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Resumo geral

Ferraz, Alexsander. Efeito de dietas contendo diferentes fontes de lipidios sobre
a capacidade de penetracdo espermética de galos semi pesados. 2015. 53f.
Dissertacao (Mestrado) — Programa de Pés—Graduacdo em Zootecnia. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

A adicédo de lipidios, fontes de 6mega 3, a dieta, pode elevar o percentual de acidos
graxos poli-insaturados (PUFAs) na membrana plasmatica dos espermatozoides,
podendo, com isso, aumentar a capacidade deste reagir com a membrana
perivitelina do ovo, e assim, aumentar a capacidade de fertilizacdo. Através do teste
de penetracdo espermatica € possivel avaliar a interacdo do espermatozoide com a
membrana perivitelina do ovo, que se reflete no ndmero de furos formados na
membrana. Este experimento teve como objetivo, avaliar, através do teste de
penetracdo espermatica, o desempenho reprodutivo de galos semi pesados,
alimentados com diferentes fontes de lipidios. Foi utilizado um total de 20 galos, com
idade de 37 semanas, alimentados com dietas contendo diferentes fontes de lipidios.
O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), com 4 tratamentos e 6
repeticbes, os tratamentos utilizados foram: T1- controle; T2-adicdo de 4% de 6leo
de milho; T3- adicdo de 4% de 6leo de peixe e T4- adicdo de 4% de 6leo de linhaca.
Os tratamentos que obtiveram médias maiores foram T3 e T4, com 213 e 210 furos
respectivamente, as menores médias foram as dos T1l e T2 com respectivamente
128 e 138 furos na membrana perivitelina. Os tratamentos nao diferiram
estatisticamente entre si utilizando um nivel de significancia de 5%, pois o valor de
(p>0,05).

Palavras chave: acidos graxos poli-insaturados, espermatozoides, fertilidade,

membrana celular.



Abstract

Ferraz, Alexsander. Effect of diets with different lipid sources in the ability of
rooster sperm to penetrate the egg. 2015. 53f. Dissertacado (Mestrado) — Programa

de Pés—Graduacao em Zootecnia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The addition of lipids, omega 3 sources, to diet, can raise the percentage of
polyunsaturated fatty acids (PUFASs) in the cell membrane of the sperm and it
increases his ability to react with the perivitelina egg membrane, and thus, increase
the ability of fertilization. Through the sperm penetration test is possible to assess the
interaction of the sperm with the egg perivitelina membrane, that is reflected in the
number of holes formed in the membrane.This experiment aimed to, evaluate,
through the sperm penetration test, the reproductive performance of roosters medium
weight, fed with different sources of lipids. We used a total of 20 cocks, with age of
37 weeks, fed with diets containing different sources of lipids. The experimental
arrangement was completely at random, with 4 treatments and 6 repetitions, the
treatments used were: T1- Control; T2- addition of 4% corn oil; T3- addition of 4%
fish oil and T4- addition 4% flexseed oil. The treatments they obtained higher
averages were T3 and T4, with 213 and 210 respectively holes, not statistically
different among themselves (5%), the lowest averages were those of T1 and T2
respectively with 128 and 138 holes in the membrane perivitelina. The treatments did
not differ statistically between themselves using a significance level of 5%, because
the value of p > 0.05.

Key words: fatty acids polyinsaturates, fertility, sperm, celular membrane.
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1. Introducéo

A avicultura brasileira destaca-se no mercado internacional de carnes. Ocupa
desde 2011 a lideranca na exportacdo de carne de frango e a terceira posicdo em
producdo mundial desse produto. De acordo com dados da Unido Brasileira de
Avicultura — UBABEF (2014) em 2013, o Brasil foi o terceiro maior produtor mundial
de carne de frango, produzindo um total de 12,3 milhdes de toneladas de carne de
frango, ficando atras apenas dos EUA, que possui uma producao de 16,6 milhdes de
toneladas, se destacando como o maior produtor mundial do produto, e a China com
uma producédo de 13,5 milhdes de toneladas, segundo maior produtor. A regido sul é
a maior produtora de carne de frango do Brasil, sendo responsavel por 62,34% do
total, RS (14,56%) SC (16,66%) e PR (31,12).

Mas é necessario que o mercado esteja em constante evolucao, e para isso é
preciso estar sempre buscando novas maneiras de melhorar a reproducdo e
consequentemente aumentar a producdo, algumas das formas de alcancar este
objetivo sdo através do melhoramento genético, alimentacdo, instalacfes
apropriadas que proporcionem uma boa climatizacdo dos galpdes, manejo, entre
outras (MAPA, 2012; OLIVEIRA & NAAS, 2012).

Dentre as diferentes maneiras de conseguir melhorar a reproducéo das aves,
a nutricdo merece destaque, pois a dieta influencia na producéo de espermatozoides
e na fertilidade, tanto na fase de crescimento, como na de producéo.

Os lipidios sao nutrientes que exercem efeitos benéficos sobre os
espermatozoéides (KELSO, 1997). Possuem funcdo energética e sdo componentes
celulares de membranas bioldgicas (GONZALEZ e SILVA, 2006).

Os principais componentes lipidicos dos espermatozoides s&do 0s
fosfolipidios, que possuem em seu interior elevados teores de acidos graxos
poliinsaturados da série 6mega 3 (PUFAs) e sdo considerados como principal
substrato energético para os espermatozoides (SCOTT, 1973). Estes fosfolipideos
com &cidos graxos estdo correlacionados com a fertilidade e motilidade espermatica,
Cerolini et al. (1997) e a presenca de lipidios no acrossoma parece ter relagdo com a
penetracdo do espermatozoéide no gameta feminino (HAFEZ, 2004).

Os acidos graxos poliinsaturados 6mega 3 e 6mega 6 sado essenciais, uma

vez que nao sao sintetizados pelos animais, precisando ser fornecidos pela ragéo
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(GONZALEZ e SILVA, 2006). Os 6rgdos reprodutivos masculinos dependem dos
acidos graxos essenciais da dieta, e sua suplementacdo melhora a fertilidade, pois
altera a constituicdo dos fosfolipideos da membrana dos espermatozoides.

Porém, os acidos graxos poliinsaturados, naturalmente se oxidam pela acao
dos radicais livres que se formam através do metabolismo aerdbico, e como 0s
espermatozdides sdo ricos em PUFAs, se tornam suscetiveis a peroxidacao,
podendo ocasionar lesdes nas células e membranas (SURAI, 2006). E como os
espermatozoides ndo conseguem fazer reparos, quando ha alteracdes irreversiveis,
a funcéo do espermatozéide fica alterada (HAMMERSTEDT, 1993).

Os radicais livres s&o neutralizados no organismo pela agédo dos
antioxidantes, que podem ser suplementados na dieta através de substancias como
a vitamina E ou através do Selénio que € um precursor de enzimas antioxidantes,
como a glutationa peroxidase (SURAI et al., 2001; REIS, et al., 2009). Esta protecéo
contra a peroxidacdo dos lipideos, resulta em aumento nos niveis de acidos graxos
poliinsaturados nos espermatozoides, podendo desta forma melhorar a motilidade e
a fertilidade.

Modificacdes no perfil lipidico do espermatozoéide também podem melhorar
sua habilidade em sobreviver ao processo de criopreservagao, por alterarem a
fluidez da membrana. O congelamento de sémen € de interesse préatico para a
industria de aves (BLESBOIS e GRASSEAU, 1998), porém esse processo causa
danos a integridade estrutural, bioquimica e biofisica da membrana plasmatica do
espermatozdide. Foi observado que os fosfolipidios fosfatidilcolina e
fosfatidiletanolamina, predominantes no sémem fresco de aves, diminuem
drasticamente em resposta a criopreservacdo, concomitantemente com diminuicao
da motilidade espermatica e da fertilidade (BLESBOIS et al., 1997). A adicao de 6leo
de peixe na dieta, com posterior incorporacdo de acidos graxos na membrana
espermaética, podera melhorar substancialmente a congelabilidade do sémen.

A Fertilidade € uma das caracteristicas de maior importancia econémica em
aves de produgdo, mas nos ultimos anos ela vem sofrendo uma queda, e a falta de
atencdo ao macho pode ser uma das causas (CELEGHINI et al., 2001).

Os galos, muitas vezes deixados de lado em relacdo as fémeas, sdo de
extrema importancia na fertilidade do plantel, pois contribuem com 50% da carga

genética e sdo capazes de fertilizar 10 ou mais galinhas (SMITH, 1986). Sé&o
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considerados até mais importantes que as fémeas, pois sdo capazes de gerar uma
progénie muito maior do que as fémeas (HAMMERSTEDT, 1999).

A avaliacdo da fertilidade dos machos é de extrema importancia, pois atraves
dela, podemos conseguir maior percentual de ovos féerteis (SOARES; BELETTI,
2006) e consequentemente maior numero de pintos, que € o objetivo da avicultura.

A avaliagéo das caracteristicas seminais € o melhor método para mensurar a
capacidade reprodutiva do galo, e esta caracteristica tem uma relacéo direta com a
fertilidade dos ovos (WISHART, et al, 1986.; CHAUDHURI, et al, 1988). Permite
também melhorar a performance reprodutiva do plantel, pois possibilita a
identificacdo e descarte dos machos inférteis ou subférteis (DONOGHUE, 1999).

Sabendo-se que ocorre modificacdo lipidica da membrana do espermatozéide
através dos lipidios oriundos da dieta, objetiva-se saber com este trabalho se esta
modificacdo ira se refletir na pratica (in vivo), ou seja, na obtencdo de maior
fertilidade apos inseminacéo artificial com sémen fresco e congelado. O aumento da
fertilidade ira refletir diretamente na produtividade do plantel (maior producdo de
pintinhos), diminuindo os custos de producéo.

Bongalhardo (2002) verificou que ocorreram mudancgas no contetdo lipidico
das membranas do espermatozoide de galos de acordo com a fonte de lipidio da
dieta ministrada as aves. Estas modificacbes na membrana ndo promoveram
diferencas na qualidade do sémen, quando avaliado através da motilidade,
viabilidade, volume, concentracdo e numero total de espermatozéides. Entretanto, a
autora atesta que a modificacdo de lipidios da membrana pode ter afetado a
habilidade do espermatozdide em entrar e ser estocado nas glandulas hospedeiras
de espermatozéide da fémea, e/ou a sua habilidade em aderir-se na membrana e
penetrar 0 ovo. Por conseguinte, a presente dissertacdo tem por objetivo
complementar o trabalho de Bongalhardo, através da obtencdo de dados de
capacidade de penetracdo espermatica na membrana perivitelina interna do ovo.

2. Objetivos

1) Comparar os resultados do teste de penetracédo espermatica de galos submetidos

a dietas com diferentes fontes de lipidios.
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3- Revisao Bibliografica

3.1 Acidos graxos poli-insaturados- Bioquimica, estrutura e metabolismo

Os acidos graxos sdo acidos carboxilicos alifaticos obtidos, geralmente, da
hidrolise de gorduras e 6leos naturais. A estrutura quimica de um acido graxo é dada
pelo numero: (1) de atomos de carbono na cadeia, (2) de duplas ligacdes e (3)
namero 6mega (w), que indica a posi¢do da primeira dupla-ligacdo a partir do grupo
metila, por exemplo, no caso da série w3 a primeira dupla-ligagcdo ocorre entre o
terceiro e quarto carbono, e na série w6 ocorre entre o sexto e sétimo carbono. Os
acidos graxos que possuem o mesmo numero 6mega, pertencem a mesma série. Os
acidos graxos linoléico e a-linolénico (séries w6 e w3, respectivamente) sdo
considerados essenciais por ndo serem sintetizados no organismo animal e,
portanto, devem ser providos na racdo (McDOWELL, 1989).

Os acidos graxos podem ser saturados ou insaturados, respectivamente pela
auséncia ou presenca de duplas ligacdes. A presenca de duas ou mais duplas
ligacbes caracteriza os acidos graxos poli-insaturados (PUFAS), enquanto que 0s
monoinsaturados compreendem apenas uma dupla ligacdo (YAQOOB; CALDER,
2007).

Os principais representantes dos PUFAs w3 sao o &acido a -linolénico (ALA
18:3n-3), o &cido eicosapentaendico (EPA 20:5n-3) e o acido docosahexaendico
(DHA 22:6n-3). Por sua vez, os PUFAs w6 sdo sobretudo representados pelo acido
linoleico (LA 18:2n-6) e pelo &cido araquidonico (AA 20:4n-6).

Os PUFAs sdo componentes estruturais significativos dos fosfolipidos das
membranas celulares, e as suas propriedades fisicas influenciam fortemente a
fluidez e flexibilidade das membranas biolégicas que incorporam (MURRAY, et al,
2003).

Os acidos graxos de uma mesma série podem ser metabolicamente
convertidos em outros acidos graxos que possuem numero maior de carbonos por
meio de processos de elongacdo e dessaturagdo de suas cadeias (fig.1). Por
exemplo, o acido araquidénico pode ser sintetizado a partir do acido linoleico (C18:2)
e 0 acido linolénico (C18:3) €& precursor dos &acidos eicosapentandico e

docosahexandico, entre 0s quais possivelmente exista interconversao. As enzimas
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gue intervém nesse processo sdo as mesmas, havendo por isso, uma competicdo
no metabolismo das duas séries. (CEPERO BRIZ, 1998). Portanto, um excesso de
Omega 6 na racdo, por exemplo, limita a formacdo dos 6mega 3. Isto ocorre na dieta
dos ocidentais (mais ainda entre 0s vegetarianos) pois a relacdo de acidos graxos
w6:w3 geralmente esta entre 20 e 30 (FARREL, 1996). As dessaturases animais (D-
6 dessaturase e D-5 dessaturase) tém maior afinidade pela série w3, seguida da w6
e, por ultimo, pela w9 (NUNES, 1995).

A6
dessaturagdo
18:4n-3

18:3n-6

Elongagio
(+2 C)

20:4n-3 20:3n6(AA)

4-5
dessaturagio

20:5n-3 (EPA) 20:4n6

Elongagio
+ 4-6
dessaturagio
:6n-3 (DHA) 22506

N/

Fig.1 Bioconversado de ALN e AL, em EPA,
DHA e AA pelas enzimas elongases e
Dessaturases.
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3.2 Fontes de acidos graxos poli-insaturados

Os &cidos graxos comumente consumidos na dieta séo classificados em
quatro familias/séries: 6mega 9 (w-9), bmega 7 (w-7) , 6mega 6 (w-6) e 6mega 3 (w-
3) sendo que sdo considerados essenciais apenas as séries 6mega 6 e 6mega 3.
S&0 os mais importantes no balanco dietético, (GAROFOLO e PETRILLI, 2006).

O &cido linoleico, representante da série w6, pode ser encontrado em
abundéancia nos 6leos vegetais alimenticios, como milho, girassol, soja, canola,
algodao e amendoim. O &cido araquidbnico € encontrado em pequena quantidade
na gordura animal (WHITTEMORE, 1993). Enquanto o acido alfa Linolenico, da série
Omega 3 é encontrado em concentracfes elevadas na semente de linho (Linum
usitatissimum), a qual apresenta 32 a 38% de 0leo e teores percentuais de linolenico
que variam de 44,6 a 51,5% do total dos acidos graxos (CARTER, 1993). Entre os
mais citados esta o 6leo de linhacga (50-55% de alfalinolénico) para aves de postura,
sendo necessario um minimo de 2% de 6leo de linhaca para aumentar
significativamente a concentracdo de alfalinolénico nos lipideos da gema.

Em relacdo aos acidos graxos polinsaturados da série w3 (eicosapentandico-
EPA e decosahexandico-DHA), as fontes mais significativas sdo o0s peixes,
particularmente as espécies marinhas encontradas em agua frias e profundas, tais
como, cavala, salmdo, arenque, truta, bacalhau e sardinha, dentre outros (lll
DIRETRIZES BRASILEIRAS SOBRE DISLIPIDEMIASE, 2001).

No organismo, através de reacfes de alongamento e dessaturagdo, os acidos
graxos linoleico (18:2n-6) e alfa linolénico (18:3n-3) adquirem novas duplas ligacdes
e sofrem alongamento de cadeia, dando origem outros acidos graxos de cadeia
longa, como o acido araquiddnico (AA20:4n-6), e o acido eicosapentaendico (EPA
20:5n-3) e acido docosahexaendico (DHA 22:6n-3), respectivamente (DOMMELS et
al., 2002).

3.3 Oleo de peixe

O alto conteudo de EPA e DHA, no pescado, é consequéncia do consumo de
fitoplancton, que é, por exceléncia, rico em acidos graxos poliinsaturados da série
Omega 3, sendo que seu conteudo varia em funcdo da sua disponibilidade,
localizag&o e estacao do ano (CARRERO et al., 2005).
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Cabe ressaltar que os teores de acidos graxos w3 encontrados nos peixes
dependem também, em grande parte, da profundidade e da temperatura da agua
onde sdo encontrados. Existe uma escassez de informacdes referentes aos niveis
de acidos graxos da série w3, principalmente EPA e DHA, encontrados nas
diferentes espécies de peixes da costa marinha brasileira. Visentainer et al. (2000)
encontraram que nestes peixes, 0s teores tanto de EPA quanto de DHA, foram
sempre maiores no olho, quando comparados ao filé. Assim, o consumo de w3
ainda é mais restrito, uma vez que o olho, juntamente com a cabeca do peixe é

comumente descartado.

3.4 Oleo de Linhaca

O O6leo de linhaca é extraido das sementes de linho por compresséo a frio,
fato que preserva sua atividade funcional. Com energia bruta de 9560 kcal.Kg, o
Oleo de linhaca € muito utilizado na formulacdo de dietas para peixes (Santos et al.,
2005). E a principal fonte de acido alfa-linolénico (ALA) fonte de w3, &cido linoléico
(w6), vitamina E e fitoestrégeno (GALVAO, 2009). O &cido alfa-linoléico 18:3 n-3
representa de 44,6 a 51,5% do total de acidos graxos (VISENTAINER, et al. 2005).

O dleo de linhaca vem sendo estudado em diversas pesquisas com poedeiras
e frangos de corte, por ser um produto que contém altas proporcdes de acido
linolénico e, assim sendo, uma excelente fonte de w3 (ZAMBIASI, et al., 2007).

Kelso et al (1997) realizaram um experimento com galos da linhagem Cobb,
alimentados com uma dieta contendo 6% de Oleo de linhaca, rico em &cido
linolénico, a partir da 232 até a 722 semana de idade. Foi observado um aumento
significativo na concentracao dos espermatozoides desde a 242 até a 392 semana de
idade e houve um decréscimo significativo entra a 542 e 722 semana. A fertilidade

maxima ocorreu na 392 semana, alcancando 96,6%.
3.5 Oleo de milho e soja
Cerca de 85% da colheita mundial de soja é processada para produzir o 6leo

e os residuos da extracdo, torta, no caso da prensagem, farelo, no caso de extracao

por solvente, usados na preparacdo de racdes para animais; de 4% a 5% desses
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residuos da extracdo do Oleo sédo reprocessados em farinhas e proteinas para uso
alimenticio.

A soja (Glycine max L.) é a oleaginosa mais cultivada no Brasil, que ocupa a
22 posicdo do ranking mundial da producdo, perdendo apenas para os Estados
Unidos (IBGE, 2013).

A vantagem do Oleo de soja em relacdo a outros se deve ao seu baixo preco
aliado a sua boa qualidade (EMBRAPA, 2013).

O oleo de soja é composto por gordura vegetal, possuindo em sua
constituicdo acidos graxos poliinsaturados (acido linolénico e linoleico),
monoinsaturados (&cido oléico) e saturados (&cido palmitico e estearico),
correspondendo 61%, 25% e 15% respectivamente. Do percentual dos PUFAs, o
linoleico (Q6) equivale a 54%, enquanto o linolénico (Q3) representa cerca de 7%
(MOREIRA, 2008).

Além de exercer outras fungdes biolégicas, o 6leo de soja é fonte de acidos
graxos essenciais, linoléico (18:2n-6, LA) e alfa-linolénico (18:3n-3, LNA). A partir
destes 4&cidos sdo sintetizados os &cidos: araquidoénico (20:4n-6, AA),
eicosapentandico (20:5n-3, EPA) e docosahexandico (22:6n-3, DHA), que dao
origem aos eicosandides (prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos), compostos
que desencadeiam ampla faixa de respostas fisiolégicas (Youdim, Martin e Joseph,
2000).

O milho (Zea mays L.) € um dos cereais mais cultivados por todo o mundo.
Originou-se nas Américas e logo foi difundido pela Europa, Africa e Asia.
Atualmente, o maior produtor mundial € os Estados Unidos. No Brasil, o milho é o
cereal mais cultivado depois da soja (IBGE, 2015).

Os principais acidos graxos que compdem o 6leo de milho séo o linoléico (até
62%) e oléico (até 42%). O acido linolénico (Q3) & altamente sujeito a oxidagéo e
esta presente em pequena percentagem neste 6leo (<2%), quando comparado ao
de soja (RODRIGUES et al., 2003).

3.6 Acidos graxos esséncias e a membrana celular

As membranas celulares sdo essenciais para a vida da célula. A membrana
plasmatica define a célula, seus limites e mantém as diferencas entre o citoplasma e
0 meio extracelular (ALBERTS et al., 1994).
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Diversas funcbes da membrana celular sdo dependentes da composicao
lipidica. Assim, a ingestéo de gordura através da dieta pode modificar a composicéo
e a atividade bioquimica das membranas celulares (MORGADO et al, 1998)

Todas as células (procariontes ou eucariontes) sdo circundadas por uma
membrana plasmética que define a sua delimitagdo, separando seu contetdo do
meio que a circunda. Por servir de barreira seletiva, a membrana plasmatica
determina a composicdo do citoplasma celular (COOPER,1996), e tem papel
fundamental na maioria dos fenémenos celulares (SINGER e NICOLSON ,1972).

O modelo basico das membranas bioldgicas segue a organizagéo estrutural
de bicamada de lipidios com proteinas associadas (GENNIS, 1989; COOPER,
1996). Os principais lipidios presentes nesta estrutura celular sédo fosfolipidios
(colina, serina, glicerol e inositol), glicolipidios e colesterol. Os fosfolipidios séo
constituintes de 50% da massa das membranas plasmaticas, sendo responsaveis
por cerca de 60 a 70% dos lipidios totais de um ejaculado (WATSON, 1981).

Todas as moléculas lipidicas das membranas celulares sdo anfipaticas ou
anfifilicas, isto €, tém uma extremidade hidrofilica (polar) e outra hidrofébica (nédo
polar), (FLESCH & GADELLA, 2000).

Os fosfolipidios estdo em um arranjo lamelar que organiza a cadeia de acido
graxo em uma barreira hidrofébica, prevenindo a entrada de agua ou outras
moléculas. A temperatura corporal, a membrana plasmatica esta no estado fluido e o
arranjo lamelar permite aos fosfolipidios se moverem livremente ao longo da
bicamada (AMANN e PICKETT, 1987; AMANN e GRAHAM,1993). Como a
temperatura das células diminui, durante um processo de resfriamento, a membrana
passa por uma fase de transi¢cdo do estado liquido para o estado cristalino.

Os lipidios insaturados sdo predominantes na membrana plasmatica dos
espermatozoides, conferindo a ela uma consisténcia fluida (WOLFE et al., 1998).

A relacdo colesterol/fosfolipidios € responsavel pela fluidez da membrana
(DARIN-BENNET et al., 1977). Regides da membrana com alto teor de colesterol
sdo menos fluidas que por¢cdes com maior proporcdo de fosfolipidios (AMANN e
PICKETT, 1987). Darin-Bennett et al. (1977) verificaram que espécies com maior
concentracdo de colesterol, como o homem e os coelhos, apresentam menor dano

causado a membrana durante o processo de resfriamento.
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Segundo Sion et al (2001), o colesterol apresenta uma fungdo importante
sobre a capacidade fecundante do espermatozoide, tendo agéo na estabilizacdo dos
lipidios da membrana.

Os acidos graxos essenciais de cadeia longa no testiculo sdo de grande
importancia, visto que, ha evidéncias de seu papel importante na integridade das
membranas testiculares (STUBBS e SMITH, 1984).

A membrana plasmatica apresenta um importante papel nos processos de
capacitacdo e fertilizacdo do odcito e sua constituicdo bioquimica € um dos
principais pontos de interesse do estudo da fisiologia e patologia espermaética.
Teorias sobre a fusdo de membranas (od0citos/espermatozoides) sugerem que sua

fluidez é pré-requisito para a funcdo normal da célula (BARROS, 2007).

3.7 Estresse oxidativo

O oxigénio é uma molécula essencial as plantas e aos animais, € utilizado em
diversas reacdes fundamentais para o crescimento, desenvolvimento e reproducao
celular, no entanto, mais de 95% do oxigénio consumido € direcionado para a
respiracdo celular. Mas ele também pode ser potencialmente toxico as células, de
modo que em certas condicdes, 0 oxigénio pode reagir com determinadas moléculas
e culminar na formacao de espécies reativas ao oxigénio (EROs), dentre elas, estao
os radicais livres.

Na mitocondria, durante a respiracao aerdbia, ocorre a reducdo completa do
oxigénio a agua, acompanhada de uma alta liberacdo de energia vital para a célula.
Porém, estima-se que aproximadamente 3% do oxigénio consumido tenha sua
reducdo incompleta, formando as espécies reativas do oxigénio (EROS)
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Segundo os mesmos autores, a producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), entre outras espécies reativas, € parte
integrante do metabolismo e pode ser observada em diversas condicdes fisioldgicas.

A producédo de EROs pelo espermatozoide é um processo fisioldgico, sendo
importante para a regulacdo da taxa de hiperativacéo, para a ocorréncia da reagao
acrossOmica e para a fusdo espermatozoide/oocito (DE LAMIRANDE e GAGNON,
1993).

O estresse oxidativo € caracterizado como um distirbio no estado de

equilibrio dos sistemas pro-oxidantes/antioxidantes em células intactas. Quando
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ocorrem eventos oxidativos ocasionais, 0s sistemas pro-oxidantes podem aumentar
com relagdo aos antioxidantes, resultando em danos oxidativos (SIES, STAHL e
SEVANIAN, 2005). A producédo de ROS em excesso parece estar envolvida com os
danos causados a membrana plasméatica e ao DNA dos espermatozoides
(OCHSENDOREF, 1999; CHATTERJEE e GAGNON, 2001), resultando em perda da
motilidade espermatica e inducéo de apoptoses, devido a lipoperoxidacao (SHARMA
e AGARWAL, 1996).

Para combater a formacdo destas espécies o organismo dispbe de um
eficiente sistema antioxidante, mantendo assim a homeostase celular (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007).

3.7.1 Radicais livres e espécies reativas ao oxigénio (EROS)

Um radical livre é definido como qualquer espécie quimica capaz de ter
existéncia independente e que contém um ou mais elétrons desemparelhados
(SOUTHORN e POWLS, 1998).

O oxigénio pode dar origem a diversas espécies reativas (EROs), que incluem
radicais livres e espécies nado radicalares. Quando o oxigénio no estado fundamental
absorve energia, forma uma espécie eletronicamente excitada chamada oxigénio
singlete (*02). Na reduc&o unieletrdnica do oxigénio & agua,corre a formacéo do
radical superoxido (O»-), peréxido de hidrogénio (H20,) e radical hidroxila (OH). Estas
EROs podem interagir e lesar diversas estruturas celulares (RICHARD et al., 1991,
ABDALLA, 1993).

3.7.2 Peroxidacéao lipidica

A lipoperoxidacdo é um processo de oxidacdo de lipidios polinsaturados.
Membranas e organelas celulares (mitocondria, lisossomos e peroxissomos) contém
grande quantidade de lipidios polinsaturados, 0s quais juntamente com as proteinas
compdem o0s maiores constituintes bioldogicos das membranas (URSO e
CLARKSON,2003).

A fluidez da membrana relaciona-se a presencga de cadeias insaturadas dos
fosfolipidios e do colesterol e danos desta camada lipidica tendem a diminuir a
fluidez da membrana. O ataque de algumas espécies reativas que abstraem um

atomo de hidrogénio do grupo metileno das cadeias de acidos graxos
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poliinsaturados, inicia o processo de peroxidagdo lipidica (HALLIWELL &
GUITTERIDGE, 1991).

A peroxidacéo lipidica causa alteracdes estruturais nas bicamadas lipidicas,
desestabilizacdo nas membranas biologicas e perda de funcédo de barreira entre o
meio intra e extracelular, colocando em risco a integridade de organelas e da propria
célula (KUHN, 2002).

3.8 Acidos graxos essenciais no desempenho reprodutivo

A composicdo da dieta € um dos principais determinantes do contetudo de
acidos graxos da célula espermatica (SURAI et al., 2000), sendo que os lipidios
fornecidos na alimentacdo podem modificar acidos graxos especificos na membrana
plasmatica do espermatozoide (KELSO et al., 1997; BONGALHARDO et al., 2009),
afetando a estrutura e a fluidez da membrana. Essas modificagbes podem
efetivamente mudar as taxas de fertilidade através da alteracdo da motilidade e
viabilidade do espermatozoide, da sua habilidade em interagir com o trato
reprodutivo da fémea (especialmente com as glandulas hospedeiras) ou de ligar-se
com o ovo (BLESBOIS et al., 1997).

De modo geral, o contetudo de lipidios em espermatozoides maduros é de
aproximadamente 6 a 7% do peso seco da célula. Embora exista diferenca
consideravel entre as espécies de mamiferos, em geral a membrana plasmatica
contém aproximadamente 70% de fosfolipidios, 25% de lipidios neutros e 5% de
glicolipidios (em base molar) (FLESH e GADELLA, 2000). Os fosfolipidios sdo as
principais fontes de substrato energético, a partir da oxidacdo dos lipidios
intracelulares, para a respiracdo do espermatozoide. Assim, a capacidade de
espermatozoide em sintetizar estes lipidios a partir de substratos externos deve
aumentar sua taxa de sobrevivéncia no trato reprodutivo da fémea, (SCOTT, 1973).

Em perus, verificou-se aumento da fertilidade quando o 6leo de milho da
racdo foi substituido por 6leo de peixe (CHRISTENSEN et al.,, 1998). Em galos,
observou-se que tanto a presenca de 6leo de salmdo na dieta (BLESBOIS et al.,
1997) quanto a suplementagdo com &cido linolénico (18:3n-3), aumentaram
significativamente a fertilidade (KELSO et al., 1997). Embora a quantidade total de
acidos graxos poliinsaturados (PUFAS) no 6leo de milho seja maior do que no éleo

de salméo, o 0leo de milho contém uma maior proporcao de acido linoleico (18:2n-
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6), enquanto o Oleo de salméo contém acidos graxos de cadeia longa da série n-3
(BLESBOIS et al., 1997), principalmente 20:5n-3 (EPA — &cido eicosapentaendico) e
22:6n-3 (DHA - acido docosahexaenodico) (SARGENT e HENDERSON, 1995;
KELSO et al., 1997; SURAI et al., 2000). Estes ultimos sdo os principais
responsaveis pelos efeitos benéficos do 6leo de peixe, especialmente o DHA. Os
teores de n-3 no Oleo variam de acordo com o tipo de peixe, sendo que aqueles de
agua marinha profunda, como sardinha, anchova, atum e salmédo (IGARASHI et al.,
2002), apresentam grandes quantidades destes PUFAs.

No que se refere as dietas ricas em w3, o principal acido envolvido, o
docosahexaendico, esté relacionado com a integridade de membrana plasmatica e
motilidade espermatica (ROBINSON et al., 2006).

A membrana plasmatica exerce um papel fundamental na sobrevivéncia do
espermatozdide no trato reprodutivo feminino e na manutencdo da sua capacidade
fertilizante, visto que, garante a homeostase celular, sendo essencial para manter a
sua viabilidade (CELEGUINI, 2005)

Pelo fato de apresentarem naturalmente um grande conteudo de PUFAS, os
espermatozoides dos galos tornam-se altamente suscetiveis a oxidacdo (SURAI,
2002). A peroxidagcdo lipidica gera radicais livres, que produzem danos na
membrana espermatica e também no metabolismo celular, comprometendo a
capacidade de fertilizacdo (HALLIWELL & GUITTERIDGE, 1999).

Para combater a peroxidacdo, o espermatozdide possui um sistema de
defesa antioxidante, composto principalmente pelas vitaminas C e E (acido
ascorbico e alfa-tocoferol, respectivamente) e pelas enzimas superéxido dismutase,
glutationa peroxidase, catalase e redutase (AITKEN, 1995). Este sistema de defesa
€ responsavel pela manutencdo das funcfes biolégicas dos espermatozdides em
varias condicbes de estresse, incluindo a diluicgdo, o armazenamento e o
congelamento do sémen (SURAI et al., 2001).

A suplementacdo com antioxidantes ndo foi o objetivo deste experimento,
mas vale ressaltar que a adicdo de antioxidantes na dieta pode ser benéfica a
fertilidade, pois é sabido que os PUFAs sofrem oxidac&o, por isso, dietas contendo

Oleos ricos nestes acidos graxos estariam mais suscetiveis a peroxidacao lipidica.
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3.9 Fisiologia reprodutiva do macho

O aparelho reprodutor dos machos das aves é formado pelos testiculos, via
seminifera extratesticular (epididimos e ductos deferentes) e aparelho copulatorio
(GETTY, 1981) (Fig.2). As aves nao apresentam glandulas anexas, como prostata,
vesicula seminal e glandulas bulbouretrais , 0 que explica o baixo volume seminal da
espécie (PARKHURST e MOUNTNEY, 1988).

A regido do epididimo consiste em tdbulos eferentes que transportam o
esperma desde o testiculo até o ducto epididimario, que é visivel na superficie do
epididimo. De cada epididimo emerge o ducto deferente, que segue em direcéo
posterior e termina na cloaca. Logo antes do seu término, o ducto deferente
apresenta uma dilatagdo que funciona como local para armazenamento de
espermatozdides. Cada vaso deferente penetra numa pequena papila e ejeta o
sémen na cloaca (BURKE, 1996). O macho ndo tem pénis, mas sim um falo erétil
(HAFEZ, 1988). O falo é o 6rgao copulatério rudimentar do galo, é pequeno e nao
funciona como 6rgdo para penetracdo. O sémen é transferido para a fémea pelo
contato do falo rudimentar e a vagina evertida da fémea (BURKE, 1996).

Aorta dorsal

eia cava
Rede testicular

Glandula adrenal
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testiculares
" Rede Epididimo
) testicula
Testiculo Rim
Ductos
deferentes
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Fig2: anatomia sistema reprodutivo do galo
Fonte: engormix
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Nos machos das espécies avicolas, os testiculos tem a funcdo dupla de
produzir espermatozoides (espermatogénese) e produzir e secretar hormdnios
esterdides. Os hormonios reprodutivos produzidos pelos testiculos sao
principalmente os andrégenos, sendo a testosterona o mais importante (SESTI; ITO,
2000). Diferentemente dos mamiferos, os testiculos das aves estéo localizados na
cavidade abdominal, abaixo dos rins e paralelos a coluna vertebral (GETTY, 1981).
Devido a sua localizacao intra-abdominal, a espermatogénese ocorre a temperatura
corporal (41°C), fendmeno impossivel para a maioria dos mamiferos, que precisam
de temperaturas mais baixas para que ela ocorra (BURKE, 1996).

Ao contrario das fémeas, que somente o ovario esquerdo é funcional, nos
machos, ambos os testiculos sdo funcionais, sendo o esquerdo um pouco maior e
mais pesado que o direito (ETCHES, 1996).

O desenvolvimento testicular do galo € caracterizado por trés fases. A
primeira fase é denominada pré-puberal (1 dia de idade a 10/12 semanas) quando
ocorre um grande aumento do peso dos testiculos, que passam dos 3 mg, ao
primeiro dia, a 500 mg com 10 a 12 semanas de idade. Ha intensa multiplicacdo das
células de Sertoli. A segunda, chamada fase puberal (12 a 22/24 semanas),
caracteriza-se pelo aparecimento dos primeiros espermatozoides nos tecidos, cujo
peso aumenta muito rapidamente, de forma exponencial, até alcancar 25 a 30 g,
com 22/24 semanas de idade. A terceira fase ou fase adulta, o peso dos testiculos
permanecem praticamente o mesmo de 24 até 39 semanas, comec¢ando entdo, a
decrescer a partir das 40 semanas de idade (ADJANOHOUN, 1994).

A producdo de espermatozéides no galo atinge seu maximo entre 24 e 30
semanas de idade, mantém-se elevada até 40-45 semanas de idade e decresce a
partir dessa idade (BRILLARD e MCDANIEL, 1985; ROSENSTRAUCH; EGEN;
FRIEDLANDER, 1994). A queda de fertilidade com a idade é variavel de um macho
para outro, e sera retardada ou acelerada por diferentes fatores ambientais e de
manejo.

Segundo Etches (1996), o numero de células de Sertoli presente nos
testiculos € proporcional ao tamanho e peso dos mesmos e, por isso, a producéo
diaria de sémen varia com o tamanho testicular. Existe uma correlacdo direta entre
tamanho de testiculo e producdo de sémen. Em geral, machos reprodutores de

frangos de corte produzem mais sémen que aqueles reprodutores de poedeiras
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Um sémen de boa qualidade deve apresentar um numero de células vivas
com morfologia normal maior ou igual a 90% e motilidade espermatica maior ou
igual a 80%, um percentual menor do que este pode acarretar em queda da
fertilidade (BAKST e LONG, 2010).

Apls a copula ou inseminacdo artificial, a motilidade e a capacidade de
sobrevivéncia no ambiente vaginal sdo importantes para que o0 espermatozoide
consiga ascender em direcdo a juncdo uterovagina, onde serdo armazenados nas
glandulas hospedeiras de espermatozoides (criptas e que armazenam
espermatozoides durante um longo periodo) (KING et al, 2002). Este
armazenamento aumenta a probabilidade de fertilizacdo. Apos ser liberado das
glandulas hospedeiras de espermatozéides e deslocarem-se para o infundibulo, os
espermatozoides devem ser capazes de se ligar e penetrar na membrana
perivitelinica (camada simples n&do celular que envolve o évulo) e fertilizar o Gvulo
(RUTZ et al., 2007). Espermatozéides armazenados neste local podem permanecer
viaveis por periodos de até 32 dias, sendo que em peruas, este tempo pode chegar
a 70 dias (HAFEZ, 2004).

Esta prolongada sobrevivéncia do espermatozoide no oviduto das aves,
possibilita a postura de ovos galados por periodo maior (BIRKEAD e MOLLER,
1992).

3.10 Regulag&o hormonal da reproducgéo

As gbnadas das aves produzem horménios esterdides que atuam em todo o
organismo, promovendo o desenvolvimento do sistema dos ductos reprodutivos,
apéndices de cabeca (crista e barbelas), penas, emissdo de sons, composicdo do
sangue e comportamento. O esterdide testicular predominante é a testosterona,
enquanto o ovario secreta estrogénio, progesterona e testosterona (Burke, 1996).

O responsavel pela regulagdo hormonal da reproducdo € o hipotalamo.
Através do eixo hipotalamo-hipofisario gonadal, o hipotalamo liga o sistema nervoso
central ao sistema endocrino, coordenando as gbénadas. O hipotdlamo secreta o
horménio liberador das gonadotrofinas (GnRh), este € transportado até a hipofise
anterior, que responde ao estimulo do GnRh, produzindo o hormdnio luteinizante

(LH) e o hormonio foliculo estimulante (FSH) (Hafez, 2004).
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Nos testiculos, o LH age sobre as células de Leydig , estimulando a secrecao
de andrdgenos, principalmente a testosterona. O FSH atua sobre as células de
Sertoli, estimulando o crescimento, a diferenciacdo e a espermatogénese nos
tubulos seminiferos (ETCHES, 1994).
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4 Material e Métodos
4.1 Local e periodo experimental

O experimento teve duracdo de 10 semanas, sendo desenvolvido no
Laboratorio de Ensino e Experimentacdo Zootécnica Professor Renato Rodrigues
Peixoto (LEEZO) do Departamento de Zootecnia, da Universidade Federal de
Pelotas (UFPEL). No Laboratorio de Biotécnicas da Reproducdo de Aves (LABRA),
situado no departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFPel, foram realizadas
as analises laboratoriais do sémen (teste de penetracdo espermatica), além do
congelamento e descongelamento.

A andlise bromatolégica das racdes foi realizada no laboratério de nutricdo

animal (LNA) do departamento de zootecnia da Ufpel.

4.2 Animais, instalacdes e manejo

Foram utilizados 20 galos semi-pesados, da linhagem MM da Embrapa
Suinos e Aves, com 37 semanas de idade, alojados em baias individuais (Fig.3). Os
animais foram tratados diariamente, com fornecimento de rac¢do e agua individual a
vontade. Os bebedouros utilizados foram do tipo nipple e os comedouros individuais
tipo calha (Fig.3).

Todos os galos foram treinados anteriormente para a rotina da coleta de
sémen, que foi realizada duas vezes por semana pelo método de massagem dorso-
abdominal proposta por Burrows e Quinn (1937). Antes das coletas experimentais,
os animais foram submetidos a uma “toillete”, sendo cortadas as penas da regiao
pericloacal com o auxilio de uma tesoura, para permitir uma melhor visualizacdo da
cloaca e do sémen ejaculado, além de diminuir o acumulo de contaminantes na

regido.
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Fig.3. Galos semi-pesados alojados em gaiolas metalicas individuais, com
bebedouro tipo nipple e comedouro individual tipo calha.
Fonte: LABRA/UFPEL

4.3 Dietas experimentais e manejo alimentar

Os 20 galos (5 por tratamento) foram alimentados com uma de quatro dietas:
T1: controle (somente racdo padrao); T2: (racdo padrdo + 4% de 6leo de milho); T3:
(racdo padréao + 4% de 0leo de peixe); T4: (racdo padréo + 4% de oleo de linhaca).

As dietas experimentais foram formuladas de modo a atender as exigéncias
nutricionais dos galos semi pesados, segundo Rostagno et al. (2011), a base de
milho e farelo de soja e suplementadas com minerais e vitaminas, sendo
isoenergéticas e isoprotéicas, diferindo entre elas pela adicdo de diferentes fontes
de 6leo, como indicado na tab.1. O fornecimento de rac¢do, assim como o de agua,

foi a vontade e individual.
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Tabelal Composigdo percentual e calculada das dietas experimentais para galos

alimentados com diferentes fontes de lipidios.

Ingredientes Trat.1 Trat.2 Trat.3 Trat.4
(controle) (milho) (peixe) (linhaca)
(%) (%) (%) (%)
Milho 71,90 72,50 71,9505 71,00
F. Soja 45% 17,52 17,30 17,50 17,70
Nc 385 MT prod* 4,00 4,00 4,00 4,00
Oleo 4,00 4,00 4,00 4,00
Inerte 2,00 1,62 1,87 2,72
Sal comum 0,44 0,44 0,44 0,44
Metionina 0,14 0,14 0,23 0,14
Total 100,00 100,00 100,00 100,00
Composicao nutricional
Acido fdlico 1,08 1,08 1,08 1,08
Célcio 1,04 1,04 1,04 1,04
Cloro 0,31 0,31 0,31 0,31
Energ.Met.Aves(kcal/kg) 2.800 2,800 2,800 2,800
Fosforo disponivel 0,42 0,42 0,42 0,42
Lisina Dig.Aves 0,55 0,55 0,55 0,55
Met.+Cist.Dig.Aves 0,50 0,50 0,50 0,50
Metionina Dig.Aves 0,26 0,26 0,26 0,26
Proteina bruta 13,0 13,0 13,0 13,0
Saodio 0,20 0,20 0,20 0,20
Treonina Dig.Aves 0,47 0,47 0,47 0,47
Treonina total 0,55 0,55 0,55 0,55
Triptofano Dig.Aves 0,14 0,14 0,14 0,14

*Niveis de garantia por Kg do produto: Acido nicotinico: 380mg; &cido pantoténico: 152mg; célcio
(minimo): 244g; célcio (maximo): 269g; cobre: 201mg; colina: 3250,0mg; ferro: 1170mg; fltor
(maximo): 462,50mg; fosforo: 46,25g; iodo: 24,40mg; manganés: 1573mg; metionina: 13,60g; selénio:
7,0mg; sédio: 36,20g; fitase: 12500 FTU; vitamina A: 176000Ul; vitamina B1: 25,50mg; vitamina B12:
152ug; vitamina B2: 57mg; vitamina B6: 31,50mg; vitamina D3: 42500Ul; vitamina E: 131,00 Ul;
vitamina K3: 30mg; zinco: 1210mg.
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4.4 Analise bromatoldgica das dietas

As dietas foram analisadas no Laboratério de Nutrigdo Animal do
Departamento de Zootecnia da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel da
Universidade Federal de Pelotas, para determinacdo de suas -caracteristicas
bromatoldgicas. As amostras de racdo de cada tratamento foram colocadas para
secar em estufa (105°C) para determinacdo da matéria seca, por 16 horas;
determinacdo de matéria mineral em mufla a 550°C por 5 horas; determinacéo de
nitrogénio pelo método de micro-Kjeldahl, utilizando-se o fator 6,25 para converséo
de nitrogénio total em proteina bruta e determinacédo de extrato etéreo em extrator

Soxhlet com éter de petrdleo, segundo metodologia descrita por A.O.A.C. (2000).

4.4.1 Extracao de lipidios das amostras de racéo

A extracdo de lipidios das amostras foi realizada por cromatografia gasosa, de
acordo com a metodologia descrita por Hartman e Lago (1973) (Anexol). Os
resultados encontrados estéo apresentados na tabela2.

Tabela2: percentual dos diferentes tipos de acidos graxos nas amostras de ragéo

Racdo controle Ragdo milho Ragido linhaga Racao peixe
Média D.P Média D.P Média D.P Média D.P

Miristico C14:0 0,00 0,14 0,00 0,03 0,00 0,08 2,17 0,06
Palmitico c16:0 16,33 1,19 13,99 0,49 10,01 0,78 22,72 0,38
Palmitoléico C16:1 0,11 0,01 0,10 0,01 0,08 0,01 6,02 0,17
Estedrico C18:0 4,54 1,05 3,06 0,25 5,38 0,20 5,39 0,13
Oléico c18:1 28,04 0,93 30,95 0,33 23,66 0,57 27,63 0,22
Linoléico C18:2 48,34 1,37 50,70 0,66 24,16 0,41 25,52 0,54

Linolénico C18:3 2,57 0,04 1,11 0,02 36,64 0,99 2,07 0,06
Araquidénico C20:4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,20 0,05
EPA C20:5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,45 0,17
DHA C22:6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,82 0,19

» Média e desvio padrdao calculados a partir de trés determinacdes de cada

amostra.

» Composicado em acidos graxos expressa em percentual de participacédo de cada
acido graxo em relagéo aos &cidos graxos totais.

A amostra que apresentou maior percentual de acido graxo alfa linolénico
(18:3 n3), foi a da dieta com 6leo de linhagca. Segundo Oomah (2001), o 6leo de

7

linhaca, € composto por 57% de acidos graxos w3, 16% de w6, 18% de &cidos
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graxos monoinsaturados e somente 9% de acidos graxos saturados. A
predominancia de w3 € trés vezes superior ao w6, fazendo com que seja a maior
fonte vegetal deste acido linolénico, cinco vezes mais abundante que em nozes ou
0leo de canola. O alfa linolénico, que pertence e da origem ao w3, permite a
formacdo de dois importantes &cidos graxos de cadeia longa: o &cido
eicosapentaendico (EPA) e o 4cido docosahexaendico (DHA).

O peixe marinho gorduroso, tal como salméo, cavala e arenque, é rico em
acidos graxos w3 EPA e DHA, isto ocorre, devido a ingestdo de muitas plantas
marinhas, especialmente as algas unicelulares de fitoplancton, que contém o acido
graxo w3 em sua forma sintetizada (Nettleton, 1991). Isto explica o maior percentual

destes acidos graxos na dieta contendo 6leo de peixe.

4.5 Coleta e analise de sémen

O sémen foi coletado duas vezes por semana, durante 6 semanas
consecutivas, através de massagem dorso-abdominal (BURROWS;QUINN, 1937)
(Figs.4 e 5). Embora seja uma operacao simples, a coleta de sémen exige alguns
cuidados com relacdo a manipulacdo dos animais, de forma a evitar qualquer
estresse que venha a inibir ou diminuir a obtencdo momentanea do sémen e/ou

afetar sua producéo subsequente.

Fig4 Contencdo e massagem dorso abdominal para coleta de sémen
Fonte: LABRA/UFPEL
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Fig5 Coleta de sémen com tubo graduado
Fonte: LABRA/UFPEL

O teste de penetracdo espermatica foi realizado de acordo com Robertson e
Wishart (1997). Resumidamente, a membrana perivitelina interna (IPVL) foi
separada da membrana perivitelina externa por hidrélise acida. Apos separacao, a
IPVL foi cortada em quadrados de aproximadamente 0,5 x 0,5 cm e cada quadrado
foi incubado por 5 minutos com sémen diluido na concentracdo de 1 x 10" esp/ml.
As membranas foram lavadas para remocéo dos espermatozoides e laminas foram
preparadas, identificadas e fotografadas ao microscépio. A contagem de buracos foi
feita posteriormente e a capacidade de penetracdo foi expressa como numero de
buracos por mm? (Fig.6).

Este teste foi realizado em duplicata, utilizando-se duas membranas de ovos
diferentes. Foram usados ovos frescos e néo férteis, oriundos do aviario do Instituto

Federal Sul-Rio-Grandense — “campus” Pelotas — Visconde da Graga.
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Fig.6 Membrana perivitelina interna de ovo de galinha, corada com eosina.
. Fonte: LABRA/UFPEL

4.6 Congelamento e descongelamento do sémen

Logo apods a coleta de sémen; a amostra foi diluida 1:1 (vol:vol) com diluente
de Lake. As amostras foram resfriadas a 5°C por 10 min e foi adicionado o
crioprotetor dimetilacetamida (DMA) na concentracdo final de 6%. Apds equilibrar
por 1 min, o sémen foi envasado em palhetas de 0,25 mL. As palhetas seréo
submetidas ao vapor de nitrogénio por 1 min antes de serem mergulhadas em
nitrogénio liqguido e armazenadas.

O descongelamento foi feito por agitacéo das palhetas dentro de banho Maria
a 40°C por 15s. As palhetas foram secas com papel toalha e as duas extremidades
foram cortadas com tesoura, colocando-se o contetdo das mesmas dentro de tubos
Eppendorf. As amostras foram mantidas a temperatura ambiente para as analises

posteriores.

4.7 Delineamento Experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o completamente casualizado (DIC),
onde os galos foram distribuidos ao acaso, um por gaiola. O experimento teve
duracdo de 10 semanas onde cada galo representou uma unidade experimental e

cada semana uma repeticao, e foram divididos em quatro grupos (cinco animais por
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tratamento): grupo controle (racdo padréo galo semi pesado), grupo suplementado
com 4% de 6leo de milho (rico em w6), grupo suplementado com 4% de 6leo de
peixe (rico em w3) e grupo suplementado com 4% de 6leo de linhaca (rico em w3).
foram feitas duas coletas de sémen por semana, sendo que o sémen da primeira
coleta foi utilizado para avaliacdo do sémen e o da segunda foi utilizado para
congelamento.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), usando
0 programa estatistico R e a diferenca entre as meédias foram comparadas pelo
Teste de Tukey, utilizando a probabilidade (p < 0,05). Para verificar a normalidade
das variaveis, utilizou-se o teste de Shapiro-Wilk.

Houve necessidade de transformacédo dos dados para ajustar a normalidade
da variavel teste de penetracdo espermatica. Para tal, foi utilizado a transformacéao
de Box-Cox. A analise foi realizada com os dados transformados, porém, para uma
melhor visualizacdo dos resultados, os dados que estdo sendo mostrados sé&o 0s

originais.
O modelo estatistico utilizado foi: Y; = p + T; + E;j, onde:
Y;; = variavel resposta na repeti¢éo j, do tratamento i;
M = média geral;
T; = efeito dos tratamentos (i= 1, 2, 3, 4);
Ej = erro aleatorio

Duas hipoteses foram testadas, hipotese de nulidade (HO), que indica que a
média dos tratamentos ndo foram significativas a 5%, e a hipotese alternativa (H1),
que indica que as médias diferiram no nivel de significAncia de 5%, esta € uma

hipétese que contraria a hipétese nula.
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5 Resultado e discussao

5.1 Teste de penetragcdo espermatica

O objetivo deste estudo foi avaliar a interacdo do espermatozoide com a
membrana perivetelina interna do ovo, que se reflete no nimero de furos formados
na membrana. Os melhores tratamentos, que consequentemente obtiveram a maior
média para variavel numero de orificios na membrana perivitelina, foram, T3 (6leo de
peixe) e T4 (6leo de linhaca), com 213 e 210 respectivamente e 0s que obtiveram
médias menores foram T1 (controle) e T2 (6leo de milho), com 128 e 138 furos
respectivamente (Tab.3). Apesar dos tratamentos com O6leo de peixe e linhaca
apresentarem meédias maiores comparados com a dieta controle e com Oleo de
milho, estatisticamente os quatro tratamentos ndo diferiram entre si num nivel de
significancia de 5%, pois o valor de (p > 0,05).

Tabela3. Média de furos (furos/mm2) na membrana perivitelina interna do ovo (+ erro

padrdo) de galinha, penetrada por espermatozéide de galos alimentados com diferentes
fontes de lipidio.

Tratamentos

T1 (controle) T2 (milho) T3 (peixe) T4 (linhaga)
Semanas
1 55 177 83 59
2 203 43 92 21
3 112 57 44 131
4 365 387 427 892
> 22 106 37 59
6 9 58 598 101
Média de furos

128+55,6 138+53,69 213+97,46 210+137.15

e erro padrao
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Fig.7 Média de furos (furos/mmz) na membrana perivitelina interna do ovo (IPVL)
de galinha, penetrada por espermatozéide de galo.

O teste de penetracdo espermatica avalia principalmente a capacidade de
ligacdo do espermatozoide a membrana do ovo e a sua capacidade de perfurar a
membrana. E um teste realizado in vitro, e para que ele seja efetivo, tanto a
membrana do espermatozoide quanto a do ovo devem estar estruturalmente intactas
(Bakst, 2010).

Sendo que os ovos podem conter mais de 250.000 espermatozoides na
membrana vitelinica (0 nimero de espermatozoides presos nessa membrana é
cerca de 10x maior que o numero de buracos causados pelos espermatozoides).
Ovos de peruas e galinhas possuem 50% de chance de serem férteis quando em
torno de trés espermatozoides penetram na camada perivitelinica interna sobre o
disco germinativo e a fertilidade € maxima quando pelo menos seis espermatozoides
penetram nessa regido, sendo a fertilidade em galinhas e peruas uma funcdo dos
espermatozoides estocados e transportados no oviduto das fémeas (Wishart, 1997).

Segundo Wishart (1997), o conteudo lipidico dos espermatozoides esta
diretamente relacionado com a penetracdo espermatica na membrana perivitelinica
(IPVL) e consequentemente com a fertilizag&o do ovo.

Os espermatozoides possuem uma membrana que € rica em acidos graxos
polinsaturados (AGPI) e que dédo a sua membrana plasmatica a fluidez necesséria
para que ele participe dos eventos de fusdo de membranas que estdo associados
com a fecundacao (Aitken, 1995). realizando testes in vitro, Castellini et al. (2003)

mostram que a suplementacdo com acidos graxos w3 modifica substancialmente o
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perfil de é&cidos graxos dos espermatozoides e também reduz a estabilidade
oxidativa espermatica.

Racdes suplementadas com Oleos ricos em acidos graxos melhoram a
capacidade fertilizante do sémen de galos a partir das 39 semanas de idade
(Blesbois et al, 1997).

Al-Daraji et al. (2010), testando diferentes fontes de Oleo sobre as
caracteristicas de fertiidade de codornas machos, verificaram que 0s animais
alimentados com 6leo de peixe e 6leo de linhaca obtiveram melhores indices de

motilidade e morfologia, além de maior concentragdo espermatica.
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6 Conclusao

Com base nos resultados apresentados, pode-se concluir que a modificacao
do espermatozdide através da alimentacdo com diferentes fontes de lipidios nao
alterou a sua capacidade de penetrar e fertilizar o ovo, embora os tratamentos com
Oleo de peixe (T3) e com Oleo de linhaca (T4) tenham apresentado médias maiores,

comparadas com o tratamento controle (T1) e 6leo de milho (T2).
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Anexol

Metodologia para extracao de lipidios das amostras de racdes.

1. Pesou-se 1 g da amostra das ragoes.

2. Adicionou-se 10 mL de hexano.

3. Deixou-se o sistema reagir em um frasco fechado por 24 horas, agitando-se
ocasionalmente.

4. Adicionou-se 10 mL de &gua destilada aos frascos, que foram agitados e
centrifugados a 1500 rpm por 5 minutos para otimizar a separacao das fases.

5. Coletou-se a fase organica com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, transferindo-a
para um tubo de ensaio com tampa rosqueavel.

6. Evaporou-se o solvente por fluxo de nitrogénio em banho-maria a 40 °C para que
restassem apenas os lipidios no fundo do tubo.

A amostra esta pronta para a derivatizacdo preparatéria para a cromatografia

gasosa.

Metodologia para derivatizacdo dos acidos graxos para sua analise por

cromatografia gasosa (Adaptado de Hartman e Lago, 1973).

1. Ao tubo que continha os lipidios totais extraidos, adicionou-se 500uL de KOH
0,5M em metanol.

2. Os tubos foram aquecidos a 65 °C em banho-maria por 60 min.

3. Retirou-se os tubos do banho-maria e quando estes atingiram a temperatura
ambiente, adicionou-se 1,5 ml de reagente de H2S0O4 1M em metanol.

4. Os tubos foram novamente aquecidos a 65 °C em banho-maria por 60 min.

5. Retirou-se os tubos do banho-maria e quando estes atingiram a temperatura
ambiente, adicionou-se 2 ml de n-hexano.

6. Os tubos foram agitados em vortex e deixados em repouso para que ocorresse a
separacao das fases

7. Coletou-se a fase de n-hexano como auxilio de pipeta de Pasteur, transferindo-a

para frascos préprios para o injetor do cromatografo.
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Parametros da cromatografia gasosa empregados na andlise dos &cidos

graxos

O equipamento utilizado foi o cromatégrafo Shimadzu modelo 17A (Shimadzu
Co., Japéo), equipado com um detector de ionizacdo de chama (FID) e coluna
capilar Supelco SP 2340 (60 m x 0,25 mm x 0,2 um filme).

A temperatura do injetor foi fixada em 250 °C e a do detector em 260 °C.
Como gas de arraste foi utilizado hélio, com fluxo de 17 cm/s, sendo 1uL o volume
de amostra injetado, com razéao de split de 1:20. A coluna foi mantida inicialmente na
temperatura de 120 °C por 5 min. seguindo-se uma rampa de aquecimento de 4 °C
por minuto até 240 °C, permanecendo assim por 10 min., totalizando 45 min. de
corrida cromatogréfica.

A identificacdo dos ésteres metilicos foi realizada pela comparacdo dos
tempos de retencdo dos picos dos cromatogramas das amostras com o padrao -
FAME Mix Supelco 37 Components (SIGMA-ALDRICH Co., USA). Para a
guantificacdo dos AG se considerou a percentagem de area do pico em relacéo a

area total dos picos identificados.



