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RESUMO

ORIHUELA, RODENAS, Carolina Elizabeth. Desempenho reprodutivo galos
Lohmann-LSL alimentados com ragoes suplementadas com diferentes 6leos
e niveis de vitamina E. Lavras: UFLA, 2004. 68p. (Disserta¢do - de Mestrado
em Nutricdo Animal monogastricos) *

Com o intuito de avaliar o desempenho produtivo e reprodutivo dos galos
reprodutores da linhagem Lohmann-LSL. Foram utilizados 112 galos, de 16 até
32 semanas de idade, distribuidas num delineamento em blocos ao acaso, em
arranjo fatorial 3x2 + 1, com trés fontes de 6leo (soja, canola e girassol em 3%)
e dois niveis de antioxidante (200 e 400 mg de vitamina E/kg de racdo) e o
controle (sem 6leo e 0 mg de suplementacdo de vitamina E). As ragdes
experimentais foram elaboradas  base de milho e farelo de soja. As 28 e 29
semanas, coletou-se s€men para a avaliacdo da motilidade espermatica, volume
do sémen, concentracdo e nimeros de células totais. As 29 semanas de idade,
coletou-se s€émen para avaliar a morfologia, taxa de resisténcia osmdtica e
termorresisténcia do espermatozéide. Quatro galos por tratamento foram
sacrificados com 30 semanas de idade, para a retirada dos testiculos que foram
pesados e uma amostra foi obtida para a avaliacdo da espessura do epitélio
seminifero, didmetro e a populacio de células do tibulo seminifero.
Amostragens de sangue foram coletadas, simultaneamente para a avaliagdo de
triglicérides e colesterol. Das 16 até as 30 semanas de idade foram avaliados o
consumo didrio e o ganho de peso total. O teste da fertilidade verdadeira foi
realizado as 32 semanas de idade. As andlises dos dados foram realizadas por
meio do programa SAEG. Foi observada interagdo significativa (P<0,05) entre
as fontes de 6leos e os niveis de vitamina E, para o consumo de racio, ganho de
peso total e o peso do testiculo esquerdo e direito. Foi observada diferenca
significativa (P<0,05) entre as fontes de dleo, para o ganho de peso total,
espessura do epitélio seminifero, peso corporal as 30 semanas de idade. Foi
observados diferenca significativa (P<0,05) entre os niveis de vitamina E para os
niveis de triglicerideos, colesterol e peso corporal as 30 semanas de idade.
Concluiu-se que qualquer fonte 6leo entre as utilizadas neste estudo pode ser
adicionada a rag¢do de galos reprodutores, sem necessidade de elevados niveis de
vitamina “E”.

*Comité Orientador: Prof. Luis David Solis Murgas (Orientador), Prof. Antonio
Gilberto Bertechini, Prof Elias Fialho e prof. Rilke Tadeu Fonseca de Freitas.



ABSTRACT

ORIHUELA, RODENAS, Carolina Elizabeth. Breeding performance of
Lohmann- LSL roosters fed diets supplemented with different oils and
levels of vitamin E. Lavras: UFLA, 68p. (Master Dissertation in Animal
Nutrition — monogastric)*

The aim this study was evaluate breeding and productive performance of
Lohmann- LSL roosters. 112 breeding roosters from 16 to 32 weeks of age were
allotted to a randomized block design in a 3x2 + 1factorial arrangement, with
three sources of oil (soybean, canola and sunflower in 3%) and two levels of
antioxidant (200 and 400 mg of vitamin E/kg of diet) and the control (no oil and
0 mg of supplementation of vitamin E). The experimental diets were made based
upon corn and soybean meal. At 28 and 29 weeks, semen collection was
performed for evaluation of sperm motility, semen volume, concentration and
number of total cells. At 29 weeks of age, semen collection to evaluate sperm
morphology, rate of osmotic resistance and heat-resistance of spermatozoa. Four
roosters per treatment were slaughtered at 30 weeks of age for removal of the
testes which were weighted and a sample was obtained for evaluation of the
thickness of the seminiferous epithelium, diameter and the population of
seminiferous tubule cells. Blood samplings were collected for evaluation of
triglycerides and cholesterol. Since 16 up to 30 weeks of age, daily consumption
and total weight gain were evaluated. The true fertility test was performed at 32
weeks of age. Data analyses were done with the use of the SAEG program.
Significant interaction (P<0.05) was found between the sources of oil and the
levels of vitamin E for diet consumption, total weight gain and the weight of the
left and right testes. Significant interaction was observed (P<0.05) among the
sources of oils for total weight gain, seminiferous epithelium thickness, body
weight at 30 weeks of age. Significant difference (P<0.05) was noticed among
the levels of vitamin E for the levels of triglycerides, cholesterol and body
weight at 30 weeks of age. It may be concluded that any source of oil of the
utilized in this study may be added to the breeding rooster diet without the need
of elevated levels of vitamin E.

*Guidance Committee: Prof. Luis David Solis Murgas (Adviser) Prof. Antonio
Bertechini, Prof. Elias Fialho and Prof. Rilke Tadeu Fonseca de Freitas.
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1 INTRODUCAO

Os manuais de manejo avicola para diferentes linhagens recomendam a
utilizacdo de um macho para cada dez fémeas. Considerando uma producio de
290 ovos/ave-leve/ciclo, cada galo serd responsdvel pela fertilizacdo de 2.900
ovos, no decorrer do periodo de produgdo. Alteragdes de 1% na fertilidade

provocariam uma reducao de 29 ovos por galo.

Nos ultimos anos, o consumo de ovos em todo o mundo tem sido
incrementado devido ao seu reconhecimento como fonte protéica de alto valor,
somado aos altos valores bioldgicos para a saide humana. As pesquisas em
genética conseguiram selecionar fémeas com um elevado potencial produtivo, de
forma que, nos ultimos 30 anos, as linhagens de galinhas exploradas
comercialmente aumentaram em 5 duzias a sua producdo anual de ovos. Com
isto, a exigéncia sobre a eficiéncia reprodutiva dos machos tornou-se maior,
tendo aumentando o ndmero de pesquisas com a finalidade de equiparar o

potencial reprodutivo dos machos em relacdo as fémeas.

Dentre os fatores que afetam a fertilidade dos machos podem-se destacar
a temperatura ambiente o fotoperiodo, patologias, manejo e nutricdo. Sabe-se
que a producdo de espermatozdides e a fertilidade sdo influenciadas pela

alimentacdo, tanto no periodo de crescimento, quanto no de produgao.

Entre os vdrios nutrientes que exercem efeito sobre a biologia dos
espermatozoides estdo os lipideos. Entretanto, hd poucas pesquisas relacionadas
com a sua influéncia sobre a fertilidade em aves. Além da fun¢do energética, os
lipideos também sdo componentes celulares de membranas biolégicas. Em todas

as espécies, os fosfolipideos sdo os principais componentes lipidicos dos



espermatozoides, caracterizados por conterem grandes quantidades de 4cidos
graxos poliinsaturados PUFAs, o que sugere que a composicao de lipidios e
acidos graxos dos espermatozéides pode ser um fator determinante das taxas de
fertilidade. Os PUFAs da série 3 (n-3) e 6 (n-6) sdo acidos graxos essenciais,
uma vez que ndo podem ser sintetizados pelos animais e precisam ser fornecidos

pela racdo.

Os PUFAs s3o materiais oxiddveis por possuirem insatauragdes ou
duplas ligacdes que formam radicais livres ao se juntar ao O, metabdlico dando
origem aos peréxidos. Um dos antioxidantes mais utilizados na membrana € a
vitamina E que neutraliza os radicais livres. Assim, evita-se dano celular, o qual

ocasiona desarranjos metabdlicos como inibi¢do de atividades enzimaticas.

Considerando a importancia dos &cidos graxos poliinsaturados e a
vitamina E na reprodugdo, o presente trabalho tem como principal objetivo
verificar a influéncia de diferentes fontes de 6leos e niveis de vitamina E sobre o

desempenho produtivo e reprodutivo de galos Lohman-LSL.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Metabolismo dos acidos graxos poliinsaturados

A estrutura quimica de um &cido graxo poliinsaturado é dada pelo
nimero de dtomos de carbono na cadeia e pelas duas duplas ligacdes a mais. A
letra (n) indica a posi¢do da primeira dupla-ligacao a partir do grupo metila,
pertencendo assim as séries n-3 e n-6 (Mc Dowell, 1989). Os tnicos 4cidos
graxos essenciais (aqueles que nao podem ser sintetizados pelo organismo
animal) sdo o &linolénico (C18:3 n-3) série n-3 e o linoléico (C18:3 n-6) série
n-6. O linolénico possui duplas ligagdes entre os carbonos 3 e 4. O dcido
araquidonico (C20:4 n-6) e o linoléico (C18:3 n-6) possuem em comum uma

dupla ligacdo entre os carbonos 6 e 7 (Harper et al., 1982).

Por meio de sucessivos alongamentos e insaturacdo de suas cadeias,
cada um deles origina uma série de dcidos graxos poliinsaturados. Por exemplo,
0 4acido araquiddnico pode ser sintetizado a partir do linoléico (n-6) e o 4cido
linolénico (n-3) dé lugar aos dcidos eicosapentandico e docosahexandico, entre
0s quais possivelmente exista interconversdo. As enzimas que intervém nesse
processo sdo as mesmas, havendo por isso, uma competi¢do no metabolismo das
duas séries. Dessa forma, um excesso de n-6 na dieta limita a formagao dos n-3

(Cepero Briz, 1998).

O animal n3o € capaz de dessaturar (adicionar duplas ligacdes)
metabolicamente para a extremidade metila; a série n-3 permanece sempre assim

e a série n-6 tampouco pode mudar (Harper et al., 1982).



Os 4cidos linoléico e araquiddnico tém um papel importante no
transporte de vitaminas lipossoliveis. O &cido araquidénico € abundante no
tecido nervoso e nos triglicerideos de reserva. As duas séries n-3 e n-6 formam
parte das lipoproteinas que modulam o metabolismo e transporte do colesterol

(Cepero Briz, 1998).

Outro 4dcido graxo insaturado, ndo poliinsaturados de importancia, € o
acido graxo oléico (C18:1n-9), ndo essencial, o mais comum na natureza, que
pertence a série n-9, por possuir dupla ligacdo entre os carbonos 9 e 10. As
dessaturases animais t€ém maior afinidade pela série n-3, seguida pela n-6 e, por

ultimo, pela n-9 (Harper et al.,1982).

Em 1928, Evans e Burr, citados por Harper et al. (1982), constataram
que ratos alimentados com uma dieta purificada ndo lipidica, a qual foram
adicionadas vitaminas A e D, apresentaram uma taxa de crescimento reduzida e
uma deficiéncia na reproducdo. Trabalhos posteriores demonstraram que a
sindrome da deficiéncia foi curada pela adicdo de 4cido linoléico, linolénico e
araquidonico a dieta. As racdes, mesmo com baixos niveis, geralmente contém
quantidades adequadas de 4cidos graxos essenciais, sendo, portanto, a

deficiéncia mais rara do que as proteinas, vitaminas e minerais (Swenson, 1996).

O 4cido linoléico estd presente, em concentragdes elevadas, em varios
Oleos vegetais alimenticios: girassol, soja, canola, milho, algodao e amendoim.
O 4cido araquiddnico estd presente nas gorduras animais, embora somente em
pequenas quantidades. Em animais experimentais, os sintomas de deficiéncia
destes 4cidos graxos incluem reducdo do crescimento, dermatite, queda na
eficiéncia reprodutiva, menor resisténcia ao estresse € comprometimento no

metabolismo de lipideos (Whittemore, 1993).

As fungdes dos acidos graxos essenciais parecem ser diversas, embora

ndo bem definidas. Além da formacdo de prostaglandinas e leucotrienos, sdo



encontrados nos lipideos estruturais de todas as células e estao relacionadas com
a integridade estrutural da membrana da mitocondria, ocorrendo em altas

concentragdes nos 6rgaos reprodutores (Swenson, 1996).

7

O é4cido araquiddnico € derivado, geralmente, da posicdo 2 dos
fosfolipidios da membrana plasmatica, como resultado da atividade da
fosfolipase A, e € o substrato para a sintese de compostos como prostaglandinas
(PG,), tromboxanos (TX,) e leucotrienos (LT,), segundo Harper et al. (1982).
Hwang e Carroll (1986) observaram um aumento significativo da sintese da
prostaglandinas (PGE; e PGEy4) no sangue de ratos, quando alimentados com
6leo de milho, comparados com aqueles que consumiram sebo na racdo.
Segundo esses autores, as prostaglandinas sdo reguladores potentes do
metabolismo e as variagdes na sua regulacdo podem causar alguns efeitos

fisiologicos importantes.

Dell e Severson (1989) sugerem que o 4cido linoléico estimula a
proteina quinase C, desenvolvendo, dessa maneira, um papel importante no

crescimento e diferenciacio.

2.2 Acidos graxos essenciais na composicao das biomembranas

Existe uma consideravel evidéncia de que a composi¢cdo de lipidios da
membrana do espermatozdide € o maior determinante sobre a motilidade,
sensibilidade ao calor e, principalmente, na viabilidade. Os dcidos graxos
poliinsaturados podem estar relacionados com as propriedades biofisicas da
membrana do espermatozéide, como a fluidez e a permeabilidade

(Hammerstedt, 1993).



Os 4cidos graxos essenciais na dieta sdo destinados, principalmente, a
formar a estrutura da membrana celular (Holman, 1992). Deficiéncias destes
dcidos graxos por mais de 8 semanas impedem o crescimento, devido as
mudancas ocasionadas na membrana das mitocondrias do figado, permitindo o
aumento da permeabilidade para 4gua e {ons, produzindo o inchaco da
mitocondria e uma queda na producido de ATP, causando assim uma deficiéncia
na conversdo da energia dos alimentos em energia metaboélica (Gurr, 1992). As
deficiéncias dos acidos graxos essenciais também ocasionam anormalidades
dermatoldgicas (descamacéo de pele, alopecia e quebra de unhas), infertilidade,
anormalidade renal (hematuria e hipertensdo), aumento da susceptibilidade as
infecgdes, decréscimo nas contra¢des cardiacas e eritrocitos fracos, causando
hemodlises osméticas. Todos estes sinais de deficiéncia podem relacionar-se as
mudas das biomembranas e as sinteses de eicosandides. A suplementacgdo, tanto
do 4cido linoléico (n-6) como do linolénico (n-3), pode manter um crescimento
normal, resisténcia capilar, a estrutura dos eritrécitos e as funcdes mitocondriais.
O 4cido linoléico €, entretanto, superior ao dcido linolénico no tratamento de
dermatites, infertilidade, neuropatias e cicatrizacdo. Nao se sabe se as diferencas
devem-se aos efeitos destes dois dcidos graxos na estrutura da membrana ou pela

producdo dos correspondentes ecosandides (Gurr 1992).

As biomembranas tém uma estrutura em bicamada de lipideos, que
serve para separar o exterior e interior da célula, criando uma permeabilidade de
fons, moléculas ou mudancas conformacionais nos componentes de membrana

(Gennis 1989).



2.3 Influéncia dos acidos graxos essenciais no desempenho reprodutivo de

galos

Os fosfolipidios dos espermatozdides das aves contém altas proporgdes
de 4cidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (Cy,) da série n-6,
principalmente os acidos araquiddnico (20:4n-6) e o docosatetraenéico (22:4n-6)
(Darin-Bennet et al., 1974; Ravie e Lake,1985; Surai et al., 1998a). Nos
espermatozoides dos mamiferos, ocorrem, em maior propor¢do, os acidos graxos
poliinsaturados da série n-3, particularmente o dcido docosahexandico (22:6 n-3)
(Poulos et al., 1973; Darin-Bennett et al., 1974; Jain e Anand 1976; Lin et al.,
1993; Kelso et al., 1997a). Os &cidos graxos poliinsaturados cumprem uma
funcdo importante no espermatozdéide, mas ainda sem especificidade,
apresentando as aves baixa fertilidade quando a concentracdo destes € reduzida

no espermatozéide, segundo Kelso et al. (1996).

As propor¢des das cadeias longas dos 4cidos graxos poliinsaturados
(LCPUFA) da série n-6 sdo varidveis entre as espécies. Nas aves, 0s
espermatozodides dos reprodutores de ovos mostram altos niveis de 22:4 n-6
(31%) e nos perus os mais baixos niveis (13 %) enquanto que os patos € gansos
mostram um nivel intermedidrio de 18% a 20%. O 4cido araquiddnico varia
também de acordo com as espécies, sendo de 10% e 19 % para perus e patos,

respectivamente, segundo Surai et al. (1998) e Cerolini et al., (1997a).

Kelso et al. (1997b) realizaram um experimento com galos da linhagem
Cobb, alimentados com uma dieta controle, com 6% de 6leo de soja, rica em
acido linoléico (18:2 n-6) e uma dieta com 6% de 6leo de linhaga rica em acido
&Hinolénico (18:3 n-3) a partir da 23" até a 72" semana de idade, observou-se
que a concentracdo dos espermatozdides nos animais que receberam a dieta

controle assim como a dieta com 6leo de linhaga aumentou significativamente



desde as 24 até as 39 semanas de idade e diminuiu marcadamente entre 54 e 72
semanas. A motilidade foi constante em todas as idades para ambas dietas, mas,
as 72 semanas, a motilidade caiu para a dieta com 6leo de soja. A fertilidade
maxima do sémen das aves controle foi obtida as 39 semanas, com 82,8% mas
diminuiu consideravelmente as 72 semanas (69,5%). O mesmo comportamento
foi observado para a dieta com 6leo de soja, ou seja as 39 semanas a fertilidade
foi de 96,6% e as 72 semanas foi de 69,5 %. Nesse experimento, a concentragio
de fosfolipidios nos espermatozéides foi maxima as 39 semanas de idade, mas
logo depois comecou a diminuir consideravelmente sem diferenca nenhuma em
ambos os grupos. A maioria dos dcidos graxos poliinsaturados presentes nos
fosfolipidios dos espermatozdides das aves alimentadas com a dieta controle
foi de 20:4 n-6 e 22:4n-6, sendo, na sua maior parte, desprovidos de 4cidos
graxos poliinsaturados da série n-3, com baixas concentracdes de 22:6n-3

(aproximadamente 2%) e 22:5n-3 (0,5 — 1%).

Segundo Kelso et al. (1997b), existe pouca informagcdo sobre os
mecanismos envolvidos na libera¢do dos dcidos graxos desde a circulacdo até o
desenvolvimento do espermatozdide, assim como a incorporacdo seletiva de

acidos graxos especificos nos fosfolipidios dos espermatozédides.

No espermatozéide dos mamiferos, o 22:6 n-3 desempenha uma
importante funcio sobre a taxa de fertilidade. Uma marcada reducdo dos dcidos
graxos no espermatozdide estd associada a uma queda no nimero de

espermatozoides, a motilidade e a capacidade fertilizante (Nissen et al., 1981).

Kelso et al (1997a), em estudo com galos da linhagem Ross alimentados
com 6% de 6leo de Tuna orbital como fonte de n-3, pelo periodo de 10 até as
58 semanas de idade, demonstraram um incremento dos niveis de 22:6 n-3; 20:5
n-3 e 22:5 n-3 nos lipideos dos espermatozdides. Ja 20:4 n-6 e 22:4 n-6 e a

relagdo n-6/ n-3 foram reduzidos. A proporcdo de 22:6 n-3 observadas nos



espermatozodides dos galos alimentados com suplementacdo de 6% de 6leo de
Tuna orbital ndo ultrapassou os 9,8% comparados aos mamiferos alimentados
sem a suplementacdo deste Oleo, atingindo 61,3% e 35,2% em touros e

humanos, respectivamente.

Segundo Fujihara et al. (1978); Fujihara et al. (1984) e Wishart (1982),
embora os espermatozéides das aves contenham baixas quantidades de acidos
graxos poliinsaturados, comparados aos dos mamiferos, o espermatozéide de
aves t€m maiores quantidades destes dcidos graxos que outros tecidos corporais.
Segundo Cesil et al. (1993), a peroxidagdo dos lipideos é considerada a causa

principal de perda da fertilidade durante o armazenamento dos espermatozéides.

Em estudo conduzido com galos de linhagem comercial, em que os
dados foram coletados as 25 e 60 semanas de idade da ave, a redugdo da
concentracio dos espermatozéides diminuiu com a idade, de 2,08 x 10’ para 1,70
x 10” células mL™'. Este resultado esté associado ao incremento da concentracio
de lipideos totais no espermatozéide, d2574,55 paa1122,441 gx 10° células e
no dasmasemind de 142,76 paa 110403 1 gml™. O incremento dos lipideos
totais foi acompanhado por um incremento na proporcdo de fosfolipidios de
66,2% para 72,09% do total dos lipideos e o colesterol livre de 18,52% para
20,16% do total dos lipideos no espermatozéide. Mas no plasma seminal o
fosfolipidio foi de 34,17% para 28,39% do total de lipidios e o colesterol livre
foi de 19,89% para 16,02% do total de lipidios. Os fosfolipidios mais
abundantes nos espermatozéides e no plasma seminal sdo o
fosfatidiletanolamina e a fosfatidilcolina. Com a idade, a propor¢do da
fosfatidiletanolamina diminuiu de 30,33% para 17,20% do total de fosfolipidios
e a proporg¢do de fosfatidilcolina incrementou de 31,74% para 46,53% do total
de fosfolipidios no espermatozéide. No plasma seminal a fosfatidiletanolamina

também diminuiu de 52,60% para 34,58% do total de fosfolipidios e a



fosfatidilcolina também incrementou de 9,84% para 21,31% do total de
fosfolipidios. A redugdo da fosfatidiletanolamina foi acompanhada por uma
consideravel reducdo dos 4cidos graxos poliinsaturados mais freqiientes nas aves
20:4 n-6 de 28,91, para 13,99% do total de acidos graxos e 22:4 n-6 de 33,49%
para 23,09% do total de 4cidos graxos. Uma possivel explicacdo para isto é que
existe uma significativa reducdo na capacidade das enzimas testiculares de

sintetizar dcidos graxos poliinsaturados Cy e C,, (Kelso et al., 1996).

As diferencas observadas no conteido de 4cidos graxos dos
espermatozdides entre as aves e os mamiferos podem ser devido a uma
adaptagdo a temperatura corporal (41°C e 37°C, respectivamente); entretanto, a
temperatura dos testiculos nos mamiferos é menor do que a temperatura
corporal. O tamanho da cadeia entre os 4cidos graxos mais comuns das aves e
dos mamiferos é o mesmo, 22:4 n-6 e 22:6 n-3, respectivamente. A diferenca
fundamental € que nas aves ocorrem duas insatura¢cdes a menos, o que pode
manter uma apropriada propriedade biol6gica da membrana dos

espermatozoides (Kelso et al., 1997b).

Segundo Surai et al. (1998), os 4cidos graxos mais abundantes no
espermatozodide das aves sao 20:4 n-6 e 22:4 n-6, sendo 40% em galos e 22% em
perus do total de dcidos graxos. Ravie et al. (1992), observaram que a relagdo de
poliinsaturados/saturados em galos e perus € de 0,9 e 1,1, respectivamente, em
comparacido com os espermatozéides dos mamiferos contendo altos niveis de n-
3, particularmente acido docosahexaénoico (22:6 n-3) (Lin et al., 1993; Nissen

et al., 1983; Poulos et al., 1973).

Em experimento realizado por Cerolini (2003), utilizando galos de 37 a
42 semanas de idade, os acidos graxos presentes nos espermatozéides foram
22:6 n-3; 22:5 n-3 para aqueles alimentados com ra¢des suplementadas com 6leo

de peixe (rico em 22:6 n-3), e O6leo de linhaga (rico em 18:3 n-3),
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respectivamente e o conteido de 22:4 n-6 no espermatozéide foi influenciado
pelo dleo de primula (rico em 18:3 n-6) em associagdo com altos niveis de

vitamina E (200mg/ kg) e com 6leo Arasco (rico em 20:4 n-6).

Os 4cidos graxos 22:4n-6, 18:0, 18:1n-9 e 20:4n-6 foram observados em
maior propor¢do nos espermatozéides de galos com 25 semanas de idade (Surai
et al., 1998). Nesse estudo, as percentagens de PUFA e 4cidos graxos saturados

foram de 52,13% e 30,19% total, respectivamente.

Em galos, a reducdo na espermatogé€nese € na qualidade do s€émen
ocorre a partir de 60 semanas de idade, sendo acompanhada pela redugdo da
proporcao 20:4 n-6 e 22:4 n-6 na fragdo da fosfatidiletanolamina, segundo Kelso
et al. (1996). A propor¢do de 22:4 n-6 no total dos fosfolipidios dos
espermatozodides estd positivamente correlacionada com a motilidade e a

habilidade fertilizante do espermatozoéide (Cerolini et al., 1997).

Os efeitos da manipulagdo dos 4cidos graxos poliinsaturados sobre a
qualidade e/ou fertilidade do espermatozéide tém sido avaliados. Dietas ricas em
dcidos graxos n-3 e n-6 mostraram um efeito positivo na motilidade do
espermatozodide durante o periodo reprodutivo. Os efeitos de dietas ricas em n-6
sobre a producdo de sémen t€m sido varidveis. O 20:4 n-6 apresentou um efeito
positivo no volume de sémen e conseqiientemente, um maior nimero total de
espermatozoides; dietas contendo 18:3 n-6 t€ém promovido um efeito negativo

sobre a concentracio de sémen (Cerolini et al., 2003).

As diferentes linhagens de aves tém mostrado variagdo nas classes de
fosfolipidios no espermatozdide. O fosfolipidio-etanolamida (PE) ¢é o
fosfolipidio insaturado que mostra mais diferenca nas propor¢des de acidos
graxos entre as linhagens das aves. Este fosfolipidio contém cerca de 55% de
20:4 n-6 e 22:4 n-6 como 4cidos graxos poliinsaturados nos espermatozéides das

linhagens de alta seletividade, como ISA e ROSS e nas linhagens de baixa
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seletividade, contém ao redor de 30% desses acidos graxos. A diferenca no
conteddo de 4cidos graxos é apelos dcidos graxos monoinsaturados e oléico

(18:1 n-9), segundo Cerolini et al. (1997b).

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. O incremento na fertilidade nem sempre estd associado
com a composi¢ao dos dcidos graxos dos espermatozdides provenientes da dieta

(Cerolini et al., 2003).

A importancia do dcido graxo poliinsaturado C,, na fertilidade foi
estudada em humanos. A quantidade de 22:6 n-3 encontradas nos
espermatozodides estd correlacionada positivamente com a motilidade do
espermatozdide (Nissen & Kreysel, 1983; Zalata et al., 1998; Conquer et al.,
1999).

2.4 Importancia dos antioxidantes na prevencio da peroxidacio de lipideos

Grandes quantidades de 4cidos graxos poliinsaturados nos
espermatozodides os tornam mais suscetiveis a peroxidacdo com conseqiientes
riscos de danos na estrutura celular (Niki et al., 1993). Isto pode,
conseqiientemente, causar baixa fertilidade nos machos (Aitken, 1994; Sikka

et al., 1995).

Atingir o potencial maximo de fertilidade requer a combinacio 6tima
de fosfolipidios e uma protecido adequada com antioxidantes. Em aves de maior
idade ocorrem mudancas na composi¢do dos fosfolipidios e uma queda na

atividade antioxidante enzimatica da glutationa peroxidase (Kelos et al., 1996).
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O sistema antioxidante da célula é composto por substincias naturais
soldveis em gordura, como € o caso da vitamina E, carotendides e ubiquinonas e
por substancias soldveis em agua, como o dcido ascorbico, glutationa e o 4cido
urico, além dos antioxidantes enzimaticos, como a glutationa peroxidase,
catalase e a superoxido dismutase (Yu, 1994). Também estdo incluidos nessa
ultima categoria os antioxidantes da mitocondria, o superdxido dismutase
dependente de manganés (Mn- SOD) e do citoplasma, as formas superdxido
dismutase dependentes de cobre e de zinco (Cu, Zn —SOD), segundo Michalski,
(1992).

A primeira linha de defesa contra os radicais superéxidos sdo as
superdxido dismutase. O perdxido de hidrogénio formado durante as reagdes
para a formag¢do do superéxido € altamente téxico ao espermatozdide
(Delamirande et al., 1995). Este ¢é removido pela glutationa peroxidaees e a
catalase (Griveau et al., 1995). A glutationa peroxidase apresenta uma atividade
maior que a catalase, mas € dependente de selénio, sendo capaz de destruir os

hidroperoxidos de lipideo e o perdéxido de hidrogénio (Lawrence e Burk, 1978).

O aumento da concentragdo de vitamina E na dieta, de 20 para 200
mg/kg de alimento, promove a concentracao de dcido araquidonico (20:4n-6) de
10,7% para 11,5% e de do 4cido docosahexandico (22:4n-6) de 16,6% para
19,0% no  fosfolipidio dos  espermatozdides, principalmente a

fosfotidiletanolamida (Surai et al., 1996).

Estudos foram realizados por Surai et al.(1996), utilizando reprodutores
da linhagem Rhode Island Red com 6 meses de idade e alimentados com uma
suplementacgdo 12 mg/kgdeanfdo de Gtocoferol como dieta basal, juntamente
com outros trés grupos que receberam suplementagdo com 20, 200 e 1000 mg de
axtdo e Gtocoferol. A concentragio de & tocoferol, tanto no plasma seminal

como no espermatozodide, foi duas vezes maior quando a suplementacdo foi de
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200 mg/kg comparada com a suplementacdo de 20 mg/kg; mas, quando a
suplementacdo foi de 1000 mg/kg nao foi observado nenhum aumento a mais na
concentragdo de & tocoferol. A concentragdo de & tocoferol no sémen mostra
uma limitada resposta a manipulacdo da dieta. A concentracdo desta vitamina
nos testiculos e no figado foram influenciados pela dieta, com aumentos de 6 a 7

vezes de acordo com o nivel de suplementacdo.

O & tocoferol (Vitamina E) é o maior antioxidante encontrado nas
membranas celulares com a principal fun¢do de evitar a reacdo em cadeia da
peroxidagdo (Freisleben e Packer, 1993). Dietas suplementadas com Gtocoferol
t&ém demonstrado reduzir a peroxidacdo e promoveu melhora da fertilidade do

sémen em humanos (Kessopoulou et al., 1995 e Geva et al., 1996).

Em experimentos realizados com galos, perus, galinhas de angola, patos
e gansos com idades de 25, 45, 27, 27 e 35 semanas, respectivamente, observou-
se que a superoxido dismutase no espermatozdide de galos teve a menor
atividade e a maior atividade foi para o espermatozéide de ganso (Surai et al.,

1998).

A propor¢do dos dcidos graxos poliinsaturados e a susceptibilidade a
peroxidacdo parece ser o principal fator da sobrevivéncia dos espermatozéides
em galos e perus durante armazenamento in vitro, sendo também considerados

como importantes fatores na sobrevivéncia dos espermatozoéides in vivo.

Uma caracteristica unica na reprodugdo das aves ¢é que os
espermatozoides sdo armazenados dentro do sistema reprodutivo da fémea por,
em média, 5 dias, no caso da galinha. Por isso, os espermatozéides devem dispor
de um sistema que mantenha a sua estabilidade durante esse periodo (Surai et

al., 1998).

Em patos e galos alimentados com uma concentracio de 20,63 e 19,88

mg & G&tocoferol/kg de alimento, respectivamente, foram observadas
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concentracdes de 32,4 ng de vitamina E/mL de plasma seminal e 48,1 ng de
vitamina E/10° espermatozéides nos patos e 163,7 ng de vitamina E/mL de
plasma seminal e 182,48 ng de vitamina E /10° espermatozéides nos galos
(Surai et al., 2000a). Como pode ser observado, o plasma seminal e o
espermatozoide do sémen de pato contém baixos niveis de vitamina E,

comparado com os valores observados no galo.

A falta de citoplasma no espermatozdide provavelmente evita a
acumulacgdo de tocoferol nas gotas de gordura dentro da célula, e talvez todo o
tocoferol esteja distribuido nas membranas celulares. Fisiologicamente € aceito
que os niveis de vitamina E nas membranas celulares sdo menores que 1 mol per
1000 mol de fosfolipidios (Packer 1992) Os espermatozdides tém uma
agoad dacke limitadace incorpora Grtocoferol no interior das suas membranas e
estd capacidade pode depender de muitos fatores, entre eles, principalmente, a

composi¢do dos dcidos graxos (Donoghe et al., 1997).

Existe pouca referencia bibliografica sobre a concentragdo de vitamina
E no espermatozéide, mas sabe-se que o nivel de vitamina E no espermatozdide
dos mamiferos € maior que nas aves. Nos suinos foram observados valores de

1600ng/10° espermatozéides (Marin-Guzman et al., 1997).

Segundo Therond et al.(1996), a percentagem de motilidade do
espermatozéide foi significantemente relacionada ao conteido de Gtocoferol (
r= 0,84, P<0,005). O elevado contetido de lipideos insaturados pode causar a
peroxidacdo durante o armazenamento do sémen de galos e perus, sendo
responsdvel por uma queda significante da capacidade fertilizante (Wishart et

al., 1984).

Os antioxidantes presentes no plasma seminal das aves atuam como
mecanismo de protecdo para os espermatozéides contra a peroxidacdo (Cesil et

al., 1993). Entretanto, os mecanismos de protecdo, assim como os antioxidantes
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presentes no plasma seminal das aves, ndo tém sido caracterizados. Em
experimento desenvolvido por Surai et al.(1999), foi demonstrado que o plasma
seminal do pato Muscovy possui uma alta atividade antioxidante quando

comparado com o plasma seminal de galos.

As aves contem baixos niveis de vitamina E no plasma seminal e, dessa
forma, sugere-se que a vitamina E tenha uma funcdo minima como elemento
protetor, mas € muito importante como elemento estabilizador das membranas

dos espermatozoides (Surai et al., 1999).

Em experimento realizado com galos de uma mesma linhagem, nas
idades de 25 e 60 semanas, obteve-se uma efetiva reducdo de dez vezes na
atividade da glutationa peroxidase do espermatozéide nos galos mais velhos,
mas ndo se observou mudanca na atividade da superéxido dismutase entre as

duas idades (Kelso et al., 1996).

A peroxidagdo dos lipidios inibe severamente a capacidade fertilizante
do espermatozéide de galos, mas a motilidade, o conteido de ATP e a
morfologia nfo sdo afetados (Wishart, 1984). Em mamiferos ocorre o contrrio,
sendo observada uma perda da motilidade correlacionada com a peroxidacao de

lipidios em coelhos (Alvarez & Storey, 1982).

As células que t€m grandes quantidades de 4cidos graxos
poliinsaturados requerem um sistema eficiente de antioxidantes para a protecao
contra os danos peroxidativos (Hammerstedt, 1993). A peroxidacdo de lipidios
implica uma disfun¢do dos espermatozéides, resultam no dano estrutural da
membrana plasmadtica, tanto no s€men fresco como no s€émen armazenado (Cesil

e Bakst 1993).
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2.5 Caracteristicas reprodutivas em galos

Os testiculos tém uma funcdo gametogenética, convertendo os
precursores dipldides em células hapldides capazes de realizar a fertilizagao.
Também possuem umas fungdes enddcrinas, responsdveis por manter a
espermatogénese, os caracteres sexuais secundarios e o comportamento sexual

nos machos (Etches, 1996)

Os testiculos das aves estdo localizados no centro da cavidade
abdominal, 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 s@o 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 e Mountney, 1988).

Cada testiculo estd rodeado do tecido conjuntivo contendo os ttibulos
seminiferos e as células de Leydig dispersas entre os espacos tubulares. Estds
células produzem vdrios andrégenos dos quais o principal é a testosterona

(Etches, 1996)

As aves ndo t€m as glandulas de Cowper, assim como também nao
possuem glandula prostatica e vesiculas seminais. Provavelmente, as diferencas
fisicas e quimicas dos espermatozdides das aves, comparados com o0s
mamiferos, sejam pela auséncia da glandula prostitica e as vesiculas seminais.
Segundo Parkhurst e Mountney (1988), os espermatozdides, nas aves, sdo

armazenados nos ductos deferentes.

Os tabulos seminiferos das aves estdo dispostos numa rede de condutos

interconectados que se esvaziam dentro da rete testis. A periferia dos tibulos
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seminiferos estd recoberta de espermatogdnias, que sdo células dipldides,
consideradas como o primeiro estigio da espermatogé€nese. A formagdo dos
espermatdcitos hapldides precisa da participacdo das células de Sertoli, situadas
na periferia dos tdbulos seminiferos. Estds células proporcionam o ambiente
especifico para a espermatogénese. Ainda ndo se sabe a verdadeira funcdo do
horménio FSH (horménio foliculo estimulante) em aves machos, mas se supde
que estimule o crescimento dos tibulos seminiferos e o desenvolvimento das

células de Sertoli (Etches, 1996).

A cor do sémen das aves varia de animal para animal, sendo geralmente,

de cor branca e opaca, entre pH 7,0 e 7,6 (Parkhurst e Mountney, 1988).

A producdo didria de espermatozdides parece ocorrer em ritmo
constante, da mesma forma que o volume do ejaculado, mas estes parametros
sao reduzidos quando o sémen é coletado em maior freqiiéncia (Etches,1996).
Mas, a concentracdo € 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 concentracao de 1,7 a 3,5 bilhdes
de espermatozoéides (Parkhurst e Mountney, 1988). O volume seminal médio
para reprodutores leves é de 0,15 mL, com variacdes de 0,01-0,3 mL e a
concentracdo média é 5,0 X 10° células mL'l, com variagdes de 2,0-7,5X

10°células mL™" (Lake e Stewart,1978 citados por Etches 1996).

Com base nos trabalhos citados pode-se considerar que os
espermatozoides de galos contém, principalmente, dcidos graxos insaturados de
cadeias longas 20 e 22 carbonos da série (n-6). Neste experimento os contetidos
de acidos graxos da série (n-6) dos 6leos sdo de 55,4%, 20,6% e 68,3% e as
relacdes (n-6)/(n-3) sdo 12,3; 3,37 e 683 para os 6leos de soja, canola e girassol,
respectivamente. Observou-se ver que os 6leos utilizados sdo fontes de acidos

graxos, principalmente da série (n-6) e os niveis de vitamina “E” (200 e
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400mg/kg de alimento) utilizados neste experimento baseiam-se nas revisdes de
literatura, nas quais ndo foram constatadas mudancas da concentragdo de
vitamina “E” no plasma seminal nem nos espermatozéides, quando o nivel foi
de 200 para 1000 mg/kg de alimento sem a utilizacdo de nenhuma fonte de dleo

na linhagem Rhode Island Red Surai et al. (1996).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local e periodo experimental

O experimento foi conduzido no Setor de Avicultura do departamento
da Zootecnia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), durante o periodo de
17 semanas, de junho a outubro de 2003. As andlises laboratoriais foram
realizadas no Laboratério de Fisiologia e Farmacologia do Departamento de
Medicina Veterinaria. A UFLA estd localizada no municipio de Lavras, regido
sul do estado de Minas Gerais, nas coordenadas latitude 21° 14’ 307(S),
longitude de 45° (O) e altitude de 910 metros. O clima da regido, segundo a
classificagdo Koppen, é do tipo CWB, tropical imido, com duas estagdes
definidas: chuvosa (novembro a abril) e seca (maio a outubro). As temperaturas
médias maxima e minima registradas durante o periodo experimental foram de

24,9 e 12,0°C, respectivamente.

3.2 Animais experimentais, instalacoes e manejo

Foram utilizados 112 galos, da linhagem Lohman LSL, procedentes da
Granja Planalto, Uberlandia, MG, com 16 semanas de idade e peso inicial médio
de 1830g (+98,8), alojados em gaiolas metélicas individuais, alocadas em galpdo
proprio.

Todos os galos foram treinados para a coleta de s€émen a partir das 16
semanas de idade. A coleta foi realizada pelo método de massagem abdominal
proposto por Burrows e Quinn (1935). Duas semanas antes da coleta, os animais

foram submetidos a uma “toillete”, sendo retiradas as penas da regido

20



pericloacal com uso de tesoura, para evitar a contaminagao do s€men coletado e
permitir uma melhor visualizacdo da cloaca. Durante a fase experimental, foram
realizadas duas coletas seminais, as 28 e 29 semanas de idade dos animais. A
coleta foi realizada com o uso de seringas graduadas pré-aquecidas a 40°C e

protegidas da luz.

3.3 Delineamento experimental

Os galos foram distribuidos num delineamento experimental em blocos
ao acaso, sendo 4 aves por blocos, com a seguinte distribui¢do peso 1(1.590-
1.715g), peso 2 (1.720-1.845g), peso 3 (1.850-1.975g) e peso 4 (1.980-2.100g)
com arranjo fatorial de 3 x 2 + 1, com tré€s fontes de 6leo ao 3% (soja, canola e
girassol), dois niveis de vitamina “E” (200 e 400 mg/kg de alimento) e o
tratamento controle sem 6leo e 0 mg de vitamina E. Utilizaram-se 16 repeti¢des

por tratamento, sendo cada galo uma unidade experimental.

3.4 Racoes experimentais e manejo alimentar

As racdes experimentais foram isoprotéicas (17%) e isoenergéticas
(2965kcal de EM/Kg), formuladas a base de milho e farelo de soja e
suplementadas com minerais e vitaminas como indicado na Tabela 1. Os niveis
nutricionais foram os recomendados pelo manual para estd linhagem e a
composi¢do dos ingredientes segundo Rostagno et al 1992. O ajuste da vitamina
“E” foi feito alterando-se a propor¢do de caulim e vitamina “E” nas ra¢des. O

consumo de ragéo foi a vontade.
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TABELA 1- Composicdo percentual e calculada das ragdes experimentais

I dient Oleo

ngredientes Controle Soja Canola Girassol
Milho 70,96 59,55 59,52 59,45
Farelo de soja 22,89 21,87 21,85 21,84
Farelo de trigo 2,25 11,10 11,14 11,21
Oleo vegetal - 3,00 3,00 3,00
Fosfato bicalcico 1,58 1,49 1,49 1,49
Calcério calcitico 1,20 1,23 1,23 1,24
Caulim 0,36 1,00 1,00 1,00
Sal iodado 0,36 0,36 0,36 0,36
DL-metionina 98% 0,13 0,14 0,14 0,14
Supl. mineral 0,10 0,10 0,10 0,10
Supl. vitaminico 0,10 0,10 0,10 0,10
L-lisina 0,07 0,06 0,07 0,07
Total 100,00 100,00 100,00 100,00
Energia metabolizavél 2965 2965 2965 2065
cal/kg
Proteina bruta% 17 17 17 17
Met + Cis % 0,7 0,73 0,73 0,73
Lisina % 0,885 0,883 0,885 0,085
Calcio % 0,923 0,924 0,924 0,925
Fosforo disponivel % 0,396 0,404 0,404 0,404
Sodio % 0,075 0,19 0,19 0,19
Vitamina "E" mg/kg - 200e400 200e400 200 e 400
Acido linoléico % 1,644 0,582 2,049
Acido linolénico % 0,135 0,183 0,003

'Suplemento vitaminico por quilo do produto: vitamina A, 10.000.000;
Vitamina D3, 2.000.000 UI; vitamina E, 15.000 UI; vitamina K3, 2000 mg;
vitamina B1, 1500 mg: vitamina B2, 4.000 mg; vitamina B6, 1000 mg; vitamina
B12, 10.000 mcg; niacina, 30.000 mg; acido félico, 300 mg, dcido pantoténico,
5.350 mg; biotina 60 mg, Colina, 200 g; antioxidante, 100.000 mg.

*Suplemento mineral por quilo do produto: fésforo, 75 g; ferro, 20.000 mg;
cobre, 4.000 mg; manganés; 75.000 mg; iodo, 1.500 mg; selénio, 150 mg; zinco,
50.000 mg; fldor, 1g; cobalto, 200 mg.

*Caulim utilizado como veiculo para a adi¢do da vitamina E.
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O perfil de 4cidos graxos e as percentagens de vitamina E dos 6leos

vegetais utilizados neste experimento estdo indicado na Tabela 2 e 3,

respectivamente.

TABELA 2- Perfil de 4cidos graxos dos dleos vegetais utilizados neste

: 1
experimento

Fontes de 6leos

Acidos graxos

Soja Canola Girassol

Ac. oléico n-9 24,2 64,1 21,9
Ac. linoléico n-6 54,8 19,4 68,3
Ac alindénico n-3 4,5 6,1 0,1

Ac. graxos saturados 15,6 7,9 9,6
Ac. graxos monossaturados 24,5 65,4 22

Ac. graxos poliinssaturado 59,9 26,7 68,4
Série n-6 55,4 20,6 68,3
Série n-3 4.5 6,1 0,1

n-6: n-3 12,3 3,37 683
Insaturados: saturado 5,41 11,6 9,42

'Dados referenciados por: Zanini (2001)

TABELA 3- Niveis de vitamina E encontrados nos 6leos utilizados nas ragdes

. .1
experimentais.

Fontes de 6leo

Contetdo

Soja Canola Girassol
Alfa-tocoferol (mg/100g) 15,26 18,82 62,26
B-tocoferol (mg/100g) ND<0,01 ND<0,01 2,35
Gama-tocoferol (mg/100g) 57,70 38,03 0,97
Delta-tocoferol (mg/100g) 15,7 2,19 ND<0,01
Tocoferol Total (mg/100g) 88,66 59,04 65,58
Vitamina E (mg/100g) 26 26 69

'Dados referenciados por: Zanini (2001)
ND-= nio detectado
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Até o final do experimento e em intervalos de 7 dias, os galos e as
sobras de racdo foram pesados para a determinagcdo do ganho de peso total

(GPT) e o consumo didrio de ragdo (CDR).

3.5 Variaveis estudadas
3.5.1 Parametros seminais

Os parametros seminais avaliados foram motilidade espermaética,
volume do ejaculado, concentracdo espermadtica, ntimero total de células,
anormalidades espermadticas, taxa de resisténcia osmoética e teste de termo
resisténcia rapido. A motilidade geral foi avaliada segundo escala de 0 a 100.
Retirou-se uma gota de sémen imediatamente apds a coleta, colocada sobre
lamina, recoberta por laminula previamente aquecida a temperatura de 40°C
para a leitura no microscépio 6ptico (40X).

O volume foi medido diretamente da seringa de coleta com graduacao
de 0,1 ml.

Para andlise de concentracdo espermadtica, foi retirada uma amostra de
10 pL de sémen para ser adicionado a 4ml de solu¢do de formol citrato, sendo a
contagem realizada com o uso de hemocitdmetro (cdmara de Newbauer) na
diagonal com o resultado expresso em nimero de células por mm’ de sémen. O
ndmero total de células foi calculado por meio da multiplicagdo da concentragdo
e volume do ejaculado segundo a metodologia de Martin Rillo et al. (1996).

Para a avaliagc@o das anormalidades dos espermatozéides 1 pL de s€émen
foi adicionado a 250 pL de solucdo de formol citrato. Seguidamente, no
microscopio de contraste de fase com aumento de 1000X, realizou-se a

contagem de 100 células, expressando as alteragdes morfoldgicas em
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percentagem. As alteragdes espermadticas avaliadas foram alteracdes de cabeca,
cauda, presenca de gota e alteragdes totais.

Para avaliacdo da resisténcia osmética foi utilizado soro fisiolégico
como solucdo isotonica (300 miliosmois) e partes iguais de dgua destilada e soro
fisioldgico para obter a solug@o hipotdnica (150 miliosmois). Em banho-maria a
40°C, incubaram-se 0,05 ml de sémen adicionado a 1 ml de solucdo isotOnica
(primeira amostra) e solucdo hipotonica (segunda amostra), avaliando-se a
motilidade aos 10 minutos de incubagio.

Os valores de indice de taxa de resisténcia osmdtica foram calculados
pela formula TRO% = (motilidade aos 20minutos em solugdo isotdnica + a
motilidade aos 20 minutos em solugdo hipotdnica) / 2, de acordo com a
metodologia modificada de Murgas (1999).

A andlise de termo resisténcia de membrana consistiu em colocar 0,01
ml de sémen em banho-maria a 45°C, avaliando-se a motilidade dos

espermatozoides aos 20 minutos.

3.5.2 Desenvolvimento testicular e avaliacao histologica

Quatro galos por tratamento foram sacrificados as 30 semanas de idade,
para verificacdo do desenvolvimento testicular. Os testiculos foram removidos e
posteriormente pesados sendo um fragmento de par€nquima testicular coletado e
fixado em liquido de Bouin. Os fragmentos foram desidratados em
concentracdes crescentes de dlcool etilico, diafanizados em xilol e incluidos em
parafina,de acordo com metodologia de rotina. Fez-se microtomia dos blocos
obtendo-se cortes de 51 M ce sspessura aue foam aorads com hemdaxilina
eosina, de acordo com a técnica de Behmer et al. (1976) no Laboratério de

Morfologia Microscépica do Departamento de Medicina Veterindria da UFLA.
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Na andlise histolégica dos testiculos, para cada animal, mediram-se 10
secgOes transversais de tibulos seminiferos, escolhidos ao acaso, apresentando
contornos os mais circulares possiveis, considerando-se sempre seu menor
diametro, conforme recomendacdes de Berndtson e Picket (1987). As varidveis

histolégicas avaliadas foram:

- didmetro dos tibulos seminiferos (DTS),

- espessura do epitélio seminifero (EES), desde a membrana basal até a borda
luminal.

- populagdo de células dos tdbulos seminiferos, estimada pela contagem de
ndcleos de espermatogdnias (ESA), de espermatides arredondadas (EAR) e
células de Sertoli (CSE), em dez sec¢des transversais de tibulos seminiferos, de
acordo com Silva (1997). As células espermatogdnias e as espermadtides
arredondadas foram escolhidas por serem células do primeiro e dltimo estdgio,
respectivamente, da formacdo dos espermatozdides, e a célula de Sertoli foi
escolhida por ser uma célula que intervém na formagao dos espermatozoéides,

proporcionando um ambiente id6neo.

3.5.3 Niveis de colesterol e de triglicerideos no sangue

Coletaram-se amostras de sangue de 4 galos por tratamento, as quais
foram colhidas no final do periodo experimental. As amostras foram colhidas

com EDTA 4% e submetidas a centrifugacéo para separagdo do plasma.

O colesterol total do sangue foi determinado pelo método enzimatico do
colesterol oxidase (Alain et al. ,1974) por meio de ‘kits” (ANALISA). Os

triacilglicer6is também foram medidos através de método enzimatico
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colorimétrico, utilizandos-se kits apropriados (ANALISA), conforme Fosati &

Precipe (1982). Errado

3.5.4 Avaliacao da taxa de fertilidade do sémen

Quatro galos por tratamento, com idade de 32 semanas, foram
submetidos a coleta do sémen para a realizacdo da inseminacdo artificial de
quatro galinhas da linhagem Isa Brown, no inicio da postura, com 20 semanas de
idade por tratamento. Apds coleta do sémen, foi realizado um pool do volume
coletado dos quatro animais por tratamento, sendo retiradas amostras de 0,1 ml
para a inseminagdo artificial, com uma concentracio média de 150 milhdes de
espermatozodides. Os ovos foram coletados durante 5 dias apds a inseminacgao e
incubados por 5 dias a temperatura de 37,5°C € 60% de umidade, com virador
automatico. Apos o periodo de incubagdo os ovos foram quebrados para avaliar

a taxa de fertilidade; aqueles que nao tinham embrido foram considerados

inférteis.

3.6 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o programa Sistema de
analises estatisticas e Genéticas (SAEG) desenvolvido pela UFV (Euclydes,
1993). Foi utilizado um arranjo fatorial 3 x 2 + 1, com 3 fontes de 6leo, 2 niveis
de vitamina E e a ragdo controle.

Para verificar a normalidade das varidveis, utilizou-se o teste de
Lillefors. Houve transformacdo de dados para ajustar a normalidade para as

seguintes varidveis: volume seminal para raiz de X; ndmero total de
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espermatozodides para raiz de X, morfologia espermadtica para Arcoseno raiz de

X/10.

Para as variaveis avaliadas, utilizou-se o seguinte modelo estatistico:

Yijk =u+ Oi + Vj + (OV)U + Bk+ Cijk

Em que:

Yijx =caracteristica avaliada, referente a fonte de 6leo i, no nivel j de vitamina E
do bloco k;

u = média geral;

O; = efeito da fonte de dleo i, sendoi=1, 2 e 3;

V; = efeito do nivel j de vitamina E, sendo j=1 e 2;

(OV);j = efeito da interacdo da fonte de 6leo i e o nivel j de vitamina E;

By = efeito do bloco k, sendo k=1, 2, 3 e 4;

eijk = erro experimental associado a cada observacio.

Para comparagdo das medias utilizou-se o teste de agrupamento Scott Knott € o

teste de Dunnet.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desempenho produtivo

Os resultados de desempenho produtivo dos galos sdo apresentados na
Tabela 4. Foi observada interagdo significativa (P<0,05) entre as fontes de 6leo
utilizadas e os niveis de vitamina E somente para o consumo didrio de ragio
(CDR).

TABELA 4.- Fontes de 6leo e niveis de suplementacdo de vitamina E sobre o
consumo médio didrio de racdo e ganho de peso total de galos

Lohman-LSL.
Fonte de éleo Nivel de vitamina E (mg/kg)
200 400 Média

CONSUMO DE RACAO (g/dia)
Soja 98,1 100,8a 99,5
Canola 100,5a 94,7b 97,6
Girassol 98,4 100,7a 99,6
Média 99,0 98,7 99,4
Controle 102,8
CV (%) 6,8

GANHO DE PESO TOTAL (g)
Soja 331,3 A 3224 A 326,7 a
Canola 283,8 B 2772 B 280,5b
Girassol 335,0 A 330,6 A 332,8a
Média 316,7 310,1 315,2
Controle 324,6A
CV (%) 17,8

® Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem pelo teste Scott-Knott
(P<0,05)

P Médias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem pelo teste Dunnet (P<0,05)

AB Médias seguidas de letras distintas diferem pelo teste Scott-Knott (P<0,05)
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Tendo o ganho de peso total (GPT) sido afetado (P<0,05) pelos
tratamentos e pelas fontes de 6leo. Entretanto, a andlise de varidncia mostrou
que houve diferenca significativa (P<0,05) para o CDR entre as fontes de 6leos
usadas neste experimento no nivel de 400 mg de vitamina E na raco e também
houve diferenca significativa (P<0,05) entre os niveis de vitamina E no 6leo de

canola.

Os galos alimentados com a racdo suplementada com 6leo de canola
apresentaram um menor CDR quando o nivel de vitamina E foi de 400 mg/kg na
racdo (P<0,05). Entretanto, independentemente do nivel de vitamina E utilizado,
a suplementacdo da racdo com O6leo de canola afetou, significativamente

(P<0,05) o GPT dos galos.

Estes resultados sdo semelhantes aos observados por Ajuyah et al.
(1993), os quais compararam o desempenho de frangos de corte quando as
dietas foram suplementadas com dois niveis de 6leo de canola mais farelo de
canola e observaram que a inclusdo de 6leo de canola e de produtos a base de
linhaga deprimiu a taxa de crescimento nesses animais. Por outro lado, Zanini
(2001) ndo observou efeito significativo sobre o desempenho produtivo de
reprodutores White Leghorn suplementados com 6leos de girassol, soja, canola,
linhaca e peixe.

2

O d6leo de canola é obtido a partir das sementes de canola. Que foi
desenvolvida usando-se métodos fitogenéticos tradicionais para a retirada de
caracteristicas indesejaveis das sementes de colza. Entretanto, alguns autores
tém sugerido que o dleo de canola contém pequenas quantidades de substancias
indesejdveis, dentre as quais se menciona o 4cido erticico. Innis e Dyer (1999),
em trabalho realizado com leitdes neonatos, observaram, além de alteracdes em

parametros sanguineos, uma redugdo nio significativa do peso corporal em
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animais que receberam suplementacdo com 6leo de canola, em comparacao com

6leo de soja, durante 18 dias.

Dessa forma, estes resultados possivelmente estdo relacionados com o
periodo prolongado de suplementacdo, no presente experimento € isto promoveu
efeito negativo sobre o ganho de peso nos animais que receberam o 6leo de
canola no nivel de suplementacdo de 400 mg de vitamina E. Os niveis elevados
de vitamina E na racdo podem causar alteracdes gastrointestinais, causando
reducdo no consumo de alimento, segundo Combs (1992). Provavelmente, o
acido erucico, com niveis elevados de vitamina E, causa uma reducdo no

consumo de alimento.

4.2 Caracteristicas seminais

4.2.1. Volume seminal e motilidade espermatica

Os resultados de volume do sémen produzido e da motilidade
espermadtica, as 28 e 29 semanas de idade dos reprodutores, estdo apresentados
nas Tabelas 5 e 6, respectivamente. Nao foi observada interacdo significativa
(P>0,05) entre as fontes de 6leo e os niveis de vitamina E para o volume de
sémen nas duas idades. As fontes de 6leo e os niveis de vitamina E na rac@o nao

influenciaram (P>0,05) o volume de sémen nas idades de 28 e 29 semanas.

Para a motilidade espermatica, foi observada interagdo significativa
(P<0,05) entre as fontes de 6leo e os niveis de vitamina E as 28 semanas de
idade, observando-se que, no nivel de 400 mg de vitamina E, a racdo
suplementada com 6leo de girassol promoveu uma motilidade espermatica maior

(P=0,08).
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A motilidade espermdtica na idade de 29 semanas ndo apresentou
interacdo significativa (P>0,05) das fontes de 6leo e niveis de vitamina E.
Entretanto, o dleo de girassol apresentou um valor numérico maior, nio
significativo (P>0,10) para este pardmetro no nivel de 400 mg de vitamina E,

acompanhando o resultado as 28 semanas de idade.

TABELA 5. Volume seminal de galos Lohman-LSL, em mL, as 28 e 29
semanas de idade, de acordo com as fontes de 6leo e niveis de
suplementacao de vitamina E.

Nivel de vitamina E (mg/kg)

Fonte de dleo 200 400 Média

VOLUME DE SEMEN AS 28 SEMANAS DE IDADE (mL)
Soja 0,13 0,13 0,13
Canola 0,11 0,10 0,10
Girassol 0,12 0,12 0,12
Média 0,12 0,12 0,12
Controle 0,10
CV (%) 27,9

VOLUME DE SEMEN AS 29 SEMANAS DE IDADE (mL)
Soja 0,15 0,17 0,16
Canola 0,12 0,13 0,13
Girassol 0,17 0,19 0,18
Média 0,15 0,16 0,15
Controle 0,14
CV (%) 28,2

O volume de sémen observado nos animais, neste trabalho, esta de
acordo com Rouvier et al.(1984) citados por Etches (1996), os quais relataram
uma variagdo entre 0,05 e 0,30 mL para galos leves. Em mamiferos, a maior
propor¢ao do volume seminal é origindria das glandulas acessérias (Hafez,

1982). Por outro lado, em aves, a auséncia de vesiculas seminais e glandula
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prostatica resulta em reduzido volume seminal, o qual é composto basicamente

de frutose, fosfatidilcolina e alguns eletrélitos (Parkhurst & Mountney, 1988).

TABELA 6. Motilidade espermdtica de galos Lohman-LSL, em percentagem,
nas 28" e 29" semanas de idade, de acordo com as fontes de 6leo e
niveis de suplementagdo de vitamina E.

Fonte de éleo Nivel de vitamina E (mg/kg)

200 400 Média

MOTILIDADE AS 28 SEMANAS DE IDADE (%)
Soja 84,5 83,3b 83,9
Canola 86,8 83,3b 85,0
Girassol 81,6 87,3a 84,3
Média 84,3 84,6 83,8
Controle 80,0
CV (%) 12,0

MOTILIDADE AS 29 SEMANAS DE IDADE (%)
Soja 85,8 80,4 83,5
Canola 85,4 82,1 83,8
Girassol 85,8 88,3 87,1
Média 85,6 83,6 84,3
Controle 81,6
CV (%) 10,5

Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem pelo teste Scott-
Knott (P<0,08)

Segundo Celeghini et al. (2000), a motilidade espermética e o volume
seminal ndo se correlacionam com o peso corporal em galos da linhagem
AgRoss. Diferente desse resultado,foi observado, neste estudo, que o peso
influenciou significativamente (P<0,01) o volume seminal as 29 semanas de
idade, com 2.145 (x115g) de peso corporal, comparado com o peso corporal de
2.098 (+117g) as 28 semanas de idade. Estes resultados sdo semelhantes aos

observados por Rouvier et al. (1984), citados por Etches, (1996), os quais
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observaram um aumento do volume seminal com o aumento do peso corporal,

dependendo da linhagem dos reprodutores.

A motilidade e o volume seminal ndo foram afetados pela adi¢cdo de 6leo
de linhaca (rico em 4cido alfa linolénico) em reprodutores da linhagem Cobb
que receberam suplementacdo (6%) das 24 as 72 semanas de idade, comparados
com 0s animais que receberam suplementacdo com 6leo de soja, rico em acido

linoléico (Kelso et al., 1997b).

Segundo Zanini (2001), o 6leo de girassol apresenta um teor bastante
elevado de 4cidos graxos poliinsaturados, o que pode ter promovido uma
viabilidade maior das células com conseqiiente maior motilidade. Neste
experimento, a suplementacdo de vitamina E na rac¢éo no nivel de 400 mg/kg no
Oleo de girassol pode melhorar a motilidade espermatica pela prote¢ao do
epitélio germinativo testicular contra a peroxidagcao dos lipideos de membrana.
Uma vez que o dleo de girassol apresenta uma maior proporcao de acidos graxos
poliinsaturados, em relagdo ao o6leo de soja e canola, a exigéncia por

antioxidante se torna maior.

4.2.2 Concentracao espermatica e nimero total de células

Os resultados de concentracdo espermdtica e numero total de
espermatozoides estdo apresentados nas Tabelas 7 e 8, respectivamente. Néo foi
observada interacdo significativa (P>0,05) entre as fontes de 6leo e os niveis de
vitamina E utilizados neste experimento sobre essas varidveis, nas idades de 28 e
29 semanas. Entretanto, a concentracio espermatica observada no nivel 200 mg
de vitamina E com 6leo de canola apresentou valor numérico maior, nio

significativo (P>0,05) comparado com os 6leos de soja e girassol as 29 semanas
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de idade. Biologicamente, este valor representa um aumento de milhdes de
espermatozodides nos animais que receberam este tratamento. A relacdo dcidos
graxos insaturados/acidos graxos saturados observada no 6leo de canola é maior
do que para os dleos de girassol e soja (Zanini, 2003). Este fator pode ter

promovido uma melhor relacio entre os dcidos graxos das séries n-6 e n-3.

TABELA 7. Concentragio espermdtica em galos Lohman-LSL, nas 28" e 29
semanas de idade, de acordo com as fontes de dleo e niveis de
suplementacao de vitamina E.

Nivel de vitamina E (mg/kg)

Fonte de dleo 200 400 Média
CONCENTRACAO ESPERMATICA AS 28 SEMANAS DE IDADE (x 10’
Soja 1,42 1,46 1,44
Canola 1,62 1,20 1,41
Girassol 1,32 1,46 1,39
Média 1,45 1,37 1,39
Controle 1,23

CV (%) 60,5
CONCENTRACAO ESPERMATICA AS 28 SEMANAS DE IDADE (x 10’
Soja 1,78 2,03 1,90
Canola 2,44 1,70 2,05
Girassol 1,83 1,68 1,76
Média 2,02 1,80 1,87
Controle 1,70
CV (%) 60,8

Diferentemente do volume seminal, a concentracio esperméatica
apresenta correlacdo significativa de 0,29, com o peso corporal em galos
(Celeghini et al., 2000). Isto estd de acordo com os resultados obtidos neste

trabalho, no qual se observou um efeito significativo do peso corporal sobre a
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concentracdo espermdtica (P< 0,05). Os animais mais pesados apresentaram

maior concentragdo espermadtica, independentemente do tratamento utilizado.

TABELA 8. Numero de células espermadticas totais em galos Lohman- LSL,
nas 28" e 29" semanas de idade, de acordo com as fontes de dleo e
niveis de suplementagdo de vitamina E.

Nivel de vitamina E (mg/kg)

Fonte de dleo 200 400 Média

NUMERO DE CELULAS TOTAIS AS 28 SEMANAS DE IDADE (x 10’
Soja 18,8 20,4 19,6
Canola 18,8 15,6 17,2
Girassol 21,2 21,9 21,5
Média 19,6 19,3 18,7
Controle 14,4
CV (%) 50,4

NUMERO DE CELULAS TOTAIS AS 29 SEMANAS DE IDADE (x 10’
Soja 23,0 35,0 29,2
Canola 35,9 24,8 30,4
Girassol 32,8 29,1 31,1
Média 30,6 29,6 29,3
Controle 24,0
CV (%) 43,2

Segundo Surai et al. (2000b), a concentracio espermadtica e o nimero de
células totais de galos da linhagem Ross suplementados com 6leos de milho
(rico em &cido linoléico), 6leo de Arasco (rico em dcido araquiddnico) e 6leo de
Tuna orbital (rico em acido docosahexaendico) com suplementacdo de vitamina
E nos dois dltimos, ndo apresentaram diferencas significativas entre os
tratamentos as 26 semanas de idade. Esses autores mencionam que o resultado
da concentracdo espermdtica estd diretamente relacionado ao volume seminal.

Da mesma forma, Celeghini et al. (2000) observaram uma correlagcdo positiva
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significativa entre o volume seminal, concentragdo espermadtica e nimero de

células totais em galos.

Em trabalhos realizados com suinos, por Brezezinska-Slebodzinska et
al. (1995), foi observado que a concentracdo espermdtica aumentou com a
suplementacdo de vitamina E na racdo de suinos. Por outro lado, segundo
Klasing (1998), altos niveis de vitamina E podem causar deficiéncia de outras
vitaminas lipossoldveis, como, por exemplo, a vitamina A que tem um papel
importante na protecdo do epitélio germinativo e manutencdo da integridade das

células produtoras de testosterona nos machos.

4.2.3 Morfologia espermatica

Os dados de morfologia espermadtica incluindo anormalidades de cabeca,
cauda, presenca de gota e o total de espermatozdides anormais, estdo
apresentados na Tabela 9.

Nao foi observado efeito significativo (P>0,05) do peso corporal dos
animais sobre estes pardmetros. A interacdo entre as fontes de 6leo e os niveis de
vitamina E ndo foi significativa (P>0,05) para estes parametros.

As anormalidades espermdticas sdo incompativeis com a fertilidade, a
despeito dos parametros fisicos do sémen. Em mamiferos, a percentagem de
alteracdes morfoldgicas totais € um pardmetro importante para determinar a
escolha dos melhores reprodutores. Murgas (1999) relata que, para manter uma
taxa de fertilidade constante, a percentagem total de espermatozédides com
alteracdes morfoldgicas, em suinos, ndo deve ultrapassar 20% do nimero total

de espermatozéides por ejaculado.
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TABELA 9. Morfologia espermatica de galos Lohman-LSL, em percentagem
na 29° semana de idade, de acordo com as fontes de 6leo e niveis de
suplementacio de vitamina E.

Nivel de vitamina E (mg/kg)

Fonte de oleo 200 400 Média
CABECAS ANORMAIS DOS ESPERMATOZOIDES (%)

Soja 2.4 3,8 31
Canola 3,1 2,1 2,6
Girassol 3,2 2.1 2,6
Média 2,9 2,7 2,9
Controle 3,4

CV (%) 44,8

CAUDAS ANORMAIS DOS ESPERMATOZOIDES (%)

Soja 1,80 2.4 2,1
Canola 22 2,2 2,2
Girassol 2.5 272 2,5
Média 2,2 2,3 2,3
Controle 3,1

CV (%) 51,7

PRESCENCIA DE GOTA DOS ESPERMATOZOIDES (%)

Soja 4.5 6,6 5,5
Canola 52 4,6 4,9
Girassol 3,5 4.5 4,0
Média 4,4 53 4,9
Controle 5,2

CV (%) 29,3

TOTAL DE ESPERMATOZOIDES ANORMALIS (%)

Soja 8,7 12,7 10,7
Canola 10,4 8.8 9,6
Girassol 92 8,8 9,0
Média 9.4 10,1 10,1
Controle 11,7

CV (%) 24,8
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Trabalhos abordando a morfologia espermatica em galos sdo bastante
escassos e em menor nimero ainda s@o os que relacionam esses achados aos
problemas reprodutivos de um plantel.

Em trabalho realizado por Jaenisch (1998), utilizando galos da linhagem
de corte Peterson, foi observado que as variacdes no peso corporal
comprometem as morfologias espermaticas de galos, sendo mais evidente em
galos com excesso de peso. Esses autores observaram um maximo de 11,21% de
alteracdes espermaticas totais nos galos mais pesados. A média de alteragcdes
totais observadas no presente trabalho foi de 10,1%.

Wishart (1984) observou que os niveis de perdxidos enddgenos
formados no s€men de galos ndo afetaram a motilidade espermatica e nem a
morfologia dos espermatozéides. Entretanto, Jones & Mann (1977) observaram
alteracdes morfoldgicas nos espermatozdides de carneiros, provavelmente

causadas pela peroxidacdo enddgena dos fosfolipideos.

4.2.4 Taxa de resisténcia osmética e termorresisténcia espermatica

Os dados de taxa de resisténcia osmoética da membrana e
termorresisténcia dos espermatozoéides estdo apresentados na Tabela 10. Nao foi
observado efeito significativo (P>0,05) do peso corporal dos animais sobre estes
parametros. A interacdo entre as fontes de 6leo e os niveis de vitamina E ndo foi
significativa (P>0,05) para estes parametros. As fontes de dleos utilizadas neste
experimento ndo influenciaram significativamente (P>0,05) estas varidveis;
entretanto, quando comparadas com o tratamento controle (sem adigdo de 6leo e
vitamina E) houve diferenga significativa (P<0,05) para a termorresisténcia dos
espermatozéides. O uso de qualquer fonte de dleo promoveu um aumento na

termorresisténcia dos espermatozoéides.
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TABELA 10.-A taxa de resisténcia osmdética e termorresisténcia dos
espermatozéides de galos Lohman-LSL, em percentagem na 29°
semana de idade, de acordo com as fontes de Sleo e niveis de
suplementacdo de vitamina E.

Nivel de vitamina E (mg/kg)

Fonte de dleo 200 200 Média
TAXA DE RESISTENCIA OSMOTICA (%)
Soja 43,8 40,0 41,9
Canola 35,0 44.4 39,7
Girassol 43,1 44.4 43,8
Meédia 40,6 429
Controle 41,25
CV (%) 21,6
TERMORRESISTENCIA (%)

Soja 72,50 60,00 66,25a
Canola 58,75 61,25 60,00a
Girassol 68,75 58,75 63,75a
Média 66,67 60,00
Controle 47,50b
CV (%) 19,81

“*Médias seguidas de letra distintas diferem pelo teste Scott-Knott (P<0,05)

A composicdo dos 6leos, em termos de acidos graxos poliinsaturados,
independentemente da proporcdo entre as séries n-6 e n-3 encontradas em cada
uma das fontes, pode ter promovido uma maior estabilidade das membranas
espermaticas, levando a uma maior resisténcia dessas células a temperatura
elevada.

Segundo Kelso et al. (1997a), existem diferencas na porcentagem e
composi¢do dos dcidos graxos da membrana espermdtica entre aves e
mamiferos. Estd caracteristica, associada a elevada temperatura corporal das
aves em rela¢do aos mamiferos (41°C e 37°C), pode resultar em manuteng¢io
adequada das propriedades biofisicas das membranas dos espermatozéides nos

galos.
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A utilizacdo de 6leo na racdo, como fonte de dcidos graxos, pode ter
promovido a incorporacdo desses dcidos graxos nas membranas espermadticas,
principalmente o dcido araquidonico (22:4n-6). Segundo Surai et al. (1998), os
espermatozdides de perus e galos sdo caracterizados por conterem uma elevada
propor¢do de acidos graxos poliinsaturados, principalmente araquidonico e
docosatetraendico. Por outro lado, os espermatozdides de mamiferos contém
uma propor¢do maior de 4cidos graxos poliinsaturados da série n-3
(docosahexandico), segundo Kelso et al. (1997b).

Murgas (1999), adicionando 6leo de soja como fonte de dcidos graxos
essenciais na racdo de reprodutores suinos, ndo observou efeito sobre a
termorresisténcia dos espermatozéides quando comparado com reprodutores que
ndo receberam o 6leo de soja. O dleo de soja contém maior propor¢ao de dcidos
graxos da série n-6 em relac@o a série n-3. Isto pode ter promovido uma menor
incorporagdo dos 4cidos graxos da série n-3, os quais sdo importantes na
manutencao da integridade das membranas dos espermatozdides de mamiferos.

No presente estudo, mesmo com a maior termorresisténcia espermatica
observada, a taxa de resisténcia osmética ndo foi afetada pela adicdo de dleos
como fonte de dcidos graxos essenciais. Isto indica que a maior estabilidade de
membrana provocada pela adicdo dos 6leos nao protege os espermatozodides

contra a variagdo osmética do meio.

4.3 Desenvolvimento testicular

Os dados de peso corporal e pesos testiculares estdo apresentados na
Tabela 11. Nao foi observada interagdo significativa (P>0,05) entre as fontes de
6leo utilizadas e os niveis de vitamina E para o peso corporal. Entretanto, para o

peso dos testiculos direito e esquerdo houve interacdo significativa (P<0,05). A
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andlise de varidncia mostrou que houve diferenca significativa (P<0,05) para o

peso corporal entre as fontes de 6leos usadas neste experimento.

TABELA 11.- Peso corporal, peso do testiculo direito (PTD) e peso do testiculo
esquerdo (PTE), em gramas, de galos Lohman LSL com 30
semanas de idade, de acordo com as fontes de 6leo € niveis de
suplementacio vitamina de E.

Nivel de vitamina E (mg/kg)

Fonte de dleo 200 200 Média
PESO CORPORAL (g)
Soja 2197,5 2170,0 2183,8 b
Canola 2163,3 2057,5 2102,9c¢
Girassol 2217,5 2230,0 2223,8 a
Média 21928 A 2152,5B -
Controle 2226,3
CV (%) 4,1
PESO DE TESTICULO DIREITO (g)
Soja 17,00a 16,91 16,95
Canola 17,73a 16,94 17,27
Girassol 16,19b 16,90 16,54
Média 16,97 16,91 -
Controle 16,85
CV (%) 15,3
PESO DO TESTICULO ESQUERDO (g)

Soja 16,26 b 18,10 17,18
Canola 18,71 a 17,05 17,76
Girassol 16,96 b 17,76 17,36
Média 17,31 17,64 -
Controle 17,29
CV (%) 18,4

®Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem estatisticamente, pelo
teste Scott-Knott (P<0,05).

ABMédias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem estatisticamente, pelo teste
Scott-Knott (P<0,05).

Os animais que consumiram ragdo suplementada com dleo de girassol

apresentaram maior peso corporal ao abate as 30 semanas de idade. Por outro
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lado, a suplementacio da racdo com 6leo de canola promoveu redu¢do no peso

corporal dos reprodutores.

Alguns trabalhos realizados com leitdes tém mostrado que o baixo
conteido de 4cido ericico encontrado no Oleo de canola (0,5-2,0%) é
responsdvel pela reducdo no nimero de plaquetas e conseqiientes alteracdes
cardiovasculares, além de promover uma reducio, ndo significativa, no peso
corporal desses animais (Kramer et al., 1998; Innis & Dyer, 1999; Green &
Innis, 2000). Pode-se sugerir que o dcido ertcico residual no déleo de canola atua

como fator antinutricional; entretanto, ainda existe pouca literatura relacionando

os efeitos que essa substincia possa exercer sobre o ganho de peso em aves.

Em trabalhos realizados por Ajuyah et al. (1993) comparando dietas
com dois niveis de 6leo de canola mais farelo de canola, observou-se que a
inclusdo de 6leo de canola e de produtos a base de linhaca deprimiram a taxa de

crescimento em frangos de corte.

Independentemente da fonte de 6leo utilizada neste estudo, o nivel de
200 mg de vitamina E proporcionou maior peso corporal dos reprodutores as 30
semanas de idade. Segundo Combs (1992), o aumento dos niveis de vitamina E
na alimentacdo pode exercer um antagonismo sobre outras vitaminas
lipossoluveis (A, D e K), além de causar alteragdes gastrointestinais que podem

comprometer o consumo de alimento e, conseqiientemente, o peso corporal.

O peso testicular (testiculos direito e esquerdo) foi maior (P<0,05) nos
animais que consumiram rag@o suplementada com 6leo de canola no nivel de
200mg de vitamina E. Entretanto, e o peso do testiculo direito dos animais que
consumiram a racdo suplementada com Oleo de soja ndo variou
significativamente do peso testicular para os animais que receberam o déleo de
canola. Apesar da literatura citar uma elevada correlagdo positiva entre o peso

corporal e peso testicular (Etches, 1996), o 6leo de canola proporcionou elevado
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peso testicular nos animais que apresentaram menor peso corporal. Segundo
Zanini et al. (2003), o dleo de canola promove maior taxa de fertilidade do
sémen de galos reprodutores leves. Segundo esses autores, a relacdo entre os
acidos graxos insaturados e acidos graxos saturados, observada no dleo de
canola, pode proporcionar maior estabilidade das membranas celulares e,
conseqiientemente, promover maior crescimento do epitélio testicular, com
maximizagdo das propriedades funcionais das membranas das células

espermaéticas.

4.4 Avaliacio histologica testicular

Os dados de histologia testicular estdo apresentados nas Tabelas 12 e
13. Nao foi observada interacdo significativa (P>0,05) entre as fontes de 6leo
utilizadas e os niveis de vitamina E para essas varidveis. O didmetro dos tibulos
seminiferos nao foi influenciado significativamente (P>0,05) pelas fontes de
6leo nem os niveis de vitamina E, utilizados neste experimento. Por outro lado, a
espessura do epitélio seminifero sofreu influéncia significativa (P<0,05) das
fontes de 6leo utilizadas. Os animais que receberam ragdes suplementadas com
6leo de soja e de canola apresentaram maior espessura do epitélio seminifero.
Como observado na Tabela 13, o peso testicular dos animais que receberam a
racdo com Oleo de soja e canola no nivel de 200 mg de vitamina E, foi maior.
Provavelmente, a maior espessura do epitélio seminifero maior observada nesses

animais pode ter influenciado o peso testicular.

Em estudo realizado por Artoni et al. (1999) avaliando a histologia
testicular de codornas (coturnix coturnix japonica) influenciadas pelo
fotoperiodo, observou-seque o peso testicular apresentou relacdo significativa

com a atividade espermatogénica. Nesse estudo, a maior atividade
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espermatogénica foi determinada pelo aumento na espessura do epitélio
seminifero ou germinativo.
TABELA 12. Diametro dos tdbulos seminiferos e espessura do epitélio

seminifero de galos Lohman LSL, em wm, de acordo com as fontes
de 6leo e niveis de suplementagdo vitamina de E.

Nivel de vitamina E (mg/kg)

Fonte de dleo 200 200 Média
DIAMETRO DOS TUBULOS SEMINIFEROS (uM)
Soja 278,2 279,9 279,1
Canola 275,6 2717,3 276,5
Girassol 277,5 275.,9 276,7
Média 277,1 277,7 -
Controle 288.,3
CV (%) 12,81
ESPESSURA DO EPITELIO SEMINIFERO (uM)

Soja 101,1 96,5 98,8 a
Canola 95,5 91,5 93,5b
Girassol 89,8 92,7 91,2 b
Média 95,5 93,6 -
Controle 91,7b
CV (%) 18,92

®Médias seguidas de letras distintas diferem pelo teste Scott-Knott (P<0,05).

O numero de células avaliadas no epitélio seminifero ndo foi
influenciado pelos tratamentos (P>0,05). Os valores observados para
esses parametros foram semelhantes aos encontrados nos animais que
receberam a rag¢do controle. Supde-se que a maior espessura do epitélio
seminifero observada nos animais que consumiram as racodes
suplementadas com 6leo de soja (Tabela 12) possa ser resultado de uma

maior atividade metabdlica celular e ndo motivada por uma hiperplasia
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celular. Neste caso, pode ter ocorrido uma hipertrofia da célula de Sertoli

com maior atividade metabdlica.

TABELA 13.- Numero de células de Sertoli, espermatogdnias e espermatides
arredondadas por tibulo seminifero de galos Lohman LSL de
acordo com as fontes de 6leo e niveis de suplementagdo vitamina

de E.
i Nivel de vitamina E (mg/kg)
Fonte de 6leo 200 400 Media
NUMERO DE CELULAS DE SERTOLI
Soja 11,60 11,35 11,48
Canola 11,38 11,65 11,51
Girassol 11,50 11,35 11,43
Média 11,49 11,45 -
Controle 11,95
CV% 12,52
NUMERO DE ESPERMATOGONIAS
Soja 1,45 1,35 1,40
Canola 1,43 1,43 1,43
Girassol 1,45 1,53 1,49
Média 1,44 1,44 -
Controle 1,68
CV% 50,34
NUMERO DE ESPERMATIDES ARREDONDADAS

Soja 43,18 45,58 44,37
Canola 45,50 44,00 44,75
Girassol 45,70 44,98 45,34
Média 44,79 44,85 -
Controle 42,40
CV% 14,62
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4.5 Niveis de triglicerideos e colesterol

Os dados de niveis de triglicerideos e colesterol no plasma dos galos
reprodutores estdo apresentados na Tabela 14. Foi observado efeito significativo
(P<0,01) do peso corporal dos animais sobre estes parametros. A interacio entre
as fontes de 6leo e os niveis de vitamina E ndo foi significativa (P>0,05) para os
niveis de triglicerideos e colesterol. Os tratamentos testados ndo influenciaram
significativamente (P>0,05) estas varidveis. Entretanto, houve diferenca
significativa (P<0,05) entre os niveis de vitamina E, independentemente das
fontes de odleo, sendo que, ao nivel de 200 mg, os niveis de triglicerideos e

colesterol foram menores que ao nivel de 400 mg.

TABELA 14. Nos niveis de triglicerideos e colesterol no sangue de galos
Lohman-LSL, em mg/dl, na 30" semana de idade, de acordo com as fontes de
6leo e niveis de suplementacdo vitamina de E.

Nivel de vitamina E (mg/kg)

Fonte de dleo 200 200 Média
NIVEIS DE TRIGLICERIDEOS NO SANGUE (mg/dl)
Soja 98,00 128,25 113,13
Canola 106,00 108,75 107,38
Girassol 100,75 121,25 111,25
Média 101,58b 119,58a
Controle 114,75
CV (%) 17,67
NIVEIS DE COLESTEROL NO SANGUE (mg/dl)
Soja 110,50 115,25 112,88
Canola 114,75 124,00 119,38
Girassol 106,75 123,25 115,00
Média 110,66b 120,83a
Controle 111,0
CV (%) 8,96

®Médias seguidas de letras distintas diferem pelo teste Dunnet (P<0,05).
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Em trabalho realizado por Zanini et al. (2003), a ingestdo de racdo
suplementada com 6leo de soja resultou em aumento do contetddo de lipideos
totais e colesterol no sangue quando comparado a outras fontes de 6leo.

Os animais mais pesados apresentaram niveis maiores de triglicerideos e
colesterol. Estes resultados estdo de acordo com os relatados por Sousa (2002),
que observou um aumento da colesterolemia e dos niveis sanguineos de lipideos

totais em suinos com pesos variando entre 70 e 100 kg.

Em estudo realizado com ratos machos, foi observado que os niveis de
colesterol e triglicerideos plasméticos foram reduzidos quando os animais
receberam suplementacdo com Oleo de peixe, rico em n-3, a 6% (Zak et al.,
1990). Entretanto, no presente estudo, nio foi observada diferenca significativa
nos niveis dessas varidveis entre as fontes de 6leo e o controle, provavelmente
pela reduzida quantidade de dcidos graxos da série n-3 observada nos 6leos aqui
utilizados.

As aves, por possuirem um sistema linfatico rudimentar, t€ém o figado
como o primeiro tecido exposto aos lipideos absorvidos da dieta, isso significa
que , os lipideos da dieta caem na circulagdo porta-hepatica, por meio de
portomicrons e sua passagem pelo figado faz com que este modifique a
composi¢do dos dcidos graxos dos triglicerideos antes de fornecé-los para outros
tecidos, por meio da lipoproteina de densidade muito baixa. Isto ndo acontece
em mamiferos, nos quais os dcidos graxos da dieta entram nos quilomicrons, que
deixam os intestinos via linfa e, posteriormente, ganham a circulagio sistémica,
onde muitos tecidos os retiram sem modificagdo prévia feita pelo figado (Zanini,
2001). Dessa forma, possivelmente, no presente estudo, os niveis de
triglicerideos e colesterol se mantiveram constantes, sem apresentar diferencas,

entre os tratamentos.
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Segundo Harper (1982), a LDL (lipoproteina de baixa densidade) € a
mediadora da captacdo do colesterol e de ésteres do colesterol por muitos
tecidos. O colesterol livre € removido dos tecidos pela HDL (lipoproteina de alta
densidade) e transportado para o figado para conversdo aos acidos biliares, no
processo conhecido como o transporte reverso do colesterol. A vitamina E € um
antioxidante que evita a oxidacdo e a presenca de radicais livres dos lipideos do
LDL-colesterol para evitar a formacdo do colesterol ruim. Por isso, maiores
niveis de vitamina E também protegem o HDL que, possivelmente, ajuda a

remocao do colesterol dos tecidos, aumentando o nivel de colesterol no sangue.

4.6 Taxa de fertilidade

Os dados de taxa de fertilidade estdo apresentados na Tabela 15. Nao
foi observada interagdo significativa (P>0,05) entre as fontes de 6leo e os niveis
de vitamina E utilizados neste experimento sobre essa varidvel, assim como

também os tratamentos nao a influenciaram (P>0,05).

Uma vez que a motilidade espermdtica e a termorresisténcia dos
espermatozoides foram afetadas pelos tratamentos neste estudo, esperava-se que
a fertilidade fosse maior para os animais que receberam os melhores tratamentos
para as varidveis citadas. Entretanto, isto ndo aconteceu, provavelmente por
influéncia da elevada concentracio espermatica na dose inseminante usada neste

experimento (150 milhdes de espermatozéides).
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TABELA 15. Fontes de dleo e niveis de suplementacdo de vitamina E sobre a
taxa de fertilidade dos espermatozéides de galos Lohman-LSL,
em percentagem, na 32" semana de idade.

Fonte de 6leo Nivel de vitamina E (mg/kg)

200 400 Média
TAXA DE FERTILIDADE %

Soja 61,43 70,00 67,71
Canola 53,33 75,00 64,17
Girassol 61,43 62,90 62,17
Média 59,00 69,60
Controle 60,00
CV (%) 31,19

Em todas as aves domésticas, a concentracdo da dose inseminante varia

entre 50 e 200 milhdes de espermatozdides (Etches 1996).

Segundo Sexton (1977), citado por Etches (1996), a taxa de fertilidade
Otima, na inseminagdo artificial, depende de vdrios fatores, como a idade do
galo, da galinha, método de coleta de s€men, intervalo entre coleta e
inseminacdo, técnica de inseminagdo e qualquer outro fator que afeta a

capacidade de fertilizagao.

As baixas taxas de fertilidade observadas neste estudo podem ter sido
ocasionadas pela idade das galinhas, as quais se encontravam no inicio do

primeiro ciclo de postura.

Em trabalhos realizados por Kelso et al. (1997c) utilizando galos da
linhagem Cobb suplementados com 6leo de soja e linhaga, observou-se um
aumento da taxa de fertilidade as 39 semanas de idade nos animais que

receberam o 6leo de linhaca (rico em dcidos graxos da série n-3).

A maior propor¢do de dcido araquiddnico observada nos

espermatozoides de galos, apresentou uma significante correlacdo negativa com
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a idade do animal, mas, correlacdo positiva com a motilidade e a capacidade

fertilizante do espermatozoéide (Cerolini et al., 1997a).

Ragdes suplementadas com Oleos ricos em acidos graxos melhoram a
capacidade fertilizante do sémen de galos a partir das 39 semanas de idade,

segundo Blesbois et al. (1997).
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5 CONCLUSAO

Nas condi¢des que foi realizado o experimento e pelos resultados
obtidos concluiu-se que qualquer fonte dleo das utilizadas neste estudo pode ser
adicionada a racd@o de galos reprodutores sem necessidade de elevados niveis de

vitamina ‘E”.
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TABELA 1A. Quadrados médios da andlise de varidncia para o consumo de
racdo didrio e ganho de peso total de galos Lohmann LSL.

FONTES DE GL CONSUMO DE GANHO DE
VARIACAQO o RACAO PESO
Bloco 3 083114,5* 6795,1**
Fontes de 6leo 2 62854,9 26979,9*
Niveis de vitamina 1 2808,3 890,5

F. Oleo x N. Vitamina 2 311399,2* 27,3
Erro 103 736717,6 3140,6
CV (%) 6,80 17,80

TABELA 2A. Quadrados médios da andlise de varidncia para o peso do
testiculo direito e esquerdo, de galos Lohmann LSL, as 30
semanas de idade.

PESO PESO

E,XEITEE i)(l)i G.L. TESTICULO TESTICULO

DIREITO ESQUERDO
Bloco 3 24,613 42,8211%
Fontes de 6leo 2 0,9022 0,8757
Niveis de vitamina 1 0,00012 0,6489
F. Oleo x N. Vitamina 2 0,798 5,5977
Erro 18 6,686 10,084
CV (%) 15,3 18,4

TABELA 3A. Quadrados médios da andlise de varidncia para o volume e a
motilidade, de galos Lohmann LSL, as 28 semanas de idade.

FONTES DE

VARIAC 10 G.L. VYOLUME MOTILIDADE
Bloco 3 0,02909* 117,768
Fontes de dleo 2 0,00347 4,158
Niveis de vitamina 1 0,00079 0,00007

F. Oleo x N. Vitamina 2 0,0025 125,673
Erro 68 0,08291 102,581

CV (%) 27,88 12,07

64



TABELA 4A. Quadrados médios da andlise de varidncia para o volume e a
motilidade espermadtica, de galos Lohmann LSL, as 29 semanas

de idade.
FONTES DE
VARIAC 10 G.L. VYOLUME MOTILIDADE
Bloco 3 0,0148* 30,637
Fontes de dleo 2 0,02 133,569
Niveis de vitamina 1 0,0085 84,931
F. Oleo x N. Vitamina 2 0,00154 70,224
Erro 68 0,0113 78,453
CV (%) 28,21 10,54

TABELA 5A. Quadrados médios da andlise de varidncia para a concentragio
espermdtica e nimero de células totais, de idade de galos
Lohmann LSL,as 28 semanas de idade.

FONTES DE ~ NUMERO DE
VARIACAO G.L. CONCENTRACAO CELULAS T.
Bloco 3 0,3840 5,3196
Fontes de 6leo 2 0,0168 1,1569
Niveis de vitamina 1 0,0899 0,1368
F. Oleo x N. Vitamina 2 0,4983 1,8854
Erro 68 0,699 3,7708
CV (%) 60,5 50,36

TABELA 6A. Quadrados médios da andlise de varidncia para a concentragdo
espermadtica e nimero de células totais as 29 semanas de idade

de galos Lohmann LSL.
FONTES DE - NUMERO DE
VARIACAO G1L. CONCENTRACAO CELULAST.
Bloco 3 2,6660 15,9188*
Fontes de 6leo 2 0,2250 0,7299
Niveis de vitamina 1 0,5490 0,4830
F. Oleo x N. Vitamina 2 1,1890 9,8461
Erro 68 1,26 4,5917
CV (%) 60,8 43,17
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TABELA 7A. Quadrados médios da andlise de varidncia para o didmetro do
tibulo seminifero e para a espessura do epitélio seminifero, de
galos Lohmann LSL, as 30 semanas de idade.

FONTES DE GL D. TUBULO E.EPITELIO
VARIACAO o SEMINIFERO SEMINIFERO
Bloco 3 0,02515 0,04004
Fontes de 6leo 2 0,03107 0,22246*
Niveis de vitamina 1 0,00010 0,00685

F. Oleo x N. Vitamina 2 0,00694 0,03918
Erro 260 0,21589 0,05364
CV (%) 12,81 18,92

TABELA 8A. Quadrados médios da andlise do nimero de células de Sértoli e o
nimero de espermatogdnias de galos Lohmann LSL, as 30
semanas de idade.

FONTES DE GL N. CELULAS N. ESPERMATIDES
VARIACAQO " DE SERTOLI ARREDONDADAS
Bloco 3 1,3088 28,3293

Fontes de 6leo 2 0,1797 13,1197

Niveis de vitamina 1 0,0382 4,5542

F. Oleo x N. Vitamina 2 1,3747 70,7511

Erro 260 2,0864 42,3288

CV (%) 12,52 14,62

TABELA 9A. Quadrados médios da andlise de varidncia para o nimero de
espermatides arredondadas de galos Lohmann LSL, as 30
semanas de idade.

FONTES DE VARIACAO G.L. N. ESPERMATOGONIAS
Bloco 3 0,1053
Fontes de déleo 2 0,1137
Niveis de vitamina 1 0,0027
F. Oleo x N. Vitamina 2 0,1547
Erro 260 0,5487
CV (%) 50,34
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TABELA 10A. Quadrados médios da andlise de varidncia para a taxa de
resisténcia osmdtica e a taxa de resisténcia ao calor de galos

Lohmann LSL.
FONTES pE GL T.RESISTENCIA T.TERMORRE-
VARIACAO o OSMOTICA SISTENCIA
Fontes de dleo 2 33,0720 79,16676
Niv/eis de vitamina 1 31,5100 266,6666
F. Oleo x N. Vitamina 2 87,7600 129,1666
Erro 18 81,0019 144,4444
CV (%) 21,585 19,81

TABELA 11A. Quadrados médios da andlise de variancia para a anormalidade
de cabeca e cauda do espermatozéide, de galos Lohmann
LSL, as 29 semanas de idade.

FONTES DE GL ANORMALIDA ANORMALIDADE
VARIACAO o DE CABECA CAUDA
Bloco 3 0,0093 0,0049
Fontes de 6leo 2 0,0007 0,0001

Niveis de vitamina 1 0,0101 0,0005

F. Oleo x N. Vitamina 2 0,0093 0,0012

Erro 74 0,0048 0,005

CV (%) 44,8 51,69

TABELA 12A. Quadrados médios da andlise de variancia para a presencia de
gota e a anormalidade total, de galos Lohmann LSL, as 29
semanas de idade.

FONTES DE GL PRESENCIA ANORMALIDADE
VARIACAO o GOTA TOTAL
Bloco 3 0,0028 0,1057
Fontes de 6leo 2 0,0053 0,0020
Niveis de vitamina 1 0,0058 0,0013

F. Oleo x N. Vitamina 2 0,0068 0,0147

Erro 74 0,0040 0,0061

CV (%) 29,93 24.81
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TABELA 13A. Quadrados médios da andlise de varidncia para o nivel de
triglicerideos e colesterol no sangue, de galos Lohmann LSL,
as 30 semanas de idade.

FONTES DE GL TRIGLICERIDEOS COLESTEROL
VARIACAO o SANGUINEO SANGUINEO
Bloco 3 3542,769* 1190,650*
Fontes de déleo 2 137,0820 91,2150
Niveis de vitamina 1 3669,236* 564,234%*

F. Oleo x N. Vitamina 2 113,1340 64,4100
Erro 17 385,8260 106,3700
CV (%) 17,67 8,96

TABELA 14A. Quadrados médios da andlise de varidncia para taxa de
fertilidade, de galos Lohmann LSL, as 32 semanas de idade.

FONTES DE

VARIAC 10 G.L. TAXA DE FERTILIDADE
Fontes de 6leo 2 65,598

Niveis de vitamina 1 1194,11

F. Oleo x N. Vitamina 2 348,418

Erro 22 406,692

CV (%) 31,19
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