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Resumo

BORELLI, Angelina da Silva Flores. Oleo de linhaca na dieta de galos e seus
efeitos sobre a fertilidade e congelabilidade do sémen. 2013. 57f. Dissertagéo
(Mestrado) — Programa de Pés—Graduacgdo em Zootecnia. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

Objetivou-se avaliar a fertilidade e a congelabilidade do sémen de galos alimentados
com dietas contendo 6leo de linhaca (OL), em substituicdo ao 6leo de soja (OS). Um
total de 20 galos semi-pesados, com idade de 14 meses, foram alimentados com as
dietas experimentais durante 12 semanas. O delineamento experimental utilizado foi
0 completamente casualizado, com cinco tratamentos e quatro repeticdes. Os
tratamentos consistiram de cinco dietas experimentais: T1 — dieta com 0% de OL; T2
— dieta com 25% de OL; T3 — dieta com 50% de OL; T4 — dieta com 75% de OL e T5
— dieta com 100% de OL. As dietas eram a base de milho e farelo de soja, sendo
formuladas de modo a atender as exigéncias nutricionais, isoenergéticas e
isoprotéicas, diferindo apenas nos niveis de OL em substituicdo ao OS. Foram
avaliadas as seguintes variaveis: desempenho zootécnico (consumo alimentar,
ganho de peso e conversdo alimentar); caracteristicas seminais do sémen fresco e
congelado (volume, motilidade, concentragdo, integridade de membrana e teste de
penetracdo) e taxa de fertilidade do sémen fresco. O desempenho zootécnico nao foi
afetado significativamente pelos tratamentos (p>0,05), assim como 0 volume
seminal, a integridade de membrana, a concentracdo espermatica e o teste de
penetracdo espermatica do sémen fresco. A motilidade espermatica foi influenciada
(p<0,05) pelos tratamentos, encontrando melhor resultado no sémen de galos
alimentados com dietas contendo 50% de OL. A taxa de fertilidade nao foi alterada
significativamente. Nas analises do sémen congelado, a motilidade e o teste de
penetracdo espermatica foram influenciados (p<0,05) pelos tratamentos, em que 0s
melhores resultados, para ambas variaveis, foram encontrados no sémen congelado
de galos que receberam 100% de OL na dieta. A integridade de membrana do
sémen congelado nédo foi alterada significativamente. Estes resultados indicam que a
substituicdo do Oleo de soja da dieta de galos pelo 6leo de linhaca em 50%
melhorou a motilidade espermatica do sémen fresco. No sémen congelado, a
substituicdo em 100% pelo 6leo de linhaca melhorou a motilidade e a penetracao
espermatica.

Palavras-chave: Acidos graxos. Caracteristicas seminais. Criopreservacéo. Omega-
3.



Abstract

BORELLI, Angelina da Silva Flores. Flaxseed oil in the diet of roosters and their
effects on fertility and freezing semen. 2013. 57f. Dissertacdo (Mestrado) —
Programa de POs-Graduacdo em Zootecnia. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

This study aimed to evaluate the fertility and cryopreservability of semen from cocks
fed with diets containing flaxseed oil in different levels, instead of soybean oil. A total
of twenty (20) cocks medium weight, aged 14 months, were fed with experimental
diets for 12 weeks. The experimental arrangement was completely at random. The
diets consisted of T1-0% of flaxseed oil, T2-25% of flaxseed oil, T3-50% of flaxseed
oil, T4-75% of flaxseed oil and T5-100% of flaxseed oil. The diets derived from
maize and soybean meal were formulated to meet the nutrional requeriments, being
isonitrogenous and isoenergetic diets, differing only in the levels of flaxseed oil in
replacement for soybean oil. The zootechnical performance was not expressively
affected by treatments (p> 0,05). The seminal volume, sperm count, membrane
integrity and sperm penetration test of fresh semen were not influenced significantly
by treatments. Sperm motility was significantly influenced (p<0,05), with the best
result for the T3 (50% of flaxseed oil). The fertility rate was not infuenced
significantly. Motility and sperm penetration test, in the analysis of frozen semen,
were significantly influenced by diets, where T5 (100% flaxseed oil) got the best
averages in both analyses. Membrane integrity was not affected significantly. These
results indicate that substitution of soybean oil by flaxseed oil at 50% in the cocks
diet improved the motility of fresh semen. In relation to frozen semen, the substitution
by flaxseed oil at 100% improved the motility and sperm penetration.

Keywords: Cryopreservation. Fatty acids. Omega-3. Seminal characteristics.
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1 Introducéo

A nutricdo € um dos fatores que afetam a fertilidade dos galos, além da
temperatura ambiente, do fotoperiodo, das patologias e do manejo, sendo que a
producdo de espermatozoéides e a fertilidade s&o influenciadas pela alimentagéo,
tanto no periodo de crescimento, quanto no de producdo (ETCHES, 1996). A
fertilidade € uma das caracteristicas de maior importancia econémica em aves de
producéo, no entanto, tem-se observado uma queda neste parametro, o que poderia
ser atribuida a falta de atencdo ao macho em relacdo a selecdo para o
acasalamento (CELEGHINI et al., 2001).

Na industria avicola, tradicionalmente a selecédo dos galos é feita através da
avaliacdo do tamanho e cor da crista e da barbela, do peso corporal e do
comprimento e aspecto das patas. Entretanto, € importante enfatizar que as
caracteristicas fisicas ndo apresentam uma correlacdo alta com a fertilidade do
macho (WILSON et al., 1979). Um dos meios utilizados para avaliar a capacidade
fertilizante dos galos € o estudo das caracteristicas seminais (CELEGHINI et al.,
2001).

Entre os varios nutrientes que exercem efeito sobre a biologia dos
espermatozoides estdo os lipidios. Além da funcdo energética, os lipidios também
sdo componentes celulares de membranas biologicas (GONZALEZ; SILVA, 2006).
Segundo Hammerstedt (1993), existe uma consideravel evidéncia de que a
composicdo de lipidios da membrana do espermatozoide é o maior fator
determinante sobre a motilidade, a sensibilidade ao calor e, principalmente, a
viabilidade.

Em muitos casos a dieta é o principal determinante da composicdo dos
acidos graxos nos tecidos animais, incluindo os espermatozoides (SURAI et al.,

2000). Kelso et al. (1997b) afirmam que a manipulacdo da dieta pode ser um meio
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eficaz de manipular o perfil de acidos graxos dos espermatozoides das aves.
Segundo Surai (2002) os espermatozoides de galos apresentam um alto contetdo
de acidos graxos poliinsaturados — AGPIs.

Os alimentos sao compostos por diferentes propor¢des de acidos graxos
(VIEIRA, 2006). Os AGPIs da série 3 (n-3) e 6 (n-6) sdo acidos graxos essenciais,
uma vez que nao podem ser sintetizados pelos animais e precisam ser fornecidos
pela racdo (GONZALEZ; SILVA, 2006). Os 6leos vegetais sdo importantes fontes de
acidos graxos poliinsaturados (SANTOS et al, 2009). Os 6leos de linhaca e canola
séo boas fontes de acido a-linolénico (C18:3), da série n-3 (SURAI, 2002; VIEIRA,
2006). Ja os 6leos de milho, soja e girassol sao ricos em acido linoléico (C18:2), da
série n-6 (SURAI, 2002). Zambiazi et al (2007), ao avaliarem a composi¢cao de
acidos graxos de diferentes fontes de 6leos e gorduras, observaram que o Oleo de
linhaca contém mais do que 50% de &cido a-linolénico (C18:3), assim sendo, este
oleo é uma excelente fonte deste acido graxo.

Bongalhardo et al. (2009) conduziram um experimento que avaliou os efeitos
de diferentes lipidios na dieta sobre as caracteristicas dos espermatozoides de galos
e concluiram que tanto o 6leo de peixe, quanto a semente de linhaca (ricos em AGPI
n-3), como fontes lipidicas nas dietas, promoveram uma alteracao no perfil de acidos
graxos dos espermatozoides, sugerindo que possa ocorrer melhora na fertilidade
espermatica.

O uso de sémen congelado € de interesse pratico para a industria de aves,
visto que esta tecnologia podera diminuir os custos de producéo através da reducéo
do numero de animais utilizados para reproducdo, com consequente diminuicdo da
mao-de-obra necessaria para 0 manuseio destes animais e dos custos com
alimentacdo. O congelamento também permitirdA a estocagem de sémen em
nitrogénio liquido por tempo indeterminado, contribuindo para a formacdo de bancos
genéticos.

A criopreservacdo de sémen para inseminacao artificial € uma importante
ferramenta. O uso da inseminacao artificial elimina a incompatibilidade fisica ou de
comportamento entre machos e fémeas, permite uma selecdo de machos baseada
na qualidade do ejaculado (SINGH, 1999) e possibilita aumentar do nimero de
pintinhos produzidos por um unico macho, quando comparado com a monta natural
(AMANN, 1999).
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A preservacdo do sémen é benéfica para aumentar o uso da inseminacao
artificial (BLESBOIS; GRASSEAU, 1998), como também para utilizar a
comercializacdo de sémen em nivel industrial (BAKST; CECIL, 1992).

Entretanto, o processo de congelamento causa danos a integridade
estrutural, bioquimica e biofisica da membrana plasmética do espermatozoide,
resultando em menor fertilidade do sémen apds o descongelamento, sendo este o
maior entrave no emprego desta biotecnologia em maior escala (KLOPEE et al.,
1988).

Sabendo-se que ocorre modificacdo lipidica na membrana do
espermatozoide através dos lipidios oriundos da dieta, € importante verificar se essa
modificacado iria se refletir na pratica (in vivo), ou seja, na obtencdo de ovos férteis
apos inseminacao artificial das fémeas e também na congelabilidade do sémen.
Assim, objetivou-se avaliar a fertilidade e a congelabilidade do sémen de galos

alimentados com dietas contendo 6leo de linhaca em substituicdo ao 0leo de soja.



2 Revisao de literatura

2.1 Acidos graxos poliinsaturados — estrutura e metabolismo

A estrutura quimica de um acido graxo poliinsaturado é dada pelo nimero de
atomos de carbono na cadeia e pelo numero de duas duplas ligacdes. A letra n
indica a posicdo da primeira dupla-ligacdo a partir do grupo metila, pertencendo
assim as seéries n-3 e n-6 (MC DOWELL, 1989). Os Unicos acidos graxos essenciais
(aqueles que nao podem ser sintetizados pelo organismo animal) s&o o a-linolénico
(C18:3; n-3) e o linoleico (C18:2; n-6) (HUNTER; ROBERTS, 2000). Os &acidos
graxos essenciais encontram-se principalmente nos 6leos vegetais e sua principal
funcdo esta relacionada com a integridade estrutural das membranas biolégicas,
como componentes dos fosfolipidios (GONZALEZ; SILVA, 2006). As funcdes dos
acidos graxos essenciais parecem ser diversas. Além da formacdo de
prostaglandinas e leucotrienos, sdo encontrados nos lipideos estruturais de todas as
células e estdo relacionadas com a integridade estrutural da membrana da
mitocdndria, ocorrendo em altas concentragbes nos 0rgaos reprodutores
(SWENSON, 1996).

Por meio de sucessivos alongamentos e insaturacdo de suas cadeias, cada
um deles origina uma série de acidos graxos poliinsaturados. Por exemplo, o acido
araquidénico pode ser sintetizado a partir do acido linoleico (C18:2) e o acido
linolénico (C18:3) é precursor dos acidos eicosapentandico e docosahexandico,
entre 0s quais possivelmente exista interconversdo. As enzimas que intervém nesse
processo sao as mesmas, havendo por isso, uma competicdo no metabolismo das
duas séries. (CEPERO BRIZ, 1998).
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O animal ndo é capaz de dessaturar (adicionar duplas ligacbes)
metabolicamente para a extremidade metila; a série n-3 permanece sempre assim e
a série n-6 tampouco pode mudar (HARPER et al., 1982).

O &cido linoleico (C18:2) esta presente, em concentracbes elevadas, em
varios 6leos vegetais alimenticios, como o de girassol, soja, canola, milho, algodéo e
amendoim. O acido linolénico esta presente em altas quantidades no éleo de linhaca
(WHITTEMORE, 1993).

2.2 Acidos graxos essenciais na composicédo das biomembranas

As biomembranas tem uma estrutura em bicamada de lipideos, que serve
para separar o0 exterior e interior da célula, criando uma permeabilidade de ions,
moléculas ou mudancas conformacionais nos componentes de membrana (GENNIS,
1989).

Os acidos graxos essenciais na dieta sdo destinados, principalmente, a
formar os fosfolipidios da estrutura da membrana celular (HOLMAN, 1992).
Deficiéncias destes acidos graxos por mais de oito semanas impedem o
crescimento, devido as mudancas ocasionadas na membrana das mitocondrias do
figado, permitindo o aumento da permeabilidade para agua e ions, produzindo o
edema da mitocondria e uma queda na producdo de ATP, causando assim uma
deficiéncia na conversdo da energia dos alimentos em energia metabdlica (GUR,
1992).

Os acidos graxos poliinsaturados estdo relacionados com as propriedades
biofisicas da membrana do espermatozoide, como a fluidez e a permeabilidade
(HAMMERSTEDT, 1993). Existe uma consideravel evidéncia de que a composicao
de lipideos da membrana do espermatozoide € a maior determinante sobre a

motilidade, sensibilidade ao calor e, principalmente, na integridade de membrana.

2.3 Acidos graxos essenciais e o desempenho reprodutivo de galos

Os fosfolipidios dos espermatozoides das aves contem altas proporcdes de

acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa da série n-6, principalmente os acidos
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araquidonico e o docosatetraendico (SURAI et al., 1998). Nos espermatozoides dos
mamiferos, ocorrem, em maior proporgdo, os acidos graxos poliinsaturados da série
n-3, particularmente o acido docosahexaendico (LIN et al., 1993; KELSO et al.,
1997a). Os acidos graxos poliinsaturados cumprem uma funcdo importante no
espermatozoide, apresentando as aves baixa fertilidade quando a concentragcao
destes é reduzida no espermatozoide (KELSO et al., 1996).

Segundo Surai et al. (1998) e Cerolini et al. (1997a), as proporcoes das
cadeias longas dos acidos graxos poliinsaturados da série n-6 sdo variaveis entre as
espécies. Nos galos, os espermatozoides mostram altos niveis do acido
docosatetraendico (C22:4; n-6), em torno de 31%, e nos perus 0s mais baixos niveis
(13%), enquanto que os patos e gansos mostram um nivel intermediario de 18% a
20%. O acido araquidonico (C20:4) varia também de acordo com as espécies, sendo
de 10% e 19% para perus e patos, respectivamente.

Kelso et al. (1997b) realizaram um experimento com galos da linhagem
Cobb, alimentados com uma dieta controle, com 6% de Oleo de soja, rica em acido
linoléico (18:2 n-6) e uma dieta com 6% de dleo de linhaga rica em acido a-linolénico
(18:3 n-3) a partir da 232 atée a 722 semana de idade. Observou-se que a
concentracdo dos espermatozoéides nos animais que receberam as duas dietas,
aumentou significativamente desde as 24 até as 39 semanas de idade. A motilidade
foi constante em todas as idades para ambas as dietas. A fertilidade maxima do
sémen das aves controle foi obtida as 39 semanas, com 82,8% mas diminuiu as 72
semanas (69,5%). O mesmo comportamento foi observado para a dieta com 6leo de
soja.

Existe pouca informacéo sobre os mecanismos envolvidos na liberacdo dos
acidos graxos desde a circulacéo até o desenvolvimento do espermatozoide, assim
como a incorporacdo seletiva de acidos graxos especificos nos fosfolipidios dos
espermatozoides (KELSO et al., 1997b).

No espermatozoide dos mamiferos, o acido docosahexaendico (22:6 n-3)
desempenha uma importante funcdo sobre a taxa de fertilidade. Uma marcada
reducdo dos acidos graxos no espermatozoide esta associada a uma queda no
namero de espermatozéides, da motilidade e da capacidade fertilizante (NISSEN et
al., 1981).

Segundo Wishart (1982) e Fujihara et al. (1984), embora os

espermatozoides das aves contenham baixas quantidades de &cidos graxos
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poliinsaturados, comparados aos dos mamiferos, o espermatozoide de aves tem
maiores quantidades destes acidos graxos que outros tecidos corporais. As
diferencas observadas no conteldo de &cidos graxos dos espermatozoides entre
aves e mamiferos podem ser devido a uma adaptacao a temperatura corporal (41°C
e 37°C, respectivamente) (FUJIHARA et al., 1984). O tamanho da cadeia entre os
acidos graxos mais comuns das aves e dos mamiferos é o mesmo, ou seja, vinte e
dois carbonos. A diferenca fundamental é que nas aves ocorrem duas insaturacdes
a menos, o0 que pode manter uma apropriada propriedade biol6gica da membrana
dos espermatozoides (KELSO et al., 1997b).

Surai et al. (1998) relatam que os acidos graxos mais abundantes no
espermatozoide das aves séo 20:4 n-6 e 22:4 n-6, sendo 40% em galos e 22% em
perus do total de acidos graxos. Ravie e Lake (1985) e Lin et al. (1993) observaram
gue a relacdo de poliinsaturados/saturados em galos e perus é de 0,9 e 1,1,
respectivamente, em comparac¢ao com os espermatozoides dos mamiferos contendo
altos niveis de n-3, particularmente acido docosahexaenoico (22:6 n-3).

Em galos, a reducdo na espermatogénese e na qualidade do sémen ocorre
a partir de 60 semanas de idade, sendo acompanhada pela reducéo da proporcéo
20:4 n-6 e 22:4 n-6 na fracdo da fosfatidiletanolamina (KELSO et al., 1996). A
proporcdo de 22:4 n-6 no total dos fosfolipidios dos espermatozoides esta
positivamente correlacionada com a motilidade e a habilidade fertilizante do
espermatozoide (CEROLINI et al., 1997h).

Os efeitos da manipulacdo dos acidos graxos poliinsaturados sobre a
gualidade e/ou fertilidade do espermatozoide tém sido avaliados. Dietas ricas em
acidos graxos da série 3 e 6 mostraram um efeito positivo na motilidade do
espermatozoide durante o periodo reprodutivo. Os efeitos de dietas ricas em n-6
sobre a producao de sémen tém sido variaveis (CEROLINI et al., 2003).

O incremento na fertilidade nem sempre esta associado com a composicao
dos acidos graxos dos espermatozoides provenientes da dieta. O efeito positivo
sobre a taxa de fertilidade com dietas contendo acidos graxos poliinsaturados
depende da idade da ave e acontece em machos reprodutores novos, nos quais o
potencial da atividade reprodutiva pode ser totalmente expressado (CEROLINI et al.,
2003).
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2.4 Caracteristicas reprodutivas em galos

Os testiculos tém uma funcdo gametogenética, convertendo os precursores
diploides em células hapléides capazes de realizar a fertilizacdo. Também possuem
funcBes enddcrinas, responsaveis por manter a espermatogénese, 0s caracteres
sexuais secundarios e o comportamento sexual nos machos (ETCHES, 1996).

Os testiculos das aves estdo localizados no dorso da cavidade abdominal
(Fig. 1), efetuando-se a espermatogénese a uma temperatura de 41°C em contraste
com a temperatura escrotal dos mamiferos de 25°C a 26°C. Embora nas fémeas das
aves s6 o ovario esquerdo seja funcional, nos machos ambos os testiculos sdo
funcionais. Na idade da maturidade sexual, os testiculos passam de 2 - 4g para 25 -
35g. Normalmente, o testiculo esquerdo é 0,5 — 3,0 g mais pesado que o direito
(PARKHURST; MOUNTNEY, 1988).

Aorta dorsal

Ureter

(B)

Epididimo
Rim
Ductos

deferentes

Colon

Coprodeu

“‘ —Proctodeu

T
e Corpo falico lateral
Cloaca

Corpo falico médial

Figura 1. Fonte: Adaptado de BURROWS; QUINN, 1937. (A)
Localizacdo dos testiculos e ductos deferentes nas aves (B) conexao
dos tubulos seminiferos aos ductos deferentes.

Cada testiculo estd rodeado por tecido conjuntivo contendo os tubulos

seminiferos e as células de Leydig dispersas entre os espacos tubulares. Estas



22

células produzem varios andrégenos dos quais o principal € a testosterona
(ETCHES, 1996).

Segundo Parkhurst e Mountney (1988), os espermatozoides, nas aves, s&o
armazenados nos ductos deferentes. Os tubulos seminiferos das aves estdo
dispostos numa rede de condutos interconectados que se esvaziam dentro da rede
testicular. A periferia dos tubulos seminiferos esta recoberta de espermatogénias,
gque sdo células diploides, consideradas como o primeiro estdgio da
espermatogénese. A formacgéo dos espermatdcitos hapldides precisa da participacdo
das células de Sertoli, situadas na periferia dos tubulos seminiferos. Estas células
proporcionam o ambiente especifico para a espermatogénese (ETCHES, 1996).

A cor do sémen das aves varia de animal para animal, sendo geralmente, de
cor branca e opaca, e apresenta pH entre 7,0 e 7,6 (PARKHURST; MOUNTNEY,
1988). A producéo diaria de espermatozoides parece ocorrer em ritmo constante, da
mesma forma que o volume do ejaculado, mas estes parametros sdo reduzidos
guando o sémen € coletado em maior frequéncia (ETCHES, 1996), mas a
concentracdo e o volume também variam de animal para animal. Geralmente, o
volume de sémen coletado de galos pesados e treinado pode variar de 0,5 a 1,0 mL
por ejaculado, com uma concentracdo de 1,7 a 3,5 bilhdes de espermatozoides
(PARKHURST; MOUNTNEY, 1988). O volume seminal médio para reprodutores
leves é de 0,15 mL, com variacfes de 0,01 - 0,3 mL e a concentracdo média é de 5
bilhbes de células, com variacbes de 2,0 - 7,5 bilhdes de espermatozoides
(ETCHES, 1996).

2.5 Inseminacéao artificial em aves e criopreservacao do sémen

O uso da inseminacéo artificial na industria de perus € o meio mais eficiente
para obtencéo de progénie (ETCHES, 1996; DONOGHUE et al., 1998; DONOGHUE,
1999), assim como também é utilizada na industria de aves de postura (ETCHES,
1996), enquanto que na industria de aves de corte a monta natural ainda é a
principal forma usada.

Para aumentar o uso do ejaculado e diminuir os custos da técnica de

inseminacao artificial, utiliza-se a adicdo de diluentes ao sémen (CHRISTENSEN,



23

1995), porém, a preservacdo do sémen de galos diluido por mais de 24 horas,
resulta em diminuicao da fertilidade (BAKST; CECIL, 1992).

Para preservar o sémen por longos periodos, através da técnica da
criopreservacdo, é preciso adicionar crioprotetores ao diluente, que vem sendo
testados ao longo dos anos na tentativa de congelar o sémen de aves (TSELUTIN et
al., 1995; WISHART, 1997). Uma alternativa de crioprotetor utlizado € a
dimetilacetamida (DMA) (LAKE; RAVIE, 1984). Segundo Challah et al. (1999), a
fertilidade obtida com sémen congelado com DMA é comparavel aquela obtida com
sémen fresco (TSELUTIN et al., 1999).

ApoOs a inseminagdo com sémen armazenado, a diminui¢cdo na fertilidade é
atribuida aos danos na membrana celular do espermatozoide (MAEDA et al., 1986;
DONOGHUE, 1996;). Com a armazenagem do sémen, a motilidade, viabilidade e
integridade morfoldgica do espermatozoide de galos (MAHAPATRA et al., 1994) e
perus (DOUARD; HERMIER; BLESBOIS, 2000) sdo afetados. Embora Bakst e
Sexton (1979) sugerem que as glicoproteinas de membrana envolvidas nos
processos de reconhecimento e ligacdo do gameta ndo sejam afetadas pela
criopreservacao, foi observado que um menor niamero de espermatozoides € capaz
de hidrolizar a membrana perivitelina interna do ovo (ALEXANDER et al., 1993;
DONOGHUE, 1996).

Os danos na membrana que ocorrem durante o congelamento e
descongelamento sdo devidos principalmente a formacdo de cristais de gelo.
(HAMMERSTEDT, 1995).

A baixa fertilidade observada apds estocagem in vitro do sémen contrasta
com a habilidade do espermatozoide em manter sua capacidade de fertilizacdo apos
varias semanas armazenado in vivo, dentro das glandulas hospedeiras de
espermatozoides da fémea (BAKST; CECIL, 1992).

Com a criopreservacdo, ocorre uma diminuicdo drastica dos fosfolipideos
predominantes no sémen fresco: a fosfatidilcolina e a fosfatidiletanolamina
(BLESBOIS; LESSIRE; HERMIER, 1997; CEROLINI et al.,, 1997a, 1997b). Ao
mesmo tempo, ocorre diminuicdo da motilidade do espermatozoide e da fertilidade
(DOUARD; HERMIER; BLESBOIS, 2000).
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2.6 Linhaga (Linum usitatissimum)

A linhaga (Linum usitatissimum) pertence a familia Linaceae (MORRIS e
VAISEY-GENSER, 2003; TRUCOM, 2006) e vem sendo utilizada para consumo
humano e também animal, tendo vérias aplicacbes como matéria-prima para
producdo de Oleo e farelo. O 6leo € usado pelas industrias na fabricacdo de tintas,
vernizes e resinas, ja o farelo é vendido para fabricas de racdes animais. Também
estdo em desenvolvimento processos que incluem o éleo de linhaca em racgées, de
forma que os produtos para consumo humano como a carne, ovos, leite, possam ser
enriquecidos como acidos graxos n-3 (TURATTI, 2001).

As sementes de linhaca apresentam duas variedades — marrom e dourada.
A cor das sementes é determinada pela quantidade de pigmentos presentes e
ressalta-se que as condicdes de armazenamento podem afetar a cor, alterando o
uso final da linhaca (MORRIS, 2007). A variedade marrom tem sido cultivada em
regides de clima quente e imido, como o Brasil, e a dourada em regides frias como
0 norte do Estados Unidos e o Canada (LIMA, 2008).

No Brasil, a linhaca é produzida, principalmente, no noroeste gaucho, sendo
utilizada para a fabricacdo de tecidos, Oleos para tinturas, cosmeéticos,
medicamentos e para a alimentacéo animal e humana (TRUCOM, 2006).

A semente de linhaca € rica em gordura, fibra dietética e proteinas. Sua
composicdo média € de 41% de gordura, 28% de fibra alimentar total, 20% de
proteina, 7,7% de umidade, 3,5% de cinzas e 1% de acguUcares simples. A quantidade
de gordura na semente de linhaca pode variar de 34-47%, dependendo da
localizacao, cultivo e condicbes ambientais (OOMAH; MAZZA, 1998; DAUN et al.,
2003; FITZPATRICK, 2006).

Com seu perfil Unico de acidos graxos, a semente de linhaca é pobre em
acidos graxos saturados. Apenas 9% dos acidos graxos totais da linhaca séo
saturados. O nivel de monoinsaturados (AGMI) é modesto, em torno de 18%, mas
apresenta 6timo perfil de acidos graxos poliinsaturados (AGPI), em média 73%
(MORRIS; VAISEY-GENSER, 2003; MORRIS, 2007; MADHUSUDHAN, 2009). O

perfil lipidico da linhaca pode ser melhor visualizado na tab. 1.
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Tabela 1. Composi¢cdo em acidos graxos da linhaca (Linum usitatissimum)

Nutrientes Unidade Valor por 100g
Acidos graxos, total saturados g 3,196
Acidos graxos, total AGMI g 6,868
Acidos graxos, total AGPI g 22,44
Colesterol mg 0
Acido palmitico C16:0 % 57-7,0
Acido estearico C18:0 % 3,0-4,0
Acido oleico (w-9) C18:1 % 20,0 — 20,3
Acido linoleico (w-6) C18:2 % 17,0-17,3
Acido a-linolénico (w-3) C18:3 % 52,0 — 54,0
Acido araquidico C20:0 % <0,1

Fonte: USDA (2001); FIRESTONE (2006).
AGMI — acidos graxos monoinsaturados
AGPI — acidos graxos poliinsaturados

O oleo de linhaca é um 6leo vegetal, geralmente de coloracdo amarelo-
dourado, alaranjada, marrom ou ambar (TRUCOM, 2006; ARAUJO, 2007). O 6leo
apresenta-se mais viscoso que a maioria dos 0leos vegetais em razdo de elevado
teor de acidos graxos insaturados (principalmente o acido a-linolénico — C18:3, n-3)
(TRUCOM, 2006).

2.7 Soja (Glycine max L.)

A soja (Glycine max L.) € a oleaginosa mais cultivada no Brasil, que ocupa a
22 posicdo do ranking mundial da producédo, perdendo apenas para os Estados
Unidos (EMBRAPA, 2013). Esta oleaginosa domina o mercado mundial tanto de
proteina vegetal quanto o de 6leo comestivel (MORETTO; FEET, 1998).

O grao de soja possui cerca de 40% de proteinas, 20% de lipidios (6leo),
34% de carboidratos, além de minerais como potéassio, calcio, fosforo, ferro, cobre,
magnésio e sbédio. O 6leo de soja é obtido do processamento dos graos da soja, e
0s principais acidos graxos que compdem o 6leo sdo o linoléico, oléico, palmitico e
a-linolénico.

A vantagem do 6leo de soja em relacdo a outros se deve ao seu baixo preco

aliado a sua boa qualidade. No Brasil, além de ser utilizado na alimentacdo humana
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e animal e em diversos outros setores, 0 6leo de soja vem se destacando na
producéo de biodiesel (CAMPESTRE, 2007; EMBRAPA, 2013).

A tab. 2 detalha as caracteristicas fisico-quimicas e os acidos graxos
presentes no 6leo de soja de acordo com a RDC 482/99 da ANVISA de 1999.

Tabela 2. Composi¢do em &cidos graxos do 6leo de soja (Glycine max L.).

Nutrientes Unidade Valor por 100g

Acido miristico (C14:0) g <0,5
Acido palmitico (C16:0) g 7,0-14,0
Acido palmitoléico (C16:1) g <0,5
Acido estearico (C18:0) g 1,4-55
Acido oleico (n-9) (C18:1) g 19,0 - 30,0
Acido linoleico (n-6) (C18:2) g 44,0 - 62,0
Acido a-linolénico (n-3) (C18:3) g 4,0-11,0
Acido araquidico (C20:0) g <1,0
Acido eicosendico (C20:1) g <1,0
Acido behénico (C22:0) g <0,5

Fonte: ANVISA (2007).



3 Material e métodos

3.1 Local e periodo experimental

O experimento ocorreu durante um periodo de 12 semanas e foi conduzido
no Laboratorio de Ensino e Experimentacédo Zootécnica (LEEZO) Professor Renato
Rodrigues Peixoto, em area pertencente a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA), proximo a Universidade Federal de Pelotas (UFPel) —
‘campus” Capdo do Ledo. As analises laboratoriais e 0 congelamento e
descongelamento do sémen foram realizados no Laboratorio de Biotécnicas da
Reproducdo de Aves (LABRA), do departamento de Fisiologia e Farmacologia do
Instituto de Biologia da UFPel. No Laboratério de Nutricdo Animal (LNA) do
departamento de Zootecnia, foi feita a analise bromatologica da racdo. Outra etapa
do experimento foi conduzida no aviario do Instituto Federal Sul-Rio-Grandense —
“‘campus” Pelotas - Visconde da Graca, durante um periodo de oito semanas, onde
foram realizadas as inseminacgdes artificiais nas galinhas e a coleta e incubacao dos

0ovos.

3.2 Animais, instalagcfes e manejo

Foram utilizados 20 galos, semi-pesados, com idade de 14 meses e peso
inicial médio de 3,644Kg, alojados em gaiolas metalicas individuais, com bebedouros
tipo nipple e comedouros individuais tipo calha, alocadas no LEEZO (Fig. 2).

Todos os galos foram treinados anteriormente para a rotina da coleta de
sémen, que foi realizada pelo método de massagem dorso-abdominal proposta por
Burrows e Quinn (1937), duas vezes por semana e com o auxilio de um tubo

graduado de 15mL. Antes das coletas experimentais, os animais foram submetidos a
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uma “toillete”, sendo cortadas as penas da regido pericloacal com o auxilio de uma

tesoura, para permitir uma melhor visualizacdo da cloaca e do sémen ejaculado.

—a QAN
= : ‘ \nnl..\‘il?“\' ! h“

Figura 2. Galos semi-pesados alojados em gaiolas
metalicas individuais, com bebedouro tipo nipple e
comedouro individual tipo calha.

3.3 Delineamento experimental

Os galos foram distribuidos em cinco tratamentos, com quatro repeticoes,
em um delineamento experimental completamente ao acaso, sendo cada animal
uma unidade experimental. Os tratamentos consistiram de cinco dietas
experimentais: T1: dieta com 100% de 6leo de soja e 0% de 6leo de linhaca
(controle); T2: dieta com 75% de 6leo de soja e 25% de 6leo de linhaca; T3: dieta
com 50% de 6leo de soja e 50% de 6leo de linhaca; T4: dieta com 25% de 6leo de
soja e 75% de 6leo de linhaca; e T5: dieta com 0% de 6leo de soja e 100% de 6leo

de linhaca.
3.4 Dietas experimentais e manejo alimentar
As dietas experimentais foram formuladas de modo a atender as exigéncias

nutricionais dos galos, segundo Rostagno et al. (2011), a base de milho e farelo de

soja e suplementadas com minerais e vitaminas, sendo isoenergéticas e
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isoprotéicas, diferindo apenas nos niveis de 6leo de linhaga em substituicdo ao 6leo
de soja, como indicado na tab. 3. O fornecimento de racdo, assim como o de agua,
foi & vontade e individual.

Durante um periodo de 11 semanas e em intervalos de sete dias, os galos e
as sobras de racao foram pesados para a determinacao do ganho de peso, consumo

de ragao e conversao alimentar.

Tabela 3 — Composigéo percentual e calculada das dietas experimentais para galos,
com substituicdo de 6leo de soja pelo 6leo de linhaca.

Trat. 1 Trat.2 Trat.3 Trat.4 Trat.5
Ingredientes % % % % %
Milho 66,99 66,99 66,99 66,99 66,99
F. soja 9,60 9,60 9,60 9,60 9,60
F. trigo 19,47 19,47 19,47 19,47 19,47
Nucleo* 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Calcario 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
Sal 0,34 0,34 0,34 0,34 0,34
Oleo soja 0,20 0,15 0,10 0,05 -
Oleo linhaca - 0,05 0,10 0,15 0,20
Total 100 100 100 100 100
EM kcal/kg 3247 3247 3247 3247 3247
PB% 13,22 13,22 13,22 13,22 13,22
Met + Cis % 0,49 0,49 0,49 0,49 0,49
Lisina % 0,59 0,59 0,59 0,59 0,59
Calcio % 0,970 0,970 0,970 0,970 0,970
Fésforo total 0,678 0,678 0,678 0,678 0,678

%

*Niveis de garantia por Kg do produto: Acido nicotinico: 380mg; acido pantoténico: 152mg; célcio
(minimo): 244g; célcio (maximo): 269g; cobre: 201mg; colina: 3250,0mg; ferro: 1170mg; fltor
(méximo): 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.

3.5 Parametros seminais analisados

O sémen foi coletado através de massagem dorso-abdominal (BURROWS;

QUINN, 1937), a cada sete dias, durante um periodo de seis semanas. Os
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parametros seminais avaliados foram: volume do ejaculado, concentragéao,
motilidade, integridade de membrana e teste de penetracdo espermética.

O volume foi medido diretamente em tubo coletor graduado. A concentragéo
foi medida com espectrofotdmetro previamente calibrado, utilizando sémen diluido
1:1000 em citrato de sédio a 2,9% com glutaraldeido.

A motilidade foi avaliada subjetivamente ao microscopio 6ptico. O sémen foi
diluido 1:1 em cloreto de sédio (NaCl) a 0,9%, onde preparou-se duas laminas e 100
espermatozoides foram contados em cada uma, classificando-os como maoveis ou
imoveis. Uma média das duas contagens foi feita e a motilidade foi expressa como
porcentagem de espermatozoides méveis.

A integridade de membrana foi medida utilizando-se a coloragédo dupla
SYBR-14 e PI (Live/Dead Sperm Viability Kit, Molecular Probes, OR). Em um tubo
eppendorf, o sémen foi diluido em 500ul de cloreto de sodio a 0,9%, e apos, foram
adicionados 3pl de SYBR-14 e 1yl de PI. A mistura foi incubada no escuro, a
temperatura ambiente, por no minimo 15 e no maximo 180 minutos. A integridade de
membrana foi avaliada em microscopio de fluorescéncia apos a incubacdo, onde
foram contados 100 espermatozoides, categorizados como vivos (corados com
SYBR-14, coloracéo verde) ou mortos (corados com PI, coloracdo vermelha). Essa
contagem foi feita em duas laminas para cada amostra, e a média das duas
contagens foi expressa como porcentagem de espermatozoides vivos (integros).

O teste de penetracdo espermatica foi realizado de acordo com Robertson e
Wishart (1997), em duplicata, utilizando-se duas membranas de ovos diferentes.
Foram usados ovos frescos e nao feérteis, oriundos do aviario do Instituto Federal
Sul-Rio-Grandense — “campus” Pelotas — Visconde da Graca. Para separacdo das
membranas perivitelinas, a gema do ovo foi lavada com cloreto de soédio a 0,9% e
em seguida colocada em &cido cloridrico (HCI) a 0,01M e incubada em estufa a
37°C, durante uma hora. Ocorre uma hidrélise acida que separa a membrana
perivitelina interna (MPI) da membrana perivitelina externa. Apos separacéo, a MPI
foi cortada em quadrados de aproximadamente 0,5 x 0,5 cm. Cada quadrado foi
incubado no meio de incubacdo por 5 minutos, em banho-maria a 40°C, juntamente
com o sémen diluido previamente em NaCI-TES na concentracdo de 1,25 x 10’
esp/ml. Ap6s a incubacdo, as membranas foram lavadas em NaCl 0,9% para

remocédo dos espermatozéides, esticadas em laminas, coradas com eosina-nigrosina
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e fotografadas ao microscépio. A contagem de orificios foi feita posteriormente e a

capacidade de penetracdo foi expressa como nimero de orificios por mm?.

3.6 Inseminacgéao artificial e incubagéo dos ovos

Para avaliagdo da taxa de fertilidade do sémen, os galos foram submetidos a
coleta de sémen para a realizagdo da inseminacgao artificial em cinco galinhas
(poedeiras comerciais) por tratamento, que estavam alojadas no aviario do IF-Sul —
“‘campus” Pelotas — Visconde da Graca. ApOs a coleta do sémen, foi realizado um
pool do volume coletado dos quatro animais por tratamento e foram feitas as
analises de motilidade e concentracdo espermatica. A partir da concentracéo obtida
foram feitos os céalculos dos volumes a serem inseminados por tratamento (a dose
inseminante para todas as galinhas foi de 100 milh6es de espermatozoides). Os
ovos foram coletados durante 14 dias apOs inseminacdo Unica e depois foram
transferidos para a incubadora. No sétimo dia de incubacéo foi feita ovoscopia para
identificacdo dos ovos férteis. Estes continuaram sendo incubados até a eclosao,
enquanto que os ovos brancos foram quebrados para observacao do disco germinal

e identificacdo de morte embrionaria precoce.

3.7 Congelamento e descongelamento do sémen

Apés a coleta de sémen, as aliquotas para as analises das caracteristicas
seminais foram retiradas e o restante da amostra foi diluido 1:1 (vol:vol) com diluente
de Lake. As amostras foram resfriadas a 5°C por dez minutos e foi adicionado o
crioprotetor dimetilacetamida (DMA) na concentracdo final de 6%. Apos equilibrar
por 60 segundos, o sémen foi envasado em palhetas de 0,25mL que foram
identificadas previamente. As palhetas foram submetidas ao vapor de nitrogénio por
60 segundos e apés, foram mergulhadas em nitrogénio liquido e armazenadas.

O descongelamento foi feito por agitacdo das palhetas dentro do banho-
maria a 40°C por 15 segundos. As palhetas foram secas com papel toalha e as duas
extremidades foram cortadas com tesoura. O conteudo das mesmas foi colocado
dentro de tubos “eppendorf’, que foram mantidos em temperatura ambiente para as

analises posteriores, descritas no item 3.5.
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3.8 Andlise da composicdo bromatoldgica das dietas

Foi realizada no Laboratério de Nutricdo Animal, do departamento de
Zootecnia da UFPel, analise bromatoldgica das dietas experimentais. 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; determinacdo de nitrogénio pelo método de micro-
Kjeldahl, utilizando-se o fator 6,25 para conversdo de nitrogénio total em proteina
bruta e determinacdo de extrato etéreo em extrator Soxhlet com éter de petréleo,
segundo metodologia descrita por A.O.A.C. (2000).

3.9 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com o programa Assistat (2011). A
analise de variancia de medidas repetidas foi utilizada para comparar tratamentos
guanto a motilidade, integridade de membrana, volume, concentracdo e numero total
de espermatozoides, enquanto que os dados de penetracdo espermatica foram
comparados pelo teste de Kruskal Wallis (para dados ndo parameétricos).

Para verificar a normalidade das variaveis, utilizou-se o teste de Shapiro-
Wilk. Houve necessidade de transformacdo de dados para ajustar a normalidade
para as variaveis: motilidade espermatica e integridade de membrana, ambas para
arcoseno raiz de X/100. Os efeitos dos niveis do 6leo de linhaca foram calculados
por analise de regressao linear.

Para as variaveis estudadas, utilizou-se o seguinte modelo estatistico:
Yi=p+L+E
Em que:

Yj = variavel resposta na repeticéo j, do tratamento i;
K1 = média geral;
Li = efeito do dleo de linhaca (i=1, 2, 3, 4, 5);

E;j = erro aleatorio.

Para analise dos dados de fertilidade, utilizou-se o teste do Qui-quadrado.



4. Resultados e discusséao

4.1 Desempenho zootécnico

As andlises de regressao revelaram que néo houve efeito significativo (p>0,05)
dos diferentes niveis de 6leo de linhaga, sobre o consumo de ragéo e o ganho de
peso conforme dados apresentados na tab. 4.

Tabela 4. Médias (£ erro padréo) das variaveis de desempenho zootécnico de galos
submetidos a dietas com diferentes niveis de 0leo de linhaca.

Niveis

linhaca Pes,o jnicial Pe,so. final Co,ns.umo GP médio(g)
(%) meédio(g) médio(Q) médio(Q)

0 3437,0 + 253,2 3687,0 +183,5 10095,0 +544,0 250,5+70,9
25 3685,0 + 213,5 3823,0 +210,0 9625,0 +453,6 137,5 + 35,7
50 3785,0 £ 154,5 3943,5+127,5 9461,0 + 665,2 158,5 + 43,2
75 3653,0 + 317,7 3808,5 +298,7 10047,0 +257,0 156,0 + 38,5
100 3661,0 +494,0 3807,0+473,0 10540,0+180,1 146,0 + 28,0
p* 0,22 0,18 0,19 0,29

R? 0,19 0,16 0,17 0,20

GP: ganho de peso (g); p*: nivel de significancia a 5%, pela regressdo simples; R*: coeficiente de
determinacéo.

O controle do consumo de racéo foi realizado, pois o 6leo de linhaca possui
caracteristicas organolépticas diferentes do 6leo de soja, que poderia diminuir sua
aceitacdo pelos animais, e consequentemente uma alteracdo no consumo de racao
das aves poderia interferir nos resultados das andlises das caracteristicas

espermaticas, podendo levar a uma interpretacao errdbnea dos resultados.
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Na literatura ndo foram encontrados trabalhos com galos adultos
reprodutores, avaliando o uso de Oleos vegetais na ragdo sobre o desempenho
zootécnico. Em frangos de corte no periodo de crescimento, Almeida et al (2009)
avaliaram o efeito do 6leo de linhaca sobre o desempenho zootécnico dos animais e
nao observaram interferéncia nos parametros avaliados. Diferentemente desses
resultados, tralhando com frangos de corte de 1 a 43 dias de idade, Murakami et al.
(2009) testaram a inclusédo do 6leo de linhaga as racdes e obtiveram aumento no
ganho de peso e melhora na converséo alimentar dos animais que receberam dietas
com mais 0leo de linhaca.

No presente experimento, ao se trabalhar com animais adultos, ndo era
esperado que ocorressem alteracdes significativas no consumo de racado e demais

caracteristicas de desempenho zootécnico.

4.2 Caracteristicas espermaticas — analises do sémen fresco

4.2.1 Volume seminal

As médias dos tratamentos para a variavel volume seminal e o resultado do
teste F global para o ajustes das equacdes de regressao sdo mostrados na tab. 5.

O resultado do teste F para o modelo de regressao polinomial ndo foi
significativo (P>0,05) para ajuste linear, quadratico ou cubico, conforme observado
na tab. 5 e na fig3. Isso demonstrou que o aumento crescente do nivel de 6leo de
linhaca, em substituicdo parcial ou total ao 6leo de soja na dieta, ndo foi associado

com o volume seminal.

Tabela 5. Média do volume seminal (+ erro padrdo) de galos alimentados com
diferentes niveis de 6leo de linhaca em substituicdo ao 6leo de soja.

Niveis de inclusdo de 6leo de linhaga (%)

0 25 50 75 100
Volume
(L) 0,623 +0,22 0,505+0,15 0,537+0,14 0,433+0,08 0,566 + 0,07
m
Lin Quad Cub 4°Grau
Prob

>0,05 0,24 >0,05 >0,05
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Etches (1996), relatou uma variagao de volume seminal entre 0,15 e 0,30mL
para galos leves e de 0,20 a 0,50mL para galos semi-pesados. Em mamiferos, a
maior proporcao do volume seminal € originaria das glandulas acessérias (HAFEZ,
1982), mas em aves, a auséncia de vesiculas seminais e glandula prostatica resulta
em reduzido volume seminal (PARKHURST; MOUNTNEY, 1988).

0,45 - —#—volume seminal

0 25 50 75 100

niveis de dleo de linhaga

Figura 3. Volume seminal médio de galos alimentados com 6leo de
linhaca em substituicdo ao 6leo de soja.

Para a variavel volume seminal também néo era esperado que houvesse
diferenca significativa entre os tratamentos. O volume do ejaculado poderia ser
afetado se houvesse diferenca no consumo alimentar, ou se 0s animais néo
tivessem acostumados com 0 manejo e coleta de sémen adotados, causando
situacOes de estresse, 0 que também ndo aconteceu.

Os mesmos resultados para a variavel volume seminal foram encontrados
em estudos realizados por Kelso et al. (1997b), onde o volume néo foi afetado pela
adicdo de d6leo de linhaca em reprodutores da linhagem Cobb que receberam
suplementacao (6%) das 24 as 72 semanas de idade, comparados com 0s animais

gue receberam dietas com o 6leo de soja.
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4.2.2 Motilidade espermética

As médias dos tratamentos para a variavel motilidade espermética e o
resultado do teste F global para o ajustes das equacbes de regressdo séo
apresentados na tab 6.

O resultado do teste F para o modelo de regresséo polinomial indica que foi
o modelo cubico que melhor se ajustou para estimar o efeito do éleo de linhaca
sobre a motilidade (Y = 0,57858 + 0,01428X — 0,000497X* + 0,00000377X?; P<0,01;
R?=0,92).

Tabela 6. Média da motilidade espermatica (+ erro padrao) de galos suplementados
com diferentes niveis de oOleo de linhaga.

Niveis de inclusdo de 6leo de linhaca (%)

0 25 50 75 100
Motilidade
%) 70,0+6,66 555+517 79,4+6,26 77,7+5/15 48,8+2,57
0
Prob Linear Quadratica Cubica 4° Grau
ro
0,14 0,0012 <0,001* 0,08

*significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p< 0,01)

Houve necessidade de transformacéo dos dados para ajustar a normalidade
da variavel. Para tal, utilizou a transformacéo para arcoseno raiz de X/100. A andlise
foi realizada com os dados transformados, porém os dados que estdo sendo
mostrados sdo os originais, para uma melhor visualizacéo dos resultados.

Os tratamentos que resultaram na menor e maior motilidade foram os niveis
de 100% e 50% de oleo de linhaca, respectivamente, conforme visualizados na fig.
4.
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Motilidade média

90 y=0,57858 + 0,01428X - 0,000497X2+ 0,00000377X3
R?=0,9235

(%)

40 T T T 1
0 25 50 75 100

niveis de dleo de linhaga

Figura 4. Motilidade espermatica média de galos alimentados com
Oleo de linhaca em substituicdo ao 6leo de soja.

Segundo Bongalhardo (2002) as membranas da cabeca e da cauda do
espermatozoide de galo possuem um perfil de acido graxo diferente. Em outro
trabalho, Bongalhardo et al. (2009) relataram que a maior incorporacdo de acidos
graxos poliinsaturados da série n-3 ocorrem na cauda do espermatozoide.

Nesse trabalho, o aumento da motilidade espermatica pode ser devido a
uma maior incorporacéo dos acidos graxos provenientes do 6leo de linhaca a cauda
do espermatozoide, proporcionando uma maior fluidez da cauda e
consequentemente maior motilidade. Porém, ao se utilizar um nivel alto de 6leo de
linhaca em substituicdo ao 6leo de soja (100% de substituicdo), pode ter causado
uma desestabilizacdo da membrana, reduzindo a motilidade do espermatozoide.

Em estudos realizados por Kelso et al. (1997b) a motilidade esperméatica ndo
foi afetada pela adicdo de 6leo de linhaca em reprodutores da linhagem Cobb que
receberam suplementacdo (6%) das 24 as 72 semanas de idade, comparados com

0s animais que receberam suplementacédo com 0leo de soja.

4.2.3 Concentracdo espermatica

As médias dos tratamentos para a variavel concentracdo espermatica e o
resultado do teste F global para o ajustes das equacdes de regressao sao

apresentados na tab. 7.
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O resultado do teste F para o modelo de regressao polinomial néo foi
significativo (P>0,05) para ajuste linear, quadréatico ou cubico, conforme observado
na tab. 7 e fig. 5, indicando que o aumento do nivel de 6leo de linhaca em
substituicdo total do 6leo de soja ndo foi associado com altera¢cdes na concentracdo
espermatica dos galos.

Tabela 7. Média da concentracdo espermatica (+ erro padrdo) de galos reprodutores
alimentados com diferentes niveis de 6leo de linhaca.

Niveis de inclusdo de 6leo de linhaca (%)

0 25 50 75 100
Concentracao
3 3,90+0,37  3,05+0,59  3,74+0,86  3,23#0,13  2,86+0,22
(esp/mm?)
Lin Quad Cub 4° Grau
Prob
>0,05 >0,05 >0,05 >0,05

Apoés os galos atingirem uma maturidade sexual, a producédo espermatica é
estabilizada, e por isso ndo era esperado que ocorressem diferencas significativas
na concentracdo espermatica dos galos. A producdo espermatica, e
consequentemente a concentracdo de espermatozoides, é relacionada ao peso do
testiculo (ETCHES, 1996).

Concentragao espermatica

sptz/mm? 3

1 T T T 1
0] 25 50 75 100

Niveis de dleo de linhaga (%)

Figura 5. Concentracdo espermatica média de galos alimentados com 6leo
de linhaca em substituicdo ao Oleo de soja.
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Segundo Celeghini et al. (2000), a concentragdo espermatica apresenta
correlacdo baixa com o peso corporal em galos. Rodenas et al. (2005), trabalhando
com galos Lohman-LSL, de 29 semanas de idade, alimentados com diferentes
fontes de 6leo, também observaram um efeito significativo do peso corporal sobre a
concentracdo espermatica (P<0,05), onde os animais mais pesados apresentaram
maior concentracao espermatica, independentemente do tratamento utilizado.

Surai et al. (2000) mencionam em um trabalho realizado com galos da
linhagem Ross suplementados com diferentes fontes de 6leo e vitamina E, as 26
semanas de idade, que o resultado da concentracdo espermatica esta diretamente

relacionado ao volume seminal.

4.2.4 Integridade de membrana

As meédias dos tratamentos para a variavel integridade de membrana e o
resultado do teste F global para o ajustes das equacbOes de regressdo sao
apresentados na tab. 8.

O resultado do teste F para o modelo de regressdo polinomial nédo foi
significativo (P>0,05) para ajuste linear, quadratico ou cubico, conforme observado
na tab. 8 e fig.6, indicando que o aumento do nivel de Oleo de linhaca em
substituicdo parcial ou total ao 6leo de soja ndo estd associado com alteracfes na

integridade de membrana de espermatozoides de galos.

Tabela 8. Média da integridade de membrana (+ erro padrdo) de espermatozoides
de galos reprodutores alimentados com diferentes niveis de 6leo de linhaca.

Niveis de inclusdo de 6leo de linhaga (%)

0 25 50 75 100
Integridade
%) 65,0+3,33 794+146 82,2+293 79,7+3,13 77,7+1,84
0
Brob Linear Quadratica Cubica 4° Grau
ro
>0,05 0,23 >0,05 >0,05

Houve necessidade de transformacéo dos dados para ajustar a normalidade
da variavel integridade de membrana. Para tal, utilizou a transformacdo para

arcoseno raiz de X/100. A andlise foi realizada com os dados transformados, porém
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os dados que estdo sendo mostrados sao os originais, para uma melhor visualizacao

dos resultados.

Integridade de membrana

(%)

50 T T T T 1
0] 25 50 75 100

Niveis de dleo de linhaga (%)

Figura 6. Integridade de membrana média (%) de galos
alimentados com 0Oleo de linhaca em substituicdo ao 6leo de soja.

O SYBR-14 e o iodeto de propidio (Pl) sdo sondas fluorescentes muito
utilizadas para verificar a integridade de membrana de sémen fresco e resfriado
(>0°C) de aves. O corante SYBR-14 € um marcador de acido nucléico que permeia
em qualquer membrana, corando o DNA, enquanto que o Pl também cora DNA,
porém apenas em células com lesdo de membrana (CHALAH; BRILLARD, 1998).

Acreditava-se que a incorporacao de acidos graxos poliinsaturados da série
n-3 a membrana do espermatozoide poderia deixa-la mais maleavel, interferindo na
integridade da membrana e na sua permeabilidade, porém, esses resultados nao

foram observados nas analises de integridade de membrana.

4.2.5 Teste de penetragdo espermatica

As médias dos tratamentos para a variavel furos na membrana perivitelina
interna (MPI) e o resultado do teste F global para o ajustes das equacdes de

regressao sao apresentados na tab. 9.

O resultado do teste F para o modelo de regressao polinomial ndo foi

significativo (P>0,05) para ajuste linear, quadratico ou cubico, conforme observado
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na tab. 9 e fig. 7, indicando que os diferentes niveis de 6leo de linhaga testados néo
estdo associados com alteragcbes na quantidade de orificios da membrana
perivitelina interna, do teste de penetracdo esperméatica dos galos.

Tabela 9. Média do numero de orificios ha membrana perivitelina interna (x erro
padrédo) de espermatozoides de galos alimentados com diferentes niveis de 6leo de
linhaca.

Niveis de inclusdo de 6leo de linhaca (%)

0 25 50 75 100
Orificios
) 246+63,33 212+114,59 164+96,75 197+71,77 164+104,07
(furos/mm°)
Prob Linear Quadratica Cubica 4° Grau
ro
>0,05 0,23 >0,05 >0,05

Através do teste de penetracdo espermatica, se pode obter uma estimativa
da fertilidade individual ou de um grupo de aves, por meio da avaliacdo do nimero
de orificios na membrana interna (MPI) de ovos frescos (BRAMWELL et al.,1995).

Este tipo de teste serve para mostrar a funcédo in vivo do sémen (WISHART, 1995).

Teste de penetracao espermatica
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Figura 7. Média de orificios na membrana perivitelina interna no
teste de penetracdo espermatica de galos alimentados com 6leo de
linhaca em substituicdo ao 6leo de soja.

A membrana perivitelina interna do ovo de aves, utilizada para o teste,
possui receptores para ligacao do espermatozoide, homélogos as glicoproteinas de
ligacdo da zona pelucida de mamiferos (MORI e MASUDA, 1993; TAKEUCHI et al.,
1999; STEPINSKA e BAKST, 2007). A ligacdo do espermatozoide a estas
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glicoproteinas desencadeia os eventos que levam a fertilizacdo: ocorre a reagao
acrossomal, com a liberagéo de enzimas que vao hidrolizar a membrana e permitir a
penetracédo do espermatozoide (ASHIZAWA et al., 2006).

O teste de penetracdo espermatica avalia principalmente a capacidade de
ligacdo do espermatozoide & 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 membrana do ovo devem estar
estruturalmente intactas (BAKST, 2010). Como n&o houve diferenga significativa
entre os tratamentos para a variavel integridade de membrana, ndo era esperado

gue ocorressem diferencas também na penetracédo esperméatica da IPVL.

4.2.6 Taxade fertilidade

N&o foi observado efeito significativo (P>0,05) no teste do qui-quadrado,
entre os niveis de 6leo de linhaca utilizados neste experimento sobre a taxa de

fertilidade. Os resultados para essa variavel sdo apresentados na Tab. 10.

Tabela 10. Taxa de fertilidade (%) dos espermatozoides de galos alimentados com
diferentes niveis de 6leo de linhaca em substituicdo ao Oleo de soja.

Niveis de incluséo de Gleo de linhaca (%) Prob
0 25 50 75 100
Taxa de
fertlidade 39,0 40,0 57,0 410 48,0 0,056
(%)

Como consequéncia da influéncia significativa na motilidade espermatica
pelos tratamentos, poderia ser esperado que estes resultados se refletissem na taxa
de fertilidade (P<0,05), entretanto, isto ndo ocorreu. Provavelmente isto se deve ao
fato de que, mesmo com médias menores em alguns tratamentos, a motilidade
espermatica apresentada foi suficiente para que os espermatozoéides conseguissem
se mover pelo trato reprodutivo da galinha até o local da fertilizacdo do 6vulo. Dessa
forma, a taxa de fertilidade entre os niveis de 6leo de linhaca testados nao foi

influenciada significativamente.
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Figura 8. Taxa de fertilidade (%) de galos reprodutores
alimentados com diferentes niveis de 6leo de linhaca em
substituicdo ao 6leo de soja.

Apesar das taxas de fertilidade ndo apresentarem diferencas significativas
entre os tratamentos, observou-se que ocorreram valores abaixo do esperado na
inseminacao artificial com sémen fresco em aves. Segundo Etches (1996), a taxa de
fertilidade 6tima, na inseminacao artificial, depende de varios fatores, como a dose
inseminante, idade do galo, da galinha, método de coleta de sémen, intervalo entre
coleta e inseminacdo, técnica de inseminacdo e qualquer outro fator que possa
afetar a capacidade de fertilizacéo.

Em todas as aves domeésticas, a concentracdo da dose inseminante varia
entre 50 e 200 milhdes de espermatozoides (ETCHES, 1996). No experimento foi
utilizada a dose de 100 milhGes de células espermaticas. Os galos, apesar de néo
serem animais jovens, ainda estavam em idade apropriada para uma boa producao
espermatica, comprovado pelas andlises das caracteristicas seminais. O método de
coleta de sémen utilizado foi o descrito por Burrows e Quinn (1937), ao qual os
animais jA estavam acostumados. O tempo entre coleta e inseminacdo foi de
aproximadamente duas horas, mas com o sémen diluido e refrigerado a uma
temperatura de 5°C até o0 momento da inseminacao, sua capacidade fertilizante é
mantida de 24 a 48 horas. Quanto a idade das galinhas que foram inseminadas (48
semanas), supde-se que este poderia ter sido um fator determinante para a
ocorréncia da baixa taxa de fertilidade. Segundo estudos realizados por Breque et al.
(2006), com o envelhecimento do animal, a partir das 40 semanas de idade, ocorre
um grande declinio de um sistema antioxidante existente na juncdo Utero-vaginal

(principal local de armazenamento dos espermatozoides). Esse sistema do trato
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reprodutivo da galinha é eficaz no controle da peroxidagéo lipidica das membranas
plasmaticas do espermatozoide. Com a deterioragdo progressiva desse perfil
antioxidante que ocorre com o envelhecimento da galinha, ocorre um favorecimento
da peroxidacao lipidica da membrana da célula espermética, nocivo a esta célula,
podendo ser seguido por uma degradagédo do material gendémico do espermatozoide.

Ao contrério dos resultados obtidos nesse estudo, Kelso et al. (1997c¢) relata
gue ao trabalhar com galos da linhagem Cobb, suplementados com 6leo de soja e
linhaga, observou um aumento da taxa de fertilidade as 39 semanas de idade, nos
animais que receberam o 6leo de linhaca. Segundo Blesbois et al. (1997), racdes
suplementadas com Oleos ricos em &cidos graxos melhoram a capacidade
fertilizante do sémen de galos a partir das 39 semanas de idade.

4.3 Caracteristicas espermaticas — analises do sémen congelado

4.3.1 Motilidade espermatica

As meédias dos tratamentos para a variavel motilidade espermatica e o
resultado do teste F global para o ajustes das equacbes de regressao sao
apresentados na tab. 11.

O resultado do teste F para o modelo de regressao polinomial indica que foi
o modelo quadratico que melhor se ajustou para estimar o efeito do 6leo de linhaca
sobre a motilidade (Y = 24,142 - 0,251X + 0,003X% P<0,01; R?=0,85).

Tabela 11. Média da motilidade espermatica (x erro padrao) do sémen descongelado
de galos alimentados com diferentes niveis de 6leo de linhaca.

Niveis de inclusdo de oOleo de linhaga (%)

0 25 50 75 100
Motilidade 5 c c 5 A
%) 25,0+3,33 18,33+5,18~ 18,3345,18 25,0+3,33 28,33+8,88
0
Prob Linear Quadratica Cubica 4° Grau
ro
0,07 0,0039* 0,18 >0,05

*significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p< 0,01)
Médias seguidas de letras distintas diferem pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,01)
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A motilidade espermatica média do sémen descongelado € menor ao utilizar
25 e 50% de 6leo de linhaga, aumentando nos niveis de 0 e 75% e obtendo os
melhores resultados utilizando 100% de 6leo de linhaca em substituicdo ao 6leo de

soja, conforme melhor visualizado na fig. 9.

Motilidade espermatica

45 y=0,003x2- 0,2515x+ 24,142
R?=0,8569

10 T T T T 1
0] 25 50 75 100

niveis de dleo de linhaga (%)

Figura 9. Motilidade espermatica média (%) do sémen
descongelado de galos alimentados com oOleo de linhaca em
substituicdo ao 6leo de soja.

O processo de criopreservacdo do sémen causa alguns danos a membrana
plasmatica do espermatozoide, alterando a sua permeabilidade, composicéo lipidica
e a sua fluidez (BLESBOIS et al., 2008). Era esperado melhor resultado para a
motilidade esperméatica no tratamento com maior incluséo de 6leo de linhaca, pois se
supfe que o0s espermatozoides com maior incorporacdo de acidos graxos
pollinsaturados n-3, tem sua membrana plasmatica mais maleavel, e
consequentemente sofre menos danos durante o congelamento, refletindo assim em

uma maior capacidade de movimento apos o descongelamento do sémen.

4.3.2 Integridade de membrana

As médias dos tratamentos para a variavel integridade de membrana e o
resultado do teste F global para o ajustes das equacbes de regressao sao

apresentados na tab. 12.
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O resultado do teste F para o modelo de regressao polinomial néo foi
significativo (P>0,05) para ajuste linear, quadréatico ou cubico, conforme observado
na tab. 12 e fig. 10, indicando que o aumento do nivel de 6leo de linhaca em
substituicdo parcial ou total ao 6leo de soja ndo esta associado com alteragdes na
integridade de membrana de espermatozoides de galos ap6s o congelamento e

descongelamento do sémen.

Tabela 12. Média da integridade de membrana (£ erro padrdo) de espermatozoides
de galos alimentados com diferentes niveis de 6leo de linhaca apds processo de
congelamento e descongelamento.

Niveis de inclusdo de 6leo de linhaca (%)

0 25 50 75 100
Integridade
%) 22,22+7,90 18,88+3,70 25,0+4,44 22,77+5,43 25,55+5,06
0
Prob Linear Quadratica Cubica 4° Grau
ro
0,20 >0,05 >0,05 0,15
Integridade de membrana
35 4
30 - -
25 4
(%) 4

20

15

10

T T T 1
0 25 50 75 100

niveis de dleo de linhaca (%)

Figura 10. Integridade de membrana média (%) do sémen

descongelado de galos alimentados com dietas contendo 6leo de

linhaca.

Assim como no sémen fresco, no sémen congelado também se acreditava
gue ocorreriam diferencas entre os tratamentos para a variavel integridade de
membrana, o que ndo ocorreu. Ao se tratar de criopreservacao, € interessante a

incorporacdo de AGPIs n-3 & membrana do espermatozoide para promover uma
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maior fluidez da membrana, e assim, reduzir os danos causados na membrana
plasmatica pelos processos de congelamento e descongelamento. Da mesma forma
gue na motilidade espermatica do sémen descongelado, esperava-se que o maior
nivel de dleo de linhaga utilizado resultasse em melhores valores na andlise da

integridade de membrana, quando comparado com os outros tratamentos.

4.3.3 Teste de penetracdo espermatica

As médias dos tratamentos para a variavel orificios na membrana perivitelina
interna (MPI) e o resultado do teste F global para o ajustes das equacdes de
regressao sao apresentados na tab. 13.

O resultado do teste F para o modelo de regressao polinomial indica que foi
0 modelo quadratico que melhor se ajustou para estimar o efeito do 6leo de linhaca
sobre a quantidade de orificios na MPI do teste de penetracdo espermatica (Y =
17,52 - 0,25X + 0,0032X?% P=0,04; R?>=0,89).

Tabela 13. Média do namero de orificios na membrana perivitelina interna (£ erro
padréo) do sémen descongelado de galos alimentados com diferentes niveis de 6leo
de linhaca.

Niveis de inclusdo de 6leo de linhaca (%)

0 25 50 75 100

Orificios
, 18,44+14,02 11,55+3,97 12,55+6,17 18,88+5,01 23,22+8,69
(furos/mm®)

Linear Quadratica Cubica 4° Grau
0,14 0,04 >0,05 >0,05

Prob

Ao analisar o sémen que passou pelo processo de criopreservacdo, foram
obtidos resultados diferentes dos obtidos com sémen fresco. Enquanto que no
sémen fresco os tratamentos ndo influenciaram significativamente no teste de
penetracdo espermatica, no sémen que foi congelado o maior nivel de Oleo de
linhaca na dieta (100%) influenciou significativamente e obteve melhores médias

para o numero de orificios na MPI, conforme mostra o grafico a seguir (fig. 11).
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Média de orificios na MPI

25 y=0,0032x2- 0,25x + 17,52
= R?=0,8925 *
£
20 -
S
3 ® ¢
2 15 -
(=]
- 2
10 -
5 T T T 1
0 25 50 75 100

niveis de dleo de linhaga {%)

Figura 11. Média de orificios na MPI do teste de
penetracdo espermatica de sémen descongelado de galos
alimentados com oleo de linhaca em substituicdo ao 6leo
de soja.

Esse resultado obtido no teste de penetracdo espermatica pode ser
explicado pelos resultados obtidos na motilidade espermatica do sémen
descongelado. Apesar de nédo diferirem os tratamentos na integridade de membrana,
houve uma diferenca significativa na motilidade dos espermatozoides, que refletiu na
capacidade das células espermaticas em se moverem até a membrana perivitelina
interna do ovo, resultando em um maior nimero de orificios para 0 mesmo
tratamento que teve maior média de motilidade, ou seja, o tratamento com maior
inclusao de o6leo de linhaca.

De acordo com Blesbois et al. (2007), os danos causados pela
criopreservacao do sémen diminuiem a qualidade geral dos espermatozoides. Pode-
se observar que, embora se tenha resultados melhores para o sémen congelado
com a inclusdo de maiores niveis de Oleo de linhaca na dieta dos animais, esses
resultados quando comparados com os do sémen fresco ainda ndo séao

representativos ao nivel de mercado.



5. Conclusdes e consideragdes finais

Os resultados obtidos nesse estudo permitiram concluir que:

- A substituicéo parcial ou total do 6leo de soja pelo 6leo de linhaca na dieta
dos galos néo influenciou no desempenho zootécnico dos animais;

- A motilidade espermatica do sémen fresco foi melhorada quando
substituiu-se em 50% o Oleo de soja pelo 6leo de linhaca na dieta dos galos;

- No sémen congelado houve melhor motilidade e aumento no numero de
orificios do teste de penetracdo espermatica quando o 6leo de soja foi substituido
totalmente pelo Oleo de linhaca na dieta dos galos;

- A substituicdo parcial ou total do 6leo de soja pelo 6leo de linhacga na dieta
dos galos nao influenciou a taxa de fertilidade do sémen.

Muitos estudos terdo que ser feitos ainda na tentativa de melhorar a
fertilidade do sémen criopreservado de aves. Com certeza essas melhorias iréo
colaborar para o uso industrial em grande escala dessa tecnologia, e assim, auxiliar

na reducédo dos custos de producédo na avicultura mundial.
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