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RESUMO

EFEITO DA SUPLEMEN'I:A(;AO DIETETICA DE ANTIOXIDANTES SOBRE
OS PARAMETROS REPRODUTIVOS DE GALOS

AUTORA: Catiane Orso
ORIENTADOR: Dr. Alexandre Pires Rosa

O objetivo deste estudo foi determinar os efeitos de diferentes antioxidantes sobre as caracteristicas
seminais de machos White Plymouth Rock da 53% — 722 semanas de idade. Foram realizados trés
experimentos: Experimento | (200 mg de vitamina E/kg/racdo), Experimento Il (0,4 mg de
selénio/kg/racdo) e Experimento Il (6 mg de cantaxantina/kg/racdo). Foram selecionados 32 machos,
distribuidos em delineamento inteiramente casualizado, com 16 repeti¢des por tratamento. Dois tratamentos
foram utilizados: dieta controle negativo e suplementado com o aditivo antioxidante. As dietas foram
isonutritivas, sendo permitido acesso, ad libitum, dgua e racdo. A fase experimental foi dividida em 5
periodos de 28 dias. Os parametros avaliados foram: peso corporal, consumo de ragdo, peroxidacao lipidica
(TBARS) e perfil de &cidos graxos (mensurados ao final dos periodos). Também foi determinado o volume
de ejaculado, motilidade, vigor, alteracGes morfoldgicas, pH e concentracdo espermética (mensurados 2
vezes ao periodo). Os dados foram submetidos a analise de variancia através do programa SAS (2011),
considerando estatisticamente diferente ao nivel de 5% de significancia. A vitamina E aumentou o consumo
alimentar (P<0,05), sem afetar o peso corporal (P>0,05). Os machos suplementados com vitamina E
apresentaram menor volume seminal no periodo V (P=0,0295). A motilidade e o vigor espermatico
aumentaram significativamente com a inclusdo da vitamina E a partir do periodo Il (P<0,05). O pH do
sémen ndo foi influenciado pela adi¢do de vitamina E (P>0,05). A adicdo de vitamina E melhorou a
concentragdo de espermaética nos dois Ultimos periodos analisados, (P=0,0001) e (P=0,0038), periodo 1V e
periodo V, respectivamente, compreendendo o intervalo entre a 652 e a 722 semana de idade. Os defeitos
morfolégicos totais (P=0,0589), ndo foram minimizados com a adi¢do da vitamina E. A vitamina E
diminuiu a oxidacdo lipidica (TBARS), modificando o perfil de &cidos graxos do sémen (P<0,05). O
consumo de ragdo, peso corporal, volume seminal, concentracdo espermatica, defeitos morfolégicos e o pH
ndo foram influenciados pela adi¢do de selénio na dieta (P>0,05). A motilidade e o vigor espermatico foram
aumentados com a inclusdo de selénio, nos periodos 11, 111 e IV, compreendendo o intervalo entre a 572 e
682 semana de idade (P<0,05). O TBARS do sémen de machos suplementado com selénio, foi menor no
periodo experimental total (P=0,0331). Houve altera¢des lipidicas, principalmente nos &cidos graxos
insaturados de cadeia longa para a suplementagdo com selénio (P<0,05). N&o houve altera¢cdo no consumo
de racdo, volume seminal e na concentragdo espermatica pela inclusdo de cantaxantina na dieta (P>0,05).
Os machos apresentaram menor peso corporal no Gltimo periodo pela inclusdo de cantaxantina (P<0,05).
A motilidade espermatica foi maior nos galos suplementados com cantaxantina nos periodos II, 11l e IV
(P<0,05), compreendendo as semanas 572 e 682. O vigor espermatico foi significativamente aumentado com
ainclusdo da cantaxantina, apds o segundo periodo de avaliagdo, 0 que corresponde ao intervalo da 578-722
semana de idade (P<0,05). O pH seminal foi menor no periodo V ao adicionar cantaxantina na dieta
(P=0,0234). O TBARS ndo diminuiu com a suplementacdo de cantaxantina (P>0,05). Houve alteracdes
significativas no perfil de &cidos graxos com a adi¢do da cantaxantina (P<0,05). Os antioxidantes testados
melhoram a qualidade do sémen dos machos avicolas, principalmente os parametros de motilidade e vigor
espermatico. Isso permite um maior potencial de fertilizacdo pelo espermatozoide. A vitamina E e o selénio
reduzem a peroxidacdo lipidica do sémen. As alteracdes no perfil lipidico pela adigdo dos antioxidantes
foram percebidas principalmente nos acidos graxos insaturados de cadeia com 20 e 22 carbonos importantes
para a fertilidade.

Palavras-chave: cantaxantina. desempenho reprodutivo. machos. selénio. vitamina E.



ABSTRACT

EFFECT OF DIETARY SUPPLEMENTATION OF ANTIOXIDANTS ON THE
REPRODUCTIVE PARAMETERS OF ROOSTERS

AUTHOR: CATIANE ORSO
ADVISER: Dr. ALEXANDRE PIRES ROSA

The objective of this study was to determine the effects of different antioxidants on the seminal
characteristics of White Plymouth Rock roosters from the 53" to the 72" week of age. Were conducted
three experiments: experiment | (200 mg of vitamin E/kg/feed), experiment 11 (0.4 mg of selenium/kg/feed)
and experiment 111 (6 mg of canthaxanthin/kg/feed). A total of 32 roosters were selected, distributed in a
completely randomized design, with 16 replicates per treatment. Two treatments were used: negative
control diet and supplemented with the antioxidant additive. The diets were isonutritivas, being allowed
access, ad libitum, water and feed. The experimental phase was divided into 5 periods of 28 days. The
parameters evaluated were: body weight, feed intake, lipid peroxidation (TBARS) and fatty acid profile
(measured at the end of the periods). The volume seminal, motility, vigor, morphological changes, pH and
sperm concentration (measured twice a year) were also determined. The data were submitted to analysis of
variance through the program SAS (2011), considering statistically different at the level of 5% of
significance. The vitamin E increased feed intake (P<0.05), without affecting body weight (P>0.05). The
roosters supplemented with vitamin E presented lower seminal volume in the period V (P=0.0295). Motility
and spermatic vigor increased significantly with inclusion of vitamin E from period Il (P<0.05). The pH of
the semen was not influenced by the addition of vitamin E (P>0.05). The addition of vitamin E improved
the spermatic concentration in the last two analyzed periods, (P=0.0001) and (P=0.0038), period IV and
period V, respectively, comprising the interval between 65" and 72" week of age. The total morphological
defects (P= 0.0589) were not minimized with the addition of vitamin E. Vitamin E decreased lipid
peroxidation (TBARS), modifying the fatty acid profile of semen (P<0.05). The feed intake, body weight,
seminal volume, spermatic concentration, morphological defects and pH were not influenced by the
addition of selenium in the diet (P>0.05). The motility and spermatic vigor were increased with the
inclusion of selenium in periods I1, 111 and 1V, comprising the interval between the 57™ and 68" week of
age (P<0.05). The TBARS of roosters semen supplemented with selenium was lower in the total
experimental period (P=0.0331). There were lipid alterations, especially in long chain unsaturated fatty
acids, for selenium supplementation (P<0.05). There was no change in feed intake, seminal volume and
spermatic concentration by the inclusion of canthaxanthin in the diet (P>0.05). The roosters presented lower
body weight in the last period by inclusion of canthaxanthin (P<0.05). The spermatic motility was higher
in roosters supplemented with canthaxanthin in periods 11, 11l and 1V (P<0.05), comprising the weeks 57-
68™. The spermatic vigor was significantly increased with the inclusion of canthaxanthin after the second
evaluation period, which corresponds to the interval of the 571"-72"" week of age (P<0.05). The seminal pH
was lower in period V, when adding canthaxanthin in the diet (P=0.0234). TBARS did not decrease with
canthaxanthin supplementation (P>0.05). There were significant changes in the fatty acid profile with the
addition of canthaxanthin (P<0.05). The antioxidants tested improve the quality of poultry semen,
especially the parameters of motility and sperm vigor. This allows for a greater potential for spermatozoa
fertilization. Vitamin E and selenium reduce lipid peroxidation of semen. The alterations in the lipid profile
by the addition of antioxidants were observed mainly in unsaturated fatty acids of chain with 20 and 22
carbons, important for fertility.

Keywords: canthaxanthin. reproductive performance. males. selenium. vitamin E.
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1 INTRODUCAO

Na industria avicola, a fertilidade é um ponto critico que reflete no retorno
econémico méaximo no sistema de producéo, a partir do numero e de qualidade de pintos
produzidos. E sabido que a idade tem um efeito adverso sobre o sucesso reprodutivo das
aves. O aumento da idade vem acompanhado por uma reducédo da qualidade do sémen e,
consequentemente, com a capacidade de fertilizacdo do mesmo. Economicamente, a
fertilidade dos galos em um lote reprodutor tem maior impacto do que a da fémea, porque
0 macho é responsavel pela fertilizacdo dos ovos de oito a dez galinhas.

Dois aspectos inerentes aos machos deverdo ser levados em conta a idade e a
constituicdo bioldgica dos espermatozoides. A constituicdo lipidica da membrana dos
espermatozoides € determinante nas propriedades quimico-fisicas e metabdlicas,
permitindo que células altamente especializadas possam realizar suas funcbes. As altas
proporcdes de acidos graxos poli-insaturados na fracdo fosfolipidica do sémen s&o
necessarias para manter a fluidez da membrana, sendo requerida para a motilidade e fusdo
com o0 oocito (SURAI et al., 2001)

Porém, dentre os aspectos evidenciados como responsaveis pela queda gradual da
fertilidade, estd a oxidacdo destes lipidios. Existe uma consideravel evidéncia de que a
composicdo de lipidios da membrana do espermatozoide é determinante sobre a
motilidade e, principalmente, na viabilidade espermatica (RODENAS, 2005).

A peroxidacdo dos &cidos graxos ocasiona danos a célula espermatica, diminuindo
sua motilidade e aumentando o nimero de espermatozoides com defeitos morfoldgicos,
comprometendo a capacidade fertilizante. Esse fato € mais evidenciado em aves de maior
idade, onde os tecidos reprodutivos mais velhos apresentam uma menor defesa
antioxidante natural contra os danos causados pela oxidacgéo.

Os espermatozoides possuem um sistema de protecdo natural contra a oxidagéo,
composto por enzimas e vitaminas. Segundo Surai (2002) os principais componentes
deste sistema sdo: as enzimas superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase.
Além das enzimas, fazem parte as vitaminas C e E. Com o0 avango da idade e,
concomitantemente, o déficit do sistema de protecao natural contra a peroxidacao lipidica,
se faz necessaria a suplementacdo exogena de substancias de agdo antioxidante para

manter a boa protecdo espermaética.
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Dentre os aditivos com funcdes antioxidantes podemos citar a vitamina E, capaz
de reduzir os efeitos da peroxidacdo lipidica. Naturalmente encontrada no sémen de
galosa vitamina E melhora a qualidade do sémen, a habilidade de fertilizag&o e previne a
peroxidacdo lipidica das membranas dos espermatozoides (BISWAS et al., 2009) em
consequéncia, hd um aumento na concentracdo espermatica, melhora da motilidade,
reducdo de anormalidades, bem como o status antioxidante do sémen (EID et al., 2006).

Assim como selénio, igualmente por sua funcdo no controle da oxidacdo, de
grande importancia por constituir a enzima glutationa peroxidase. Na deficiéncia de
selénio, ha menor sintese da selenoproteina glutationa peroxidase hidroperéxido
fosfolipidica (PH-GSH-Px), comprometendo a gametogénese. Como consequéncia, 0S
espermatozoides apresentam diversos problemas morfolégicos como cabeca e caudas
isoladas, deformacdes na cabeca e peca intermediaria, inclusive com ruptura estrutural,
diminuicdo do numero de espermatozoides por ejaculado e aumento na morte de
espermatozoides (ALVIM e SOUZA, 2005).

Também entre os antioxidantes ndo enzimaticos, encontramos os carotenoides,
gue possuem importante papel antioxidante, reduz a acdo dos radicais livres, absorvem e
dissipam o excesso de energia destes e reciclam a vitamina E (BOHM et al., 1997). Entre
0s carotenoides estd a cantaxantina e, quando adicionada a dieta dos galos pode exercer
seu papel antioxidante no sémen reduzindo o estresse oxidativo dos espermatozoides.

Fundamentados na importancia do sistema antioxidante para manter as funcgdes
espermaticas, suas propriedades fisiologicas e garantir o processo de fertilizacdo essa
pesquisa foi conduzida, com o intuido de avaliar a adi¢do de antioxidantes em dietas de
reprodutores avicolas sobre o desempenho no segundo ciclo reprodutivo.
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2 CAPITULO |

ESTUDO BIBLIOGRAFICO

2.1 Sistema reprodutivo, espermatogénese e caracteristicas seminais dos machos

O sistema reprodutivo de galos possui uma anatomia que se diferencia dos
mamiferos em diversos aspectos. Basicamente, sdo constituidos por testiculos,
epididimos, vasos deferentes e falo. Nao ha presenca de 6rgaos acessorios, diferentemente
do que ocorre com mamiferos (SESTI, 2003).

Os testiculos das aves localizam-se na cavidade abdominal e pesam cerca de
1% do peso vivo da ave na fase adulta (RUTZ et al., 2005; JOHNSON, 2006) (Figura 1).
A temperatura corporal da ave permanece em torno dos 41°C, no entanto essas condi¢cfes
permitem que ocorra normalmente o processo da espermatogénese. Segundo Rutz et al.,
(2005) essa condicéo s6 é possivel devido a um resfriamento dos testiculos por meio dos

sacos aéreos abdominais.

Figura 1. Localizagdo dos testiculos do macho na cavidade abdominal

Fonte: (JACOB. J. 2015)

Na figura 2 esta ilustrado o trato reprodutivo. Os galos ndo possuem vesiculas

seminais, glandulas bulbouretrais e nem préstata. Nos testiculos encontra-se uma pequena
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estrutura tubular chamada epididimo, um 6rgdo pequeno que compreende uma rede de
ductos. Rutz et al., (2007) denominaram essa rede de ductos como regido epididimaria,
onde é nos epididimos que a maturacao espermatica é finalizada.

O ducto do epididimo abre-se dentro do ducto deferente, primeiro local de
armazenamento de espermatozoides (RUTZ et al., 2007). Os ductos deferentes terminam
no orgdo copulador do macho, o falo (BACHA e BACHA, 2003; JOHNSON, 2006;
RUTZ et al., 2007).

Figura 2. Trato reprodutivo do macho avicola.

Testiculos

Fonte: (JACOB, J. 2015)

Os testiculos das aves possuem tanto funcéo espermatica como também produzem
e secretam hormdnios, principalmente os androgenos, dentre 0s mais importantes esta a
testosterona (SESTI e ITO, 2000). Os testiculos estdo envolvidos por trés camadas: a
tnica serosa externa, tunica albuginea e a tunica vascular (SAMUELSON, 2007).
Internamente, os testiculos possuem uma rede de tabulos seminiferos revestidos pelas
células de Sertoli e células germinativas, e pelo estroma intersticial que abriga 0s vasos
sanguineos e os linfaticos, e as células de leydig (JOHNSON, 2006).
Boni e Ponsati (2005) classificaram o desenvolvimento testicular em trés

etapas: pré-puberal, puberal e adulta. Na primeira etapa, que se da até a 142 semana de
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idade das aves, ocorre a intensa proliferacdo das células de Sertoli. Na fase puberal,
acontece a formacao dos primeiros espermatozoides e se mantem até a fase adulta. Apos
as 40% semanas ha um declinio da formagdo espermatica e hd uma redugdo do peso
testicular. Na medida em que o animal amadurece, ha um desenvolvimento histologico
testicular, passando de apenas uma camada simples de células de Sertoli e
espermatogonias para um epitélio seminifero (GONZALES et al., 2008).

Os espermatozoides tém origem no epitélio dos tubulos seminiferos, chamado de
epitélio germinativo. A proliferacdo desse epitélio também é conhecida como
espermatogénese. A espermatogénese € a diferenciacéo celular sofrida pelas espermatides
para se tornarem espermatozoides (SESTI, 2003). As células de Sertoli permitem que
essas diferenciacGes espermaticas ocorram, envolvendo as células germinativas durante
0 seu desenvolvimento (GARNER, 2004; HAFEZ, 2004, GUIBERT et al., 2011). A
espermatogénese é relativamente curta, entre o inicio da meiose e a formacdo do
espermatozoide é em torno 15 dias.

O ejaculado possui uma elevada concentracdo de espermatozoides, alto nimero
de células espermaticas em um pequeno volume de plasma seminal. Essa alta
concentracdo, de um a cinco bilhdes de espermatozoides por ml de ejaculado é devido a
auséncia das glandulas acessorias (RITCHSON, 2013). O volume de sémen produzido
depende da raca e do tamanho da ave. Segundo Etches (1996) o volume do ejaculado
depende do tamanho do testiculo, e este por sua vez esta correlacionado com o peso
corporal. As caracteristicas seminais também estdo relacionadas com a idade. De acordo
com Cerolini (1997), o volume seminal, concentracdo e motilidade espermaticas reduzem
a medida que as aves envelhecem. A formacdo do plasma seminal e a concentracdo do
sémen de galos resultam da reabsor¢cdo de liquidos no epididimo, onde os
espermatozoides permanecem por cerca de 100 minutos (RITCHSON, 2013).

Os espermatozoides de galos sdo compostos por acrossoma, cabeca, peca
intermediaria e cauda (BURKE, 1996), como podem ser observados na Figura 3. A
cabeca é filamentosa e longa, e ndo possuem gota citoplasmatica. A morfologia
espermatica parece ser uma das mais importantes caracteristicas qualitativas do sémen
(KUSTER et al., 2004). Segundo Maciel (2006), as anomalias espermaticas sao
incompativeis com a boa fertilidade e qualquer alteracdo nas caracteristicas morfologicas
dos espermatozoides pode comprometer a motilidade e sobrevivéncia espermatica. A
morfologia espermatica pode também servir como um indicador de desordens na

espermatogénese.



14

Figura 3. Desenho de um espermatozoide avicola e seus diferentes componentes
estruturais. Em destaque as duas por¢6es com maior indice de defeitos com
0 avanco da idade.

Acrossoma

Colo

Centriclos /
Proximal ——35 Peca intermediana
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Antencr
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- l %~ Bainha da cauda

Ponta da cauda Filamento axial

Fonte: (STURKIE e PEL, 1976)

Moss et al. (1978) afirmam que todas as amostras de sémen de diferentes espécies
ou animais contém uma proporcao de células anormais. Lukaszewics (2008) avaliando
diferentes métodos de coloracdo de diferentes aves, mostrou que o percentual médio de
espermatozoides normais no sémen esta 70 e 80%.

Um dos fatores que mais interferem nas caracteristicas seminais € a idade. Com o
alcancar da idade, percebe-se uma reducdo no nimero de espermatozoides no ejaculado
e no volume de sémen, além de redugdo da motilidade, viabilidade e integridade do
espermatozoide (IAFFALDANO et al., 2003). Segundo Cerolini (1997) o volume
seminal, concentracdo e motilidade espermatica sdo maiores no periodo de pico de
producdo do plantel, quando o trato reprodutor esta sexualmente maduro e, reduzem com

o envelhecimento das aves.

2.2 Constituicdo dos espermatozoides

Os lipidios constituintes da membrana dos espermatozoides influenciam a

fertilidade (KELSO et al., 1997). Eles sdo os maiores constituintes dos componentes
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estruturais das membranas, sdo precursores de diferentes componentes bioldgicos como
0s eicosanoides e sdo usados como fonte de energia (SURAI et al., 2001).

Os lipidios do sémen das espécies aviarias incluem os &cidos graxos saturados
(normalmente C18:0 e C16:0), monoinsaturados (C18:1n-9, C18:1n-7 e C20:1 n-9) e 0s
poli-insaturados (C18:2 n-6, C20:4 n-6, 22:4 n-6 e 22:6 n-3) (SURAI et al., 1998).

Essas propor¢des de acidos graxos variam entre as espécies. Os espermatozoides
do pato contém maiores propor¢des de acidos graxos poli-insaturados, enquanto os
espermas de ganso e peru contém menores propor¢des em comparagdo com a espécie
anterior. Essas maiores proporcoes de acidos graxos poli-insaturados, nos lipidios do
esperma de pato e galos, contribuem para um alto indice de peroxidacéo do sémen quando
comparada as outras espécies (SURAI et al., 2001).

Os fosfolipidios compreendem a maior classe lipidica dos espermatozoides, 66,4-
70,7% dos lipidios totais dos mesmos (SURAI et al., 2001). As proporcdes de
fosfolipidios aumentam com a idade, em até 72,1% da fracdo lipidica total até a 60?
semana de idade (KELSO et al., 1996), mas diminuem a partir da 722 semana (KELSO et
al., 1997).

Em todas as espécies os fosfolipidios sdo os principais componentes lipidicos dos
espermatozoides, caracterizados por conter grandes quantidades de &cidos graxos poli-
insaturados, o que sugere que a composicdo de lipidios e A&cidos graxos dos
espermatozoides, pode ser um fator determinante das taxas de fertilidade
(MARTINRILLO et al., 1996). Uma vez que esse tipo de constituicdo favorece a
peroxidacao lipidica. A composicdo de lipidios da membrana do espermatozoide é o
maior determinante sobre a motilidade e, principalmente, viabilidade espermatica
(RODENAS, 2005).

Os espermatozoides das espécies aviarias sdo caracterizados por conterem grandes
proporcdes dos fosfolipidios de cadeia longa (C20-22). Os &cidos graxos de cadeia longa,
mais encontrados nas membranas dos espermatozoides sdo da série n-6, dentre eles o
araquidénico (C20:4n-6) e o decosatetraenoico (C22:4n-6). A importancia de acidos de
cadeia com 22 carbonos em relacdo a fertilidade, tem sido estudada em humanos,
demostrando que altas quantidades de DHA em espermatozoides estd diretamente
relacionada com a motilidade espermatica. (NISSENN e KREYSEL, 1983; ZALATA et
al., 1998; CONQUER et al., 1999)
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Os acidos graxos poli-insaturados cumprem uma fungdo importante no
espermatozoide, mas ainda sem especificidade, quando estdo em baixas quantidades no
espermatozoide a fertilidade é comprometida (KELSO et al., 1996).

Em aves, a diminuicdo da espermatogénese e qualidade do sémen é mais evidente
com o avancar da idade, ha uma diminuicdo nas proporc¢des dos acidos graxos, C20:4n-6
e C22:4n-6 na fracdo fosfolipidica dos espermatozoides (KELSO et al., 1996). Mais
notavelmente, a diminuicdo da proporcdo de C22:4n-6 nos fosfolipideos totais, o qual,
mostrou uma correlacdo negativa com a idade, mas esta positivamente correlacionada
com a motilidade dos espermatozoides e capacidade de fertilizacdo (CEROLINI et al.,
1997).

O C20:4n-6 apresentou um efeito positivo no volume de sémen e
consequentemente um maior nimero de espermatozoides. Dietas contendo y- linolénico
tém promovido um efeito negativo sobre a concentracdo de sémen (CEROLINI et al.,
2000). Um efeito positivo sobre a taxa de fertilidade com dietas contendo acidos graxos
poli-insaturados, 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 esta associado com a composicdo dos cidos graxos dos

espermatozoides provenientes da dieta (CEROLINI et al., 2000).

2.3 Mecanismos e consequéncias da peroxidacao lipidica

Os radicais livres (radical hidroxi) — OH, podem iniciar a peroxidacéo lipidica
pela reacdo de captacdo do hidrogénio (SURAI et al., 2001).

L-H+HO* —» L*+ H,O (1)
A propagacdo da peroxidacéo lipidica ocorre da seguinte forma:
L*+02 — LOO* (2
LOO*+LH —> LOOH +L*(3)

Uma vez que a reacdo (3) € a limitante da velocidade, qualquer substancia que
possa reduzir a concentracdo de radicais peroxil (LOO*) limitara a peroxidacao lipidica

(HOGG, 1998). Essas substancias que limitam a velocidade da reacdo (3) sdo 0s
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antioxidantes. Os principais antioxidantes biolégicos das células sdo: vitamina E,
vitamina C e a enzima glutationa peroxidase, superoxido dismutase e catalase.

HALLIWELL (2006) descreve a peroxidacdo em trés etapas: na primeira, 0S
acidos graxos poli-insaturados sofrem ataques espécies reativas ao oxigénio (EROs) que
abstrai um atomo de hidrogénio a partir de um grupo metileno, formando um radical de
carbono. Este radical é estabilizado por um rearranjo molecular para formar um dieno
conjugado, ou seja, duas duplas ligagOes intercaladas por uma ligagdo simples. Em meio
aerobio, o radical alquila formado se combina com o oxigénio formando o radical
peroxila, o qual pode abstrair um hidrogénio alilico de outro acido graxo, gerando outro
radical de carbono, e promovendo a etapa de propagacéo.

A reagdo do radical peroxila com o &tomo de hidrogénio abstraido gera um
hidroperdxido lipidico. Perdxidos ciclicos também podem ser formados, quando o radical
peroxila reage com uma dupla ligacdo na mesma cadeia de acido graxo, o que também
pode propagar a peroxidacéo lipidica (LIMA e ABDALIA, 2001).

A terceira etapa da reacdo (terminacdo) da-se pela aniquilagdo dos radicais
formados originando produtos ndo radicais (HALLIWELL, 2006). Os radicais peroxila e
alcoxila também podem sofrer dismutacdo ou clivagem formando aldeidos; formar uma
ligacdo covalente com residuos de aminoacidos ou sofrer um rearranjo formando
produtos secundarios da peroxidagdo (SPITELLER, 1998).

Segundo Bilodeau et al., (2002) os espermatozoides sdo capazes de gerar espéecies
reativas, essa susceptibilidade aos danos oxidativos causados pelos EROs séo decorrentes
da alta quantidade de acidos graxos poli-insaturados presente nas estruturas dos
espermatozoides. O oxigénio € a fonte de EROs produzidos nas rea¢cdes metabdlicas para
as células obter energia pela oxidacdo de nutrientes. As células possuem um sistema
antioxidante proprio que geram e neutralizam os EROs durante o metabolismo aerdbico.
O estresse oxidativo pode ser causado quando esse sistema antioxidante esta alterado em
celulas com eventos oxidativos aumentados (ORTEGA, 2003). As células usam
antioxidantes armazenados como a glutationa e a vitamina E para remover radicais livres
guando em estresse oxidativo (KIM et al., 2010).

Lucchese et al., (2007) afirmam que o processo de peroxidacdo lipidica pode
induzir dano ao DNA espermatico, acelerando o processo de morte celular da célula
germinativa, diminuindo a concentracdo de espermatozoides e deteriorando a qualidade
seminal. Os antioxidantes sdo importantes para manter a mitocondria intacta. Esta

organela esté localizada na peca intermediaria do espermatozoide e é responsavel pela
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motilidade e também pela maior flexibilidade da membrana e fluidez. Para que realize
estas propriedades, a mitocondria necessita altos niveis de acidos graxos poli-insaturados.
Entretanto, niveis altos destes &cidos tornam a célula mais vulneravel a oxidagdo e a
producao de radicais livres (SURAI, 2002).

Os espermatozoides estdo constantemente expostos aos ambientes oxidativos
desde o momento em que sdo formados no testiculo até a ejaculacdo e passagem pelo
trato reprodutivo da fémea (WEIR e ROBAIRE, 2007). Vérios autores descrevem a
importancia de um sistema antioxidante no sémen como forma de preservacdo da
integridade espermatica e manutencédo da fertilidade do galo (AITKEN, 1995; SURAI,
2002; RUTZ et al., 2007; HAMMADEH et al., 2009; KIM et al., 2010; FERREIRA,
2010). De acordo com Rutz et al., (2007) a protecdo antioxidante do sémen confere
manutencdo da fluidez de membrana, além de flexibilidade e permeabilidade necessaria
para o processo de fertilizacao.

A oxidacdo desses &cidos graxos poli-insaturados, que possuem grande influéncia
sobre a capacidade fertilizante dos espermatozoides deve ser minimizada. A presenca de
altas concentracdes dos acidos graxos poli-insaturados dentro das fracdes lipidicas torna-
se necessaria um sistema antioxidante eficiente para proteger os espermatozoides contra
os danos e de possiveis modificagdes morfoldgicas do espermatozoide.

Em geral, 0 sémen de aves contém vitamina E, vitamina C, glutationa peroxidase
e a superdxido dismutase como elementos minimizadores da acdo da peroxidagdo
lipidica. A mitocdndria € responsavel pela producédo de energia para manter a motilidade
espermatica. Durante este processo ocorre a formacao de radicais livres, assim, a presenca
de antioxidantes nesta regido atua na neutralizacdo de radicais livres, impedindo a
peroxidacdo lipidica e mantendo a qualidade espermatica (RUTZ et al., 2007).

Os acidos graxos poli-insaturados se encontram principalmente na membrana
plasmatica dos espermatozoides (BONGALHARDO et al., 2002). Esse alto contetdo de
acidos graxos poli-insaturados nos espermatozoides encontrados principalmente na
membrana plasmatica da cabeca, favorece a peroxidacao lipidica, pois as duplas ligacoes
formam os radicais livres que ao se juntar com o oxigénio metabdlico torna-os materiais
altamente oxidaveis (MCDOWELL, 1989). Segundo Aitken (1995) a fluidez espermaética
e a capacidade fertilizante do galo diminuem no espermatozoide peroxidado. A agédo dos
radicais livres sobre os lipideos insaturados das membranas celulares leva a uma serie de

eventos bioquimicos que culminam na morte celular (BENZIE,1996).
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Makker et al., (2009) e Bansal e Bilaspuri (2010) comprovaram que antioxidantes
quando adicionados na dieta de machos reduzem o estresse oxidativo dos
espermatozoides. Dentre os antioxidantes que cumprem esse papel, encontram-se as

vitaminas C e E, betacarotenos, carotenoides e flavonoides.

2.4 Antioxidantes

A utilizacdo de antioxidantes em dietas, como os carotenoides e as vitaminas C e
E, ¢ uma maneira de auxiliar o sistema enzimatico de protecéo contra o ataque de radicais
livres (SOUTHON, 2000). A oxidacgdo é parte fundamental da vida aerdbica, onde os
radicais livres sdo produzidos naturalmente. Quando n&do estdo em sinergismo, 0S
mecanismos de defesa e a producéo de radicais livres ocorrem o processo de estresse
oxidativo (BARREIROS et al., 2006).

Os antioxidantes sdo substancias que retardam a velocidade da oxidacdo através
da inibicdo da producéo e dos efeitos radicais livres. Assim, os antioxidantes ttm como
funcdo de retardar ou inibir a acdo oxidante de radicais livres.

O sistema antioxidante protege o organismo da formacao de radicais livres. Essa
protecdo ocorre por meio de antioxidantes presentes por todo o corpo. Antioxidante e
qualquer substancia que, regenera o substrato ou impede significativamente a oxidagéo
de maneira eficaz (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1985).

Os antioxidantes podem ser de origem enddgena, quando produzidos no proprio
organismo e dividem-se em enziméticos e ndo enzimaticos, ou podem ser de origem
exogena. Os de origem exdgenas sdo adicionados a dieta como as vitaminas (por exemplo,
vitamina A, C, E e B1) e pigmentos como os carotenoides (ROSA et al., 2012).

Esses componentes antioxidantes responsaveis por manter as funcbes
espermaticas atuam em trés fases de defesa. Segundo Surai (2002), a enzima superéxido
dismutase juntamente com a glutationaperoxidase e proteinas carreadoras de metais,
compreendem a primeira linha de defesa antioxidante, responsavel por impedir a
formagéo de radicais livres. Antioxidantes naturais, juntamente com a glutationa
peroxidase perfazem a segunda linha de defesa antioxidante que atua na prevencao e
neutralizacdo da formacéo da cadeia e sua propagacgéo. O terceiro nivel de defesa € em
um sistema enzimatico responsavel pela reparacdo e remocdo de moléculas lesadas na
célula. Apesar de o plasma seminal ser substituido pelos fluidos secretados no oviduto

das fémeas, a vitamina E e C ainda atuam como antioxidantes (RUTZ et al., 2005).
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2.4.1 Vitamina E

A vitamina E encontrada na forma de tocoferdis e tocotriendis possui
caracteristicas benéficas quando adicionada a dieta. Naturalmente encontrada nos
espermatozoides, a vitamina E esta envolvida na manutencéo da integridade e motilidade
espermatica e sua suplementacdo pode contribuir positivamente com o desempenho
reprodutivo. O a-tocoferol é a forma mais importante de vitamina E, pois, possui maior
atividade quando comparada as demais formas, pois possui maior absor¢do e deposicéo,
menor excrecdo (MACPHERSON, 1994). Os tocoferois convertem os radicais livres em
espécies mais estaveis por meio da doacdo de um atomo de hidrogénio, gerando produtos
eletricamente estaveis ou menos reativos (NWOSE et al., 2008). A quantidade de
vitamina E no sémen e nos tecidos depende da sua concentracdo na dieta (SOUZA e
FERREIRA, 2007).

Os antioxidantes possuem um papel importante na reprodugdo das aves. A
vitamina E é um antioxidante natural e melhora a qualidade do sémen e a habilidade de
fertilizacdo em galos prevenindo a peroxidacdo lipidica nas membranas dos
espermatozoides. Segundo Yousef (2003), a vitamina E é componente priméario do
sistema de protecdo antioxidante do espermatozoide e um dos maiores protetores de
membrana conta o ataque de EROs e peroxidacao lipidica. Horton et al., (2002) atribuem
o fato de a vitamina E ser a primeira linha de defesa contra os acidos graxos poli-
insaturados na membrana celular ao caréater lipofilico da vitamina.

Estudos realizados por Surai et al., (1996) utilizando reprodutores da raca Rhode
Island Red com 6 meses de idade e alimentados com uma dieta basal de 12 mg/kg de
acetato de a-tocoferol, juntamente com outros trés grupos que receberam suplementacéo
com 20, 200 e 1000 mg de acetato de a-tocoferol. A concentracdo de o - tocoferol, tanto
no plasma seminal como no espermatozdide, foi duas vezes maior quando a
suplementacdo foi de 200 mg/kg comparada com a suplementacdo de 20 mg/kg; mas,
quando a suplementacéo foi de 1000 mg/kg néo foi observado nenhum aumento adicional
na concentra¢ao de o- tocoferol.

Os espermatozoides tém uma capacidade limitada de incorporar vitamina E no
interior das suas membranas e esta capacidade pode depender de muitos fatores, entre
eles, principalmente, a composicao dos acidos graxos (DONOGHE et al., 1997).

Independentemente da espécie a inclusdo da vitamina E pode melhorar a

caracteristicas seminais. Yousef et al., (2003) testou a inclusdo de vitamina E e C em
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dietas de coelhos, e observaram melhorar nas caracteristicas seminais destes animais. A
inclusdo destas duas vitaminas também reduziu o estresse oxidativo no plasma seminal.
Bansal e Bilaspuri (2009) testaram a inclusdo da vitamina E sobre a motilidade e
viabilidade espermética em bovinos, além destes pardmetros a inclusdo também
apresentou melhoras significativas sobre a peroxidacéo lipidica dos espermatozoides.
2.4.2 Selénio

Descoberto como nutriente essencial em 1950, o selénio € um micro mineral
necessario para o crescimento e desenvolvimento dos animais (LESSON e SUMMERS,
2001). Pode ser fornecido na forma inorganica atraves do selenato de sodio (Na2SeOa) e
selenito de sodio (NaSeOs) e na forma organica através da selenometionina ou
selenocisteina (PAN et al., 2010).

O selénio age no sistema antioxidante sendo componente das selenoproteinas e
atua indiretamente ou diretamente evitando o estresse oxidativo. O selénio pode atuar
ainda, economizando a vitamina E, devido a capacidade de impedir a propagacdo das
reacOes em cadeia induzidas pelos radicais livres nas membranas bioldgicas. Ebeid (2009)
avaliou os efeitos da inclusdo de niveis crescentes de selénio orgéanico (0-controle,
0,1ppm, 0,2ppm e 0,3ppm de seleno levedura) no status antioxidante de galos sob
condicdes de estresse térmico. Os animais que receberam dietas suplementadas com 0,3
ppm de selénio apresentaram diminuicdo nos niveis plasmaticos de substancias reativas
ao acido tiobarbiturico, mostrando que a suplementacdo com selénio levedura melhorou
0 status antioxidante dos animais.

O selénio demonstrou ser, entre todos os minerais indicados como essenciais um
dos elementos mais importantes quando se trata de reproducdo. Uma dieta deficiente em
selénio pode acarretar na diminuicdo do nimero de espermatozoides, diminuicdo da
motilidade e da capacidade fertilizante (SURAI et al., 1998; SURAI, 2000).

A enzima glutationa peroxidase também esta presente no sistema reprodutor,
primeiro pela acdo antioxidante, pois durante a formacdo e maturacao espermatica é vital
para protecdo da membrana lipidica dos espermatozoides, para que ndo sofram
peroxidacdo pelos radicais livres, que causa ruptura da membrana e morte do
espermatozoide. Uma segunda funcéo desta enzima no sistema reprodutor € a sua fungéo
estrutural por meio da PH-GSH-Px que, além de sua a¢do antioxidante, é estrutura fixa

da peca intermediaria dos espermatozoides, estando presente na membrana e nas
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mitocondrias, alem de estar presente também na cabeca do espermatozoide (SURAI,
2001).

Quando ha deficiéncia de selénio, hd menor sintese de PH-GSH-Px e, como
consequéncia, a gametogénese do macho fica comprometida e os espermatozoides
apresentam diversos problemas morfolégicos como cabeca e caudas livres, deformacdes
na cabeca e peca intermediéria inclusive com ruptura estrutural, diminuigdo do nimero
de espermatozoides por ejaculado e aumento na morte de espermatozoides (ALVIM e
SOUZA, 2005).

Uma dieta deficiente em selénio acarreta na diminuicdo do ndmero de
espermatozoides normais por ejaculado e diminui a motilidade e a capacidade de
fertilizacdo (BEHNE et al., 1982). Em aves a incluséo de selénio na dieta aumentou a
atividade da glutationa peroxidase no figado, nos espermatozoides e no plasma seminal
(SURAI et al., 1998)

Os espermatozoides e 0s leucdcitos seminais produzem grande quantidade de
EROs que podem reduzir a viabilidade e a fertilidade dos espermatozoides (AIVAREZ e
STORY, 1992). A acdo dos EROs modifica o citoesqueleto e axonema do espermatozoide
que leva a uma reducdo na motilidade espermatica (DE LAMIRANDE e GAGNON,
1992), inibe fusdo do espermatozoide com o ovdcito (AITKEN et al., 1989) e diminui da
fertilidade (WISHART, 1984).

Ebeid (2009) comprovou que a suplementacdo de Selénio organico melhorou as
caracteristicas de qualidade do sémen, como concentracdo de espermatozoides e
motilidade e reduziu a porcentagem de espermatozoides mortos. Em muitas espécies
animais, o selénio esta em altas concentrac6es nas glandulas enddcrinas. Deguchi (1996);
Behne et al., (1982) mostraram que em condi¢bes de deficiéncia os testiculos retém

selénio.

2.4.3 Cantaxantina

Os carotenoides sdo comumente associados com sua fungdo pigmentante devido
a sua ampla distribuicdo na natureza conferindo as cores laranja, amarela e vermelha em
frutas, hortalicas, flores, algas, bactérias fungos, leveduras e animais (RIBEIRO e
SERAVALLI, 2004). Os carotenoides além de sua funcdo pigmentante possuem
atividade pré-vitaminas e antioxidante. Nutricionalmente, os carotenoides podem ser

classificados como pro-vitaminico, aqueles com atividade pro-vitamina A ou
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carotenoides inativos, quando apresentam apenas atividade antioxidante ou corante
(OLSON, 1999).

De acordo com o carater quimico, estes compostos sdo classificados em dois
grupos: hidrocarbonados, conhecidos como carotenos, e oxigenados, conhecido como
xantofilas (GOODWIN, 1965). Estes dois grupos sdo subdivididos de acordo com sua
estrutura, destacando-se o 0s subgrupos hidrocarbonetos, como o licopeno e as cetonas
onde se encontra a cantaxantina. A propriedade antioxidante dos carotenoides foi descrita
por Shami e Moreira (2004), que relataram a protecdo proporcionada por esses compostos
as células contra danos oxidativos, provocados por radicais livres e por EROs que podem
ser gerados no citoplasma, nas mitocondrias ou na membrana, atacando lipidios,
proteinas, carboidratos e DNA.

Em relacdo a utilizacdo da cantaxantina na atividade avicola, como agente
antioxidante, alguns estudos sugerem que esses compostos agem como antioxidantes
durante a incubacgdo, mesmo na presenca de oxigénio atmosférico. Em experimentos com
matrizes de corte onde todas as aves foram alimentadas com dietas ricas em vitamina E,
observou-se que os efeitos antioxidantes podem ser alcancados através de interacdes entre
carotenoides e vitamina E (EDGE et al., 1997). O nivel de vitamina E no figado de pintos
de um dia foi também significativamente elevado quando as matrizes receberam alta
quantidade de carotenoides na dieta. Sendo reflexo das propriedades antioxidantes dos
carotenoides, impedindo a depressdo de niveis de vitamina E durante periodos de estresse
oxidativo, tais como o processo incubacdo (SURAI et al., 1999). Trabalhando com pintos
provenientes de ovos incubados enriquecidos com carotenoides, Surai e Speake (1998)
observaram uma maior resisténcia a peroxidacdao lipidica nos tecidos dessas aves.

Scher et al., (2009) ao incluir cantaxantina na dieta de matrizes de corte entre as
45 e 65 semanas de idades, verificaram reducdo do indice de oxidacdo dos lipidios da
gema. No que se refere ao macho e suas caracteristicas espermaticas, Ferreira (2010)
verificou influéncia nesses parametros ap6s a adicao de cantaxantina na racdo de machos.
A autora atribuiu 0 aumento de motilidade e concentracdo espermatica e a reducao nas
alterac6es morfoldgicas espermaticas a protecdo antioxidante da cantaxantina sobre o0s

acidos graxos dos espermatozoides.
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3 OBJETIVOS

Geral

Avaliar o efeito antioxidante da vitamina E, selénio e cantaxantina sobre as

caracteristicas reprodutivas de machos reprodutores da raca White Plymouth Rock.

Especificos

o Estudar as caracteristicas seminais de galos da raca White Plymouth Rock
no final do ciclo reprodutivo, alimentados com dietas contendo diferentes antioxidantes.

o Estudar o efeito antioxidante da vitamina E, Selénio e Cantaxantina sobre
0 conteido seminal dos reprodutores.

. Analisar a capacidade dos antioxidantes em minimizar a oxidacao lipidica
dos acidos graxos presentes no sémen.

. Analisar os efeitos da oxidacdo sobre a composicao do perfil de acidos
graxos.

. Analisar os parametros reprodutivos, tais como volume de sémen,

concentracdo espermatica, motilidade, vigor, alteracbes morfologicas e pH.
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4 CAPITULO 11

EFEITO DA VITAMINA E SOBRE AS VARIAVEIS REPRODUTIVAS,
ESTADO OXIDATIVO E PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DO SEMEN DE
GALOS WHITE PLYMOUTH ROCK

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo de Vitamina E, na qualidade
do sémen de galos da 53? a 722 semana de idade. Este estudo foi realizado no Laboratério
de Avicultura (LAVIC) da Universidade Federal de Santa Maria. Foram selecionados 32
machos reprodutores da raca White Plymouth Rock, distribuidos em delineamento
inteiramente casualizado, com 16 repeti¢des por tratamento. Os tratamentos foram: dieta
basal (20mg/kg de racdo de Vitamina E) e suplementada (200 mg/Kg de racdo de
Vitamina E) (Acetato 50%). As dietas foram isonutritivas, sendo permitido acesso, ad
libitum, &gua e racdo. O periodo experimental foi dividido em cinco periodos: periodo I -
53%-56% semana; Periodo Il - 572-60% semana; Periodo Il - 612-642 semana; Periodo IV -
65%-682 semana e periodo V - 692-722 semana de idade. Os dados foram submetidos a
analise de variancia através do programa SAS (2011), considerando-se estatisticamente
diferente ao nivel de 5% de probabilidade. O peso corporal foi determinado no inicio do
experimento, ao final de cada periodo, juntamente com o consumo de racdo. A coleta de
sémen foi realizada duas vezes por periodo, pelo método de massagem dorso-abdominal,
em tubos graduados e, o volume foi determinado. Em microscopio 6ptico, com aumento
de 400X, a motilidade e 0 vigor espermatico foram avaliados. Apds a leitura do pH, 5 pLL
de sémen foram armazenados em 5 mL de formol:citrato, para determinar a concentracédo
espermatica e os defeitos morfol6gicos. Foram também analisadas, as Substancias
Reativas ao Acido Tiobarbitdrico (TBARS) e o perfil de &cidos graxos no sémen,
mensurados ao final dos periodos. Os machos suplementados com vitamina E
apresentaram um maior consumo de racao (P<0,05), sem afetar o peso corporal (P>0,05).
Os machos suplementados apresentaram menor volume seminal no periodo V
(P=0,0295). A motilidade e o vigor espermatico aumentaram significativamente com a
inclusdo da vitamina E a partir do periodo Il (P<0,05). O pH do sémen ndo foi
influenciado pela adicdo de vitamina E (P>0,05). A adicdo de vitamina E melhorou a
concentragdo espermatica nos dois ultimos periodos analisados, (P=0,0001) e (P=0,0038),
periodo IV e periodo V, respectivamente, compreendendo o intervalo entre a 65% e a 722
semana de idade. Os defeitos morfolégicos totais (P=0,0589), ndo foram minimizados
com a adicdo da vitamina E. A vitamina E diminuiu substancialmente a oxidac&o lipidica
(TBARS), alterando o perfil de acidos graxos do sémen (P<0,05). A vitamina E age como
um antioxidante, evitando os efeitos da peroxidacdo lipidica na célula espermatica. Desta
forma, causa alteracdes nos &cidos graxos do sémen. Os efeitos da vitamina E, levaram a
um aumento da motilidade e vigor do espermatozéide da 573-722 semana de idade e
aumento da concentracdo de espermatozoides nos ultimos dois periodos, entre as 652-722
semana de idade. A vitamina E pode aumentar a qualidade do sémen dos machos avicolas.

Palavras-chave: aditivo, espermatozoides, fertilidade, idade, machos, sémen.
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EFFECT OF VITAMIN E ON THE REPRODUCTIVE VARIABLES,
OXIDATIVE STATUS AND PROFILE OF FATTY ACIDS OF SEMEN OF
WHITE PLYMOUTH ROCK ROOSTERS

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of vitamin E supplementation on the
quality of the semen of roosters from the 53" to the 72" week of age. This study was
carried out at the Poultry Science Laboratory (LAVIC), of the Federal University of Santa
Maria. Were selected 32 breeding males White Plymouth Rock distributed in a
completely randomized design, with 16 replicates per treatment. The treatments were:
basal diet (20mg/kg of feed of vitamin E) and supplemented (200 mg/kg of feed of
vitamin E) (50% acetate). The diets were isonutritivas, being allowed access, ad libitum,
water and feed. The experimental period was divided into five periods: period | - 53'-
56" week; period I1 - 57""-60" week; period 111 - 61-64™ week; period 1V - 65"-68" week
and period V - 69"-72"" week of age. The data were submitted to analysis of variance
through the SAS program (2011), considering statistically different than 5% of
probability. Semen collection was performed twice per period, by the dorso-abdominal
massage method, in graduated tubes and, the volume was determined. In an optical
microscope, at 400X magnification, the motility and vigor spermatic were evaluated.
After reading the pH, 5 pL of semen were stored in 5 mL of formal:citrate to determine
spermatic concentration and morphological defects. Also analyzed were the
Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS) and the fatty acid profile in the
semen, measured at the end of the periods. The males supplemented with vitamin E
presented higher feed intake (P<0.05), without affecting body weight (P>0.05). The
supplemented males presented lower seminal volume in the V period (P=0.0295). The
motility and spermatic vigor increased significantly with inclusion of vitamin E from
period Il (P<0.05). The pH of the semen was not influenced by the addition of vitamin E
(P>0.05). The addition of vitamin E improved the spermatic concentration in the last two
analyzed periods, (P=0.0001) and (P=0.0038), period IV and period V, respectively,
comprising the interval between 65" and 72" week of age. The total morphological
defects (P= 0.0589) were not minimized with the addition of vitamin E. The Vitamin E
substantially reduced lipid oxidation (TBARS), altering the fatty acid profile of semen
(P<0.05). The vitamin E acts as an antioxidant, avoiding the effects of lipid peroxidation
on the sperm cell. In this way, it causes changes in the fatty acids of the semen. The effects
of vitamin E led to increased sperm motility and vigor of the 57"-72"9 week of age and
increased sperm concentration in the last two periods, between 65" and 72" weeks of
age. The vitamin E can increase the semen quality of poultry males.

Keywords: antioxidants, lipids, males, spermatozoa.
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INTRODUCAO

E amplamente conhecido que o sémen perde sua qualidade com o avancar da idade
dos reprodutores avicolas, comprometendo os indices de fertilidade dos lotes,
principalmente no final do ciclo reprodutivo.

O sémen aviario € Unico, quando se trata da composicdo lipidica das membranas
dos espermatozoides. A membrana espermatica é formada grande parte por lipidios, um
fator importante para a capacidade de fertilizacdo do espermatozoide (CEROLINI et al.,
1997). A fragdo lipidica contém altas proporc¢des de acidos graxos poli-insaturados de
cadeia longa com 20 e 22 carbonos (CEROLINI et al., 2003). Este conteudo relativamente
alto é essencial para a funcdo espermatica normal. Serve como base para a membrana
plasmatica manter a fluidez do espermatozoide e a fusdo com o odcito (FORCE et al.,
2001; GULAYA et al., 2001).

Porém, o elevado grau de insaturagdes na cadeia lipidica torna estes gametas
altamente suscetiveis a peroxidacéo lipidica e limita a propor¢édo de &cidos graxos poli-
insaturados, comprometendo a viabilidade espermatica (KHATIBJOO et al., 2011).

Os tecidos reprodutivos mais velhos apresentam uma menor defesa antioxidante,
com uma enorme correlagdo com a perda da fertilidade. A viabilidade e a capacidade de
fertilizar do espermatozoide sdo altamente dependentes de uma eficaz capacidade
antioxidante e da composicdo lipidica.

Com o avancar da idade, pode ser necessaria uma suplementacdo exdgena de
aditivos que funcionam como antioxidantes, completando assim o sistema de defesa
natural. A suplementacdo com antioxidante ndo é apenas importante em dietas que
contém inclusdo de 6leos, mas também é um pré-requisito para qualquer dieta basal, a
fim de manter a fertilidade (DEIVENDRAN e HO HONG, 2015).

Naturalmente encontrada no sémen de galos, a vitamina E melhora a qualidade do
sémen, a habilidade de fertilizacdo e previne a peroxidacdo lipidica das membranas dos
espermatozoides (BISWAS et al., 2009). Em consequéncia, ha um aumento na
concentracdo espermatica, melhora da motilidade, reducdo de anormalidades, bem como
0 status antioxidante do sémen (EID et al., 2006).

A suplementac¢do com vitamina E pode alterar o metabolismo dos &cidos graxos e
aumentar as propor¢des dos acidos graxos poli-insaturados com cadeias carbonicas Cxoe

C22. Devido ao carater lipofilico da vitamina E, os espermatozoides constituem um meio
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ideal para a vitamina atuar e ser incorporada na membrana, onde atua fortemente como
antioxidante (SURAI et al., 2001).

Este estudo buscou avaliar a incluséo da vitamina E na dieta de machos White
Plymouth Rock no final do ciclo reprodutivo e seus efeitos sobre as caracteristicas
espermaticas, susceptibilidade a peroxidacéo e alteracfes no perfil de acidos graxos do

sémen.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratorio de Avicultura da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM), Brasil.

Animais e tratamentos

Foram selecionados 32 machos reprodutores da raca White Plymouth Rock,
alojados e distribuidos aleatoriamente em gaiolas individuais (0,33 x 0,60 x 0,60m).
Foram submetidos h4 um programa de iluminacdo de 17 horas/luz/dia. As aves foram
mantidas em um periodo pré - experimental das 50% as 522 semanas de idade, para
adaptacdo a coleta e resposta ao estimulo a massagem dorso-abdominal para ejaculacéo.
O periodo experimental compreendeu da 532 semana até a 722 semana de idade das aves.

Os tratamentos consistiram em machos suplementados com a dieta controle basal
(20mg/kg/dieta de vitamina E) e machos que receberam dieta basal suplementada com
vitamina E (200mg/kg/dieta de vitamina E). Os niveis nutricionais utilizados estdo
apresentados na Tabela 1.

Os niveis nutricionais foram baseados nas recomendacfes de Rostagno et al.,
(2011). O alimento e a agua foram fornecidos ad libitum. Os machos foram pesados
individualmente no inicio do experimento e a cada periodo de 28 dias, bem como a racao

ofertada e as sobras para determinar o consumo.
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Tabela 1- Composicéo centesimal e perfil nutricional
INGREDIENTES %

Milho 59,56
Farelo de Soja 15,52
Farelo de Trigo 10,00
Fosfato Bicalcio 1,86
Calcario Calcitico 0,86
DL- metionina 0,07
Sal 0,40
Premix- Mineral * 0,05
Premix Vitaminico? 0,10
Inerte 11,58
Composic¢ao Calculada

Energia Metabolizavel (Kcal/kg) 2600
Proteina Bruta % 14,00
Calcio % 0,90
Fosforo disponivel % 0,45

! Niveis minimos de garantia do premix mineral (Kg/produto): Cobre 20g, Ferro 100g, Manganés 160g,
Cobalto 2000mg, iodo 2000mg e Zinco 100g. ? Niveis minimos de garantia do premix vitaminico
(Kg/produto): Vit A 9000000Ul, Vit D3 2500000Ul, Vit E 20000Ul, Vit K3 2500mg, Vit B1 1500mg, Vit
B2 600mg, Vit B6 3000mg, Vit B12 12000mg, Acido Pantoténico 12g, Niacina 25g, Acido Félico 800mg,
Biotina 60g e Selénio 250mg.

Coleta de sémen

O sémen foi coletado quinzenalmente pelo método de massagem dorso-abdominal
proposto por Forgiarini (2015). Foram utilizados tubos falcon graduados mantidos em
banho maria em temperatura de 40° C. Logo ap06s a coleta foi verificado o volume do
ejaculado e avaliado os parametros de motilidade, vigor e pH. Ap6s 5ul de sémen foi
armazenado em 5 ml de uma solugdo formol:citrato para posteriormente ser realizado as

analises de concentracdo e morfologia espermatica.

Motilidade e vigor espermatico

Para a mensuracdo da motilidade, foi avaliado 0 movimento progressivo retilineo
e uniforme dos espermatozoides. Colocou-se 5ul de sémen em uma lamina pré-aquecida
e recoberta por uma laminula. As células espermaticas foram observadas em microscopia
de luz, com aumento de 200x. O resultado final foi expresso em porcentagem de células
que apresentavam movimento retilineo e progressivo.

O vigor espermatico, demostra a qualidade do movimento dos espermatozoides

moveis conforme a metodologia proposta por Silva et al., (2002). O resultado apresentado
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em escores onde: 0 - Células espermaticas imdveis; 1- células espermaticas com
movimentacao lenta, latero-lateral, sem progressdo; 2 - células espermaticas com répida
movimentacdo latero-lateral, sem progresséo retilinea; 3 - células espermaticas com
rapidos movimentos latero-laterais, com alguma progressdo retilinea; 4 - células
espermaticas com movimentacao lenta e com continua progressao retilinea e 5- células

espermaticas com movimentagdo rapida e continua progressao retilinea.

Concentracao espermatica

Para a analise de concentracdo foi adicionado 5ul de sémen em 5ml de solucéo de
formol:citrato. Para a determinacdo da concentracdo espermatica o sémen foi diluido em
uma proporcao de 1:1000 para posteriormente ser realizado a contagem de células
espermaticas em hemocitometro (Camera de Neubauer), com resultado expresso em
nimero de células por mm?® de sémen. O resultado foi transformado para nimero de

células por ml de sémen.

Morfologia espermatica

Para avaliagdo das anormalidades espermaéticas, foram adicionados 5ul de sémen
em solucdo de formol:citrato. Uma gota desta mistura foi colocada sobre uma lamina e
sobreposta com laminula deslizante, em cAmara Umida sob microscopia de contraste de
fase (ampliacdo de 1000X, imersdo em 6leo). As células foram categorizadas em normais
e as alteracOes descritas individualmente e agrupadas em anormalidades de cabeca, peca

intermediaria e cauda, apresentado em percentagem.

Perfil de acidos graxos

Os &cidos graxos foram determinados através de pools de sémen formados pelos
mesmos quatro machos, determinados as 56, 60, 64, 68 e 72 semanas de idade, ou seja,
uma vez ao final cada periodo.

Os lipideos totais foram extraidos do sémen através da solugdo de hexano:
isopropanol (HARA e RADIN, 1978). A fracéo lipidica foi transesterificada e metilada

baseado na metodologia descrita por Christie (1982).
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Os acidos graxos foram determinados por cromatografia gasosa em cromatografo
gasoso capilar (AGILENT 6890 SERIES GC SYSTEM); coluna capilar: (SUPELCO,
60m x 0,25mm, filme 0,25 um; Sigma Aldrich). As condi¢bes cromatogréficas foram:
fluxo coluna de 1,00mL/min; as temperaturas do detector e do injetor foram 280°C e
250°C, respectivamente. A rampa de temperatura do forno iniciou com 100°C,
permanecendo por 1 minuto, entdo aumentada até 240°C a uma taxa de 4°C/min,
permanecendo por 20min. O gas de arraste utilizado foi o nitrogénio e, o volume injetado
foi de 1,0uL. As identificacbes dos picos foram verificadas por comparacdo com 0s
tempos de retencdo a um padrdo mix37 de acidos graxos ésteres metilicos (Sigma
Chemical Co., Poole).

A integracdo dos picos e a manipulacdo dos dados subsequentes foram realizadas
utilizando um sistema de dados AGILENT. Os acidos graxos sdo apresentados como

percentual de acidos graxos identificados.

Avaliagdo do estresse oxidativo — Substancia reativas ao acido tiobarbiturico

A peroxidacdo lipidica do sémen foi determinado através de pools de sémen
formados pelos mesmos quatro machos, determinados as 56, 60, 64, 68 e 72 semanas de
idade, ou seja, uma vez ao final cada periodo.

O potencial antioxidante do sémen foi baseado nas Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbitarico (TBARS), conforme a metodologia descrita por Okawa et al., (1979). Essa
metodologia tem como fundamento a reacdo de duas moléculas de acido tiobarbitdrico
com uma molécula de malondialdialdeido (MDA) produzindo um complexo de coloracao
rosea, quantificado por espectrofotometria através de um comprimento de onda de 532
nandbmetros comparados a amostra padrdo de MDA. A concentracdo de TBARS é
determinada utilizando o valor de 1,56 x 105 x M™ mI™ como coeficiente de extingio
molar do MDA, sendo a resisténcia do sémen a oxidacdo lipidica expressa em

nanogramas de TBARS/mI de sémen.

Determinacéo de pH

A determinacdo de pH foi realizada logo apos a coleta e estimado com papel

indicador universal em escala 1-14.
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Delineamento experimental e analise estatistica

Os dados experimentais foram agrupados em periodos, totalizando cinco periodos
de 28 dias cada: periodo | — 532 a 562 semanas de idade, periodo Il — 572 a 60% semanas de
idade, periodo 111 — 612 a 64% semanas de idade, periodo IV — 65% a 68?2 semanas de idade
e periodo V — 692 a 722 semanas de idade.

O delineamento experimental foi completamente casualizado, com dois
tratamentos e 16 repeticdes cada, onde cada macho foi considerado uma repeticdo. Para
as mensuracdes de TBARS e perfil de acidos graxos foram formados pools de sémen. O
sémen de quatro machos foi reunido para obter material suficiente para as andlises,
totalizando quatro repeti¢fes de quatro machos cada por tratamento. Os resultados foram
avaliados utilizando ANOVA, usando o0 pacote estatistico SAS software (2011; SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA). Todos os valores foram expressos como sendo médias +
erro padrdo. As diferencas entre os grupos foram consideradas significativas a 5% de
significancia. O modelo utilizado no presente estudo foi o seguinte: Yij = p + Ti + eij.
Sendo: Yij - representando as variaveis dependentes observadas; u - média da populacéo;

Ti - efeito do tratamento e eij - erro residual aleatorio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de consumo alimentar estdo apresentados na Tabela 2. Pode-se
inferir que a suplementacdo de 200 mg de vitamina E, influenciou o consumo alimentar
das aves (P<0,05). As aves do grupo suplementado apresentaram consumo de alimento
superior aos das aves que receberam o tratamento controle.

A suplementacdo da vitamina E pode influenciar na producdo de horménios
tiroidianos, os quais aumentam a taxa metabdlica e desta forma, aumentando o consumo
alimentar. Sahin et al., (2002) atribuiram o aumento do consumo promovido pela
vitamina E ao aumento das concentracdes de hormonios produzidos pela tireoide, T3 e
T4, que sdo diretamente relacionados com o aumento do metabolismo animal e
consequentemente, o consumo alimentar.

No entanto, neste experimento a adi¢do de vitamina E, apresentou um aumento no
consumo de racdo, porém, insuficiente para aumentar o peso corporal (28929 controle vs.
28579 suplementado) (P>0,05).
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Tabela 2. Consumo alimentar (g/ave/dia) de machos White Plymouth Rock
suplementados ou ndo com vitamina E

Controle Negativo Vitamina E P CV%
Periodo | 115,37 + 2,17 123,37 + 2,17 0,0142 7,27
Periodo Il 116,56 + 2,26 124,50 + 2,26 0,0190 7,51
Periodo 11 112,46 + 1,95 120,50 + 1,89 0,0062 6,49
Periodo IV 108,60 £ 2,45 115,50 £ 2,37 0,0525 8,46
Periodo V 107,73 + 1,47 112,50 + 1,43 0,0278 5,19
Média total 111,52 + 2,04 119,27 + 2,04 0,0392 3,95

(P<0,05) — diferem estatisticamente
CV% - coeficiente de variagdo

Conforme observado na Tabela 3, ndo houve observac@es significativas para o
volume de sémen nos primeiros quatro periodos analisados (P>0,05). No periodo V a
suplementacdo com vitamina E exerceu uma influéncia negativa sobre tal parametro. Os
machos produziram um menor volume seminal, quando comparados ao controle negativo
(P=0,0295). Danikowski et al., (2002) também observaram reducdo na densidade do
ejaculado de galos suplementados com 20000U1 de vitamina E por kg de ragéo. O volume
ejaculado pode ser afetado pela técnica de coleta utilizada, pela experiéncia do coletor e
por variacfes no manejo da ave (como, por exemplo, estresse, fornecimento de agua e
temperatura ambiente).

No ultimo periodo analisado os machos suplementados com vitamina E
apresentaram menor volume seminal, no entanto, houve diferengas estatisticas para a
concentracdo espermatica no periodo 1V (P<0,0001) e periodo V (P<0,0038) (Figura 1).
Os machos que receberam suplementacdo com vitamina E apresentaram maior
concentracdo espermatica por mL de sémen.

A vitamina E é considerada uma vitamina anti-esterilidade, quando deficiente na
dieta pode causar disfungdes na espermatogénese (BJORNEBOE et al., 1990). O efeito
da vitamina E sobre a concentracdo espermatica foi verificado nos ultimos dois periodos,
compreendendo entre a 652 e 722 semana de idade dos machos. Com o avancar da idade
a uma diminuicdo na espermatogénese e, consequentemente, com o numero de
espermatozoides. A vitamina E pode ter influenciado na manutencao da espermatogénese

e desta forma, houve maior producéo de células esperméticas na espermatogénese.
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Tabela 3. Volume seminal (ml) de machos White Plymouth Rock suplementados ou néo

com vitamina E

Controle Negativo ~ Vitamina E P CV%
Periodo | 0,74 +0,05 0,65+ 0,05 0,2670 32,59
Periodo Il 0,50 £ 0,05 0,46 £ 0,05 0,6570 49,13
Periodo 11 0,68 + 0,06 0,65 + 0,06 0,7249 37,02
Periodo IV 0,73+ 0,06 0,58 + 0,06 0,1032 37,39
Periodo V 0,75+ 0,06 0,53 + 0,06 0,0295 42,24
Média total 0,68 + 0,04 0,57 +0,04 0,1108 14,91

(P<0,05) - diferem estatisticamente

CV% - coeficiente de variagdo

Figura 1. Concentragdo espermatica (nimero de células x 10°ml de sémen) de machos
White Plymouth Rock suplementados ou ndo com vitamina E
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Os parametros de motilidade e vigor espermético do sémen dos machos foram

influenciados positivamente pela inclusdo da vitamina E a partir do periodo Il (P<0,05)

(Tabela 4, 5). A membrana espermatica é rica em &cidos graxos poli-insaturados, podendo

facilmente sofrer peroxidacdo lipidica na presenca de espécies reativas ao oxigénio

(ROS). Com isso, ocorre alteracbes na fluidez da membrana espermatica. Os produtos

finais gerados pela peroxidacdo lipidica exercem efeitos toxicos e podem levar a

diminuicdo da motilidade e do vigor espermatico.

O aumento da motilidade e vigor espermatico estdo relacionados a protegédo

antioxidante da vitamina E, a qual atua sobre os lipideos que compdem as membranas das

células espermaéticas. A peroxidacdo dos lipideos compromete a motilidade e o vigor dos

espermatozoides. Segundo Yousef (2003) a vitamina E € componente primario do sistema
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de protecdo antioxidante do espermatozoide e, um dos maiores protetores de membrana
contra peroxidac&o lipidica o ataque de radicais livres. Therond et al., (1996) relatou que
a percentagem de motilidade dos espermatozoides foi significantemente relacionada ao
conteudo de a-tocoferol na dieta (r=0,84, P<0,05). Machos que apresentam alta
motilidade espermatica possuem espermatozoides com maior capacidade de fertilizacdo
do 6vulo (MACIEL, 2006).

A avaliacdo da motilidade e do vigor espermatico permite avaliar a qualidade do
sémen, quanto melhor for as taxas de motilidade e vigor espermatico, maior a

probabilidade de fertilizacdo do évulo.

Tabela 4. Motilidade espermaética (%) do sémen de machos White Plymouth Rock
suplementados ou ndo com vitamina E

Controle Negativo Vitamina E P CV%
Periodo | 89,53 + 0,68 90,93 + 0,68 0,1578 3,04
Periodo 11 89,06 £ 0,38 91,96 £ 0,38 0,0001 1,69
Periodo 111 86,87 £ 1,08 92,18 £1,08 0,0017 4,85
Periodo IV 88,16 £ 0,56 91,71+ 0,54 0,0001 2,43
Periodo V 82,33 £ 2,05 89,53 +£1,98 0,0175 9,24
Média 87,19 £ 0,97 91,26 + 0,97 0,0186 2,45

(P<0,05) - diferem estatisticamente
CV% - coeficiente de variagdo

Tabela 5. Vigor espermatico do sémen (1-5 scores) de machos White Plymouth Rock

suplementados ou ndo com vitamina E

Controle Negativo Vitamina E P CV%
Periodo | 3,87 +£0,11 403+0,11 0,3494 3,64
Periodo Il 3,75+ 0,09 4,56 + 0,09 0,0001 3,20
Periodo 111 3,59+0,10 4,56 +£0,10 0,0001 3,47
Periodo IV 3,16 £ 0,08 4,28 + 0,08 0,0001 3,24
Periodo V 3,10+0,17 3,90 +0,16 0,0020 4,51
Média 3,49 £0,14 4,26 £0,14 0,0056 3,14

(P<0,05) - diferem estatisticamente
CV% - coeficiente de variagdo

N&o houve efeito da suplementacdo com vitamina E sobre o pH seminal (6,20 vs.
6,18) (P>0,05). A vitamina E ndo tem poder de acidificar ou tornar o0 meio basico.
Danikowski et al., (2002) também ndo observaram diferengcas no pH seminal entre
animais suplementados ou ndao com vitamina E. O espermatozoide de galo diminui sua
capacidade total de fertilizacdo em meios que variavam amplamente o pH e a
osmolaridade (BOGDONOFF e SHAFFNER, 1954; HOBBS e HARRIS, 1963).
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Em relacdo a avaliagdo da morfologia espermatica, observou-se, conforme a
Tabela 6, que os galos suplementados com vitamina E apresentaram menores defeitos
morfolégicos de cabeca no periodo Il (P=0,0002) e no periodo Il (P=0,0062).
Consequentemente, os defeitos totais também foram menores nos periodos Il (P=0,0017)
e 111 (P=0,0036) no grupo suplementado com vitamina E (Tabela 7).

A inclusdo da vitamina E n&o resultou em diferencas sobre os tratamentos
avaliados, para os defeitos morfolégicos da peca intermediéria (0,84% vs. 0,74%) e
defeitos de cauda (1,34% vs. 0,92%) (P>0,05).

O aumento significativo espermatozoides morfologicamente anormais no grupo
controle, demonstrou uma influéncia dietética da vitamina E em reduzir as
anormalidades. Segundo Schramm e Pingel (1991) um aumento do pH pode causar
alteracdes morfoldgicas. Como diferencas significativas de pH nédo ocorreram, o valor do
pH pode ser excluido como causa das alteracdes, assim ser, atribuido ao efeito da adicdo
da vitamina E.

A vitamina E atuou reduzindo a peroxidacdo lipidica, a qual, pode causar danos
na estrutura celular e aumentando o nimero de células com defeitos. Essa vitamina
também atua protegendo contra disfuncdes de espermatogénese, que possam levar a
alteragBes nos espermatozoides. A vitamina E esta naturalmente presente no sémen dos
galos, onde ajuda a manter a integridade da membrana (DONOGHUE e DONOGHUE,
1997).

Trabalhos sobre morfologia espermatica em galos sdo escassos, principalmente
aqueles que os correlacionam com problemas reprodutivos. As anormalidades séo
incompativeis com uma boa fertilidade, portanto, qualquer alteracdo nas caracteristicas
pode comprometer a capacidade fertilizante do espermatozoide (MACIEL, 2006).

A adicdo de niveis moderados (150 mg/kg/dieta) de vitamina E na racdo melhorou
a fertilidade e reduziu as anormalidades dos espermatozoides em codornas (BISWAS et
al., 2007) e em machos de galos caipiras (BISWAS et al., 2009).



Tabela 6. Defeitos morfologicos de cabeca (%) dos espermatozoides de machos White

Plymouth Rock suplementados ou ndo com vitamina E

Controle Negativo Vitamina E P CV%
Periodo | 2,36 £ 0,49 1,56 £ 0,49 0,2701 10,16
Periodo Il 4,81 +0,47 2,01 +0,47 0,0002 7,54
Periodo 11 5,16 + 0,57 2,76 £ 0,57 0,0062 7,72
Periodo IV 6,59+ 1,44 6,14 £ 1,40 0,8258 9,46
Periodo V 5,34 + 0,62 4,65 + 0,60 0,4393 7,10
Média total 4,86 + 0,77 3,44 £ 0,77 0,2303 6,57

(P<0,05) - diferem estatisticamente
CV% - coeficiente de variagdo

Tabela 7. Defeitos morfologicos totais (%) dos espermatozoides de machos White

Plymouth Rock suplementados ou ndo com vitamina E

Controle Negativo Vitamina E P CV%
Periodo | 4,05+ 0,61 2,98 £ 0,61 0,2317 8,47
Periodo 11 7,39 £ 0,80 3,44 £ 0,47 0,0017 7,82
Periodo 11 7,30 £ 0,67 4,26 £ 0,67 0,0036 6,96
Periodo IV 8,71+ 1,44 8,36 + 1,40 0,8909 9,28
Periodo V 6,70 + 0,74 6,30 £ 0,74 0,7040 6,88
Média total 7,56 + 0,79 5,08 +0,79 0,0589 5,45

(P<0,05) - diferem estatisticamente
CV% - coeficiente de variagdo

A suplementacdo dietética da vitamina E produziu uma melhora significativa na
resisténcia das amostras a peroxidacdo lipidica. Os galos alimentados com dieta
suplementada com vitamina E produziram sémen com menores teores de TBARS do que
(P<0,05) (Figura 2). A peroxidacdo lipidica é conhecida como um processo prejudicial
para 0s espermatozoides, levando a diminuicdo da motilidade e reduzida capacidade de
fertilizacdo.

A oxidagdo lipidica ocorre espontaneamente em espermatozoides. Quando o
sistema antioxidante natural estd em desequilibrio, pode ocorrer um estresse oxidativo. A
suplementacdo com vitamina E atuou minimizando os efeitos da oxida¢édo e auxiliou esse
sistema antioxidante natural. Ela atua diretamente na membrana celular espermatica,
neutralizando radicais livres e diminuindo os efeitos da oxidacdo lipidica dos acidos
graxos.

Murakami et al., (2013) demonstram que 0s machos que receberam incremento
nos niveis de vitamina E na racdo, apresentaram potencial maior de fertilizar os ovos de
suas fémeas. Os autores atribuiram esse efeito a acdo antioxidante que a vitamina E teve
sobre os acidos graxos poli-insaturados na membrana celular dos espermatozoides,

permitindo que um maior numero destes atravesse 0 oviduto para fertilizar o 6vulo.
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Figura 2. Oxidacdo lipidica (TBARS nanogramas/ml) de sémen de machos White
Plymouth Rock suplementados ou ndo com vitamina E
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As concentracdes de TBARS nas amostras de sémen diminuiram com
suplementacédo de vitamina E, que confirmam os resultados encontrados por Surai et al.,
(1997). Galos de seis meses de idade foram alimentados com 1000 Ul de a-tocoferol/kg
de dieta durante um periodo de 6-8 semanas, 0 que acarretou na diminuicdo da
concentracdo de TBARS do sémen em até 50%.

Danikowski et al., (2002) suplementando machos com a-tocoferol com (0, 100
Ul, 1000 UI, 10000UI e 20000 Ul/kg da dieta) observaram que niveis crescentes de
suplementacdo apresentam uma relacdo inversa com a concentracdo de TBARS no
plasma seminal de galos.

O sémen das espécies avidrias € caracterizado por conter altas propor¢des de
acidos graxos insaturados. Essa caracteristica € essencial para a célula manter sua
motilidade e fluidez, porém, esta constituicdo € favoravel a peroxidacdo lipidica.
Acredita-se que 0s mecanismos pelos quais as espécies reativas ao oxigénio (EROs)
perturbam a funcdo espermatica envolvem a peroxidacdo dos &cidos graxos poli-
insaturados presentes na membrana plasmatica do esperma, este processo desempenha
um papel importante nos indices de infertilidade dos machos.

As consequéncias benéficas significativas desta resisténcia reforcada pela
vitamina E a peroxidacao lipidica, sobre o perfil de acidos graxos sdo exemplificadas nas
figuras dispostas a seguir. Os dados sdo apresentados como percentagem de acidos graxos
identificados (g/100g de lipideos).



39

Os acidos graxos saturados presentes em maiores proporc¢des no sémen dos galos,
s&o 0 &cido palmitico (C16:0) e &cido esteérico (C18:0). Resultados estes esperados, visto
que, séo os &cidos graxos predominantes em tecidos, fluidos e produtos de origem animal.
Nos ultimos dois periodos experimentais, que compreenderam da 652-72% semana
de idade dos machos, houve diferencas estatisticas nas propor¢oes totais de acidos graxos

saturados e poli-insaturados do sémen, como pode ser observado nas figuras 3 e 4.

Figura 3 e 4. Perfil lipidico do sémen dos machos suplementados ou ndo com vitamina E
no periodo IV e V.

100 80
(P=0,0059)
80 - (P:0,0160) _
60 1
8 (] g
[} x
g 60 1 %
8 S 404
2 2
& 401 o
s ¢ (P=0,0023)
(P=0,0160) .
20 4 ns
In.SELIL I
LA S I I |
Saturados Monosaturados Poli-saturados Saturados Monoinsaturados  Poliinsaturados
Classes lipidicas Classes lipidicas
I Controle Negativo I Controle Negativo
[ vitamina E [ vitamina E
ns — ndo significativo ns — ndo significativo

No grupo controle negativo as proporcfes de acidos graxos saturados foram
maiores que no grupo suplementado e, a percentagem de &cidos graxos poli-insaturados
concomitantemente reduziu. No entanto, a proporcao de acidos graxos saturados no grupo
suplementado com a vitamina E foi menor. Desta forma, as quantidades proporcionais de
acidos graxos poli-insaturados do total dos acidos graxos foram maiores.

A peroxidacéo lipidica é um processo em que as EROs desestruturam os acidos
graxos poli-insaturados dos fosfolipidios das membranas celulares, desintegrando-as. Os
compostos toxicos gerados pela peroxidagdo, ativam a fosfolipase, que desintegra os
fosfolipideos, liberando os acidos graxos nao saturados, resultando na oxidacdo dos
acidos graxos insaturados (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989). A reducdo da
peroxidacdo lipidica associada a vitamina E, pode ser responsavel por esse maior
percentual de acidos graxos poli-insaturados, que constituem os lipidios do sémen dos
machos suplementados.

Segundo Kelso et al., (1996) quando ha baixas concentragdes de acidos graxos
poli-insaturados nos fosfolipideos do sémen, hd uma reducdo na capacidade de
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fertilizacdo do espermatozoide. Uma elevada percentagem de acidos graxos poli-
insaturados, € exigida pela membrana dos espermatozoides, para construir um
microambiente que permite fluidez para conduzir o processo de fertilizagdo. Por conterem
altas proporcbes de acidos graxos poli-insaturados, 0s espermatozoides aviarios
constituem um meio ideal para a vitamina E atuar e ser incorporada na membrana, onde
atua fortemente como antioxidante (SURAI et al., 2001).

Uma diferenca substancial significativa foi encontrada no contetido dos principais
acidos graxos peroxidaveis, ou seja, aqueles que possuem insaturacdes em todos 0s

periodos analisados, os quais sdo demostrados nas figuras a seguir.

Figura 5. Acidos graxos do sémen dos machos suplementados ou néo com vitamina E no

periodo .
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Esse aumento dos acidos insaturados com a suplementacdo da vitamina E, pode
ser considerado um reflexo da diminuicdo da peroxidacao lipidica do sémen pela vitamina
E. Nota-se que os efeitos significativos foram observados nos acidos de cadeia longa, que
possuem insaturacdes em suas cadeias.

Os principais acidos graxos que foram preservados da peroxidacao pela vitamina

E, sdo os acidos graxos de 20 e 22 carbonos em sua cadeia estrutural.
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Figura 7. Acidos graxos do sémen dos machos suplementados ou ndo com vitamina E no
periodo IlI.
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Figura 8 e 9. Perfil lipidico do sémen dos machos suplementados ou ndo com vitamina E
no periodo IV e V.
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Nos espermatozoides de mamiferos ja foram comprovados que mais de 50% da
fracdo fosfolipidica é composta por &cidos graxos poli-insaturados de cadeias carbonicas
C20-22, € que 0 nivel esta correlacionado com a maturacdo espermatica (OLLERO et al.,
2000).

Neste estudo os acidos de cadeias Czo-22 estiveram em maiores quantidades no
tratamento com vitamina E. Surai et al., (2001) relacionaram 0 aumento nas proporgoes
de &cidos graxos poli-insaturados C2o-22, a suplementagcdo com vitamina E das aves, e que
essa adicdo alterou o metabolismo dos &cidos graxos.

No entanto as interacdes entre a vitamina E e os acidos graxos ndo sdo bem

relacionadas e precisam de maiores investigacoes.
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CONCLUSAO

Machos alimentados com dietas suplementadas com vitamina E consumiram mais
alimento, sem alterar o peso corporal.

A suplementagdo de vitamina E melhorou a motilidade e vigor espermatico do
sémen. A concentracdo espermatica do sémen de galos suplementados com vitamina E
foi superior da 652 a 722 semana. Os parametros de pH do sémen e defeitos morfologicos
dos espermatozoides ndo foram influenciados pela adi¢éo da vitamina E

A vitamina E reduziu a peroxidacdo lipidica e alterou a composi¢do de &cidos
graxos do sémen, com o aumento dos acidos graxos insaturados de cadeia longa,

considerados importantes para diversas funcdes espermaticas.
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5 CAPITULO III

EFEITO DA ADICAO DE SELENIO SOBRE AS VARIAVEIS
REPRODUTIVAS, ESTADO OXIDATIVO E PERFIL DE ACIDOS GRAXOS
DO SEMEN DE GALOS WHITE PLYMOUTH ROCK

RESUMO

Esta pesquisa foi realizada para investigar os efeitos da suplementacgdo dietética de selénio
sobre as caracteristicas reprodutivas de galos White Plymouth Rock, da 532 — 722 semana
de idade. Um total de 32 machos foram selecionados e distribuidos em um delineamento
inteiramente casualizado, com 16 repeti¢fes. Os tratamentos foram: dieta basal (0,15
mg/kg de racdo de selénio) e suplementado (0,40 mg/kg de racdo de selénio). As dietas
foram isonutritivas, sendo permitido acesso, ad libitum, agua e racdo. O periodo
experimental foi dividido em cinco periodos: periodo I - 532-56% semana; Periodo Il - 572-
602 semana; Periodo 111 - 613-642 semana; Periodo IV - 652-682 semana e periodo V - 692-
72% semana de idade. Os dados foram submetidos a analise de variancia através do
programa SAS (2011), considerando-se estatisticamente diferente ao nivel de 5% de
probabilidade. O peso corporal foi determinado no inicio do experimento, ao final de cada
periodo, juntamente com o consumo de racdo. A coleta de sémen foi realizada duas vezes
por periodo, pelo método de massagem dorso-abdominal, em tubos graduados e, o
volume foi determinado. Em microscépio 6ptico, com aumento de 400X, a motilidade e
o vigor espermatico foram avaliados. Apos a leitura do pH, 5 uL de sémen foram
armazenados em 5 mL de formol:citrato, para determinar a concentracao espermatica e
os defeitos morfoldgicos. Foram também analisadas, as Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbitarico (TBARS) e o perfil de acidos graxos no sémen, mensurados ao final dos
periodos. O consumo de ragdo aumentou com a adigdo de selénio (P=0,0207), porém,
ndo influenciou o peso corporal (P=0,8890). O volume seminal, a concentracdo
espermatica, defeitos morfoldgicos e o pH nao foram influenciados pela adi¢ao de selénio
na dieta (P>0,05). A motilidade e o vigor espermético foram significativamente
aumentados com a inclusdo de selénio, nos periodos Il, Il e IV, respectivamente,
compreendendo o intervalo entre a 57 e 68 2 semana de idade (P <0,05). O TBARS do
sémen de machos suplementado com selénio foi significativamente menor, no periodo
experimental total (P = 0,0331). O perfil lipidico do sémen foi influenciado pela adicédo
do selénio (P<0,05). Observou-se o efeito antioxidante do selénio, atenuando os efeitos
da peroxidacdo lipidica sobre a célula espermatica, levando a uma consideravel alteracdo
nos &cidos graxos de cadeia longa que possuem insaturacdes, os quais estdo diretamente
relacionados com as fungbes espermaticas. Houve um aumento na motilidade e vigor dos
espermatozoides, 0 que poderia resultar em maior probabilidade de fertilizacéo,
melhorando os indices de fertilidade dos lotes.

Palavras-chaves: acido tiobarbitarico, espermatozoides, lipidios, viabilidade
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SELENIUM IN DIETS OF ROOSTERS WHITE PLYMOUTH ROCK AND
THEIR EFFECTS ON QUALITY, LIPID PEROXIDATION AND FATTY
ACIDS OF SEMEN

ABSTRACT

This research was carried out to investigate the effects of dietary selenium
supplementation on the reproductive characteristics of roosters White Plymouth Rock,
from 53 to 72" week of age. A total of 32 males were selected and distributed in a
completely randomized design, with 16 replicates. The treatments were: basal diet (0.15
mg/kg of feed of selenium) and supplemented (0.40 mg/kg of feed of selenium). The diets
were isonutritivas, being allowed access, ad libitum, water and feed. The experimental
period was divided into five periods: period | - 53'%-56" week; period Il - 57"-60" week;
period 111 - 61%-64™ week; period IV - 651-68" week and period V - 69"-72" week of
age. The data were submitted to analysis of variance through the SAS program (2011),
considering statistically different than 5% of probability. Semen collection was
performed twice per period, by the dorso-abdominal massage method, in graduated tubes
and, the volume was determined. In an optical microscope, at 400X magnification, the
motility and vigor spermatic were evaluated. After reading the pH, 5 pL of semen were
stored in 5 mL of formal:citrate to determine spermatic concentration and morphological
defects. Also analyzed were the Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS) and
the fatty acid profile in the semen, measured at the end of the periods. The feed intake
increased with the addition of selenium (P=0.0207), but did not influence body weight
(P=0.8890). The seminal volume, spermatic concentration, morphological defects and pH
were not influenced by the addition of selenium in the diet (P>0.05). The motility and
spermatic vigor were significantly increased with the inclusion of selenium in periods I,
[l and 1V, respectively, comprising the interval between the 57" and 68" week of age
(P<0.05). The TBARS of roosters semen supplemented with selenium was significantly
lower in the total experimental period (P=0.0331). The lipid profile of the semen was
influenced by the addition of selenium (P<0.05). It was observed the antioxidant effect of
selenium, attenuating the effects of lipid peroxidation on the sperm cell, leading to a
considerable change in the long chain fatty acids that have unsaturations, which are
directly related with spermatic functions. There was an increase in sperm motility and
vigor, which could result in a higher probability of fertilization, improving lots fertility
rates.

Key words: spermatozoa. thiobarbituric acid. breeding. viability. mineral.
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INTRODUCAO

O selénio € um elemento essencial na nutricdo de aves e quando deficiente na
dieta, causa decrescimo no desempenho produtivo e reprodutivo. Este mineral possui
varias funcbes como protecao antioxidante, regulacéo da expressdo génica, metabolismo
da tireoide e manutencdo da integridade da estrutura dos espermatozoides (AHANGARI
etal., 2013)

O selénio demonstrou-se entre todos os minerais indicados como essenciais, ser
um dos mais importantes na reproducdo. E necessario para manter a integridade da
membrana espermatica e suas propriedades fisioldgicas, fundamentais para o sucesso da
fertilizacdo e motilidade dos espermatozoides, pois € componente da enzima glutationa
peroxidase (SURAI, 2002).

Além da presenca da glutationa peroxidase com fungéo antioxidante no sistema
reprodutivo, também esta presente a glutationa peroxidase hidroperéxido fosfolipidica
(PH-GSH-Px). Alem da acdo antioxidante possui funcdo estrutural, fazendo parte na
membrana celular e das mitocdndrias na peca intermedidria dos espermatozoides
(SURALI, 2006). Atua principalmente protegendo a mitocéndria, organela que esta
localizada na peca intermediaria e é responsavel pela motilidade, pela flexibilidade e
fluidez da membrana. Para que realize estas propriedades, a mitocondria necessita altos
niveis de &cidos graxos poliinsaturados, que tornam a celula mais vulneravel a oxidagéo
e & producdo de radicais livres (SURALI, 2002).

A peroxidacdo lipidica estd associada a uma diminuicdo significativa da
concentracdo de acidos graxos poli-insaturados nos espermatozoides (SURAI e FISININ,
2013). Os acidos graxos poli-insaturados cumprem uma funcdo importante no
espermatozoide, quando estdo em baixas quantidades no espermatozoide comprometem
a fertilidade (KELSO et al., 1996).

O estresse oxidativo relacionado a geracdo de espécies reativas de oxigénio
também tem sido associado a proliferacdo, diferenciacdo e apoptose celular (DRAGIN et
al., 2006). A inclusédo de selénio nas dietas dos galos melhora a concentragdo de
espermatozoides, 0 aumento da motilidade e reduz a porcentagem de espermatozoides
mortos (EBEID, 2009), desta forma aumenta a capacidade de fertilizacao.

Na deficiéncia de selénio, ha menor sintese de PH-GSH-Px, comprometendo a
gametogénese. Como consequéncia, 0s espermatozoides apresentam diversos problemas

morfolégicos como cabeca e caudas isoladas, deformacdes na cabeca e peca
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intermediaria, inclusive com ruptura estrutural, diminuicio do ndmero de
espermatozoides por ejaculado e aumento na morte de espermatozoides (ALVIM e
SOUZA, 2005).

Evidéncias indicam que o selénio é necessario para a manutencdo do equilibrio
critico entre a morte de células germinativas e a proliferacdo durante a apoptose na
espermatogénese (SUNDARAM et al., 2000). O objetivo do presente estudo foi avaliar
a inclusao de selénio em dietas de machos White Plymouth Rock e seus efeitos sobre as
caracteristicas, susceptibilidade a peroxidacéo e alteracoes no perfil de acidos graxos do

sémen.

MATERIAL E METODOS

Este experimento foi conduzido no Laboratorio de Avicultura da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM), Brasil.

Animais

Foram selecionados 32 machos reprodutores da raca White Plymouth Rock,
alojados e distribuidos aleatoriamente em gaiolas individuais (0,33 x 0,60 x 0,60m).
Foram submetidos ha um programa de iluminacdo de 17 horas/luz/dia. As aves foram
mantidas em um periodo pré-experimental das 50% as 522 semanas de idade, para
adaptacéo a coleta e resposta ao estimulo a massagem dorso-abdominal para ejaculacéo.
O periodo experimental compreendeu da 532 semana até a 722 semana de idade das aves.

Os tratamentos consistiram em machos suplementados com a dieta controle basal
(0,15mg/kg/dieta de selenito de s6dio) e machos que receberam dieta basal suplementada
com selénio (0,15mg/kg/dieta de selenito de sodio + 0,25 mg/kg/dieta de carboquelato de

selénio). Os niveis nutricionais utilizados na dieta basal estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1- Composicéo centesimal da dieta e perfil nutricional

INGREDIENTES %

Milho 59,56
Farelo de Soja 15,52
Farelo de Trigo 10,00
Fosfato Bicalcio 1,86
Calcério Calcitico 0,86
DL- metionina 0,07
Sal 0,40
Premix- Mineral ! 0,05
Premix Vitaminico? 0,10
Inerte 11,58
Composicao Calculada

Energia Metabolizavel (Kcal/kg) 2600
Proteina Bruta % 14,00
Caélcio % 0,90
Faosforo disponivel % 0,45

1 Niveis minimos de garantia do premix mineral (kg/produto): Cobre 20g, Ferro 100g, Mangénes 160g,
Cobalto 2000mg, lodo 2000mg e Zinco 100g. 2 Niveis minimos de garantia do premix vitaminico
(kg/produto): Vit A 9000000Ul, Vit D3 2500000Ul, Vit E 20000U1, Vit K3 2500mg, Vit B1 1500mg, Vit
B2 600mg, Vit B6 3000mg, Vit B12 12000mg, Acido Pantoténico 12g, Niacina 25g, Acido Félico 800mg,
Biotina 60g e Selénio (Selenito de sddio 250mg.

Os niveis nutricionais foram baseados nas recomendacdes de Rostagno et al.,
(2011). O alimento e a &gua foram fornecidos ad libitum. Os machos foram pesados
individualmente no inicio do experimento e a cada periodo de 28 dias, bem como a ragdo

ofertada e as sobras para determinar o consumo de racao.

Coleta de sémen

O sémen foi coletado quinzenalmente pelo método de massagem dorso-abdominal
proposto por Forgiarini (2015). Foram utilizados tubos falcon graduados mantidos em
banho maria em temperatura de 40° C. Logo ap06s a coleta foi verificado o volume do
ejaculado e avaliado os parametros de motilidade, vigor e pH. Apos 5ul de sémen foi
armazenado em 5 ml de uma solugédo formol:citrato para posteriormente ser realizado as

andlises de concentracdo e morfologia espermatica.
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Motilidade e vigor espermatico

Para a mensuragdo da motilidade, foi avaliado o movimento progressivo retilineo
e uniforme dos espermatozoides. Colocou-se 5ul de sémen em uma lamina pré-aquecida
e recoberta por uma laminula. As células espermaticas foram observadas em microscopia
de luz, com aumento de 200x. O resultado final foi expresso em porcentagem de células
que apresentavam movimento retilineo e progressivo.

O vigor espermatico, demostra a qualidade do movimento dos espermatozoides
moveis conforme a metodologia proposta por Silva et al., (2002). O resultado apresentado
em escores onde: O - Células espermdticas imoveis; 1- células esperméticas com
movimentacao lenta, latero-lateral, sem progressdo; 2 - células espermaticas com rapida
movimentacdo latero-lateral, sem progressdo retilinea; 3 - células espermaticas com
rapidos movimentos latero-laterais, com alguma progressdo retilinea; 4 - células
espermaticas com movimentacdo lenta e com continua progresséo retilinea e 5- células

espermaticas com movimentacgdo rapida e continua progressao retilinea.

Concentracédo espermatica

Para a analise de concentracéo foi adicionado 5ul de sémen em 5ml de solugéo de
formol:citrato. Para a determinacdo da concentracdo espermatica o sémen foi diluido em
uma proporcao de 1:1000 para posteriormente ser realizado a contagem de células
espermaticas em hemocitometro (Camera de Neubauer), com resultado expresso em
nimero de células por mm?® de sémen. O resultado foi transformado para nimero de

células por ml de sémen.

Morfologia espermética

Para avaliacdo das anormalidades espermaticas, foram adicionados 5ul de sémen
em solucgdo de formol:citrato. Uma gota desta mistura foi colocada sobre uma Iamina e
sobreposta com laminula deslizante, em cadmara umida sob microscopia de contraste de
fase (ampliagéo de 1000X, imers&o em 6leo). As células foram categorizadas em normais
e as alteracGes descritas individualmente e agrupadas em anormalidades de cabeca, peca

intermediaria e cauda, apresentado em percentagem.
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Perfil de &cidos graxos

Os &cidos graxos foram determinados através de pools de sémen formados pelos
mesmos quatro machos, determinados as 56, 60, 64, 68 e 72 semanas de idade, uma vez
a cada periodo.

Os lipideos totais foram extraidos do sémen através da solugdo de hexano:
isopropanol (HARA e RADIN, 1978). A fragdo lipidica foi transesterificada e metilada
baseado na metodologia descrita por Christie (1982).

Os acidos graxos foram determinados por cromatografia gasosa em cromatografo
gasoso capilar (AGILENT 6890 SERIES GC SYSTEM); coluna capilar: (SUPELCO,
60m x 0,25mm, filme 0,25 um; Sigma Aldrich). As condi¢des cromatogréficas foram:
fluxo coluna de 1,00mL/min; as temperaturas do detector e do injetor foram 280°C e
250°C, respectivamente. A rampa de temperatura do forno iniciou com 100°C,
permanecendo por 1 minuto, entdo aumentada até 240°C a uma taxa de 4°C/min,
permanecendo por 20min. O gas de arraste utilizado foi o nitrogénio e, o volume injetado
foi de 1,0uL. As identificacbes dos picos foram verificadas por comparagdo com 0s
tempos de retencdo a um padrdo mix37 de acidos graxos ésteres metilicos (Sigma
Chemical Co., Poole).

A integracdo dos picos e a manipulacdo dos dados subsequentes foram realizadas
utilizando um sistema de dados AGILENT. Os acidos graxos sdo apresentados como

percentual de acidos graxos identificados.

Avaliagdo do estresse oxidativo — Substancia reativas ao acido tiobarbiturico

Nas semanas 56, 60, 64, 68 e 72 de idade das aves, ou seja, ao final de cada
periodo, um pool formado sempre pelo sémen dos mesmos 4 machos foi coletado para
obtencdo de material suficiente para a analise da oxidacdo lipidica. O potencial
antioxidante do sémen foi baseado nas Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico
(TBARS), conforme a metodologia descrita por Okawa et al., (1979). Essa metodologia
tem como fundamento a reacdo de duas moléculas de &cido tiobarbitirico com uma
molécula de malondialdialdeido (MDA) produzindo um complexo de coloragéo rosea,
quantificado por espectrofotometria através de um comprimento de onda de 532
nandmetros comparados a amostra padrdo de MDA. A concentracdo de TBARS ¢é

determinada utilizando o valor de 1,56 x 105 x M™ ml™ como coeficiente de extingcio



53

molar do MDA, sendo a resisténcia do sémen a oxidacdo lipidica expressa em

nanogramas de TBARS/mI de sémen.

Determinacéo de pH

A determinacdo de pH foi realizada logo ap6s a coleta e estimado com papel

indicador universal em escala 1-14.

Delineamento experimental e analise estatistica

Os dados experimentais foram agrupados em periodos, totalizando cinco periodos
de 28 dias cada: periodo | — 532 a 562 semanas de idade, periodo Il — 572 a 602 semanas de
idade, periodo 11l — 612 a 64% semanas de idade, periodo IV — 65% a 682 semanas de idade

e periodo V — 692 a 722 semanas de idade.

O delineamento experimental foi completamente casualizado, com dois
tratamentos e 16 repeticdes cada, onde cada macho foi considerado uma repeticdo. Para
as mensuracdes de TBARS e perfil de acidos graxos foram formados pools de sémen. O
sémen de quatro machos foi reunido para obter material suficiente para as analises,
totalizando quatro repeti¢fes de quatro machos cada por tratamento. Os resultados foram
avaliados utilizando ANOVA, usando o pacote estatistico SAS software (2011; SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA). Todos os valores foram expressos como sendo médias +
erro padrdo. As diferencas entre os grupos foram consideradas significativas a 5% de
significancia. O modelo utilizado no presente estudo foi o seguinte: Yij = pu + Ti + eij.
Sendo: Yij - representando as variaveis dependentes observadas; u - média da populacéo;

Ti - efeito do tratamento e eij - erro residual aleatorio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 2 demostra o consumo alimentar (g/ave). A suplementagdo com selénio
aumentou o consumo (P<0,05) em todos os periodos analisados. Apesar do maior
consumo, influenciado pela adicdo de selénio, o peso corporal foi similar entre os

tratamentos (2953g controle negativo vs. 29489 suplementado com selénio) (P>0,05).
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Junior (2008) observou que o nivel de 0,45 mg/kg/racdo de selénio na dieta de
frangos de corte também houve um aumento de consumo aos 28 e 35 dias, porém 0s
efeitos ndo persistiram aos 42 dias. Oliveira (2012) ao incluir 0,45 ppm/kg/de racéo de
selénio em dietas de frangos de corte observaram aumento no consumo de ragédo

independente da fonte ser organica ou inorganica

Tabela 2. Consumo alimentar (g/ave) de machos White Plymouth Rock suplementados
ou ndo com selénio

Controle Negativo Selénio P CV%
Periodo I 115,37 £ 2,17 124,12 + 1,88 0,0026 6,28
Periodo 11 116,56 + 2,26 123,75+ 1,96 0,0148 6,54
Periodo 11 112,46 £ 1,95 122,12 + 1,96 0,0019 6,68
Periodo IV 108,60 + 2,45 119,25+ 2,15 0,0018 7,57
Periodo V 107,73 £ 1,47 112,12 + 1,41 0,0392 5,14
Média total 111,52 £ 1,99 120,27 £ 1,99 0,0207 3,84

(P<0,05) - diferem estatisticamente
CV% - coeficiente de variagdo

O volume médio seminal ndo foi influenciado pela adi¢édo de selénio (0,68ml vs.
0,75ml) (P>0,05). Ahanngari et al., (2013) ao avaliar diferentes niveis (0,1, 0,2 e 0,3
mg/kg) de selénio na dieta de galos, também ndo observaram efeitos sobre o volume
seminal. No entanto, Jerysz e Lukaszewicz (2013) suplementando gansos comerciais com
selénio (0,3 mg/kg/racdo) e vitamina E (100 mg/kg/racéo), observaram maiores volumes
de ejaculado e maiores respostas ejaculatdrias.

A motilidade e vigor espermatico foi influenciado significativamente pelo selénio
das dietas. Observa-se que galos suplementados com selénio resultaram em maior
motilidade e vigor a partir do periodo Il (P<0,05) (Tabela 3, 4). Nao hé relatos de que o
selénio influencia no vigor dos espermatozoides. Porém este parametro, esta intimamente
relacionado com a motilidade espermaética. A motilidade pode ser reduzida tanto em
baixas quantidades de selénio quanto em altas concentragdes, consideradas toxicas.

Ahangari et al., (2013) usando selénio na forma organica ao nivel de 0,3 mg/kg,
também obtiveram maior motilidade espermatica. O selénio faz parte da enzima
glutationa peroxidase que atua como antioxidante no sistema reprodutivo, tambem esta
presente na PH-GSH-Px, que além da acéo antioxidante, possui funcéo estrutural fazendo
parte da membrana celular e das mitocdndrias da peca intermediaria dos espermatozoides
(SURAI, 2006).
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Desta forma, a incluséo do selénio na dieta atuou protegendo a mitocondria, a qual
é responsavel pela motilidade, flexibilidade e fluidez da membrana espermaética. Para
realizar essas fungdes, a mitocondria também necessita de energia fornecida pelos
lipideos constituintes das membranas, onde o selénio atua diminuindo peroxidacao
lipidica.

Tabela 3. Motilidade espermatica (%) de machos White Plymouth Rock suplementados ou
ndo com selénio

Controle Negativo Selénio P CV%
Periodo | 89,53 + 0,60 90,50 + 0,62 0,2716 2,67
Periodo Il 89,06 + 0,37 91,83+0,39 0,0001 1,67
Periodo 11 86,87 £ 1,10 91,66 +1,13 0,0052 4,94
Periodo IV 88,16 £ 0,52 91,66 = 0,52 0,0001 2,24
Periodo V 82,33 +2,44 86,00 £ 2,44 0,0697 10,03
Média total 87,19 £1,02 90,82 + 1,02 0,0362 3,10

(P<0,05) - diferem estatisticamente
CV% - coeficiente de variagdo

Tabela 4. Vigor espermatico do sémen (1-5 scores) de machos White Plymouth Rock
suplementados ou ndo com selénio

Controle Negativo Selénio P CV%
Periodo | 3,87+0,11 4,13+0,12 0,1393 3,65
Periodo 11 3,75%0,10 4,40 £0,11 0,0003 3,51
Periodo 11 3,59+0,11 456 £0,11 0,0001 3,57
Periodo IV 3,16 + 0,09 4,46 + 0,09 0,0001 3,29
Periodo V 3,10+0,18 3,60+0,18 0,0647 4,77
Média total 3,49+0,16 4,23 +0,16 0,0136 3,33

(P<0,05) - diferem estatisticamente
CV% - coeficiente de variagdo

O pH do sémen ndo sofreu interferéncias pelos tratamentos, em todos os periodos
a inclusdo de selénio na dieta ndo alterou esse parametro (6,10 vs. 6,18) (P>0,05). N&o ha
evidencias que o selénio altere pH seminal. Ahanngari et al., (2013) ao incluir niveis (0,1,
0,2 e 0,3 mg/kg) de selénio na dieta de galos também nédo observaram efeitos sobre o pH
do sémen. Um aumento de pH pode causar alteragdes morfoldgicas e morte de
espermatozoides (SCHAMM e PINGEL, 1991). N&o encontrando diferenca estatistica
para o pH, as alteragdes morfoldgicas no periodo Il (Tabela 5) pode ser atribuida a dieta.

A inclusdo de selénio diminuiu a porcentagem de defeitos totais no periodo Il
(P=0,0159). Nao foram observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos para 0s
defeitos morfoldgicos dos espermatozoides de cabeca (4,86% vs. 4,36%), defeitos de
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peca intermediaria (0,84% vs. 0,82%) e defeitos de cauda (1,34% vs. 1,14%). Neste
estudo as alteracgdes individuais ndo foram influenciadas pela suplementacéo com selénio,
porém, os defeitos morfoldgicos totais foram menores.

O selénio faz parte das selenoproteinas, as quais participam da manutencao da
integridade da estrutura do espermatozoide. A selenoproteina da capsula mitocondrial da
célula espermética é uma forma de glutationa peroxidase, a qual é conhecida por
desempenhar um papel importante na estrutura da célula, como uma proteina estrutural
(DIMITROV et al., 2007). As selenoproteinas sdo estrutura fixa da peca intermediaria,
presente na membrana, mitocondrias e também € encontrada na cabeca.

Quando ha deficiéncia de selénio, ocorre uma reducéao nas sinteses destas enzimas
comprometendo a gametogénese do macho. Consequentemente, 0s espermatozoides
apresentam maiores defeitos morfologicos. O selénio faz parte das principais enzimas
que compdem o sistema antioxidante que protege os espermatozoides de danos e
disfuncBes celulares. Desta forma, a diminuicdo de defeitos morfolégicos pode ser
atribuida a maior atividade destas enzimas.

Ebeid (2009) usou selénio organico e verificou uma diminuicdo no ndmero de
espermatozoides com defeitos de cabeca. Sob condi¢Ges de estresse térmico, uma
combinacgéo de vitamina E (200mg/kg) e selénio (0,3 mg/kg) na dieta de galos reduziu a
porcentagem de espermatozoides mortos (EBEID, 2012). Edens (2002), adicionou 0,2
mg de selénio organico por kg de racdo na dieta de galos e percebeu que as porcentagens

de espermatozoides normais foram aumentadas.

Tabela 5. Defeitos morfol6gicos totais (%) de espermatozoides de machos White
Plymouth Rock suplementados ou ndo com selénio

Controle Negativo Selénio P CV%
Periodo | 4,05+0,74 3,84+0,74 0,8416 8,77
Periodo Il 7,39 £0,89 4,15+ 0,89 0,0159 7,98
Periodo 11 7,30+ 0,99 5,82 +0,99 0,3032 7,89
Periodo IV 8,71+ 1,59 9,74 £1,59 0,6506 8,39
Periodo V 6,70 + 0,80 6,01 + 0,80 0,5483 7,21
Média total 7,56 + 0,81 5,90+ 0,81 0,1902 5,36

(P<0,05) - diferem estatisticamente
CV% - coeficiente de variagdo

A inclusdo de selénio na dieta de machos ndo aumentou a concentracdo
espermatica no sémen (2,91 x 10°ml vs. 2,83 x 10°ml) (P>0,05).
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Este estudo corrobora com os resultados encontrados por Ahangari et al., (2013).
Esses autores observaram que a suplementagdo com 0,3 mg/kg de ragdo de selénio ndo
influenciou a concentracao de espermatozoides, em seu estudo com galos. Por outro lado,
Slowinska et al., (2011) avaliando a suplementacédo de selénio ao nivel de 0,3mg/kg de
dieta em gansos, observou um aumento na concentracdo espermatica do sémen.
Lukaszewicz (2013) suplementando gansos comerciais com selénio (0,3mg/kg/racao) e
vitamina E (100mg/kg/racdo), também observaram maiores concentraces espermaticas.

A oxidacdo lipidica do sémen reduziu na dieta com selénio no periodo
experimental total (P<0,0331) (Tabela 6). Essa diminuicdo pode ser associada a maior
atividade das enzimas (glutationa peroxidase, superdxido dismutase e catalase), onde séo
dependentes de selénio e atuam reduzindo a peroxidacéo lipidica.

Surai et al., (1998) ao avaliar a inclusdo de selénio na dieta de machos, verificam
gue houve um aumento significativo da atividade da enzima GSH-Px, nos testiculos, nos
espermatozoides e no plasma seminal. Como consequéncia deste resultado, observou-se
uma diminuicdo a susceptibilidade dos espermatozoides e dos tecidos a peroxidacdo
lipidica, apresentando menores teores de TBARS.

Ebeid (2009) avaliou os efeitos da inclusdo de niveis crescentes de selénio
organico (0O-controle, 0,1ppm, 0,2ppm e 0,3ppm de seleno levedura) no status
antioxidante de galos sob condigdes de estresse térmico. Os animais que receberam dietas
suplementadas com 0,3 ppm de selénio apresentaram diminuicdo nos niveis plasmaticos
de TBARS mostrando que a suplementacdo com Selénio Levedura melhorou o status

antioxidante dos animais.

Tabela 6. Oxidacdo lipidica (TBARS nanogramas/ml de sémen) de machos White
Plymouth Rock suplementados ou ndo com Selénio

Controle Negativo Selénio P CV%
Periodo | 1999+19 12,72+ 19 0,0504 5,22
Periodo Il 22,80+1,6 18,40 £ 1,6 0,1144 4,23
Periodo 11 21,75+ 2,1 15,00+ 2,1 0,0726 5,04
Periodo IV 22,53+14 18,06 +1,4 0,0743 3,99
Periodo V 27,19+1,2 23,7712 0,0933 3,32
Média 22,85+ 0,79 17,59 + 0,79 0,0331 7,70

(P<0,05) - diferem estatisticamente
CV% - coeficiente de variagdo

A inclusdo do selénio na dieta de macho esta diretamente relacionada com a

funcdo antioxidante, reduzindo a peroxidagdo dos lipideos presentes no sémen. A
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peroxidacdo lipidica estd associada a uma diminuicdo significativa da concentracdo de
acidos graxos poli-insaturados nos espermatozoides (SURAI e FISININ, 2013). Os &cidos
graxos poli-insaturados cumprem uma funcdo importante, quando estdo em baixas
quantidades no espermatozoide, comprometem a fertilidade.

A adicéo do selénio modificou o perfil lipidico do sémen, demostrados nas figuras
a seguir. Sao apresentados 0s &cidos graxos, como porcentagem de &cidos graxos
identificados, com efeitos significativos pelos tratamentos.

Os éacidos graxos do perfil lipidico do sémen que apresentaram diferencas
estatisticas foram principalmente, os acidos graxos insaturados de cadeias de 20 e 22
carbonos. As cadeias acilas diferem muito na sua propensdo quimica ao dano oxidativo.
Os acidos graxos poli-insaturados da série n-3 sao mais propensos a oxidar que os da série
n-6. Porém, em ambos 0s casos, tanto acidos graxos n-6 e n-3 aumentaram com a inclusao
do selénio. Mesmo dentro da classe dos acidos graxos poli-insaturados, hd um aumento
de quatro vezes na peroxibilidade entre lipideos de cadeia curta e longa, o acido C22:6
n3 é 320 vezes mais susceptivel a peroxidacao do que C18:1n9 (SURAI et al., 1997). Esse
fato pode ser explicado pelo nimero de ligacBes duplas na cadeia. Quanto maior o nimero

de insaturacdes, maiores foram os efeitos do selénio.

Figura 1 e 2. AlteracOes estatisticamente significativas nos acidos graxos do sémen de
galos suplementados ou ndo com selénio no periodo I e Il
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Figura 3 e 4. Alteracdes estatisticamente significativas nos acidos graxos do sémen de
galos suplementados ou n&o com selénio no periodo Il e IV
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O ultimo periodo experimental apresentou as maiores alteragdes de acidos graxos,
para a suplementacéo de selénio. Observa-se que 0s &cidos saturados apresentam maiores
proporcdes no controle negativo, concomitantemente hd uma menor proporc¢do de acidos
insaturados. A adi¢do do selénio aumentou significativamente os &cidos insaturados com
mais de 20 carbonos. Quanto maior o nimero de ligagdes duplas na cadeia lipidica,

maiores foram os efeitos da suplementacdo com selénio.

Figura 5. AlteracGes estatisticamente significativas nos acidos graxos do sémen de galos
suplementados ou ndo com selénio no periodo V
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O aumento significativo nos acidos graxos derivado da adicéo de selénio, foram
percebidos nos &cidos graxos poli-insaturados. Estes, devido as duplas ligacbes estdo
propensos a oxidar. O selénio diminuiu a peroxidacéo lipidica no periodo experimental
(P<0,05), essa diminuicdo pode ter levado a essas alteracGes nas proporcdes de acidos
graxos.

Marmunti et al., (2012) demostraram que o alto conteldo de &cidos graxos
insaturados de sémen, esta correlacionado com a vulnerabilidade & peroxidacg&o lipidica.
Estes autores observaram correlacdo positiva entre o nivel de acidos graxos
poliinsaturados de cadeia longa e a alta peroxibilidade do sémen.

A confirmacdo da sugestdo de que a diminuicao de acidos graxos poli-insaturados
se deve a peroxidacdo provém dos dados que mostram um aumento simultaneo de
TBARS no sémen (SURAI et al., 1998).

Figura 6 e 7. Classes lipidicas do sémen de galos suplementado ou ndo com selénio no

periodo Il e IV.
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Figura 8. Classes lipidicas do sémen de galos suplementado ou ndo com selénio no
periodo V.
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Os acidos graxos poli-insaturados estdo diretamente relacionados com a
fertilidade, pois d&o energia para a célula espermatica realizar suas funcées. Desta forma,
a peroxidacgdo pode levar a uma diminuicéo dos &cidos graxos importantes para a célula
espermatica, comprometendo a fertilidade dos machos avicolas.

O acido graxo araquidbnico apresentou-se estatisticamente maior com a
suplementacdo de selénio nos trés ultimos periodos (Figura 9). Ainda precisam ser
elucidadas as interacOes entre a peroxidacao e as alteracGes nos &cidos graxos e, os efeitos
especificos de cada acido graxos na manutencdo das funcdes das células espermaticas.
Segundo Kelso et al., (1996) os acidos graxos poli-insaturados cumprem uma funcéo
importante no espermatozoide, mas ainda sem especificidade, apresentando baixa
fertilidade quando a concentracéo destes € reduzida.

Conforme Cerolini et al., (2003) o acido C20:4n-6 apresenta um efeito positivo
no volume de sémen e consequentemente, um maior numero total de espermatozoides.
Neste estudo o acido graxo araquiddnico apresentou-se em maiores proporcdes nos
ultimos trés periodos, porém, o volume de sémen ndo apresentou diferenca estatisticas
entre os tratamentos. Devido seu alto numero de ligacBes duplas, quatro ligacdes na

cadeia lipidica, esse acido graxo facilmente pode sofrer peroxidacéo lipidica.

Figura 9. AlteracGes estatisticamente significativas no acido graxo araquiddnico do
sémen de galos suplementados ou ndo com selénio
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CONCLUSAO

Pode-se concluir que a suplementacdo dietética de selénio é essencial para a manutengéo
da qualidade do sémen. A suplementacdo ndo influenciou o volume seminal, porém, melhorou
0s parametros de motilidade e vigor espermatico.

N&o houve alteracbes no pH seminal e nem decréscimos de alteracdes de cabeca, peca
intermediaria e cauda dos espermatozoides. A concentracdo espermatica também néo foi
influenciada pelos tratamentos.

A suplementacdo com selénio, reduziu a peroxidacao lipidica no periodo experimental
total. Houve consideravel alteracdo nos acidos graxos de cadeia longa que possuem

insaturacgdes, 0s quais estdo diretamente correlacionados com as fungdes espermaticas.
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6 CAPITULO IV

ADICAO DE CANTAXANTINA EM DIETAS DE GALOS WHITE PLYMOUTH ROCK
E SOBRE A QUALIDADE, PEROXIDACAO E COMPOSICAO LIPIDICA DO
SEMEN

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da suplementacéo de cantaxantina na qualidade do
sémen de galos White Plymouth Rock da 53? a 722 semana de idade. Foram selecionados 32
machos, distribuidos em delineamento inteiramente casualizado, com 16 repeticdes. Os
tratamentos foram dietas suplementadas com (6 mg/kg de racéo de cantaxantina) (Carophil Red
10%) ou sem cantaxantina (controle negativo). As dietas foram isonutritivas, variando somente
a adicdo de CTX, com acesso ad libitum a agua e ao alimento O experimento foi dividido em
fase pré — experimental, entre as 50% — 522 semanas de idade e fase experimental das 532 - 722
semanas de idade, a qual foi dividida em 5 periodos de 28 dias cada, para avaliar o desempenho
dos machos. Os dados foram submetidos a analise de variancia através do programa SAS
(2011), considerando estatisticamente diferente a 5% de probabilidade. A coleta de sémen foi
realizada duas vezes por periodo, pelo método de massagem dorso-abdominal, em tubos
graduados e, o volume foi determinado. Em microscépio éptico, com aumento de 400X, a
motilidade e o vigor espermético foram avaliados. Apos a leitura do pH, 5 pL de sémen foram
armazenados em 5 mL de formol:citrato, para determinar a concentracdo espermatica e 0s
defeitos morfoldgicos. Foram também analisadas, as Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbitdrico (TBARS) e o perfil de acidos graxos no sémen, mensurados ao final dos
periodos. O consumo médio de racdo nao foi influenciado pela adi¢do de cantaxantina na dieta
(P>0,05). Ao analisarmos o periodo experimental total, os machos suplementados com
cantaxantina apresentaram menor peso corporal (P<0,0476). O volume seminal, concentracédo
espermatica, defeitos morfoldgicos totais e TBARS nédo foram influenciados com a adi¢do da
cantaxantina comparado ao controle negativo (P>0,05). A motilidade espermética foi maior nos
galos suplementados com cantaxantina nos periodos Il, 111 e IV (P<0,05), entre a semana 572 -
682. O vigor espermatico foi significativamente aumentado com a inclusdo da cantaxantina apos
0 segundo periodo de avaliacdo, o que corresponde ao intervalo da 572-72% semana de idade
(P<0,05). O pH seminal foi menor no periodo V ao adicionar cantaxantina na dieta (P=0,0234).
Houve alteracbes significativas no perfil de acidos graxos entre os tratamentos (P<0,05). A
cantaxantina melhora os parametros de motilidade e vigor espermatico, isso pode ser atribuido
as alteracdes sobre os lipidios dos espermatozoides promovidos pela cantaxantina. O aumento
da motilidade e do vigor dos espermatozoides permite uma maior probabilidade de fertilizagdo
do ovulo.

Palavras chaves: carotenoides, espermatozoides, galos, lipidios, reproducéo avicola
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ADDITION OF CANTHAXANTHIN IN DIETS OF ROOSTERS WHITE
PLYMOUTH ROCK ON THE QUALITY, PEROXIDATION AND LIPID
COMPOSITION OF SEMEN

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effect of canthaxanthin supplementation on the
quality of White Plymouth Rock roosters semen from 53" to 72" week of age. A total of 32
males were selected, distributed in a completely randomized design with 16 replicates. The
treatments were diets supplemented with (6mg/kg of feed of canthaxanthin) (Carophyll Red
10%) or without canthaxanthin (negative control). The diets were isonutritivas, varying only
the addition of canthaxanthin, with ad libitum access to water and feed. The experiment was
divided in the pre - experimental phase, between the 50th - 52th week of age and experimental
phase of the 53" - 72" week of age, which was divided into 5 periods of 28 days each, to
evaluate the performance of males. The data were submitted to analysis of variance through the
program SAS (2011), considering statistically different than 5% of probability. Semen
collection was performed twice per period, by the dorso-abdominal massage method, in
graduated tubes and, the volume was determined. In an optical microscope, at 400X
magnification, the motility and vigor spermatic were evaluated. After reading the pH, 5 uL of
semen were stored in 5 mL of formal:citrate to determine spermatic concentration and
morphological defects. Also analyzed were the Thiobarbituric Acid Reactive Substances
(TBARS) and the fatty acid profile in the semen, measured at the end of the periods. When
analyzing the total experimental period, males supplemented with canthaxanthin presented
lower body weight (P=0.0476). Seminal volume, spermatic concentration, total morphological
defects and TBARS were not influenced by the addition of canthaxanthin compared to the
negative control (P>0.05). The spermatic motility was higher in roosters supplemented with
canthaxanthin in periods I, 111 and 1V (P<0.05), between week 57" — 68™. The sperm vigor was
significantly increased with the inclusion of canthaxanthin after the second evaluation period,
which corresponds to the interval of 571 - 72" weeks of age (P<0.05). The seminal pH was
lower in period V when adding canthaxanthin in the diet (P=0.0234). There were significant
changes in the fatty acid profile between treatments (P<0.05). Canthaxanthin improves the
parameters of motility and spermatic vigor, this can be attributed to changes in lipids of
spermatozoa promoted by canthaxanthin. The increased motility and vigor of the spermatozoa
allows a greater probability of fertilization of the ovum.

Key words: carotenoid, spermatozoa, roosters, lipids, poultry breeding.
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INTRODUCAO

O espermatozoide é uma célula altamente especializada com a funcdo de fertilizar o
ovulo. Os lipidios sdo os maiores constituintes do sémen aviario, com altas proporcées de acidos
graxos poli-insaturados, caracteristica esta capaz de dar fluidez e flexibilidade a membrada
espermatica para permitir a motilidade e capacidade de fusdo com o odcito.

Por conter altas propor¢6es de acidos graxos poli-insaturados os espermatozoides sao
susceptiveis a peroxidacdo lipidica. As células espermaticas possuem um sistema de protecdo
antioxidante natural, capaz de proteger contra os radicais livres e produtos toxicos gerados pelo
metabolismo oxidativo. Esse sistema de defesa antioxidante é composto por vitaminas
(vitamina E e C), peptideos (glutationa) e por enzimas antioxidantes (glutationa peroxidase,
catalase e superoxido dismutase), esse sistema de defesa é determinante para a qualidade e
capacidade fertilizante dos espermatozoides.

Quando esse sistema de defesa natural estd desequilibrado, seja por fatores externos ou
pelo proprio organismo a suplementacdo com antioxidantes pode minimizar os efeitos da
oxidacdo sobre a qualidade espermatica. Os carotenoides possuem funcdo antioxidante e
quando adicionado na dieta de machos reprodutores, podem minimizar os danos causados pela
oxidacgéo. S&o eficientes na interacdo com oxigénio e sao igualmente eficazes para neutralizar
os radicais livres. Dentre os carotenoides estd a cantaxantina, no grupo das cetonas elas
minimizam esses efeitos causados pela oxidacdo. Os carotenoides ndo sdo sintetizados pelas
aves e devem ser fornecidos através da dieta. A sua concentracdo nos tecidos é diretamente
proporcional aos niveis fornecidos na dieta, associando-se principalmente aos lipidios dos
tecidos e células (BENDICH e OLSON, 1989).

Quando adicionada a dieta de machos e fémeas avicolas reprodutores, a cantaxantina
exerce seu papel antioxidante de trés formas: no embrido, protegendo os tecidos embrionarios
dos perdxidos durante a incubacdo, nas fémeas protegendo os nutrientes da gema para a
utilizacdo pelo embri&o e no macho, auxiliando nos mecanismos antioxidantes do sémen e dos
espermatozoides armazenados no oviduto (ROCHA, 2011).

Sobre 0 macho e suas caracteristicas espermaticas, Ferreira (2010) verificou melhora na
qualidade do sémen apo0s a adi¢cdo de cantaxantina na ragdo. A autora atribuiu 0 aumento de
motilidade e concentracdo espermatica e a reducdo nas alteracfes morfologicas espermaticas a

protecdo antioxidante da cantaxantina dos acidos graxos dos espermatozoides.
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O efeito antioxidante sobre as caracteristicas reprodutivas, peroxidacdo e composicao
lipidica do sémen de machos White Plymouth Rock como resultado da suplementacdo de

cantaxantina foram avaliados neste experimento.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério de Avicultura da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM), Brasil.

Animais e tratamentos

Foram selecionados 32 machos reprodutores da raca White Plymouth Rock, alojados e
distribuidos aleatoriamente em gaiolas individuais (0,33 x 0,60 x 0,60m). Foram submetidos ha
um programa de iluminagdo de 17 horas/luz/dia. As aves foram mantidas em um periodo preé -
experimental das 50? as 522 semanas de idade, para adaptacdo a coleta e resposta ao estimulo a
massagem dorso-abdominal para ejaculacdo. O periodo experimental compreendeu da 532
semana até a 72% semana de idade das aves. Os tratamentos consistiram em machos
suplementados com a dieta controle basal e machos que receberam dieta basal suplementada
com cantaxantina com 6 mg de cantaxantina (Carophyll Red 10% DSM Nutrition) por kg de
dieta. Os niveis nutricionais utilizados estdo apresentados na Tabela 1.

Os niveis nutricionais seguiram as recomendacfes de Rostagno et al., (2011). O
alimento e a agua foram fornecidos ad libitum. Os machos foram pesados individualmente no
inicio do experimento e a cada periodo de 28 dias, bem como a ra¢do ofertada e as sobras para

determinar o consumo.
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Tabela 1- Composicéo centesimal e perfil nutricional das dietas
INGREDIENTES %

Milho 59,56
Farelo de Soja 15,52
Farelo de Trigo 10,00
Fosfato Bicalcio 1,86
Calcario Calcitico 0,86
DL- metionina 0,07
Sal 0,40
Premix- Mineral * 0,05
Premix Vitaminico? 0,10
Inerte 11,58
Composicdo Calculada

Energia Metabolizavel (Kcal/kg) 2600
Proteina Bruta % 14,00
Calcio % 0,90
Faosforo disponivel % 0,45

! Niveis minimos de garantia do premix mineral (Kg/produto): Cobre 20g, Ferro 100g, Manganes 160g, Cobalto 2000mg, iodo
2000mg e Zinco 100g.? Niveis minimos de garantia do premix vitaminico (Kg/produto): Vit A 9000000Ul, Vit D3 2500000Ul,
Vit E 20000 UI, Vit K3 2500mg, Vit B1 1500mg, Vit B2 600mg, Vit B6 3000mg, Vit B12 12000mg, Acido Pantoténico 12g,
Niacina 25g, Acido Félico 800mg, Biotina 60g e Selénio 250mg.

Coleta de sémen

O sémen foi coletado quinzenalmente pelo método de massagem dorso-abdominal
proposto por Forgiarini (2015). Foram utilizados tubos falcon graduados mantidos em banho
maria em temperatura de 40° C. Logo apo6s a coleta foi verificado o volume do ejaculado e
avaliado os parametros de motilidade, vigor e pH. Ap6s 5ul de sémen foi armazenado em 5 ml
de uma solucdo formol:citrato para posteriormente ser realizado as analises de concentracdo e

morfologia espermatica.

Motilidade e vigor espermatico

Para a mensuracdo da motilidade, foi avaliado o movimento progressivo retilineo e
uniforme dos espermatozoides. Colocou-se 5ul de sémen em uma lamina pré-aquecida e
recoberta por uma laminula. As células espermaticas foram observadas em microscopia de luz,
com aumento de 200x. O resultado final foi expresso em porcentagem de células que
apresentavam movimento retilineo e progressivo.

O vigor espermatico, demostra a qualidade do movimento dos espermatozoides moveis

conforme a metodologia proposta por Silva et al., (2002). O resultado apresentado em escores
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onde: 0 - Células espermaticas imdveis; 1- células esperméaticas com movimentacao lenta,
latero-lateral, sem progressao; 2 - células espermaticas com rapida movimentacao latero-lateral,
sem progressao retilinea; 3 - células espermaticas com rapidos movimentos latero-laterais, com
alguma progressao retilinea; 4 - células espermaticas com movimentacao lenta e com continua
progressao retilinea e 5- células esperméaticas com movimentagéo rapida e continua progressdo

retilinea.

Concentracao espermatica

Para a andlise de concentracdo foi adicionado 5ul de sémen em 5ml de solucdo de
formol:citrato. Para a determinacdo da concentracao espermatica o sémen foi diluido em uma
proporcédo de 1:1000 para posteriormente ser realizado a contagem de células espermaticas em
hemocitometro (Camera de Neubauer), com resultado expresso em niimero de células por mm?

de sémen. O resultado foi transformado para nimero de células por ml de sémen.

Morfologia espermatica

Para avaliacdo das anormalidades espermaticas, foram adicionados 5ul de sémen em
solucgéo de formol:citrato. Uma gota desta mistura foi colocada sobre uma lamina e sobreposta
com laminula deslizante, em camara Umida sob microscopia de contraste de fase (ampliacdo de
1000X, imersdo em 6leo). As células foram categorizadas em normais e as alteracfes descritas
individualmente e agrupadas em anormalidades de cabeca, peca intermediaria e cauda,
apresentado em percentagem.

Perfil de &cidos graxos

Os é&cidos graxos foram determinados através de pools de sémen formados pelos
mesmos quatro machos, determinados as 56, 60, 64, 68 e 72 semanas de idade.

Os lipideos totais foram extraidos do sémen através da solugdo de hexano: isopropanol
(HARA e RADIN, 1978). A fracdo lipidica foi transesterificada e metilada baseado na
metodologia descrita por Christie (1982).

Os éacidos graxos foram determinados por cromatografia gasosa em cromatdgrafo
gasoso capilar (AGILENT 6890 SERIES GC SYSTEM); coluna capilar: (SUPELCO, 60m x
0,25mm, filme 0,25 pm; Sigma Aldrich). As condi¢des cromatograficas foram: fluxo coluna de
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1,00mL/min; as temperaturas do detector e do injetor foram 280°C e 250°C, respectivamente.
A rampa de temperatura do forno iniciou com 100°C, permanecendo por 1 minuto, entdo
aumentada até 240°C a uma taxa de 4°C/min, permanecendo por 20min. O gas de arraste
utilizado foi o nitrogénio e, o volume injetado foi de 1,0uL. As identificacdes dos picos foram
verificadas por comparacdo com os tempos de retencdo a um padrdo mix37 de acidos graxos
ésteres metilicos (Sigma Chemical Co., Poole).

A integracdo dos picos e a manipulacdo dos dados subsequentes foram realizadas
utilizando um sistema de dados AGILENT. Os acidos graxos sdo apresentados como percentual

de &cidos graxos identificados.

Avaliacao do estresse oxidativo — Substancia reativas ao acido tiobarbiturico

Nas semanas 56, 60, 64, 68 e 72 de idade das aves, um pool formado sempre pelo sémen
dos mesmos 4 machos foi coletado para obtencdo de material suficiente para a analise da
oxidacdo lipidica. O potencial antioxidante do sémen foi baseado nas Substancias Reativas ao
Acido Tiobarbitdrico (TBARS), conforme a metodologia descrita por Okawa et al., (1979).
Essa metodologia tem como fundamento a reagdo de duas moléculas de &cido tiobarbiturico
com uma molécula de malondialdialdeido (MDA) produzindo um complexo de coloracdo
rosea, quantificado por espectrofotometria através de um comprimento de onda de 532
nanémetros comparados a amostra padrdo de MDA. A concentracdo de TBARS € determinada
utilizando o valor de 1,56 x 105 x M mlIt como coeficiente de extingdo molar do MDA, sendo

a resisténcia do sémen a oxidacao lipidica expressa em nanogramas de TBARS/mI de sémen.

Determinacéo de pH

A determinacdo de pH foi realizada logo ap6s a coleta e estimado com papel indicador

universal em escala 1-14.

Delineamento experimental e analise estatistica

Os dados experimentais foram agrupados em periodos, totalizando cinco periodos de 28
dias cada: periodo | — 532 a 562 semanas de idade, periodo Il — 572 a 602 semanas de idade,
periodo 111 — 612 a 64% semanas de idade, periodo IV — 652 a 68% semanas de idade e periodo V

— 692 a 722 semanas de idade.
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O delineamento experimental foi completamente casualizado, com dois tratamentos e
16 repeticOes cada, onde cada macho foi considerado uma repeticdo. Para as mensuragdes de
TBARS e perfil de &cidos graxos foram formados pools de sémen. O sémen de quatro machos
foi reunido para obter material suficiente para as analises, totalizando quatro repeticdes de
quatro machos cada por tratamento. Os resultados foram avaliados utilizando ANOVA, usando
0 pacote estatistico SAS software (2011; SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Todos os valores
foram expressos como sendo médias + erro padrdo. As diferencas entre os grupos foram
consideradas significativas a 5% de significancia. O modelo utilizado no presente estudo foi o
seguinte: Yij = + Ti + eij. Sendo: Yij - representando as variaveis dependentes observadas;
1 - média da populagdo; Ti - efeito do tratamento e eij - erro residual aleatorio.

RESULTADOS E DISCUSAO

O consumo alimentar (g/ave/dia) dos machos ndo foi influenciado pela adicdo de
cantaxantina na dieta (111,52¢g controle negativo vs. 113,44¢g cantaxantina) (P>0,05). Garcia et
al., (2002) avaliaram diferentes niveis de cantaxantina na dieta sobre a qualidade de ovos e
desempenho de poedeiras comerciais, e observaram que 0 consumo ndo sofreu alteragéo.
Forgiarini (2015) ao suplementar machos White Plymouth Rock com cantaxantina em dietas
com milho ou sorgo n&o observou influéncia sobre o consumo médio diario das aves.

O peso corporal (g) (Tabela 2) ndo apresentou diferenca estatistica entre o controle
negativo e a suplementacdo com cantaxantina nos periodos (P>0,05). Ao analisar o periodo
experimental total, os machos suplementados com cantaxantina apresentaram menor peso
corporal (P=0,0476). Santos (2011) nédo observou diferenca significativa no peso corporal de
machos e fémeas de matrizes de corte alimentados com cantaxantina e 25-OH-Dz. Ferreira
(2010) adicionou cantaxantina e 25-OH-D3 na dieta de machos e observou aumento do ganho
de peso dos reprodutores que consumiram cantaxantina + 25-OH-Ds, quando comparado aos
que consumiram apenas 25-OH-Ds. Forgiarini (2015) adicionou 6ppm de cantaxantina em
dietas a base de milho ou sorgo para machos, ndo encontrou efeito sobre o peso corporal. Rosa
et al., 2016 suplementaram machos e fémeas de matrizes de corte com 6ppm de cantaxantina e

ndo observaram efeito sobre o peso corporal das aves.
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Tabela 2. Peso corporal (g) de machos White Plymouth Rock suplementados ou ndo com
cantaxantina

Controle Negativo ~ Cantaxantina P CV%
Peso Inicial 2843 £ 49,24 2775 £ 49,46 0,3336 7,04
Periodo | 2892 + 45,16 2812 + 45,16 0,2204 6,33
Periodo 11 2941 + 47,85 2850 + 46,23 0,1745 6,38
Periodo 111 3015 £ 50,89 2912 + 46,73 0,1294 6,30
Periodo IV 3026 £53,43 2931 £51,15 0,2063 6,87
Periodo V 3002 + 53,36 2906 + 47,87 0,1746 6,48
Média total 2953 + 27,88 2865 + 27,88 0,0476 2,34

(P<0,05) - diferem estatisticamente
CV% - coeficiente de variagdo

O volume seminal ndo foi influenciado com a adicdo da cantaxantina comparado ao
controle negativo (0,68ml vs. 0,75ml) (P>0,05). Forgiarini (2015), também ndo observou
aumento no volume do ejaculado de machos que receberam cantaxantina. Os dados de volume
de ejaculado foram maiores que os encontrados por Rodenas et al., (2005) e Rutz et al., (2007),
onde as médias foram de 0,12ml e 0,30ml. O volume de sémen depende da raca e 0 peso
corporal dos machos.

A cantaxantina aumentou a motilidade espermatica do sémen dos machos nos periodos
I, 11l e IV (P<0,05). Ferreira (2010) e Forgiarini (2015) ao testar incluséo de cantaxantina na
dieta de machos, encontraram uma motilidade média de 84,49% e 92%, resultados semelhantes

ao deste estudo, onde a média experimental foi de 90,60% nas aves suplementadas.

Tabela 3. Motilidade espermatica (%) do sémen de machos White Plymouth Rock suplementados
ou ndo com cantaxantina

Controle Negativo  Cantaxantina P CV%
Periodo | 89,53 + 0,58 91,15+ 0,64 0,0743 2,59
Periodo Il 89,06 + 0,35 91,16 £ 0,36 0,0003 1,58
Periodo 11 86,87 + 1,21 91,25+1,21 0,0161 5,44
Periodo IV 88,16 + 0,64 90,93+ 0,62 0,0043 2,77
Periodo V 82,33+ 2,27 87,81 +2,19 0,0935 3,43
Média total 87,19 +1,23 90, 60 + 1,23 0,0552 2,59

(P<0,05) - diferem estatisticamente
CV% - coeficiente de variagdo

A adicdo de cantaxantina melhorou o parametro de vigor espermatico do sémen no
periodo experimental total (P=0,0019) (Tabela 4). Exceto no periodo I, onde ndo foi observado
diferenga estatistica (P>0,05), nos demais periodos a inclusdo foi significativamente positiva
(P<0,05). Celeghini et al., (2001) observou correlacédo entre a motilidade e o vigor espermatico
(r=0,87), ou seja, as duas avaliacOes estdo interligadas. Ferreira (2010) também encontrou
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aumento na motilidade espermatica com a incluséo da cantaxantina em dietas de machos White

Plymouth Rock.

Tabela 4. Vigor espermatico (1-5 escores) de machos White Plymouth Rock suplementados ou
ndo com cantaxantina

Controle Negativo Cantaxantina P CV%
Periodo | 3,87+0,11 4,06 £0,11 0,2521 11,44
Periodo Il 3,75+ 0,09 4,12 +£ 0,09 0,0123 10,10
Periodo 11 3,59+0,11 4,46 £0,11 0,0001 11,40
Periodo IV 3,16 + 0,13 4,25 +0,13 0,0001 14,38
Periodo V 3,10+0,19 3,81+£0,18 0,0137 21,77
Média total 3,49 £ 0,09 4,14 +£0,13 0,0019 8,19

(P<0,05) - diferem estatisticamente
CV% - coeficiente de variagdo

A concentracdo espermatica ndo foi influenciada pela adicdo de cantaxantina (P>0,05)
(2,9x10° ml vs. 3,06x10° ml). Forgiarini (2015) adicionou 6ppm de cantaxantina em dietas com
milho ou sorgo e também ndo observou aumento na concentracdo espermatica. Nos dados
encontrados por Ferreira (2010), a adicdo de cantaxantina e 25-OH-D3 promoveu uma melhora
na concentracao espermatica dos machos.

Nas alteracdes morfoldgicas dos espermatozoides, ndo houve efeitos da cantaxantina na
diminuicdo dos defeitos morfoldgicos de cabeca (4,86% vs. 4,72%), de peca intermediaria
(0,84% vs. 1,14%) e de cauda (1,34% vs. 1,14%) (P>0,05) em todo o periodo experimental. A
porcentagem de defeitos totais também néo foi significativamente reduzida para a incluséo de
cantaxantina (7,56% vs. 6,57%) (P>0,05).

Ferreira (2010) observou que galos White Plymouth Rock submetidos a dieta contendo
cantaxantina + 25-OH-Ds teve reducdo significativa nas alteracbes morfoldgicas totais.
Espermatozoides anormais podem ter sua motilidade e até sua sobrevivéncia comprometidas,
portanto, o quanto maior for o percentual de espermatozoides normais melhor sera o indice de
fertilidade do lote (MACIEL, 2006). Araujo et al., (2013) avaliaram o0s beneficios da
cantaxantina (6 g/T da dieta) em associacdo com uma fonte alternativa de vitamina D (25-
hidroxicolicalciferol), na dosagem de 69 mg/T da dieta) em galos reprodutores Cobb 500, com
avaliactes as 30, 45 e 60 semanas de idade das aves. As 45 e 60 semanas de idade houve
resposta positiva para a suplementacao.

No periodo V, a suplementagdo com cantaxantina diminuiu o pH do ejaculado
(P=0,0234) (Tabela 5). Um aumento de pH no ejaculado, pode levar a alteracdes na célula
espermatica e até levar a morte de espermatozoides (SCHRAMM e PINGEL 1991). H4 uma
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diminuicdo na capacidade fertilizante quando h& uma maior amplitude de variacdo de pH e
osmolaridade (BOGDONOFF e SHAFFNER, 1954; HOBBS e HARRIS, 1963).

Tabela 5. pH do sémen de machos White Plymouth Rock suplementados ou ndo com
cantaxantina

Controle Negativo Cantaxantina P CV%
Periodo | 6,18 + 0,05 6,09 £ 0,05 0,2521 3,69
Periodo Il 6,06 £ 0,05 6,12 £ 0,05 0,4619 3,89
Periodo 11 6,06 + 0,06 6,12+ 0,06 0,5058 3,95
Periodo IV 6,26 + 0,08 6,25 + 0,07 0,8851 5,08
Periodo V 6,43 £ 0,07 6,18 £ 0,07 0,0234 4,53
Média total 6,20 + 0,05 6,15 £+ 0,05 0,5523 1,89

(P<0,05) - diferem estatisticamente
CV% - coeficiente de variagdo

Nestas condicBes, a cantaxantina ndo contribuiu para a minimizacdo da peroxidacao
lipidica (TBARS nanogramas/ml/sémen) do sémen (22,85 vs. 22,39) (P>0,05). Rosa et al.,
(2016) suplementaram matrizes de corte com 6 mg/kg/alimento de cantaxantina e verificaram
que houve um decréscimo no TBARS da gema do ovo. Desta forma, a cantaxantina atuou como
antioxidante nesse sistema. De acordo com Breque et al., (2003) o armazenamento a longo
prazo de espermatozoides, € suportado por um complexo sistema de defesa antioxidante,
presente no oviduto que protege os espermatozoides da peroxidacdo lipidica. Esses autores
afirmam que a cantaxantina pode desempenhar um papel importante nesse sistema. No entanto,
o efeito positivo da cantaxantina como antioxidante do sémen ndo foi demonstrado nessas
condicdes.

A cantaxantina influenciou a composicdo dos acidos graxos. Foram apresentados 0s
acidos graxos, como porcentagem de &cidos graxos identificados, com efeitos significativos
pelos tratamentos demostrados nas figuras a seguir.



Figura 1 e 2 — Perfil de &cidos graxos do sémen de galos suplementados ou

cantaxantina no periodo I e 1l
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Os efeitos da cantaxantina sobre o perfil de acidos graxos foram vistos nos acidos com
mais que 18 carbonos, principalmente nos que possuem insatura¢des. Apesar do TBARS néo
ter sido significativo, acredita -se que houve um efeito antioxidante, onde a cantaxantina atuou
no sequestro dos radicais livres. Desta forma, impedindo que peroxidacdo decrescesse as
proporcdes dos &cidos com maiores cadeias e que possuem insaturacées.

Neste estudo os &cidos de cadeias Czo-22 estiveram em maiores propor¢Ges com a
suplementacdo de cantaxantina. No periodo | e V o &cido 22:6n3 demostrou-se em maiores
proporcdes no tratamento com cantaxantina, devido suas seis ligacOes, esse acido graxo possuli
maior propensdo a oxidar. Em espermatozoides de mamiferos, os &cidos 22:6n-3 e 20:4n-6
foram os predominantemente oxidados (JONES e MAN, 1976; GRIVEAU et al., 1995). A
peroxidacdo causa o decréscimo de aproximadamente 50% do contetdo de C20:4n-6 e C22:6n-
3 nos &cidos graxo (SURAI et al., 2001). Jones et al., (1978) em estudos com humanos,
observou que durante a peroxidacdo dos espermatozoides os fosfolipidios perderam mais que
65% do conteudo de C22:6n-3.

Nos altimos dois periodos analisados (Figura 6 e 7) houve diferenca estatisticas para as
proporcOes de &cidos graxos saturados. O controle negativo apresentou maior proporcdo de
saturados em relacdo ao tratamento com adicdo de cantaxantina. Como os dados s&o
apresentados em proporgdes, a menor proporcao de saturados no tratamento com cantaxantina
concomitantemente, aumentou a proporc¢do de acidos insaturados. Surai et al., (2001) associou
a peroxidacdo lipidica durante a estocagem de espermatozoides com a diminuicdo da

concentracdo de &cidos graxos poli-insaturados.

Figura 6 e 7 — Perfil de &cidos graxos do sémen de galos suplementados ou ndo com
cantaxantina no periodo IV e V
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CONCLUSAO

A adicdo de cantaxantina na dieta de machos White Plymouth Rock nao alterou consumo
alimentar, porém, houve uma diminuicéo no peso corporal.

N&o houve efeito benéfico da inclusdo da cantaxantina para os parametros de volume
de ejaculado, concentracdo espermatica e reducdo de defeitos morfoldgicos. No quarto periodo
a cantaxantina diminuiu o pH do sémen.

A cantaxantina melhorou os pardmetros de vigor e motilidade espermatica. Galos
suplementados com cantaxantina em suas dietas tiveram alteracao de perfil dos acidos graxos,
principalmente os acidos de cadeias com mais de 18 carbonos. Tiveram menores propor¢oes de
saturados e consequentemente maios os acidos graxos poli-insaturados importantes para as

funcdes espermaticas, porém, ndo apresentaram reducdo de oxidacéo do sémen.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os parametros analisados mais influenciados pela adi¢do dos antioxidantes na dieta de
galos White Plymouth Rock, foram a motilidade e o vigor espermético. Esses pardmetros
apresentaram melhoras significativas com a adi¢do da vitamina E, selénio e cantaxantina.

A vitamina E foi o Unico antioxidante que promoveu a melhora da concentracao
espermatica, porém, a adi¢do da vitamina na dieta diminuiu o volume seminal no Gltimo periodo
analisado. A cantaxantina e o selénio ndo influenciaram o volume de sémen e nem a
concentracdo espermatica.

Os defeitos morfoldgicos totais ndo foram diminuidos com a suplementacdo de
antioxidantes na dieta. O pH do ultimo periodo analisado foi menor para a suplementagdo com
cantaxantina, ndo sendo observado 0 mesmo efeito para os demais.

A vitamina E e o selénio atuaram reduzindo a peroxidacéo lipidica do sémen, efeito ndo
observado com a adicdo da cantaxantina. A adicdo de antioxidantes na dieta tem a capacidade
de alterar o perfil de &cidos graxos do sémen, aumentando principalmente os &cidos graxos de

cadeia longa e que possuem insaturacdes.
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Anexo A — Temperatura maxima e minima diaria no periodo experimental
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