vigor Espermatico (escore 0-5) de galos alimentados com dieta basal (T1) e
dieta basal mais adicdo de micotoxinas (T2).
Para p<0,05 ndo hé diferenca significativa.

Volume Seminal (mL)

N Média SE Min Max P
T1 70 0,33 0,02 0,1 1,2 0.5980
T2 77 0,30 0,02 0,1 0,8

Motilidade Espermaética (%)

N Média SE Min Max P
T1 70 65.429 3,31 0 100 0.2150
T2 75 60.400 3,21 0 100

Concentracao Espermaética (bilhdes/mL)

N Média SE Min Max P
T1 69 5.82 0.4734 0.81 18.98 0.4604
T2 74 5.16 0.3958 0.91 18.38

Vigor Espermético (Escore 0-5)

N Média SE Min Max P
T1 70 3,41 0,1696 0 5 0.0843
T2 75 3,07 0,1558 0 5

4.2. Morfologia espermética

Os resultados obtidos para total de espermatozoides normais e
anormais apresentaram diferenca estatistica (P<0,05) na 63° semana de idade
entre os tratamentos; os animais alimentados com dieta basal (T1) obtiveram
uma  maior porcentagem total de  espermatozoides normais,
consequentemente, os animais alimentados com dieta basal com adicdo de
micotoxinas (T2), obtiveram maior porcentagem total de espermatozoides

anormais nesta semana (Tabela 3).

Para defeitos de cabeca e cauda ndo houve diferenga significativa
(P>0,05) entre os tratamentos, no entanto, foi verificada diferenca estatistica

(P<0,05), dentro dos tratamentos nas distintas semanas de idade dos animais.
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Os animais alimentados com dieta basal mais micotoxinas (T2), na 63°
semanas de idade, apresentaram a maior porcentagem de defeito de cabeca

nos espermatozoides, diferindo estatisticamente da 59° e 60° semanas.

Para defeito de cauda dos espermatozoides, os animais alimentados
com dieta basal com 59, 61 e 62 semanas obtiveram as maiores porcentagens
de defeitos, diferindo estatisticamente da 60° e 63° semanas, as quais
apresentaram as menores porcentagens. Os animais alimentados com dieta
basal mais adicdo de micotoxinas, apresentaram diferenca significativa entre a

60° semana e as demais semanas de idade.

Tabela 3. NUmero de animais, média, erro padrdo, e valor de P para Defeito de
Cabeca, Defeito de Cauda, Total de Normais e Total de Anormais de espermatozoides (%) de

galos alimentados com dieta basal (T1) e dieta basal mais adi¢éo de micotoxinas (T2).

Defeito de Cabeca

Dieta Basal Dieta com micotoxina
(T1) (T2)
Idade N Média + SE N MédiatSE Valor de
(semanas) P
59 13  7.6585+1.52Aa 15 6.1460+1.42Ab 0.8627
60 15 5.4253+1.02Aa 16 5.5394+0.98Ab 0.7223
61 15 8.6953+1.83Aa 15 7.5420+1.06Aab 0.7904
62 13  10.052+1.54Aa 11 10.759+1.67Aab 0.9472
63 14 7.816+1.65A2 17 12.009+1.49Aa 0.0763
Valor de P 0.1357 0.0032

Defeito de Cauda

Dieta Basal Dieta com micotoxina
(T1) (T2)
Idade N Média + SE N MédiatSE Valor de
(semanas) P
59 13  19.649+3.63Aab 15 23.045+3.38Aa 0.4813
60 14 6.5871+2.06% 16 6.9969+1.93Ab 0.6525
61 15 27.229+4.51Aab 15 24.824+4 .85Aa 0.5816
62 13  19.602+4.98Aab 11 21.708 +5.41Aa 0.7754
63 14  13.421+3.37A® 17 21.819+3.06Aa 0.0544
Valor de P 0.0003 0.0002

Total de Normais

Dieta Basal Dieta com micotoxina
(T1) (T2)
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Idade (semanas) N Média = SE N MédiatzSE Valor de

P
59 13 72.484+4 54Ab 15 69.973+4.23Ab  0.5745
60 15  88.414+2.72Aa 16 87.451+2.63A2  0.9693
61 15 64.195+ 5.22Ab 15 67.34845.11Av  0.6416
62 13 70.335+5.66AP 11 67.522+6.15A>  0.6330
63 14  78.610%4.05Aab 17 66.741+3.688>  (0.0499
Valor de P 0.0006 0.0008
Total de Anormais
Dieta Basal Dieta com micotoxina
(T1) (T2)
Idade N Média + SE N MédiatSE Valor de
(semanas) P
59 13  27.310 +4.52Aa 15 30.017+4.20A2  0.5284
60 15 11.577+2.72Ab 16 12.541+2.63A>  0.8110
61 15  35.92745.15A 15 32.43145.01A2  0.5963
62 13  29.65745.66A2 11 32.469+6.15A2  0.8180
63 14  21.382+4.06A=2b 17 33.251+3.688Ba 0.0290
Valor de P 0.0003 0.0003

ABMédias com letras mailsculas distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste de
Tukey(P<0,05).
abMédias com letras minUsculas distintas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de
Tukey(P<0,05).

O resultado deste trabalho discorda de Souza (2007) que ao avaliar a
morfologia espermatica em galos Cobb 500 com 22 semanas de idade, durante
46 dias, submetidos a diferentes niveis de fumonisinas e aflatoxinas, néo
verificou diferencas significativa (P>0,05) entre os tratamentos para defeitos de
cauda e cabeca, bem como, para os defeitos totais de espermatozoides. Esta
diferenca significativa entre os tratamentos na 63° semana de idade, que
compreendeu a Ultima semana experimental, pode ser justificada pelo efeito

acumulativo das micotoxinas no organismo animal.

4.3. Biometria dos testiculos

As varidveis analisadas através da biometria dos testiculos foram
comprimento, largura e peso dos testiculos esquerdo e direito; também foi

calculado o peso relativo do testiculo esquerdo, o peso relativo do testiculo
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direito e o peso relativo do testiculo direito mais o peso do testiculo esquerdo.
N&o foram encontradas diferencas significativas (P>0,05) entre nenhuma das
variaveis de biometria (Tabela 4).

No que diz respeito ao comprimento e largura dos testiculos, os
resultados encontrados neste trabalho estdo dentro dos valores descritos por
Bahr & Bakst (1989), que afirmam que em machos adultos e sexualmente
ativos os testiculos medem de 3,25 a 56 cm de comprimento e
aproximadamente 2,5 cm de largura.

Segundo Rospigliosi & Figueroa (2003), o peso de cada testiculo varia
de 25 a 35g, normalmente o esquerdo sendo 0,5 a 3 g mais pesado que o
direito, no entanto, o peso dos testiculos encontrados neste trabalho variaram
apenas de 10 a 20 g, discordando neste quesito, mas corroborando ao que se
refere ao peso do testiculo esquerdo ser superior ao direito.

Tanto Arévalo et al. (2015), que avaliaram peso absoluto e relativo de
testiculos esquerdo e direito, utilizando galos da ragca Isabrown com 27
semanas de idade alimentados com 20 ppb e 5000 ppb de aflatoxinas, como
Briggs et al. (1974), que utilizaram galos alimentados com 20000 ppb de
aflatoxinas durante quatro semanas, n&o encontraram diferencas significativas
(p>0,05), concordando assim com os resultados obtidos neste trabalho. No
entanto, discordam dos resultados obtidos por Ortatatli et al. (2002), que
relataram atrofia testicular (p <0,01) em todos os grupos tratados, em galos
utilizando doses de 5000, 10000 e 20000 ppb de aflatoxinas, durante um

periodo de quatro semanas.
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Tabela 4. Nimero de animais (N), média, erro padrdo (SE), valor minimo e maximo e valor de P para comprimento do testiculo esquerdo e direito (cm),

largura de testiculo esquerdo e direito (cm), peso de testiculo esquerdo e direito (g), peso relativo dos testiculos esquerdo e direito (%) e peso relativo de

testiculo esquerdo mais testiculo direito ao peso dos animais (%), de galos alimentados sem e com adicéo de micotoxinas na dieta.

Dieta basal sem adicdo de micotoxinas

Dieta com adig&o de micotoxinas

(T1) (T2)

Média SE Min Max N  Média SE Min Max proxx
Comprimento testiculo esquerdo (cm) 4.46 0.0927 4.30 4.80 5 444 0.2249 3.80 490 0.9365
Comprimento testiculo direito (cm) 4.42 0.1200 4.00 4.70 5 464 0.2112 400 530 0.2986
Largura testiculo esquerdo (cm) 2.30 0.1225 2.00 2.50 5 2.08 0.0583 200 230 0.2339
Largura testiculo direito (cm) 2.54 0.1435 2.00 2.80 5 236 0.1568 200 2.80 0.4208
Peso testiculo esquerdo (g) 15.0 1.5811 10.0 20.0 5 130 12.247 10.0 15.0 0.3694
Peso testiculo direito (g) 14.0 1.0000 10.0 15.0 5 120 12.247 10.0 15.0 0.2415
Peso relativo testiculo esquerdo (%) 0.40 0.0441 0.27 0.54 5 0.35 0.0364 0.24 0.42 0.3986
Peso relativo testiculo direito (%) 0.37 0.0280 0.27 0.43 5 0.32 0.0375 0.24 042 0.3129
. . . 0.9919

Peso relativo testiculo direito + esquerdo (%) 0.78 0.0687 0.54 0.95 5 0.68 0.0691 0.48 0.84
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4.4. Peso de figado

Os resultados obtidos para peso de figado ndo apresentaram diferenca
significativa (p>0,05); os pesos de figado do tratamento sem adicdo de
micotoxinas variaram de 40 a 55g e do tratamento com adi¢cdo de micotoxinas
de 25 a 55¢q, totalizando uma média de 46 g e 38 g, respectivamente (Tabela
5).

Tabela 5. Namero de animais, média, erro padrdo, valor minimo e maximo e valor de P

para peso de Figado (g) de galos alimentados sem e com adi¢éo de micotoxinas na dieta.

N° de Média SE Min Max P
animais
T1 5 46 2.915 40 55 0,2277
T2 5 38 5.3852 25 55

* Para P>0,05, ndo ha diferenca significativa.

Provavelmente pelo nivel de fumonisina ser superior a o utilizado neste
trabalho (10 ppm de fumonisina), Weibking et al. (1993) tiveram uma
diminuicao significativa no ganho de peso e conversado alimentar, aumento no
peso dos rins, figado e concentracdo de hemoglobina quando alimentaram
frangos de corte de 1 dia durante 3 semanas com ragcdes que continham em
torno de 525 ppm de fumonisina B1.

Entretanto Henry & Wyatt (1994) estudaram a toxicidade da fumonisina
B1 purificada em frangos em crescimento; a toxina foi incorporada na dieta de
pintinhos de 1 dia nas concentragbes de 0, 20, 40 e 80ppm e os autores
verificaram que niveis de até 80ppm nao alteraram peso dos 6rgaos (figado,
baco e rins). Norred & Voss (1994) afirmam que em aves, somente niveis de
fumonisina acima de 150mg/kg causam diarreia, diminuicdo do consumo de
alimentos e do ganho de peso, aumento do peso do figado e rins e necrose
hepatica, concordando com os resultados obtidos neste trabalho.
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5. Conclusao

A adicdo de micotoxinas (Fumonisina 10 ppm, zearalenona 300 ppb,
deoxinivalenol 700 ppb) e aflatoxinas 25 ppb ) na dieta de galos reprodutores
da raca Rhode Island Red, entre 59 e 63 semanas de idade, aumentou o
ndmero de anomalias esperméticas, no entanto, ndo foram observadas
diferenca estatistica (P>0,05) para as variaveis: volume seminal, concentracao
espermatica, motilidade espermatica, vigor espermatico, peso de testiculos
esquerdo, peso testiculo direito, comprimento do testiculo esquerdo,
comprimento do testiculo direito, largura do testiculo esquerdo, largura do
testiculo direito, peso relativo do testiculo esquerdo, peso relativo do testiculo
direito, peso relativo dos testiculos esquerdo mais direito, peso de figado,
defeito de cauda e cabeca dos espermatozoides.
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