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Resumo

TONINI, Camila. Oleo-resina de copaiba sobre as caracteristicas seminais de
galos. 2016. 62f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pdés-Graduacdo em
Zootecnia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas/RS.

Na industria avicola os programas de melhoramento genético contribuiram para uma
maior eficiéncia alimentar e crescimento rapido em um sé animal. As deficiéncias
nutricionais associadas podem interferir negativamente na reproducdo, assim, é
necessariodar importancia a qualidade nutricional da dieta dos machos. O objetivo
do presente trabalho foi avaliar o efeito da suplementacéo do éleo-resina de copaiba
(Copaifera sp.) na dieta de galos sobre as caracteristicas seminais. Foram utilizados
40 galos semi-pesados, com idade de 40 semanas, alojados em boxes individuais,
recebendo agua a vontade e alimentados com as dietas experimentais durante 6
semanas. O delineamento experimental utilizado foi o completamente casualizado,
com dois tratamentos e seis repeticdes. Os tratamentos consistiram de duas dietas
experimentais: T1 — dieta controle sem a adicdo de Oleo-resina de copaiba; T2—
dieta controle com adicdo on top de Oleo-resina de copaiba, no qual foi
homogeneizado em 25 kg de racao, a quantidade de 3,68 gramas de Gleo-resina de
copaiba (25 mg de 6leo-resina/galo/dia).As dietas eram a base de milho e farelo de
soja, sendo formuladas de modo a atender as exigéncias nutricionais e isonutritivas.
Foram avaliadas as seguintes variaveis do sémen fresco: volume, motilidade,
concentragdo, integridades de membrana, acrossoma e DNAteste de penetracao
espermatica. Nenhuma das caracteristicas foi afetada significativamente pelos
tratamentos (P>0,05). Estes resultados indicam que as variaveis reprodutivas
avaliadas ndo foram influenciadas pela adicdo on top do Oleo-resina de copaiba,
porém, os valores encontrados estdo de acordo com os de referéncia em termos de
desempenho reprodutivo de galos reprodutores.

Palavras-chave: antioxidante; copaifera sp; integridade de membrana; penetracédo
espermatica; reproducao



Abstract

TONINI, Camila. Oleoresin of copaiba on seminal characteristics of roosters.
2016. 62 f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pés-Graduagdo em Zootecnia.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas/RS.

In the poultry industry breeding programs contributed to greater feed efficiency and
rapid growth in one animal. Associated nutritional deficiencies can negatively
interfere with reproduction, so it is necessary to give importance to the nutritional
quality of the diet of males. The aim of this study was to evaluate the effect of
supplementation of oleoresin of copaiba (Copaifera sp.) In roosters diet on seminal
characteristics 40 semi-heavy roosters aged 40 weeks were used, housed in
individual boxes, receiving water ad libitum and fed the experimental diets for 6
weeks. The experimental design was completely randomized with two treatments
and six replications. Treatments consisted of two experimental diets: T1 - control diet
without the addition of oil-resin copal; T2 control diet with added on top of copaiba oil-
resin, which was homogenized in 25 kg feed, the amount of 3.68 grams of oleoresin
copaiba (25 mg oleoresin / bump / day) as diets were based on corn and soybean
meal, and formulated to meet the nutritional requirements and isonutritives. The
following variables of fresh semen were evaluated: volume, motility, concentration,
membrane integrity, acrosome and DNA, sperm penetration test. None of the
characteristics was significantly affected by the treatments (P> 0.05). These results
indicate that the evaluated reproductive variables were not influenced by the addition
on top of the oilresin copaiba, however, the values are in agreement with the
reference in terms of reproductive performance of breeding roosters.

Keywords: antioxidant; Copaifera sp; membrane integrity; sperm penetration;
reproduction
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lintroducéo

Na granja de matrizes, responsavel por abastecer o incubatério com ovos
férteis, 0s machos representam uma pequena percentagem do plantel, contudo, séo
responsaveis por 50% do processo de fertilizacdo (BITTAR FILHO e RIBEIRO, 2005)
0 que torna sua presenca indispenséavel para a reproducao.

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

Os espermatozoides de galos apresentam naturalmente um grande contetdo
de PUFAs, tornando-os altamente suscetiveis a oxidacdo (SURAI, 2002). A
peroxidacao lipidica gera radicais livres (atualmente mais conhecidos como espécies
reativas ao oxigénio — EROs), que produzem danos na membrana espermatica e
também no metabolismo celular, comprometendo a capacidade de fertilizacdo.Na
reproducdo, o estresse oxidativo pode provocar efeitos deletérios tanto ao sistema
reprodutor feminino como ao masculino (ANDRADE et al. 2010).Esse desequilibrio
também pode ser causado pelareducéo da disponibilidade de antioxidantes, poruma
nutricdo inadequada ou pela permanéncia dos animais em condicbes de
estresse(ANDRADE, et al. 2010).

Para reverter o quadro de estresse oxidativoé preciso reduzir a producdo de
EROs ou aumentar a quantidade de antioxidantes disponiveis. O tocoferol ou
vitamina E, é conhecido como o principal antioxidante lipossoliuvel que protege os
acidos graxos poli-insaturados dos tecidos contra a peroxidacdo. Ele é um potente
removedor de radicais peroxil (LOO¢) e,provavelmente, o mais importante inibidor da
reacdo em cadeia da lipoperoxidacdo em animais (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
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1999; DROGE, 2002).0 dleo-resina de copaiba € composto por &cidos diterpenos e
sesquiterpenos (VEIGA JUNIOR et al., 2005). Os diterpenos podem ser precursores
de vitamina E, necessaria no metabolismo da célula atuando como antioxidante,
tendo a capacidade de impedir a atuacdo de radicais livres sobre as células,
evitando a formacdo de lesbGes e perda de integridade celular (BIANCHI, 1999).

Comparando a concentracdo de Vitamina E plasmatica e tecidual em
humanos, mediante suplementacdo da vitamina natural e sintética marcada com
deutério, observaram que a forma natural apresentava disponibilidade,
aproximadamente, duas vezes maior que a sintética. A vitamina E tem sido
empregada pela industria alimenticia como um antioxidante natural, pois além dessa
funcdo é ainda um componente essencial ao organismo animal (BURTON et al.
1998). Neste contexto, surge o interesse em avaliar o efeito do uso de fontes
naturais precursoras da vitamina E, nos parametros reprodutivos de galos.

O uso de plantas diversas vem sendo empregado de diferentes formas. Os
extratos e o0s Oleos essenciais tem sido relatados como importantes fontes de
antioxidantes (HAYAT et al. 2010; LUNA et al., 2010; BOTSOGLOU et al. 2012;
FREITAS et al. 2013). Como exemplo, tem-se a copaiba (Copaifera sp.), arvore de
grande porte, encontrada principalmente na regido norte do Brasil (PIERI et al.,
2009) apresentando mais de 20 espécies no pais. Através de um corte realizado no
seu tronco é possivel a extracdo de uma resina oleaginosa muito usada na medicina
popular com indica¢des etnofarmacolégicas (LEANDRO, 2012).

Neste contexto, tem-se 0 objetivo de avaliar o efeito da suplementacdo de
Oleo-resina de copaiba sobre as caracteristicas seminais de galos,buscandouma
melhora nas caracteristicas seminais, que ira refletir diretamente na produtividade do

plantel.



2Revisao Bibliografica

2.1Sistema reprodutivodo galo

O sistema reprodutor do galo é basicamente constituido por testiculos,
epididimos, ductos deferentese falo (SESTI, 2003). O testiculo esquerdo geralmente
€ maior do que o direito, podendo contribuir em maior parcela na fungéo reprodutiva
da ave, havendo uma relacdo diretamente proporcional entre peso testicular e
producdo espermatica (LEESON & SUMMERS, 2000). Os testiculos das aves sao
maiores, em relacdo ao peso corporal, quando comparado aos mamiferos, sendo o
esquerdo de 0,5 a 3,0 gramas mais pesado que o direito (ETCHES, 1996).

Os tubulos seminiferos ramificam-se livremente dentro da tunica albuginea.
No galo adulto, extensdes da tunica penetram entre os tubulos para agirem como
estrutura de suporte. O tecido intersticial € desprezivel, porém contém as células de
Leydig, que sdo secretoras de androgénios. Os tubulos seminiferos de galos
imaturos sao alinhados por uma camada simples de células de Sertoli e
espermatogbnias. Ja os machos maturos possuem tubulos de forma irregular
alinhados por um epitélio germinativo de multiplas camadas. As espermatogbnias
dao origem aos espermatdcitos primarios, secundarios e espermatides. Estas
Ultimas progressivamente se transformam em espermatozéides, por um processo
denominado espermiogénese (BASKT & BAHR, 1995).

Os testiculos do galo estédo localizados no interior da cavidade abdominal. A
hipotese que explica a formacao espermatogénica, na temperatura de 41 a 43 °C, é
a de que poderia haver um resfriamento dos testiculos através dos sacos aéreos
abdominais (RUTZ et al., 2007). Os hormonios reprodutivos produzidos pelos
testiculos séo principalmente andrégenos, sendo a testosterona o mais importante
(SESTI& ITO, 2000).

Histologicamente, os testiculos sdo formados por uma grande massa de
tubulos seminiferos, revestidos internamente por células de Sertoli e células
germinativas; e por um delicado estroma intersticial contendo vasos sanguineos e

linfaticos, e células de Leydig (JOHNSON, 2006).0 desenvolvimento testicular do
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galo é caracterizado por trés fases. A primeira fase € denominada pré-puberal (1 dia
de idade a 10/12 semanas) quando ocorre um grande aumento do peso dos
testiculos, que passam dos 3 mg, ao primeiro dia, a 500 mg com 10 a 12 semanas
de idade.A segunda, chamada fase puberal (12 a 22/24 semanas), caracteriza-se
pelo aparecimento dos primeiros espermatozoides nos tecidos, cujo peso aumenta
muito rapidamente, de forma exponencial, até alcancar 25 a 30 g, com 22/24
semanas de idade. A terceira fase ou fase adulta, o peso dos testiculos
permanecem praticamente o mesmo de 24 até 39 semanas, comecando entdo, a
decrescer a partir das 40 semanas de idade (ADJANOHOUN, 1994). Segundo
Adjanohoun, 1994 aproducdo de espermatozoides atinge seu apice entre 24 e 30
semanas de idade e, assim, permanecem até aproximadamente 40 semanas e,
entdo, decresce na medida em que os machos envelhecem. A queda de fertilidade
com a idade € variavel de um macho para outro, e sera retardada ou acelerada por
diferentes fatores ambientais e de manejo.

Os galos possuem um par de pequenos epididimos e um par de ductos
deferentes, fixados a parede dorsal do corpo, desembocando num pequeno falo na
regido dorsolateral da cloaca (BACHA & BACHA, 2003; JOHNSON, 2006). Uma
caracteristica marcante do trato reprodutivo do galo € aproeminéncia dos ductos
deferentes, que compdem até 50% dasregifes do epididimo, contrastando com um
ducto epididimario curto e ndo-diferenciado (AIRE, et al. 1979; OLIVEIRA, 2007). Os
ductos eferentes das aves sdo responsaveis pela reabsorcdo de mais de 90% do
fluido proveniente do testiculo, com uma taxa de reabsorcdo que € maior do que em
mamiferos (CLULOW, et al. 1988).

N&o existem 6rgados acessoérios como vesicula seminal, préstata e glandula
bulbouretral associadosao ducto deferente. Emgalos que ndo tenham ejaculado, os
espermatozoides atravessam o ducto deferente em cerca de84 horas, ao passo que
em machos que ja ejacularam, os espermatozoides requerem 24 a 48 horas para
realizarem a mesma passagem (ETCHES, 1996).

O orgao copulatério e formado por um falo que faz contato com a vagina
emeversdo durante a copula. A erecdo do falo resulta em engurgitamento com um
fluido semelhante a linfaderivado do corpo vascular paracloacal, uma extensao do
falo localizado na parede da cloaca (ETCHES, 1996).
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2.2 Estrutura e caracteristicas dos espermatozoéides

Os espermatozoéides sdo células altamente especializadas consistindo de
varias estruturas de membrana. Suas propriedades fisicas e integridade funcional
determinam funcg@es fisiologicas importantes, incluindo motilidade e capacidade
fertilizante. Assim, a composi¢éo lipidica do sémen é um fator determinante de sua
qualidade (CEROLINI, et al. 1997).

O espermatozoide de galos é composto por acrossoma, cabeca, peca
intermediaria e cauda (BURKE, 1996). A diferenca dos espermatozdides de aves
para os de mamiferos, segundo Gilbert (1982), é o fato de o primeiro ser menor, com
cabeca filamentosa e alongada, e por ndo possuir gota citoplasmatica. O
mesmoautor descreve que a cabeca dos espermatozoides de galos € curvada e
mede de 12 a 13 ym de comprimento, e recoberta pelo capuchdo do acrossoma
(2um). A peca intermediaria mede cerca de 4um de comprimento e o restante do
comprimento do espermatozdide de 100 ym €& composto pela pega principal da
cauda. A porcdo mais larga do espermatozoide do galo mede aproximadamente 0,5
Mm.Garner (2003) determinou que a propor¢cdo média de espermatozéides normais

encontradas em galos é de 85% a 90%.

2.3 Componentes da membrana espermaética

2.3.1 Acidos graxos poliinsaturados — Estrutura e metabolismo

Dentre os fatores intrinsecos ao espermatozéide que influenciam a fertilidade
estdo os lipideos (KELSO et al., 1997), que fazem parte da contituicdo da das
membranas que revestem as células espermaticas. Em todas as espécies, 0s
fosfolipidios s&o o0s principais componentes lipidicos dos espermatozoides,
caracterizados por conter grandes quantidades de acidos graxos poliinsaturados —
PUFA, o que sugere que a composicdo de lipidios e &acidos graxos dos
espermatozoides pode ser um fator determinante das taxas de fertilidade (MARTIN
RILLO et al., 1996).0s PUFAs da série 3 (n-3) e 6 (n-6) sdo acidos graxos

essenciais.
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A membrana plasmatica da cabeca do espermatozéide contém maior
conteltdo de esfingomielina e fosfatidilserina e menos fosfatidilcolina e
fosfatidiletanolamina que a membrana do corpo espermatico. A presenca de
taisfosfolipidios representa um risco para a ocorréncia de peroxidacao lipidica nas
membranas espermaticas e é considerado causa de reducdo de fertilidade em
machos (WISHART, 1984; AITKEN, 1994).

Os &cidos graxos insaturados sao divididos em monoinsaturados (MUFA) e
poliinsaturados (PUFA). Os acidos graxos poliinsaturados, possuem mais do que
uma ligagdo dupla na molécula e com base na sua estrutura quimica trés grupos
diferentes, omega-3 (n-3) omega-6 (n-6) e omega-9 (n-9), onde a primeira ligacao
dupla é de 3,6 ou 9 carbonos da extremidade metilo da molécula, respectivamente
(CATALA, et al. 2013).

Surai (2002) relatou que os espermatozéides de galos apresentam um alto
conteldo de PUFA. As aves, por exemplo, sdo caracterizadas por conterem
guantidades elevadas de PUFA do n-6 (MARINERO, 1996), enquanto que na
maioria dos mamiferos é predominanteos das séries de n-3 (mais de 60% do total de
acidos graxos) (KELSO, 1997; CASTELINI, 2006).

Tal concentracdo de PUFA se da principalmente na membrana plasmatica da
cabeca do espermatozoide (BONGALHARDO et al., 2002). Esta composicdo
favorece a peroxidacéo lipidica, pois as duplas ligacdes dos PUFA formam radicais
livres ao se juntarem ao oxigénio metabdlico, caracterizando os PUFA como
materiais oxidaveis (MCDOWELL, 1989). Segundo Aitken (1995), a fluidez
espermatica e a capacidade fertilizante do galo diminuem no espermatozdide
peroxidado.

A correlacdo entre o dano oxidativo e os PUFAs, através da incorporagédo
deste dltimo em fosfolipidos leva a alteracbes conformacionais e reduz a
disponibilidade de duplasligacdes para a peroxidacéo lipidica (ALMAIDA-PAGAN, et
al. 2014). Porém, sdonecessarios mais estudos que comprovemesta funcionalidade
dos acidos graxos insaturados. O aumento da ingestdo de n-3 produz uma maior
transcricdo de enzimas antioxidantes, como a proteina de dissociagdo, glutationa
transferase e superoxido dismutase, e inibe a transcricdo de enzimas que envolvem

a producao de espécies reativas ao oxigénio (ALMAIDA-PAGAN, 2014).
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A inclusdo de Oleos na racdo pode modificar o perfil de acidos graxos da
membrana plasmatica que reveste o espermatozoidee, consequentemente, melhorar
a qualidade espermatica (SCOTT, 1973). Os acidos graxos poli-insaturados da série
O6mega 3 (w3) predominam nos fosfolipidios das membranas celulares cuja
permeabilidade e flexibilidade dessas células dependem dos mesmos. (SIRRI et al.
1995).

Desta forma, com a inclusdo deste Oleo-resina, pretende-se obter a
diminuicdo da producao de radicais livres com consequente aumento da fluidez da
membrana espematica, obtendo um incremento na qualidade seminal dos animais

submetidos a essa dieta quando expostos a avaliacdes de parametros reprodutivos.

2.4 Peroxidacéo lipidica

A peroxidacao lipidica € uma cascata de eventos bioquimicos resultante da
acdo de radicais livres sobre os lipideos insaturados de membranas celulares,
levando a uma série de eventos que podem culminar com a morte celular (BENZIE,
1996).

Na célula espermatica concentracdo de PUFA se da principalmente na
membrana plasmatica que reveste da cabeca do espermatozéide (BONGALHARDO
et al., 2002). Esta composicdo favorece a peroxidacao lipidica, pois as duplas
ligagbes dos PUFA formam radicais livres ao se juntarem ao oxigénio metabdlico,
caracterizando os PUFA como materiais oxidaveis (MCDOWELL, 1989). Segundo
Aitken (1995), a fluidez espermatica e a capacidade fertilizante do galo diminuem no
espermatozoide peroxidado.Os espermatozéides de aves apresentam uma
composicao lipidica rica em acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (PUFAS)
na fracdo fosfolipidica da membrana celular (46 a 54,4%). Tais células sé&o
altamente suscetiveis a peroxidacao.

Mesmo apresentando efeitos benéficos nos acidos graxos w3, a presenga de
alta concentracéo de acidos graxos poli-insaturados dentro das fragOes lipidicas dos
espermatozoides torna-os altamente susceptiveis a peroxidacdo, com consequente
risco de danos a estrutura celular (NIKI et al., 1993). Portanto, ha necessidade de
um sistema antioxidante para protegé-los contra danos peroxidativos bem como
contra uma possivel disfuncdo dessas células (CECIL & BAKST, 1993; AITKEN,
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1994). Acredita-se que os danos causados pela peroxidacdo dos lipidios dos
espermatozoides sejam a principal causa de subfertiidade dos machos
(HAMMERSTEDT, 1993). A correlacédo entre o dano oxidativo e os PUFAs, através
da incorporacao deste ultimo em fosfolipidos leva a alteracdes conformacionais e
reduz a disponibilidade de duplasligacdes para a peroxidacao lipidica (ALMAIDA-
PAGAN, et al. 2014).

2.4.1 Formacdao de espécies reativas ao O, e radicais livres

Um radical livre nada mais é do que qualquer &tomo, molécula ou ion que
possui um ou mais elétrons livres na sua Orbita externa. Essas particulas, formadas
por elétrons livres ou ndo pareados tem uma instabilidade elétrica muito grande, e
por esta razdo, mesmo tendo meia vida curta, apresentam grande capacidade
reativa, 0 que pode acontecer com qualquer composto que esteja proximo, a fim de
captar um elétron desse composto para a sua estabilizacdo, independente de ser
uma molécula, uma célula, ou um tecido do organismo, partindo para uma reacao
em cadeia de lesdo celular. Devido a esta caracteristica, € denominado de
substancia oxidante. O oxigénio tem a sua atividade fundamental no metabolismo
celular aerébico. Desta forma, a formacdo de radicais livres pelo organismo em
condicbes normais € inevitdvel, pois sdo necessarios no processo de respiracao
celular que ocorre nas mitocdondrias das células, a fim de gerar energia (KUSS,
2005).

As espécies reativas do metabolismo do oxigénio ou espécies oxigénio
reativas (ROS) sdo formadas e degradadas por todos 0s organismos aer@bicos,
levando a concentragfes fisiolégicas necesséarias para o funcionamento normal da
célula, ou a quantidades excessivas, causando danos oxidativos & célula
(NORDBERG & ARNER, 2001; IMAI & N\KAGAWA, 2003).

O uso fisiolégico de ROS pelas células comeca a ser demonstrado em areas
como a da sinalizacéo intracelular e regulacdo redox.A geracdo de radicais livres
constitui, por exceléncia, um processo continuo e fisiolégico, cumprindo funcdes
biolégicas relevantes. Durante os processos metabolicos, esses radicais atuam
como mediadores para a transferéncia de elétrons nas varias reagdes bioquimicas.
Sua producdo, em proporcdes adequadas, possibilita a geragédo de ATP (energia),

por meio da cadeia transportadora de elétrons; fertilizacdo do évulo; ativacdo de
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genes; e participacdo de mecanismos de defesa durante o processo de infecgao.
Porém, a producdo excessiva pode conduzir a danos oxidativos (FERREIRA, 1997;
SHAMI, 2004).

O radical superoxido, o peroxido de hidrogénio e hidroperéxidos de lipidios
podem regular a atividade de varias quinases e fatores de transcricdo e o
mecanismo da morte celular. Vérias citocininas, fatores de crescimento, horménios e
neurotransmissores usam ROS como segundo mensageiro. As espécies oxigénio
reativas podem também, contribuir para o envelhecimento e muitas doencas
humanas como céncer, derrame cerebral,doencas neurodegenerativas e diabetes
(IMAI & N\ KAGAWA, 2003)

Os danos provocados pelo excesso de EROs afetam a qualidade do sémen,
incluindo perda da motilidade de forma irreversivel, inibicdo de respiracédo
espermética, lesdbes ao DNA espermético e mitocondrial e perda de enzimas
intracelulares, interferindo na capacidade fecundante do espermatozéide (IRVINE et
al., 2000; VALENCA & GUERRA, 2007).

Desta forma, pretende-se obter a diminuicdo da producdo de radicais livres e
espécies reativas ao oxigénio, com a adicdo de Oleo-resina de copaiba na dieta das
aves, obtendo um incremento positivo nas avaliagbes reprodutivas, com menos

danos a célula espermaética.

2.5 Estresse oxidativo

Alto teor requerido de PUFA na membrana, proporciona a fluidez necessaria
para 0 espermatozoide (NISSEN, 1983). No entanto, os acidos graxos
poliinsaturados sdo vulneraveis ao ataque de espécies reativas de oxigénio (ROS)
iniciando uma cascata de peroxidacao lipidica e a formagéo de radicais livres, o qual
€ conhecido como estresse oxidativo.

Em principio o estresse oxidativo é ocasionado por uma redugdo na
guantidade de antioxidantes nos sistemas de defesa celular (ex. mutacdes afetando
enzimas de defesa antioxidantes como a superoxido dismutase (CuzZnSOD),
glutationa peroxidase (MnSOD). A producdo elevada de ROS/RNS (espécies
nitrogénio reativas) ocorrem em varias situacdes, como a exposi¢cdoa concentracdes

elevadas de oxigénio, a presenca de toxinas que sdao metabolizadas produzindo
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ROS/RNS ou excessiva ativacdo dos sistemas naturais de ROS/RNS como a
ativacdo de células fagocitarias em doencas inflamatorias crénicas (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999).

A instalacdo do processo de estresse oxidativo decorre da existéncia de um
desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geracao
excessiva de radicais livres ou em detrimento da velocidade de remocéo desses. Tal
processo conduz a oxidacdo de biomoléculas com consequente perda de suas
funcdes biolégicas e/ou desequilibrio homeostatico, cuja manifestacdo é o dano
oxidativo potencial contra células e tecidos (HALLIWELL, 2004)

As ROS podem causar danos a todos os tipos de biomoléculas, incluindo
DNA, proteinas e lipidios (peroxidacdo dos lipideos). O alvo celular primario pode
variar, dependendo na célula, do tipo de estresse imposto e quio severo é esse
estresse (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999; NORDBERG & ARNER, 2001).
Assim, a producgdo continua de radicais livres durante os processos metabolicos
culminou no desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante. Estes tém o
objetivo de limitar os niveis intracelulares de tais espécies reativas e controlar a
ocorréncia de danos decorrentes (SHAMI, 2004)

A dieta é, sem duavida, um fator de grande importancia na modulacdo do
estresse oxidativo. Os efeitos da suplementacdo de vitaminas e minerais
antioxidantes sobre o estresse oxidativo ndo sdo ainda conclusivos, sobretudo em
relacdo a dose e ao tempo de suplementacdo. No entanto, os estudos de
suplementacdo tém conseguido demonstrar efeitos positivos sobre biomarcadores
especificos, sendo os relacionados a oxidacdo de lipideos (malondialdeido e
isoprostanos) os de maior relevancia (BARBOSAet al., 2010).

Desta forma, a adicdo de um composto natural com precursores antioxidantes
na dieta de galos reprodutores, busca modular o estresse oxidativo,presente na

célula espermatica.
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2.6 Antioxidantes

Os antioxidantes sao substancias como vitaminas, minerais, pigmentos
naturais, aminoacidos, &acidos graxos e outros compostos vegetais, 0s quais
bloqueiam ou neutralizam o efeito danoso provocado pelos radicais livres
(WILHELM-FILHO, 1994).

Atingir o potencial maximo de fertilidade requer a combinagdo Otima de
fosfolipidios e uma protecdo adequada com antioxidantes. Em aves de maior idade
ocorrem mudancas na composicdo dos fosfolipidios e uma queda na atividade
antioxidante enzimética da glutationa peroxidase (KELSO et al., 1996).

Nas células, os antioxidantes podem atuar por meio de dois sistemas: o
sistema enzimético e o sistema ndo enzimético. Os antioxidantes enzimaticos sédo
também conhecidos como antioxidantes naturais e € 0 primeiro sistema a agir. Esse
sistema € composto pelas enzimas superoxido dismutase (SOD); peroxirredoxinas,
glutationa (GSH), glutationa redutase (GSH redutase), glutationa peroxidase (GSH
peroxidase) e catalase (CAT). O sistema ndo enzimatico inclui varios compostos
hidrofilicos e lipofilicos, como vitamina C (acido ascérbico ou ascorbato) e vitamina E
(a-tocoferol), além de diferentes compostos de selénio, ubiquinonas (coenzima Q),
acido urico e acido lip6ico.Os antioxidantes ndo enzimaticos sao substancias que,
em baixas concentracbes em relacdo ao substrato oxidavel, retardam ou previnem
sua oxidacdo. Desse modo, os antioxidantes atuam como protetores contra a
oxidacdo de biomoléculas por radicais livres, impedindo que a reacdo em cadeia
seja avariada (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Neste perfil, incluem-se a
glutationa reduzida (GSH), o urato, o acido ascérbico, a vitamina E, a taurina, a
hipotaurina, os carotenoides e as ubiquinonas (coenzima Q), o acido urico e o acido
lipdico (NORDBERG & ARNER, 2001).

Para combater a peroxidacdo, o espermatozoide possui um sistema de
defesa antioxidante, composto principalmente pelas vitaminas C e E (acido
ascorbico e alfa-tocoferol, respectivamente) e pelas enzimas superéxido dismutase,
glutationa peroxidase, catalase e redutase (AITKEN, 1995). Este sistema de defesa
€ responsavel pela manutencdo das fungbes bioldgicas dos espermatozoides em
varias condicdes de estresse, incluindo a diluicho, o armazenamento e 0

congelamento do sémen (SURAI et al., 2001).
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Essa € uma das razoes de se haver a necessidade de administracdo de
agentes antioxidantes para preservagao e manutencdo da qualidae espermatica em
sémen de aves submetidos a manipulacédo, como exemplo a utilizacdo da biotecnica
reprodutva de inseminacéo artificial (CEROLINI et al., 2005).

De uma maneira em geral, 0 sémen de aves contém vitamina E, vitamina C,
glutationaperoxidase e a superoxido dismutase como elementos minimizadores da
acao da peroxidacéo lipidica enquanto aqueles mais comumentes adicionados s&o o
selénio organico e a vitamina E (SURAI, 2003; CEROLINI et al., 2005).

A mitocbndria € a responséavel pela producdo de energia para manter a
motilidade espermética. Durante este processo ocorre a formacédo de radicais livres.
Assim, a presenca de antioxidantes nesta regido auxilia na neutralizacéo de radicais
livres, impedindo a peroxidacao lipidica e mantendo a qualidade espermatica (RUTZ
et al., 2007).

A suplementagao na dieta de galos leva ao aumento nas concentragdes de
vitamina E no sémen, no testiculo e no figado (SURAI et al., 1997). Com a adicdo de
precursores da vitamina E na dieta de galos, busca-sea minimizacdo da peroxidacao

lipidica na célula espermética.

2.7 Vitamina E

O tocoferol, ou vitamina E, é conhecido como o principal antioxidante
lipossolavel que protege os &cidos graxos poliinsaturados dos tecidos contra a
peroxidagcdo. Ele é um potente removedor de radicais peroxil (LOOe-) e,
provavelmente, o mais importante inibidor da reagcdo em cadeia da lipoperoxidacao
em animais (HALLIWELL & GUTTERIDGE,1999; DROGE, 2002).

O a-tocoferol, apresenta maior atividade biolégica quando comparado aos
demais compostos, devido ao maior indice de absor¢ao intestinal, maior deposicao
nos tecidos, menor excrecdo fecal, além de ser oxidado mais lentamente
(BARRETO, 1998; SAMPAIO et al.,, 2004). Vale ressaltar que a vitamina E,
lipossoluvel, € absorvida no intestino delgado juntamente com os lipidios da dieta e
outras vitaminas lipossoluveis. A principio, ela tem o papel de protecdo do epitélio
germinativo dos testiculos contra degeneracgéo, entretanto a suplementacdo dessa

vitamina pode ocasionar reducéo das reservas de outras vitaminas lipossoluveis, por
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reduzir sua absorcédo e, consequentemente, prejudicar o desempenho reprodutivo
animal (ZANINI, 2001).

O principal problema associado a inclusdo de acidos poli-insaturados n-3 &
gue estes sdo propensos a oxidacao ou ao ataque de radicais livres e é necessaria
sua associacdo com antioxidantes. A vitamina E e o selénio sdo antioxidantes
naturais e componentes-chave para reduzir a peroxidacao lipidica (SURAI et al.,
2000). A vitamina E evita a peroxidacdo dos PUFA que ocorrem nas membranas
celulares e combate os radicais livres formados (SURAI, 2002).

A habilidade do tocoferolna inibicdo da lipoperoxidacdo da membrana
espermaticatambémja foi demonstrada no sémen fresco (CEROLINI et al.,2000). A
vitamina E exerce algumas funcdes no organismo animal atuando como mais
importante antioxidante metabdlico presente nas membranas celulares, protegendo-
a da oxidacdo de acidos graxos e do colesterol, além de diminuir ou inibir a
producao e acao dos radicais livres (GUERRA et al., 2004; NAVARRO et al., 2009).

Os antioxidantes naturais, incluindo a vitamina E, o selénio e os carotendides,
possuem também um importante papel na reproducdo aviaria (FREISLEBEN e
PACKER, 1993). A vitamina E melhora a qualidade do sémen e a habilidade de
fertilizacdo em machos, o que previne a peroxidacédo lipidica das membranas dos
espermatozoides (BISWAS et al., 2009) e, conseqientemente, leva a um aumento
na concentracdo espermatica, melhora a motilidade, bem como o status antioxidante
do sémen, e reduz anormalidades (EID et al., 2006). Naturalmente encontrada no
esperma de galos e perus, a vitamina E esta envolvida na manutencdo da
integridade e da motilidade espermaticas (DONOGHUE & DONOGHUE, 1997), e
sua suplementacdo na dieta de matrizes permite 0 aumento na

performancereprodutiva destas.

2.8 Oleo-resina de copaiba

O emprego de antioxidantes sintéticos em alimentos tem sido relacionado a
efeitos deletérios ao organismo humano e, por isso, desde a década de 1990 até o
presente momento, tem aumentado a preocupacao no sentido de obter substancias
naturais que tenham fungcdo antioxidante com a mesma eficiéncia dos sintéticos.

(PASSOTO, 1998). Neste contexto, cresce o0 interesse no estudo da aplicacao de
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fontes naturais antioxidantes, também pela caracteristica que a forma natural
apresenta disponibilidade, aproximadamente, duas vezes maior que a sintética.
(BURTON, et al. 1998).

Diversas plantas estdo sendo empregadas como aromaticas e fitoterapicas.
Assim, extratos e Oleos essenciais, extraidos dessas plantas tém sido relatados
como antioxidante (BOTSOGLOU et al.,, 2012; FREITAS et al.,, 2013). Algumas
fontes vegetais tém sido utilizadas na alimentacdo de aves, na busca pela melhoria
do desempenho e da qualidade dos ovos (BOTSOGLOU et al., 2012).

O interesse pelo uso de substancias naturais como antioxidantes € decorrente
da sua baixa toxicidade e forte atividade, em comparacdo aos compostos sintéticos
(ROCKENBACH et al., 2007).

A gualidadede muitos antioxidantes vem sendo questionada, tendo em vista o
favorecimento de efeitos mutagénicos e carcinogénicos (BIRCH et al., 2001), e a
partir dos anos 80 a busca por antioxidantes naturais aumentou consideravelmente,
ja que os sintéticos tem sido também restringidos por causarem outros males como
aumento do peso do figado e proliferacéo do reticulo endoplasmatico (SIMAO, 1985;
ZHENG & WANG, 2001; MELO & GUERRA, 2002; YILDRIM, MAVI & KARA, 2002).

Para compreender a justificativa da utilizacdo destas plantas é necessario
conhecer os componentes quimicos produzidos por estas como parte do seu
metabolismo. Os metabdlitos primarios (como a producao de acucares e lipidios, por
exemplo) sdo encontrados em todas as plantas, enquanto que os metabdlitos
secundarios, que sao componentes de defesa das plantas, sdo encontrados em
alguns géneros ou espécies (HASHEMI & DAVOODI, 2011).

Estas moléculas oriundas do metabolismo secundario (principios ativos)
apresentam estruturas quimicas diferentes e modos de acdo diferentes que
conferem  caracteristicas e  efeitos  biologicos diferenciados:  efeitos
anticarcinogénicos, antiinflamatorio e antioxidante (WISEMAN et al., 1997).

As pesquisas atuais apontam resultados diferentes quanto a acao destes
fitogénicos no crescimento e na saude animal. Algumas destas,apontam resultados
significativos quanto a incluséo dos aditivos fitogénicos no desempenho em frangos
de corte (ERTAS et al., 2005; CROSS et al., 2007; PERIC et al., 2008) enquanto em
outras pesquisas estes mesmos efeitos ndo foram observados (OCAK et al., 2008;
KOIYAMA, 2012).
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Embora, praticamente pouco explorada, essa alternativa tem recebido maior
atencdo na Ultima década devido ao crescimento constante dos produtos
fitofarmacéuticos comercializados, com estimativas comerciais de 124 bilhdes de
dolares em 1995 (HASHEMI & DAVOODI, 2011). O mercado para melhoradores de
desempenho a base de plantas tem aumentado desde a década de 1990, com
vendas de Oleos essenciais para a UE que chegou a 90 toneladas em 1996
enquanto dez anos mais tarde teve um aumento expressivo de 600 toneladas
(GREATHEAD, 2003).

A copaiba (Copaifera sp.) € uma arvore de grande porte, encontrada
principalmente na regido norte do Brasil da qual é possivel extrair uma resina
oleaginosa muito usada na medicina popular com indicacfes etnofarmacoldgicas
(LEANDRO, 2012).

O oleo-resina de copaiba € composto por acidos diterpenos e sesquiterpenos
(VEIGA JUNIOR et al.,, 2005) e apresenta efeitos antinflamatorios, gastroprotetor,
analgésico e antitumoral como também, potencial antioxidante, cujos efeitos s&o
comprovados em diversos estudos como o de Rigamonte-Azevedo et al.(2004).

O 6leo de copaiba é um liquido transparente, cuja coloracéo varia do amarelo
até o marrom, apresenta cheiro forte, sabor acre e amargo. Estudos fitoquimicos
demonstram que os 6leos de copaiba sao misturas de sesquiterpenos e diterpenos,
sendo o acido copalico e os sesquiterpenos B-cariofileno e a-copaeno, os principais
componentes do 6leo (LEANDRO, 2012).

Sua constituicdo é formada por uma parte sélida, cerca de 55% a 60%,
osacidos diterpenos, diluidos em Oleo essencial,com principio volatil, composto
principalmente pelos sesquiterpenos. De acordo com Veiga Junior e Pinto, ja foram
identificados 72 tipos de sesquiterpenos e 27 de diterpenos neste 6leo. Isto confere
a caracteristica do 6leo de copaiba poder ter um potencial antioxidante, por possuir
precursores da vitamina E, presentes de forma natural no dleo-resina, melhorando a
disponibilidade da sua atuag¢do no organismo da ave.

Visto a grande capacidade que a acdo oxidante causa, entre elas os danos
irreparaveis sobre 0s organismos e alimentos, nota-se que a presenca decompostos
antioxidantes sdo indispensaveis eque o entendimento dos mecanismos deoxidagao
sao cruciais para a producdo denovos compostos antioxidantes mais eficientes e
menos danosos a saude (NOVAES et al. 2013).
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Os extratos naturais, com constituicdo antioxidante, como o Oleo-resina de
copaiba, podem diminuir ainda mais a susceptibilidade do espermatozéide a
peroxidacdo lipidica, podendo auxiliar na preservacdo dos acidos graxos
poliinsaturados e, desta forma, pode incrementar a motilidade, a integridade de

membrana, a fertilidade e a congelabilidade do sémen.

2.9 Indicadores da eficiéncia reprodutiva em galos

Os machos correspondem a aproximadamente 10% dos animais dentro de
um plantel, porem sao fundamentais para o sucesso reprodutivo(LARA, et al. 2015).
Sendo assim, muita atencdo deve ser dada aos mesmos no processo de avaliagao
na qualidade reprodutiva.

Os procedimentos tradicionalmente utilizados para a avaliacdo da qualidade
espermatica incluem a determinacéo do volume do ejaculado, aspecto (coloracdo),
concentragdo, motilidade, viabilidade e morfologia celular (DONOGHUE &
WISHART, 2000), sendo correlacionados com a capacidade fertilizante do
espermatozdide no sémen. Assim, a avaliacdo da fertilidade de cada reprodutor é de
extrema relevancia, sendo necessarios métodos precisos e de baixo
Ccusto(SOARES; BELETTI, 2003). Em estudos realizados por Bongalhardo et al.
(1994) foi encontrada correlacdo entre caracteristicas seminais de galos e fertilidade
dos ovos. Portanto, um dos meios utilizados para avaliar a capacidade de fertilizagéo

dos galos é o estudo das caracteristicas seminais.

2.9.1 Producéao de sémen — volume seminal

O ejaculado expelido pela ave apresenta pequeno volume e alta
concentracdo, caracteristica relacionada a inexisténcia de glandulas bulbo uretrais,
prostata e glandulas vesiculares, reduzindo as secre¢des (GARNER & HAFEZ,
2004).

A producdo diaria de espermatozoides parece ocorrer em ritmo constante, da
mesma forma que o volume do ejaculado. Estes parametros sédo reduzidos quando o

sémen € coletado com maior freqiéncia e com o avancar da idade (ETCHES, 1996).
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A producéo de sémen é o indicativo indireto e quantitativo na avaliacdo de um
macho reprodutor, sendo o primeiro parametro de observacdo apds a avaliacdo
visual das caracteristicas fenotipicas dos animais.

Apés 40 semanas de idade, ocorre um declinio da fertilidade como
consequéncia da diminuicdo da producdo espermatica do galo reprodutor,
considerando-se normal uma queda do volume e concentragcdo com o0 avanco da
idade (RUTZet al., 2007).Entretanto, segundo McDaniel (2002), ao oferecer boas
condi¢cBes aos animais como proporcionar um bom programa de luz, evitar estresse
calérico, manter o peso corporal adequado e um bom manejo alimentar, € uma
forma de impedir que a idade reduza a fertilidade, sendo estas praticas importantes
para manter uma producdo normal de espermatozéides durante todo o ciclo
produtivo.

Segundo Burke (1996), o sémen € uma mistura de células espermaticas e
liguidos de transporte. Diversos fatores influenciam a producdo de sémen pelos
reprodutores. Existem grandes diferencas no inicio da producdo de sémen e na sua
qualidade entre as espécies, linhagens, dentro das espécies e individualmente
dentro das linhagens (BAKST & BAHR, 1995).Resende et al. (1983), revisando
dados de diferentes autores, verificaram grande variacdo quanto ao que se afirma
ser o volume de ejaculado para galos, os mesmos afirmaram que as variagbes
encontradas ocorrem devido ao tipo, linhagem, idade do reprodutor, fatores
climaticos, regime alimentar, freqiéncia e tecnologia de coleta. Segundo Gilbert
(1982), o volume do ejaculado de galo varia de 0,2 a 0,5 ml. Bakst & Bahr(1995)
afirmaram que galos ejaculam em média 0,25 ml, e de acordo com Moraes(2002), o
volume varia de 0,5 a 1,0 ml.

Também deve-se levar em consideracdo o fato de que o material seminal
coletado, na maioria das vezes apresenta residuos dos sistemas digestivo e urinario
e as celulas espermaticas apresentam-se misturadas com liquidos secretados. Estes
fatores ndo sdo facilmente controlaveis e também em consequéncia
disso,consideraveis variagbes no volume ena composicdo do sémen de galos séo

verificadas.
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2.9.2 Motilidade espermética

As caracteristicas seminais, tais como volume seminal, concentracao
espermatica e motilidade espermatica sado influenciadas pela idade dos galos,
aumentando nas primeiras semanas reprodutivas até alcancar a maturidade sexual
completa e, diminuindo ap6s um periodo de pico de produ¢do (CEROLINI, 1997).

Fatores morfofisioldgicos evidenciados na microscopia de luz em preparados
de sémenfresco e diretamente relacionados com o0 espermatozoide, tais como
motilidade,densidade, vitalidade e morfologia espermética, também sao usados para
aavaliacao da fertilidade do macho (SOARES; BELETTI, 2003).

Sob um ponto de vista ilustrativo e simplista, o processo que confere
motilidade a célula espermatica depende da interacdo entre os microtubulos
presentes na cauda do espermatozoide (motor) e mitocondrias (combustivel)
presentes na peca intermediéria. Desta forma, a disponibilidade de energia e a
integridade da célula, sdo fatores diretos que contribuem para este indice.
(GONCALVES, et al. 2013)

Os espermatozoides possuem algumas caracteristicas que devem ser
identificadas para avaliacdo e a primeira delas esta a motilidade, em que o
espermatozéide deve apresentar para atravessar a vagina e alcancar as glandulas
hospedeiras de espermatozéides (RUTZ, et al. 2007).

Para avaliar os parametros da motilidade esperméatica deve-se verificar
utilizando uma diluicdo do sémen fresco, e a visualizacao é através da microscopia
Optica, que representa um método de baixo custo e simples a ser utilizado na
avicultura. Valores percentuais podem ser atribuidos as amostras de acordo com a
intensidade de deslocamento da célula através do campo visual, sendo um método
subjetivo, devendo ser sempre realizada pela mesma pessoa.

Bongalhardo et al. (2000) observaram acentuado declinio da motilidade com o
avancar da idade em galos leves, sendo possivel relacionar o declinio deste

parametro a uma condicao fisioldégica da espécie.
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2.9.3 Concentracdo espermatica

Mesmo apresentando um baixo volume de sémen, o potencial reprodutivo de
uma ave doméstica esta condicionado a qualidade do conteudo secretado. Esta
abrange tanto a condicdo microbiol6gica quanto o numero de células reprodutivas ali
presentes. A avaliagdo da concentracdo espermatica em uma amostra de sémen
determina 0 numero de espermatozoéides presentes em mililitros do conteudo,
aproximando ainda mais a avaliacdo da eficiéncia reprodutiva de um galo.
(GONCALVES et al., 2013).

Assim como os demais parametros relacionados a qualidade espermatica, a
concentracdo de células no ejaculado possui diversos fatores que influenciam seus
valores. A idade e a temperatura ambiente, por exemplo, possuem uma correlacéo
negativa com este parametro, onde ambos os fatores interferem diretamente nas
taxas hormonais influenciando, indiretamente, a espermatogénese (KHAN, 2011).

A formacédo do plasma seminal e a concentracdo do sémen de galos resultam
da reabsorcao de liquidos no epididimo, onde os espermatozoéides permanecem por
mais de 100 minutos (RITCHSON, 2013). Devido a auséncia de glandulas
acessorias, o ejaculado é composto por uma grande quantidade de células
espermaticas suspensas em um pequeno volume de plasma seminal (WHITTOW,
2000), resultando em um sémen muito concentrado, apresentando de um a cinco
bilhdes de espermatozoides por mL de ejaculado. Comparativamente, o suino
apresenta de 200 a 300 milhdes de espermatozoides por mL, enquanto que no touro
essa quantidade ndo passa de 1,2 milhées de espermatozdides por mL.

Segundo Celeghini et al. (2000), ao adicionarem diferentes niveis de vitamina
E na dieta de galos, observaram relagao entre as diferencas do volume seminal e a
concentracdo espermatica. Em que, a concentracdo espermatica apresentou
correlacéo positiva e significativa de 0,29 com o peso corporal em galos.

Surai et al. (2000) mencionam que o resultado da concentracdo espermatica
estd diretamente relacionado ao volume seminal em galos. Da mesma forma,
Celeghini et al. (2000) observaram uma correlagdo positiva significativa entre o
volume seminal, concentracéo espermatica e numero de células totais em galos.

Em trabalhos realizados com suinos por Brezezinska-Slebodzinska et al.
(1995), observaram que a concentracdo espermatica aumentou com a

suplementacao de vitamina E na racdo de suinos. Por outro lado, segundo Klasing



28

(1998), altos niveis de vitamina E podem causar deficiéncia de outras vitaminas
lipossoluveis, como, por exemplo, a vitamina A, que tem um papel importante na
protecdo do epitélio germinativo e manutencéo da integridade das células produtoras

de testosterona nos machos.

2.9.4 Integridade espermatica

A morfologia espermatica parece ser uma das mais importantes
caracteristicas qualitativas do sémen (KUSTER et al., 2004).

Existem certos parametros utilizados na rotina de avaliagdo da fertilidade de
reprodutores com a finalidade de identificar algumas alteracbes espermaticas que
podem levar a subfertilidade, tais como alteracées na integridade de membrana
plasmatica, membrana acrossdbmica e compactacdo da cromatina no nucleo da
célula espermatica (SOARES & BELETI, 2006; GONCALVES, 2013)

A avaliacdo pode ser um indicador basico para predizer a capacidade de
fertilizacdo do espermatozoide (Lukaszewics, 1988), selecdo de machos e também
para definicho de armazenamento em meios liquidos ou criopreservacdo para
propdsitos e inseminacéo artificial (DONOGUE & WISHART, 2000; LUKASZEWICS,
2002).

A morfologia espermatica pode também servir como um indicador de
desordens na espermatogénese. No entanto, a avaliacdo da morfologia ainda néao é
utilizada como rotina de campo.

Sistemas que utilizam a andlise computadorizada de imagens, métodos de
“coloragao” empregando corantes fluorescentes (sondas fluorescentes) em
microscopia de epifluorescéncia ou citometria de fluxo, aumentaram a possibilidade
de uma analise mais criteriosa da integridade estrutural dos espermatozoides
(ARRUDA et al., 2011).

De uma forma geral, as anomalias espermaticas sdo incompativeis com a boa
fertilidade, qualquer alteracdo nas caracteristicas morfolégicas pode comprometer a

motilidade e a sobrevivéncia do espermatozoéide (MACIEL, 2006).
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2.9.5 Potencial fertilizante

O volume de sémen e a concentracdo espermatica podem ser insuficientes
para avaliar a capacidade reprodutiva dos galos, sendo necessario observar os
indices de motilidade e a penetracdo do espermatozdide no évulo (McDANIEL,
1997), considerando que este deve se deslocar, contra o peristaltismo, da cloaca e
fecundar o 6vulo nos 15 minutos em que a gema passa pelo infundibulo (BELLAIRS
& OSMOND, 1998).

As avaliagdes convencionais de qualidade seminal (motilidade, vigor e
morfologia esperméatica) apresentam eficiéncia relativa, com limitada capacidade de
identificar diferencas de menor magnitude, entre machos com potencial de fertilidade
mais homogéneo (GADEA, 2005). Essas analises convencionais teriamcondicdes de
detectar somente em torno de 44% dos machos com baixa fertilidade (ROCHA et al.,
2005).

Os machos subférteis podem, eventualmente, ser utilizados na rotina de
programas de inseminacao artificial (1A). Além disso, estas avaliacfes apresentam
baixa associagdo com a fertilidade e sdo sensiveis a variagdes de caracteristicas
individuais atribuidas aos machos doadores de sémen (XU et al., 1998; POPWELL &
FLOWERS, 2004; MACEDO et al., 2006, CORCINI et al., 2012). Portanto, existe a
necessidade de desenvolvimento de métodos in vitro eficientes no diagnostico do
potencial de fertilizacdo dos espermatozoéides de galos.

Um dos métodos utilizados para a avaliagdo do potencial fertilizante em aves
domésticas € o teste de penetracdo na membrana perivitelinica, que consiste na
separacdo da membrana interna de ovos frescos nao férteis e diluicho da amostra
de sémen a ser associada a esta por¢cdo. Todo 0 processo ocorre em meio que
reflete as condi¢des do oviduto de fémeas, permitindo que o espermatozoéide perfure
a membrana, sendo possivel visualizar tais orificios com o0 auxilio da microscopia
(ROBERTSON & WISHART, 1997). O numero de espermatozoides na membrana
perivitelinea é um indicativo mais acurado em relacéo a real habilidade fertilizante do
espermatozoide (TYLER & BEKKER, 2012).

Na pratica € mais facil modificar a fertilidade do lote incidindo sobre o0 manejo
dos machos do que no das fémeas. Substituir uma grande porcentagem de fémeas
velhas por jovens sem duvida melhoraria a fertilidade do lote, mas € 6bvio que isto

nao seria economicamente interessante (CASANOVAS, 2004). A qualidade do
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sémen é um dos melhores indicadores do desempenho reprodutivo. No sémen
existe um numero de caracteristicas vitais que um reprodutor deve possuir para ser
bem sucedido. A fertilizacdo requer o sémen de qualidade suficiente para que o
espermatozoide possa para alcancar e penetrar o embrido do ovo (Mc DANIEL,
2001).

Segundo Rezende et al. (2014), as reducdes de fertilidade nos galos estao
ligadas principalmente a diminuicdo dos estimulos neuroendécrinos a funcao
testicular, ao comprometimento do processo de formacédo do espermatozéide e a
reducdo das concentracdes de espermatozéides no ejaculado. Além destas, tem
ainda o ganho de peso excessivo (levando a problemas de pernas e atrofia de
testiculos), pela selecdo genética afetando a conformacao estrutural que dificulta a
copula, reducdo no nivel de energia (ROBINSON et al.,, 2003), sazonalidade,
ambiéncia, idade x peso, relacdo macho/fémea e problemas de pés (lesbes de
coxim plantar).

Segundo Rutz et al. (2007), o armazenamento de espermatozoéides nas
glandulas hospedeiras pode ser quantitativamente avaliado; junto a capacidade dos
mesmos de se ligar a membrana perivitelinica pode ser avaliada in vitro. Esta
capacidade pode ser avaliada usando um extrato solubilizado da camada
perivitelinica da gema para determinar a ligacdo espermaética in vitro (BARBATO et
al., 1998); Assim, o niumero de espermatozoides presentes no local da fertilizagdo no
momento da ovulacado pode ser estimado.

Para avaliar a capacidade fertilizante do espermatozdide, e assim predizer o
desempenho do macho para gerar o pintinho na inddstria de aves, € necessario que
a célula seja capaz de ligar-se e penetrar a membrana perivitelinea do 6vulo para
efetivar a fertilizacdo. Desta forma, o teste de penetracdo é o Ultimo e decisivo
critério para o descarte de galos, predizendo o potencial reprodutivo da ave
domeéstica.

O objetivo deste estudo é testar o efeito do Oleo-resina de copaiba na
incubacéo, avaliando a capacidade de impedir a atuacéo de radicais livres sobre as
células, evitando a formacédo de lesdes e perda de integridade celularsobre a
capacidade de adesdo e penetragdo in vitro de espermatozdides na membrana

perivitelina interna de ovos de galinhas.



3 Materiais e Métodos

3.1 Local

O projeto foi realizado no biotério central localizado na Universidade Federal
de Pelotas (UFPEL) campus Capdo do Ledo, na cidade de Capdo do Ledo, Rio

Grande do Sul, Brasil.

3.2 Periodo experimental

O periodo experimental compreendeu o intervalo entre o dia 01 de setembro
de 2015 até o dia 13 de outubro de 2015. As aves foram alojadas em boxes
experimentais com dimensdes de 70 x 70 x 70 (L x C x A) no local supracitado,
totalizando 6 semanas experimentais, compreendendo a fase de reproducédo de 40 a

46 semanas de idade das aves.

3.3 Animais

Inicialmente foram utilizadas 40 aves, machos, semi-pesados, com 40
semanas de idade, provenientes de uma granja comercial localizado no municipio de
Concordia-SC.

As aves foram selecionadas para dar inicio ao experimento de acordo com 0s
parametros reprodutivos, permanecendo 40 machos para as avaliacdes
experimentais. A selecdo considerou os seguintes parametros: producédo de sémen,
utilizando-seanimais homogéneos para ambos os tratamentos.

Todos os galos foram treinados durante 30 dias, anteriormente para a rotina
da coleta de sémen, que foi realizada duas vezes por semana pelo método de
massagem dorso-abdominal proposta por Burrows e Quinn (1937). Antes das
coletas experimentais, os animais foram submetidos a uma “toillete”, sendo cortadas

as penas da regido pericloacal com o auxilio de uma tesoura, para permitir uma
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melhor visualizag&o da cloaca e do sémen ejaculado, além de diminuir o acimulo de

contaminantes na regiao.
3.4 Dietas experimentais

Foi utilizada uma ragéo comercial elaborada para atendimento das exigéncias
nutricionais de aves reprodutoras (Tabela 1) como dieta basal para ambos o0s

tratamentos.

Tabela 1. Composicéo nutricional das dietas experimentais.

Composicao nutricional das dietas experimentais

Umidade Max. 130,0 o/kg

Célcio Min. 30,0 a/kg

Célcio Max. 44,0 o/kg

Fosforo Min. 4000,0 mg/kg
Sadio Min. 1400,0 mg/kg
Lisina Min. 8500,0 mg/kg
Metionina Min. 3400,0 mg/kg
Cobre Min. 8,0 mg/kg
Ferro Min. 46,0 mg/kg
Flaor Max. 25,0 mg/kg
lodo Min. 0,98 mg/kg
Mananés Min. 63,0 mg/kg
Selénio Min. 0,28 mg/kg
Zinco Min. 48,40 mg/kg
Acido nicotinico Min. 15,0 mg/kg
Acido pantoténico Min. 6,0 mg/kg
Colina Min. 130,0 mg/kg
Vitamina A Min. 7040,0 Ul/kg

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

Composicdo qualitativa: Farelo de soja, farelo de trigo, milho interal moido, calcério calcitico, cloreto
de saddio, farinha de conchas de ostra tipo 2, fosfato bicélcico 95%, Metionina, Carbo Amino
Fosfoquelato de cobre, Carbo Amino Fosfoquelato de ferro, Carbo Amino Fosfoquelato de Ferro,
Carbo Amino Fosfoquelato de Manangés, Carbo Amino Fosfoquelato de Manganés, Carbo Amino
Fosfoquelato de Zinco,lodato de Calcio, Acido Nicotinico, Acido Pantoténico, Cloreto de colina,
Fitase, Vitamina A, Vitamina B1, Vitamina B12, Vitamina B2, Vitamina B6, Vitamina D3, Vitamina E e
Vitamina K3. Peso liquido: 40 Kg
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3.6 Tratamentos

Os tratamentos utilizados foram divididos em dois grupos: Controle (C),
representado pelas aves alimentadas com a dieta padréo, a base de farelo de milho
e soja; e outro tratamentorepresentado pelas aves alimentadas com a dieta padrao
acrescida de 3,68 gramas de Oleo-resina de copaiba on top, homogeinizado em25

Kgde racéo, projetando um consumo diério/ave de 25 mg de dleo-resina/dia.

3.7 Programa de luz

A luminosidade das salas foi fornecida artificialmente por lampadas
incandescentes intercaladas por toda extensdo acima de cada sala. Nos primeiros
quinze dias apds o alojamento, foram fornecidas 10 horas de luz diarias, com
intensidade luminosa de 100 lux. ApGs procedeu-se com o aumento gradativo
donumero de horas de luz, atingindo 15 horas, permanecendo 0 mesmo programa
de iluminacdo até o final do periodo experimental.O horario de acendimento foi

controlado por relégio tipo timer automatico regulado conforme descrito acima.

3.8 Instalagdes

O Biotério da UFPEL possui uma éareade aproximadamentel00m2. Foram
utilizadas duas salas que contémuma area de 36m?2 , cada salaabrigando 20 boxes.
As aves foram alocadas individualmente em boxes experimentais com dimensdes de
70 x 70 x 70 (L x C x A). A cama era de maravalha com altura de aproximadamente
10 cm. Em cada box existia um bebedouro do tipo nipple e um comedouro do tipo

calha.

3.9 Manejo alimentar

A agua foi disponibilizada por bebedouros tipo nipple, permanecendo um bico
por boxe. A racao foi fornecida manualmente em comedouros do tipo calha. Da
chegada das aves até a quarta semana, a racao foi fornecida a vontade, restringindo

o volume apos este periodo.
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As aves foram divididas em dois tratamentos, distribuidos ao acaso, 20 galos
por tratamento. Ao iniciar o experimento, a quantidade de rag&ofoiestabelecidade
acordo com aexigéncia nutricional de machos reprodutores.As aves receberam a
guantidade de 170 gramas de racdo diariamente, do inicio ao fim do experimento. A
quantidade de éleo-resina de copaiba para o Tratamento 2, foi calculada pela média
de peso vivo (kg) do lote, em que cada ave consumiu 25 mg de Oleo-resina de

copaiba por dia.

3.10 Coleta de dados

3.10.1AvaliacOes laboratoriais

Coleta de sémen

A coleta de sémen foi realizada rotineiramente 2 vezes por semana através
de massagem abdominal (BURROWS e QUINN, 1937). A primeira coleta da semana
tinha por objetivo de eliminar o sémen armazenado. As andlises reprodutivas foram
feitas com o sémen da segunda coleta, no primeiro horario da manha. Foi coletado
sémen de 40 galos, sendo cada galo com seu respectivo tubo falcon (graduado) e
identificado com o niumero da ave.

As amostras foram usadas sem selecdo conforme quantidade, apenas
excluindo-se aquelas que apresentavamcontaminacdo por sangue ou residuos
cloacais.

Apos a coleta de sémen, esteera armazenado em caixa de isopor, com 0O
objetivo de conservagdo da temperatura. A avaliacdo do sémen foi realizada no
Laboratério de Biotécnias da Reproducédo de Aves (LABRA), no Departamento de
Fisiologia e Farmacologia, UFPEL, e também no Laboratorio de Reprodugéo Animal
(REPROPEL), na Faculdade de Medicina Veterinaria, UFPEL.

Volume de sémen

Logo apOs a coleta, o primeiro parametro avaliado foi o volume de sémen
produzido. Esta graduagédo era obtida observando diretamente no tubo de coleta

com as marcacoes (tubo graduado de 15 ml).
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Motilidade espermatica

Seguindo a técnica de Bearden e Fuquay (1997), ap0s homogeneizar a
amostra de sémen, foi colocado5ulde sémen e 5ul de diluente, sob Iamina com
laminula. O diluente utilizado para avaliar a motilidade espermatica foi 0,9% de
NaCl. A motilidade foi avaliada em microscépio, com objetiva de 40x (aumento de
400x). Foi utilizada para avaliar, uma escala de 0 a 100%, sendo sempre necessaria
a presenca do mesmo avaliador para esta técnica, por ser uma técnica subjetiva. A

avaliacéo foi feita sempre em duplicata em, uma lamina com duas gotas.

Concentracdo espermatica

A concentracdo de espermatozoéides foi realizada por espectrofotometria de
transmitancia convertendo-se os valores obtidos para bilhdes de espermatozéides

por mililitro de sémen (bilhdes/mL).

Integridade de membrana espermatica

A integridade de membrana foi avaliada através do corante SYBR-14 + PI
(Live/Dead Sperm Viability), o qual prediz o potencial fertilizante de amostras de
sémen (SEIGNEURIN; BLESBOIS, 1995). Antes de cada avaliacdo as amostras
foram ajustadas, adicionando 5ul de sémen puro de cada galo em tubos eppendorf
contendo 500ul de diluente de Lake, previamente identificados. Imediatamente,
adicionou-se 0 SYBR-14 e Pl nestas amostras. O procedimento foi realizado em
uma sala escura, para proteger os corantes do contato direto com a luz.

Esta avaliacdo foi realizada em aumento de 400x em microscopio de
epifluorescéncia. As células que apresentavam fluorescéncia verde foram
consideradas integras, enquanto as células com fluorescéncia vermelha ou

verde/vermelha foram consideradas lesadas.
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Integridade de DNA

Avaliado pela técnica descrita por Evenson et al. (1999). Em uma aliquota de
2uL de sémen foi adicionou-se 10uL de TNE, ap6s 30 segundos adicionou-se 100uL
de Triton 1x e apos 30 segundos, adicionou-se 50uL de Acridine Orange (2 mg/mL
em H,O deionizada). Apdés 5 minutos de incubagcdo, o material foi avaliado em
microscopio de epifluorescéncia sob aumento de 1000x. Foram consideradas células
com DNA normal (bicatenario) aquelas que apresentavam fluorescéncia verde e
quando a célula apresentava coloracdo vermelha ou amarelada foi considerado DNA
desnaturado (monocatenario).As laminas foram avaliadas sob um aumento de 400 x
em microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX 51, América INC, Sdo Paulo, SP)

em filtro WU com excitacGes de 450 — 490nm e emissao de 516 - 617nm.

Integridade de acrossoma

Foi realizada segundo o protocolo de (Kawamotoet al., 1999) onde
inicialmente amostras com 20uL foram centrifugadas a 300 G por 10min, sendo o
sobrenadante retirado e desprezado. A partir dessas amostras foram
confeccionados esfregacos em laminas onde depois de secas, foram submersas em
alcool etilico absoluto, para que houvesse a fixacdo das células na lamina, por 5min,
posteriormente eram lavadas em PBS. Em uma sala escura, foi adicionado as
amostras, 20uL de Lectinfromarachishypogaea FITC Conjugate (20 mg/mL), que
permanecia por 10 min sobre as laminas. Posteriormente, as laminas eram lavadas
em agua deionizada e drenadas. As laminas foram avaliadas sob um aumento de
1000 x em microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX 51, América INC, Séo
Paulo, SP) em filtro WU com excitacdes de 450-490nm e emisséo de 516 — 617 nm.
As células com acrossoma que ndo apresentavam rugosidades, vacuolos e emitiam
fluorescéncia verde foram consideradas integras, distinto desses padrbes, foram

classificadas como células com acrossoma danificado.
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Teste de penetracdo espermatica

Apoés as analises descritas acima, o sémen foi diluido com diluente de Lake
(LAKE, 1968) e colocado na geladeira. A penetracdo espermatica foi estimada in
vitro através da técnica de incubacdo do espermatozéide com a membrana
perivitelina interna do ovo (IPVL) de galinha, conforme descrito por Robertson e
Wishart (1997). O sémen analisado foi diluido a 5 x 10 sp/ml e incubado em banho-
maria a 40°C por 10 min. As membranas foram colocadas em pocinhos contendo
600 pl de Dulbecco’s Eagle’s Medium (MEM), meio modificado com HEPES,
aquecido a 40°C. Apds, foi adicionado200 ul do sémen para os pocinhos contendo
MEM e IPVL (concentracéo final de 1,25 x 107 sp/ml) permanecendo incubados por
5 minutos em banho-maria a 40°C com agitagdo. As membranas foram entdo
lavadas com cloreto de soédio a 0,9% para remocao dos espermatozoides. As
laminas foram preparadas e observadas ao microscopio de campo claro (Olympus
BX-41). Trés campos de cada lamina foram fotografados para posterior contagem

donumero de furos visiveis,convertidos por fim na unidade de mmz.

3.11 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento utilizado foi o de medidas repetidas no tempo; os galos foram
distribuidos ao acaso nos boxes. O experimento teve duracdo total de6 semanas.
Cada galo representou uma unidade experimental e cada semana uma repeticao.As
aves foram divididas em dois grupos (vinte animais por tratamento): grupo controle
(racdo padrdo galo semi-pesado), e grupo suplementado com Oleo-resina de
copaiba.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), usando
0 programa estatistico SAS e a diferenca entre as médias foram comparadas pelo
Teste de Tukey, utilizando a probabilidade (p < 0,05).

O modelo estatistico utilizado foi: yj = Y + a; + pxg + Bj + aBj + ej, onde:

yik = € a variavel resposta na j-ésima unidade experimental submetida ao i-
eésimo tratamento na k-ésima semana;

M = média geral;



38

a; = é o efeito do i-ésimo tratamento (i= 1, 2);

pki= representa o efeito aleatério da j-ésima unidade experimental dentro do
i-ésimo tratamento;

Bj = € o efeito da k-ésima semana (j=1,..,6);

aBj = é o efeito da interagdo entre o i-ésimo tratamento com a k-ésima
semana;

ej = € o efeito aleatorio residual

Apls a andlise dos residuos verificou-se a normalidade das variaveis,
utilizando o teste de Shapiro-Wilk.Houve necessidade de transformacdo dos dados
utilizando a féormula arco seno para as variaveis em percentagem, para ajustar a
normalidade das varidveis medidas em percentagem. N&o foi observada a
normalidade para nenhuma das variaveis estudadas mesmo com a transformacéo,
sendo assim, foi utilizado um teste ndo paramétrico de kruskal-wallis para analise
das variaveis. Para uma melhor visualizacdo dos resultados, os dados que estdo

sendo mostrados séo os originais.



4 Resultados e Discussao

4.1 Caracteristicas esperméticas - analises do sémen fresco

4.1.1 Volume seminal

As médias dos tratamentos para a variavel volume seminal foram comparadas
pelo Teste de Tukeyutilizando a probabilidade (p < 0,05).0s dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA).O resultado néo foi significativo
(P>0,05), isso demonstrou que a adicdo de oléo-resina de copaiba on top na dieta,

nao foi associado com o volume seminal.

Tabela 2. Volume seminal (ml) de galos alimentados no periodo de 40 a 46
semanas, com dieta controle (T1) e dieta com Oleo-resina de copaibaon top (T2)

(seltrjna;neas) Tratamento 1 Tratamento 2 Efeito
41 0,62 + 0,08 0,69+0,07 NS
42 0,53+ 0,05 0,54+0,04 NS
43 0,56 + 0,07 0,55+ 0,04 NS
44 0,46+0,08 0,41+ 0,03 NS
45 0,49 +0,05 0,61 +0,05 NS
46 0,43 + 0,05 0,37 0,04 NS

NS = ndo significativo (P<0,05). Médias + erro padréo

O volume de sémen produzido as 40 semanas de idade dos galos semi-
pesados, pode explicar os resultados obtidos neste trabalho.Fisiologicamente, as
caracteristicas reprodutivas como o volume seminal sdo influenciadas pela idade
dos galos, aumentando nas primeiras semanas reprodutivas até alcancar a
maturidade sexual completa(CEROLINI et al., 1997;CELEGHINI et al., 2001).
Sugere-se que 0 maior volume seminal esteja relacionado a linhagem semi-pesada,

o qual foi encontrada por Lake & Steward (1978), Rouvier et al. (1984), e Etches
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(1994), os quais verificaram uma variacdo entre 0,08 e 0,50 ml para galos de
linhagem semi-pesada.

Segundo Bezerra et al.(2015), utilizando galos da linhagem semi-pesada,
foram observadas diferencas significativas (P<0,05) no volume seminal entre niveis
de inclusdo de 6leo de copaiba na racédo (0,10; 0,15 e 0,20%)em que se obteve
aumento de 0,32 a 0,50 ml de volume seminal, discordando dos resultados obtidos
neste trabalho, o que pode ser justificado pela diferenca de dosagens de Oleo de
copaiba ofertadas aos galos.

J4, em um trabalho por Rouvier et al. (1984), observaram uma variacao entre
0,05 e 0,30 ml, todavia, sem apresentar diferencas significativas. Juntamente com
Rodenas et al., 2005, também ndo foi observada interacdo significativa (P>0,05)
entre os tipos de 6leo e os niveis de vitamina E para o volume de sémen nas idades
de 28 e 29 semanas de galos, o que

Desta forma, a suplementacdo de lipidios via déleos vegetais possui estrita
funcdo de estimulo e auxilio na producdo de espermatozdides, caracteristicas que
evidenciam sua importancia na composicao de dietas para galos reprodutores, a fim
de se otimizar a producdo de volume seminal a ser ejaculado (McDANIEL et al.,
1998; BRAGA & BAIAO, 2001; JUNQUEIRA et al., 2005).Com isso, o incremento de
pesquisas € de grande importancia, paraque busquem maiores comprovacées dos
niveis seguros do 6leo-resina de copaiba na racédo de galos, podendoefetuar um

maior impacto na qualidade seminais destes reprodutores.

4.1.2 Motilidade espermética

As médias dos tratamentos para a variavel motilidade espermatica foram
comparadas pelo Teste de Tukeyutilizando a probabilidade (p < 0,05).0s dados
obtidos foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA). O resultado néo foi
significativo (P>0,05), isso demonstrou que a adicdo de oléo-resina de copaiba on
top na dieta, ndo foi associado com a motilidade espermatica.
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Tabela 3. Motilidade espermatica (%) de galos alimentados no periodo de 40 a 46
semanas, com dieta controle (T1) e dieta com Oleo-resina de copaibaon top (T2)

(sel(rjna;neas) Tratamento 1 Tratamento 2 Efeito
41 72,53 £5,91 78,7543,85 NS
42 81,39 + 3,79 72,50+5,06 NS
43 85,00+2,77 87,25+2,39 NS
44 75,00+5,66 78,75+3,77 NS
45 75,0044,93 69,47+3,99 NS
46 70,93+5,91 75,26%4,93 NS

NS = néo significativo (P<0,05). Médias + erro padrao

Estes dados concordam com Bezerra et al. (2015) no qual também nao foram
observadas diferencas significativas (P>0,05) na variavel motilidade, entre niveis de
inclusédo de 6leo de copaiba (0,10 e 0,20%) nas racdes dos galos.

A motilidade espermética tem sido correlacionada a presenca de lipideos
poliinsaturados (CEROLINIet al., 2003) e ao nivel de proteina da dieta (Revington et
al., 1991). Sobre a motilidade espermatica, Rufino et al. (2015) que trabalhando com
galos em diferentes faixas de peso corporal, observaram diferencas significativas
nas variaveis motilidade e vigor espermatico.

Pelo potencial antioxidante, cujos sdo comprovados em diversos estudos
como o de Rigamonte-Azevedo et al.(2004) e por ser composto por acidos
diterpenos e sesquiterpenos (VEIGA JUNIOR et al., 2005), pode-se inferir que o0 uso
de 6leo-resina de copaiba poderia apresentar efeito de protecdo, nos acidos graxos
poliinsaturados que fazem parte da membrana dos espermatozoides, melhorando a
motilidade espérmatica. Porém, neste trabalho n&o foi observada diferenga

significativa na motilidade espermatica de galos.

4.1.3 Concentracao espermatica

As médias dos tratamentos para a variavel concentracdo espermatica foram
comparadas pelo Teste de Tukeyutilizando a probabilidade (p < 0,05).0s dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). O resultado nao foi
significativo (P>0,05), isso demonstrou que a adi¢cdo de oléo-resina de copaiba on

top na dieta, néo foi associado com a concentracdo espermatica.
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Tabela 4. Concentracdo espermatica (x10%esp/ml)de galos alimentados no periodo
de 40 a 46 semanas, com dieta controle (T1) e dieta com 6leo-resina de copaibaon
top (T2)

(sc-,l(rjna;neas) Tratamento 1 Tratamento 2 Efeito
41 2,13+0,22 1,93+0,20 NS
42 2,43 £ 0,27 2,47 £ 0,24 NS
43 2,43 £0,23 2,42 £ 0,20 NS
44 2,43 £0,21 2,62 +0,20 NS
45 2,21 0,25 2,28 +0,23 NS
46 1,42 +0,25 1,81 +0,29 NS

NS = ndo significativo (P<0,05). Médias + erro padréo

Neste trabalho ndo houve diferenca significativa com a adi¢cdo do 6leo-resina
de copaiba na dieta de galos, o que discorda com Bezerra et al., 2015, onde foram
observadas diferencas significativas (P<0,05) entre niveis de 6leo de copaiba sobre
a concentracao espermatica, onde a inclusdo do supracitado 6leo nas racdes (0,10;
0,15; 0,20%) proporcionou reducao gradativa da concentracédo de espermatozoides.

Surai et al., (2000) no qual menciona que o resultado da concentracdo
espermatica esta diretamente relacionado ao volume seminal em galos. Da mesma
forma, Celeghini et al. (2000) observaram uma correlagcéo positiva significativa entre
o volume seminal, concentracdo espermatica e numero de células totais em galos.

ApoOs os galos atingirem uma maturidade sexual, a producdo espermatica
éestabilizada, e por isso ndo era esperado que ocorressem diferencas
significativasna concentracdo espermatica dos galos. A producdo espermatica,
econsequentemente a concentracdo de espermatozoides, é relacionada ao peso
dotesticulo (ETCHES, 1996).

Neste sentido, ha uma tendéncia de redugcdo na concentracdo espermatica
quando ocorre um aumento no volume seminal (GARNER & HAFEZ, 2004),
caracteristica que nao foi observada nos resultados deste estudo.

O Oleo-resina de copaiba possui entre seus compostos, precursores
antioxidantes, terpenos e diterpenos, que séo similares a vitamina E. Assim, poderia
atuar na melhora da qualidade do sémen e a habilidade de fertilizagcdo em machos, o
que previne a peroxidacao lipidica das membranas dos espermatozéides (Biswas et

al., 2009) e, consequentemente, levar a um aumento na concentracdo espermatica,
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bem como o status antioxidante do sémen (Eid et al.,, 2006). Porém, nao foi
observado este efeito com a adicdoon top do 6leo-resina de copaiba na dosagem
estudada, ndo sendo observada mudanca na concentracdo espermatica dos

reprodutores.

4.1.4 Integridade de membrana espermatica

As médias dos tratamentos para a variavel integridade de membrana
esperméaticaforam comparadas pelo Teste de Tukeyutilizando a probabilidade (p <
0,05).0s dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA). O
resultado nao foi significativo (P>0,05), isso demonstrou que a adi¢cao de oléo-resina
de copaiba on top na dieta, ndo foi associado com a integridade de membrana

espermaética.

Tabela 5. Integridade de membrana espermatica (%) de galos alimentados no
periodo de 40 a 46 semanas, com dieta controle (T1) e dieta comodleo-resina de
copaibaon top (T2)

Idade Tratamento 1 Tratamento 2 Efeito
(semanas)
41 60,23 + 5,73 70,75+ 4,17 NS
42 81,11 + 0,65 88+0,98 NS
43 86,72 + 2,57 85,6+ 2,70 NS
44 76,57 £2,99 70,4%£3,35 NS
45 93,5 £0,77 94,05+ 0,65 NS
46 64,52 +3,27 72,21+ 2,23 NS

NS = ndo significativo (P<0,05). Médias + erro padréo

O espermatozoide é formado por diferentes estruturas necessarias ao seu
perfeito funcionamento. Acélula espermatica,quando depositada no trato reprodutor
feminino, adquire movimento, sem que istoateste a condicdo de Vviabilidade,
podendoapresentar lesbes em diferentes compartimentos, como nas membranas
plasmatica, do acrossoma e das mitocbndrias, emdetrimento da cinética
apresentada (SILVAet al., 2009b). Para a avaliacao da integridade destas estruturas,
diferentes métodose técnicas foram desenvolvidos, visandodeterminar sua

preservacao e funcoes.
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Em um trabalho realizado com a qualidade interna de ovos, foi verificada, nas
membranas celulares do magno, as quais sao formadas basicamente por
fosfolipidios e proteina, o dleo-resina atuou como barreira seletiva, regulando o fluxo
de moléculas (VANDER et al., 1981). Portanto, essa afirmacéo reforca a hipétese de
que a copaiba poderia atuar como um antioxidante lipossolavel na membrana do
espermatozoide.

Assim como ocorreu na qualidade interna de ovos, protegendo a membrana
das células secretoras presentes no interior das pregas primarias, permitindo a
liberacdo e deposicdo de mais proteinas no albumen (JOSEPHet al. 2000).

Por ter precursores antioxidantes em sua constituicdo, o 6leo-resina possui
caracteristicas que poderiam estar envolvidas na protecdo direta das células
espermaticas de danos morfolégicos.A interidade de membrana espermaética total
dos espermatozéides poderia ser preservada, porém, ndo foi observado neste
trabalho, alteracdes na integridade de membrana dos espermatozéides com a

adicao do oOleo-resina na dieta de galos.

4.1.5 Integridade de acrossoma

As médias dos tratamentos para a variavelintegridade de acrossomaforam
comparadas pelo Teste de Tukeyutilizando a probabilidade (p < 0,05).0s dados
obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA). O resultado nao foi
significativo (P>0,05), isso demonstrou que a adicdo de oléo-resina de copaiba on

top na dieta, nao foi associado com a integridade de acrossoma.

Tabela 6. Integridade de acrossoma(%) de galos alimentados no periodo de 40 a 46
semanas, com dieta controle (T1) e dieta com Oleo-resina de copaibaon top (T2)

(seI(rjna;neas) Tratamento 1 Tratamento 2 Efeito
43 85,8 + 2,63 83,6 +1,93 NS
44 76,36+ 2,15 79+1.69 NS
45 86,61 +1,31 87,74 +£0,92 NS
46 67,88 + 3,57 75 + 2,58 NS

NS = ndo significativo (P<0,05). Médias + erro padrao
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A avaliagdo do estado acrossomal do espermatozéide € um item muito
importanteda avaliagdo do sémen, tendo em conta o papel destaestrutura na
manutencao da capacidade dos espermatozdides para penetrar na zona pellcida do
ovulo (em mamiferos) ou doenvelope de ovo (de aves) e a capacidade de se fundir
com amembrana plasmética do ovo. As células devem manter uma acrossoma
integro para garantir que a reacao possa ocorrerno momento adequado e facilitar a
fertilizacdo (ESTEVES, et al. 2007).

Em um estudo feito porPartyka et al.(2010), foi observado que a maioria dos
espermatozdides de galos com acrossomas rompidos se encontravam mortos
(71%),ndo0 foi observado um aumento significativo no percentual de
espermatozoides vivos com acrossoma rompidos. Assim,lesdes de acrossoma
podem ser pouco frequentes na populacdode espermatozoéides vivos.

Neste trabalho, pela caracteristica antioxidante e de protecdo contra danos
oxidativos, o Oleo-resina de copaiba poderia atuar a nivel de membrana
acrossomica, interferindo na melhora da capacidade do espermatozoide ligar-se ao

ovo. Porém, nao foi visto diferenca significativa entre os tratamentos avaliados.

4.1.6 Integridade de DNA

As médias dos tratamentos para a variavel integridade de DNAforam
comparadas pelo Teste de Tukeyutilizando a probabilidade (p < 0,05).0s dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). O resultado néo foi
significativo (P>0,05), isso demonstrou que a adicdo de oléo-resina de copaiba on

top na dieta, ndo foi associado com aintegridade de DNA.
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Tabela 7. Integridade deDNA(%) de galos alimentados no periodo de 40 a 46
semanas, com dieta controle (T1) e dieta comadleo-resina de copaibaon top (T2)

(sel(rjna;neas) Tratamento 1 Tratamento 2 Efeito
43 96,94+0,90 97,45+ 0,85 NS
44 100+ 0 10040 NS
45 99,88+0,07 99,21+0,63 NS
46 05,94+2 25 91,79+ 2,87 NS

NS = néo significativo (P<0,05). Médias + erro padrao

Os ensaios usados para determinar a ocorréncia da fragmentagdo de DNA
dos espermatozdides foram incorporados na prética clinicanos ultimos anos. Estes
testes foram validados com sucesso como ferramentas Uteis para prever o
potencial reprodutivo do macho (HAMMADEH et al. 1999;KASIMANICKAM et al.,
2006)

As avaliacbes de qualidade de sémen convencionais néo fornecem
informacdes sobre o estado de DNA, embora a integridade do DNA seja importante
para evitar danos a nivel de fertilizacdo, de desenvolvimento embrionario, e de
resultados reprodutivos(PARTYKAet al., 2010).

As espécies reativas ao oxigénio geradas durante o estresse oxidativo da
célula espermatica sdo capazes de induzir danos ao DNA (TWIGGet al. 1998).
Desta forma, o 6leo-resina de copaiba poderia atuar inibindo a acao oxidativa sobre
a integridade do dna, provavelmente pelo seu potencial antioxidante referente a
presenca de compostos semelhantes ao da vitamina E, prevenindo contra a
peroxidacao lipidica e oferecendo um efeito protetor a célula espermatica. Porém,
nao ocorreu diferenga significativa nesta avaliacdo, na qual ndo se encontra
atualmente informacbes de outros autores que refere sobre a integridade de DNA
com adicao de oOleo-resina de copaiba na dieta de galos reprodutores.

No entanto, € evidente que a avaliacdo de multiplas caracteristicas séo
necessarias para avaliar o estado funcional dos espermatozéides. A avaliacdo de
DNA proporciona uma informacao adicional, complementar aos parametros seminais
tradicionais, contribuindo para uma avaliagdo mais completa do sémen (GLIOZZI et
al., 2011).
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4.1.7 Teste de penetracao espermatica

As médias dos tratamentos para a varidvelteste de penetracdo
espermatica(nimero de orificios na membrana perivitelina interna)foram comparadas
pelo Teste de Tukeyutilizando a probabilidade (p < 0,05).0s dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA). O resultado ndo foi significativo
(P>0,05), isso demonstrou que a adicdo de oléo-resina de copaiba on top na dieta,

nao foi associado com o namero de orificios na membrana perivitelina interna.

Tabela 8. Nimero de orificios na membrana perivitelina interna (furos/mm?)de galos
alimentados no periodo de 40 a 46 semanas, com dieta controle (T1) e dieta com
Oleo-resina de copaibaon top (T2).

(se[?naadneas) Tratamento 1 Tratamento 2 Efeito
41 10,69 + 3,24 31,87 7,12 NS
42 9,73 +0,88 10,19 +1,72 NS
43 7,28 0,99 10,46 £ 1,28 NS
44 40,33 £ 6,42 35,08 5,87 NS
45 41,06 + 8,01 33,85+ 7,02 NS
46 35,32 £7,18 50,12 + 7,84 NS

NS = néo significativo (P<0,05). Médias + erro padrao

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

A manipulacdo da dieta causa alteragbes na composicdo de PUFAS na
membrana dos espermatozoides (BLESBOISet al., 1997; KELSOet al., 1997), com
efeito direto sobre as variaveis seminais (CEROLINIet al., 2005).

Os aditivos fitogénicos sao substancias derivadas de plantas medicinais ou de
especiarias (6leo essencial, extrato vegetal, 0leo resina), que tém efeito positivo
sobre a producéao e a saude dos animais (PERIC et al., 2009), aléem de melhorar a
qualidade dos alimentos derivados desses animais (PERIC et al., 2009;
MARCINCAK et al., 2011).
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Segundo Kamel et al. (2000), os extratos herbais podem estimular as enzimas
digestivas, aumentar a digestibilidade e absor¢cdo de nutrientes, possuir atividade
antibacteriana (UTIYAMA, 2004) e atividade antioxidante (BOTSOGLOU et al.,
2002). O potencial antioxidante dos 6leos essenciais esta relacionado a presenca de
compostos fendlicos, flavonoides e terpendides em sua estrutura quimica. Essas
substancias podem interceptar e neutralizar radicais livres, impedindo a propagacao
do processo oxidativo, de acordo com Traesel et al. (2011).

Devido este estimulo dos 6leos essenciais, 0 6leo-resina de copaiba poderia
atuar neutralizando os radicais livres, promovendo um aumento na fertilidade do
sémen. Apesar desta forte caracteristica antioxidante, ndo foi obtido resultado
significativo no teste de penetracdo espermatica, isso demonstrou que a adi¢cdo de

Oleo-resina de copaiba on top na dieta, ndo foi associado com a fertilidade das aves.



5 Concluséao

Embora as caracteristicas seminais ndo tenham sido influenciadas pela
dosagem oferecida on top do éleo-resina de copaiba, os valores encontrados estao
de acordo com os de referéncia em termos de desempenho reprodutivo de galos
reprodutores. Com isso, surge a alternativa de serem testadas novas dosagens do
Oleo-resina de copaiba aos animais, sendo avaliadas as possibilidades desta

caracteristica antioxidante.
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