Research, Society and Development, v. 11, n. 4, 26211427395, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i4.27395

Efeito da inclusédo de caroco de algodao na dieta sobre determinados parametros

reprodutivos de touros Nelores
Effects on reproductive parameters of Nellore bulls by cottonseed addition in their diet
Efecto de la inclusion de semilla de algodon en la dieta sobre determinados paradmetros

reproductivos de toros Nelore

Recebido: 24/02/2022 | Revisado: 04/03/2022 | Aceito: 10/03/2022 | Publicado: 18/03/2022

Rogério Rondineli Nébrega

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-5237-7614

Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia do Sul de Minas, Brasil
E-mail: rogerio.nobrga@muz.suldeminas.edu.br

Paula Piccolo Maitan

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-6677-9609

Universidade José do Rosario Vellano, Brasil

E-mail: paula.maitan@unifenas.br

Adauton Vilela de Rezende

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-8515-484X

Universidade José do Rosario Vellano, Brasil

E-mail: adauton.rezende@unifenas.br

Délcio Bueno da Silva

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-1248-5282

Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia do Sul de Minas, Brasil
E-mail:delcio.silva@muz.ifsulswminas.edu.br

Geobrgia Mode Magalh&es

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-0195-9817

Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Sul de Minas, Brasil
E-mail:georgia.magalhaes@muz.ifsuldeminas.edu.br

Felipe Augusto Pereira Paiva

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-6278-2066

Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Sul de Minas, Brasil
E-mail:felipegs97@gmail.com

Jackson Alipio Santos de Oliveira

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-5689-5929

Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Sul de Minas, Brasil
E-mail:Jackson.alipio@muz.idfsuldeminas.edu.br

Juan Henrique Ferreira Nébrega

ORCID: http://orcid.org/0000-0002-8559-165X

Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Sul de Minas, Brasil
E-mail:juannobrega441@gmail.com

Miller Pereira Palh&o

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-6670-4046

Universidade José do Roséario Vellano, Brasil

E-mail: millerpalhao@gmail.com

Jairo Pereira Neves

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-7733-869X

Universidade José do Roséario Vellano, Brasil

E-mail: jairo.neves@unifenas.br

Resumo

Este estudo avaliou os efeitos de diferentes niveis de inclusbes de gossipol livre (GL) nas dietas sobre os parametros
reprodutivos e hormonais de touros da raca Nelore. Foram utilizados 28 animais (18 a 24 meses) dividido em 4
tratamentos, onde (T1) incluiu os animais com auséncia de caroco de algoddo (CA) e GL; (T2) animas que receberam
860 g de CA - 1,65¢/dia GL/animal/dia; (T3) 1.720 g de CA - 3,30 g GL/animal/dia e (T4) 2.580 g de CA - 4,95 g
GL/animal/dia. As coletas de sangue, sémen e a avaliacdo da consisténcia testicular foram realizados com intervalos
de 30 dias (DO, D30, D60, D90 e D120). As variaveis analisadas no ejaculado foram: volume, aspecto, pH,
turbilhonamento, vigor, motilidade, concentracdo (/mL e /ejaculado) e morfologia esperméatica. Os niveis séricos de
testosterona livre foram obtidos através de 6 coletas de sangue iniciadas as 7 horas, com intervalos de 2 horas.
Castracdes foram realizadas no D121, para exames histopatolégicos do testiculo. O gossipol ndo influenciou na
testosterona livre, concentragdo espermatica, defeitos maiores, circunferéncia escrotal e largura testicular. No entanto,
sofreram influéncia dos niveis de gossipol o turbilhonamento, vigor, motilidade e defeitos menores(p<0,05). O
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testiculo apresentou diferencas na textura a partir do D60. Histologicamente, houve diferenca para variaveis granulos
citoplasmaticos, picnose nuclear, fibrose e espermatozoide em tibulos seminiferos (p<0,05). Baseados nos resultados
deste estudo, conclui-se que o gossipol altera os padrBes de consisténcia testicular e pardmetros de mobilidade
espermatica, porém nao interfere na testosterona livre.

Palavras-chave: Anélise seminal; Caroco de algodao; Consisténcia testicular; Testosterona; Touro.

Abstract

The aim of this study was to evaluate reproductive parameters of Nellore bulls by cottonseed (CS) addition with
different concentrations of free gossypol in their diet. Twenty-eight animals (from 18 to 24 months) divided into 4
treatments were used in which (T1) was represented by animals that had no addition of CS (i.e. no free gossypol);
(T2) addition of 860 g of CS - 1.65 g/of free gossypol/animal/day; (T3) addition of 1.72 g of CS - 3.30 g of free
gossypol /animal day and (T4) addition of 2,580 g of CS - 4,95 g of free gossypol/animal/day. Blood samples for
testosterone free evaluation, semen collection and testicular consistence were performed in 30-day intervals (DO, D30,
D60, D90 and D120). Semen analysis consisted of of volume, appearance, pH, whirlpool, vigor, motility,
concentration (/mL and /ejaculate) and sperm morphology. Testicular analysis consisted of of scrotal circumference,
length and testicular width and testicular consistency. Sterilization were performed in day 121 for histopathological
analysis. Free gossypol did not interfere in free testosterone, sperm concentration, major defects, scrotal
circumference and testicular width. However, whirlpool, vigor, motility and minor defects were altered. Testicular
length and consistence showed difference from day 60 (p<0,05). At histopathological evaluation, cytoplasmatic
granules, nuclear pyknosis, fibrosis and sperm inside the seminiferous tubules showed to be different between
treatments and control (T1) (p<0,05). Based on the results, free gossypol tends to interfere in some reproductive
parameters and should be used carefully in bulls’ diet.

Keywords: Bulls; Cottonseed; Semen analysis; Testicular consistency; Testosterone.

Resumen

El presente estudio evalud los efectos de diferentes niveles de inclusion de gosipol libre (GL) en la dieta de toros
Nelore sobre los parametros reproductivos y hormonales. Fueron utilizados 28 animales (18 a 24 meses) divididos en
4 tratamientos. (T1): animales sin semilla de algodén (SA) y GL; (T2) animales que recibieron 860g de CA - 1,65g
GL/animal/dia; (T3) 1.720g CA - 3.30g GL/animal/dia y T4 2.580g CA - 4.95g GL/animal/dia. Las colectas de sangre
(para evaluar testosterona libre), semen y la evaluacion de la consistencia testicular se realizaron en intervalos de 30
dias (DO, D30, D60, D90 y D120). Las variables analizadas en el eyaculado fueron: volumen, aspecto, pH, vigor,
motilidad progresiva y en masa, concentracién (/mL y /eyaculado) y morfologia espermética. Se realizaron
castraciones en D121 para el examen histopatolégico de los testiculos. El gosipol no influyd los niveles de
testosterona libre, concentracién espermaética, defectos mayores, circunferencia escrotal y ancho testicular. Sin
embargo, los niveles de gosipol influyeron en el vigor, motilidad progresiva y en masa y defectos menores. La largura
testicular mostré diferencias en la textura desde D60 en Adelante (p<0,05). Histolégicamente, hubo diferencias para
las variables granulos citoplasmaticos, picnosis nuclear, fibrosis y espermatozoides en los tdbulos seminiferos
(p<0,05). Con base en los resultados de este estudio, se concluye que el gosipol altera los patrones de consistencia
testicular y los parametros de motilidad de los espermatozoides, sin embargo, no interfiere con la testosterona libre.
Palabras clave: Analisis seminal; Semilla de algoddn; Consistencia testicular; Testosterona; Toro.

1. Introducéo

O caroco de algoddo (CA) representa importante fonte energética, proteica e de fibras nas dietas de ruminantes,
principalmente em sistemas intensivos de producéo de bovinos (Costa, 2011). No entanto, dependendo do nivel de inclusdo na
dieta, o teor do fator antinutricional gossipol livre pode promover envenenamento clinico, hepatotoxidades, toxicidade
reprodutiva masculina e feminina, além de comprometimento imunoldgico (Gadelha et. al, 2014). Fatores como fertilidade do
solo, suprimento de agua, adubagdes e crescimento vegetativo afetam a concentracdo de gossipol na planta (Randel et al.,
1992).

Os efeitos do gossipol nos machos sdo dependentes da dose e do periodo de administracdo (Randel et al., 1992). A
gravidade de sua manifestacdo depende do tipo, da severidade e da duracdo do insulto (Setchell, 1998). Segundo Silva et al.,
(2015), reducdo da espessura da parede dos tlbulos seminiferos é observada pela administragdo do gossipol na dieta apés 85
dias. Através de andlises ultrassonogréaficas também provocou danos extensos ao epitélio germinativo, que pode ser
responsavel por reducdo na espermatogénese (Santos et al., 2013), na morfologia testicular e no aumento da vacuolizacdo das
camadas germinativas nos tubulos seminiferos, indicando degeneracao testicular (Babashani et al., 2014).

A avaliag8o de pardmetros reprodutivos como a consisténcia testicular pode ser um dos indicativos da condi¢do do
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parénquima do testiculo. A deteccdo de tensdo superficial e elasticidade nesse érgao sugere a possibilidade de gametogénese
normal (Vale Filho, 1997). O diagnostico clinico de degeneragdo testicular ndo se limita a determinagdo da tonometria
testicular, e depende de avaliagdo androldgica completa, incluindo o espermograma (Garcia, 2017).

Diante do exposto, objetivou-se com este estudo avaliar a influéncia do gossipol nos pardmetros reprodutivos, tais
como: turbilhnonamento, motilidade, vigor, na biometria testicular, na histopatologia dos testiculos e nos niveis séricos de

testosterona livre em touros confinados com diferentes niveis de inclusdo de gossipol através do caroco de algodao nas dietas.

2. Metodologia

O experimento foi realizado no Instituto Federal de Educacdo Ciéncia e Tecnologia do Sul de Minas Gerais — Campus
Muzambinho (IFSULDEMINAS) — no periodo de maio a setembro/2017. Todos os procedimentos foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais desta instituicdo com parecer N°: 6A/2014. Touros da raga Nelore (n=28) com idade entre
18 e 24 meses foram confinados em baias coletivas, com de 17m2 por animal. O espaco de cocho para cada animal foi de 0,50
m e, a dieta seguiu a designacéo de cada grupo experimental. Durante todo o periodo experimental, os animais tiveram livre

acesso a suplementagdo mineral e vitaminica, bem como a agua.

2.1 Delineamento experimental

Vinte e oito touros Nelore (18 a 24 meses) aprovados no exame androlégico previamente realizado, foram
randomizados, de acordo com o peso vivo inicial, em quatro tratamentos (n=7) variando quanto a concentra¢do de gossipol
livre (GL) na dieta (Tab. 1). Para tanto, o caroco de algoddo (CA) incluido na dieta foi submetido a anélise de cromatografia
liqguida (ROMERO et al., 2013) para deteccdo dos niveis de GL, e o resultado médio foi de 1,92mg de GL/g de CA. Desta
maneira, os animais alocados no T1 (controle) receberam dieta sem adicdo de CA e GL; T2 (0,86kg de CA) equivalente a
1,651g de GL/animal/dia; T3 (1.720g de CA) equivalente a 3,302g de GL/animal/dia; e T4 (2.580g de CA) equivalendo a
4,954 g de GL/animal/dia. Os alimentos incluidos na dieta e as respectivas quantidades consumidas pelos animais em cada

tratamento estdo representadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Peso vivo inicial (média e desvio padrdo), alimentos presentes na dieta e respectivas quantidades consumidas
diariamente pelos animais incluidos nos tratamentos controle (T1) e em cada um dos niveis crescentes de inclusdo de CA (T2,
T3eT4).

Tratamentos
Alimentos (MS) T1 T2 T3 T4
Consumo (Kg MS/animal/dia)
Silagem de milho (MV) 17,97 15,8 13,6 11,4
Caroco de algodéao - 0,76 1,51 2,27
Fuba de milho 1,60 1,60 1,60 1,60
Farelo de Soja 0,30 0,30 0,30 0,30
Ureia Pecuéria 0,02 0,02 0,02 0,02
Sal Mineral 0,06 0,06 0,06 0,06
Sal Comum 0,02 0,02 0,02 0,02
Poupa citrica 1,80 1,80 1,80 1,80
Kg MS/animal/dia 10,00 10,00 10,00 10,00
Peso vivo inicial (PVI) 380.0+51.2 364.3+40.1 373.6+52.7 377.9+50.8

Dieta fornecida aos touros no Instituto Federal de Educacdo Ciéncia e Tecnologia do Sul de Minas Gerais —
Campus Muzambinho (IFSULDEMINAS), com alteracdo nas concentra¢fes do carogo de algoddo para o
ajuste de cada tratamento. Fonte: Autores.
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A dieta foi fornecida duas vezes ao dia, as 07h (40% da matéria seca -MS) e as 16h (60% MS), sendo o consumo
ajustado com silagem de milho (MV) (Tabela 1), mediante pesagem diaria das sobras. O objetivo foi verificar os efeitos dos
maiores niveis de GL sobre pardmetros reprodutivos de machos bovinos inteiros confinados. As dietas ndo foram consideradas
isoproteicas ou isoenergéticas (8,9, 10,1, 11,4 e 12,8% de PB; 1,5, 1,6, 1,6 e 1,7 Mcal de Energia liquida nas dietas
respectivamente em T1, T2, T3 e T4), variando também os percentuais de FDN (43,4 a 40,0%, com o aumento de CA na dieta)
e estrato etéreo (3.4 a 7.1%, com o aumento de CA), conforme calculos baseados na Tabela Brasileira de Composicdo de
Alimentos para ruminantes (Valadares Filho, et al., 2015).

O experimento teve duracéo de 120 dias e os animais foram analisados a cada 30 dias, sendo considerados 5 periodos
de coleta e denominados como DO, D30, D60, D90 e D120. Nestes periodos, foram analisados o desenvolvimento corporal
(pesagem) e os parametros reprodutivos, aferidos através de exames de biometria testicular, parametros seminais e dosagem de
testosterona. Apdés o final do periodo amostral (D121), os animais foram submetidos a orquiectomia unilateral direita para

realizacdo de exames histopatoldgicos.

2.2 Ganho médio de peso (GMD)

As pesagens corporais foram realizadas em todos os periodos amostrais (D0, D30, D60, D90 e D120) e, obtidas em
balanga eletrénica (COIMMA®) de maneira individual, com os animais respeitando jejum alimentar de 12h. As medidas
foram utilizadas para determinar o ganho médio diario de peso dos animais GMD (peso final — peso inicial) /120) e 0 GMDp,

considerado 0 ganho médio em cada periodo.

2.3 Parametros reprodutivos
2.3.1 Biometria testicular

A medida da circunferéncia escrotal (CE) em centimetros, foi obtida através do posicionamento de uma fita escrotal
(Walmur®) na regido de maior didmetro da bolsa escrotal. Para corrigir a variacdo inicial da CE e controlar diferencgas
individuais, as medidas foram transformadas em percentual relativo a primeira mensuragdo. Adicionalmente, a verificagdo da
consisténcia testicular (CT) foi por palpacdo, adotando o escore de 1 a 5, onde 0 escore 1 é atribuido a testiculos bastante

flacidos e 5 a testiculos muito rigidos.

2.3.2 Parametros seminais

A coleta de sémen foi realizada por meio de eletroejaculador (modelo AUTOJAC V3, Neovet ®), seguindo hormas do
CBRA (2013), onde apo6s a coleta, o sémen foi imediatamente inspecionado quanto ao volume, aspecto e pH. Uma gota de
sémen foi colocada sobre uma I&mina para avaliagdo do turbilhonamento em microscopio 6ptico em um aumento de 10x
(Olympus, CBA). Em seguida, uma laminula foi colocada sobre a gota de sémen e o vigor (escore 1 a 5) e motilidade (%)
foram registrados (40x). Para a concentracdo espermatica o sémen foi diluido em solucdo formol/salina tamponada
concentracdo 1:200 e a contagem realizada em camara de Neubauer. Para a avaliacdo da morfologia espermatica, foram
preparados esfregagos corados eosina/nigrosina, posteriormente analisados em microscopia de imersdo, com a classificacéo
dos defeitos seguindo as instrugdes contidas no manual de andrologia do CBRA (2013). Todas as analises foram repetidas em

todos os periodos amostrais.

2.3.2 Dosagem de testosterona
Em cada periodo amostral (D0, D30, D60, D90 e D120), com objetivo de tracar o perfil diario de testosterona dos
animais, seis amostras de sangue foram obtidas a cada duas horas (07:00, 09:00, 11:00, 13:00, 15:00 e 17:00). O sangue foi
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coletado em tubos sem anticoagulante (10mL) através da puncéo da veia jugular. Apés a centrifugacéo (3000rpm/8min), o soro
foi identificado e armazenado em eppendorfs a -20°C. A dosagem de testosterona livre (TL) nas amostras foi obtida pelo
procedimento de eletroquimioluminescéncia. Para tanto utilizou-se kit comercial (Elecsys Testosterona Kit) e todas as etapas
de calibragens seguiram as recomendacfes do fabricante (Roche®). A leitura foi realizada em equipamento automatizado
(COBAS e411-ROCHE®). Os limites minimos e maximos de deteccdo de testosterona indicados pelo fabricante foram de

0,025 e 15 ng/mL de TL (bovina), respectivamente.

2.4 Histopatologia testicular

Foram realizadas orquiectomias unilaterais direitas de cada animal ao final do experimento (D121). Os testiculos
retirados foram entdo seccionados em trés fragmentos de 10 mm de largura perpendicularmente ao seu comprimento das
porcdes capitata, medial e caudata. Apds esse processo, 0s fragmentos testiculares foram fixados em solucéo de formol a 10%
foram enviados ao laboratério de Patologia da Universidade José do Rosério Vellano (UNIFENAS) para confecgdo de laminas.
Os fragmentos testiculares foram embutidos em parafina, seccionados em micrétomo do tipo Minot ajustado para 3mm
espessura, fixados em lamina e posteriormente corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE) conforme Lilie, (1965). Os
cortes histolégicos dos testiculos foram analisados e escores de lesdes foram estabelecidos de acordo com a sua intensidade
considerando-se vacuolizacao nas células dos tubulos seminiferos, granulos citoplasmaticos, picnose, fibrose, espermatozoides
em tabulos seminiferos. As ldminas provenientes de cada por¢do foram avaliadas em cinco campos, pontuado por escores (0 a

3), sendo (0) ausente, (1) discreta, (2) moderada e (3) acentuada para as caracteristicas mencionadas.

2.5 Analises estatisticas

O modelo experimental foi composto pelos efeitos principais de tratamento, peso inicial e periodo de coleta, além da
interagdo tratamento*periodo. Variaveis com distribuicdo normal foram analisadas pelo procedimento Proc Mixed dos SAS e,
em caso de efeitos individuais de tratamento e periodo, o teste de Tukey foi utilizado para verificar a diferenca entre
tratamentos e periodos. Em caso de interagdo significativa, os tratamentos foram comparados nos diferentes periodos. O
modelo para andlise de TL incluiu o efeito de horério de coleta além dos acima mencionados. As variaveis relacionadas aos
defeitos esperméticos foram analisadas pelo procedimento ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Varidveis discretas (CT,
aspecto do sémen, turbilhonamento e vigor espermatico) foram analisados em tabelas de frequéncia de distribuicdo no
procedimento Proc Freq do SAS, onde as diferencas estatisticas sdo reconhecidas pelo teste de Qui-quadrado. Os resultados
sdo demonstrados em tabelas contendo médias e desvios-padrdes, graficos do tipo histograma, grafico de linhas e graficos de
frequéncia. As varidveis obtidas do exame histopatoldgico foram analisadas pelo programa GraphPad Prism Versdo 6, com
teste estatistico ANOVA, seguidas de correcdo pelo Bartlett’s teste. Probabilidades menores que 5% foram consideradas

significativas e probabilidades entre 5 e 10% foram consideradas aproximagdes estatisticas.

3. Resultados

O peso final (D120) dos animais (511,3+62,6 kg) e o ganho médio diario de peso, considerando os 120 dias de
confinamento, ndo foram afetados (p>0,05) pelo tratamento. Desta forma, as dietas ndo influenciaram o desempenho dos
animais e promoveram GMDs entre 1,1 e 1,3 kg/d. No entanto, foi observado efeito de periodo (p<0,0001) sobre 0 GMDp e 0o
ganho diario foi menor (0,6+0,5 kg/d) no primeiro intervalo de 30 dias, comparado ao ultimo (1,7+0,6kg/d).
Os niveis crescentes de CA nas dietas nao alteraram o padrdo de crescimento testicular dos touros Nelore (p>0,05). A CE

inicial (D0) foi semelhante (p>0,05) entre os tratamentos (30,8+2,3cm) e, o efeito de coleta (p<0,0001) permite verificar o
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continuo desenvolvimento testicular (Figura 1). Durante todo o periodo foi observado um acréscimo de 15% na circunferéncia
testicular em relagdo ao DO, e a CE média no D120 foi de 35,3+2,4).

Figura 1 - Variacdo percentual média da circunferéncia escrotal (CE) em relacdo aos periodos de coleta apds o inicio do
tratamento baseado em dietas contendo diferentes niveis de inclusdo do caroco de algoddo. O efeito do periodo de coleta
(p<0,0001) mostra a variacdo percentual da CE em cada coleta em relagdo referéncia (100%, linha tracejada) primeira coleta.
As barras superiores indicam o intervalo de confianca da média a 95% de probabilidade. Letras diferentes entre as colunas do

histograma mostram diferencas significativas (p<0,05).
[ CE - Circunferéncia Escrotal (IC 95%)

8140

© Periodo: P<0,0001

@

£120+ _a_
o c bc

= = = [15,0%
£ d o 11,0%
81004 -—=-Fr=g- | 5%

O El

3

< 804

o

g

5

E 60-

>

DO D30 D60 D90 D120
Periodo

Fonte: Autores.

Ao longo do experimento, a CT diferiu entre os tratamentos. Nos primeiros 30 dias (coletas Do e Dsp), 05 grupos
tratados com diferentes niveis de GL apresentaram CT semelhante aos animais do grupo controle (p<0,9 e p<0,4,
respectivamente), com 70 a 80% dos animais apresentando escore 4. Aos 60 dias de tratamento (Deo), 05 grupos tratados com
GL apresentaram com maior frequéncia (p<0,0002) escores de menor consisténcia (3), ao passo que 0 maior percentual de
animais do grupo controle permaneceu com escore 4 (Fig. 2). Essas diferencas persistiram até o final do experimento (D120),
com excegdo do T2 (menor inclusdo de GL), cuja consisténcia testicular se assemelhou ao controle no dltimo exame (D120,

Figura 2).

Figura 2 - Frequéncia de distribuicdo dos escores (1 a 5) de CT em animais tratados nos grupos controle ou diferentes niveis
de caroco de algodao incluidos na dieta (T2, T3 e T4). Os trés graficos representam esta variavel nas coletas realizadas ao 60,

90 e 120 dias (Dso, Dgo D120).
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Os parametros seminais avaliados imediatamente apds a coleta (volume, aspecto e pH), bem como as concentracoes
de espermatozoide/mL e por ejaculado ndo diferiram entre os tratamentos (p>0.05). No entanto, a atividade da célula
espermatica (turbilhonamento, vigor e motilidade) foi influenciada pelos tratamentos (p<0,001, p<0,0001 e p<0,02,
respectivamente). Na Figura 3, o grafico A mostra o turbilhonamento e o vigor é apresentado em B, sendo possivel observar
escores médios maiores (p<0,001) nos animais tratados no T1 (Controle) e T2, quando comparados com T3 e T4. A motilidade
espermatica também foi maior (p<0,02) no grupo controle em relagdo ao T3 e T4 (Figure 4). Os efeitos de periodo e interacdo

(tratamento*periodo) ndo foram significativos para os dados de turbilhdo, vigor e motilidade.

Figura 3 - Escores médios de turbilhdo (A) e vigor espermatico (B) obtidos apds a observacdo do sémen coletado de touros
tratados no grupo controle (T1) ou com niveis crescentes de gossipol livre (T2, T3). Letras diferentes entre as colunas do

mesmo histograma mostram diferencas significativas (p<0,05).
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Fonte: Autores.

Figura 4 - Percentual de espermatozoides mdveis no ejaculado de animais tratados no grupo controle ou com diferentes niveis
de inclusdo de carogo de algoddo na dieta. As barras superiores indicam o intervalo de confianga da média a 95% de
probabilidade. Letras diferentes entre as colunas do histograma mostram diferencas (p<0,05) no percentual de células méveis

entre os tratamentos.
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O total de defeitos observados foram agrupados em duas categorias, maiores e menores (BLOM, 1971) e representado
na forma de percentual em que foram identificados. O efeito dos tratamentos foi significativo (p<0,005) somente para 0s
defeitos menores (Figura 5B), o que refletiu em uma aproximacédo (p<0,08) da diferenca entre os tratamentos controle (T1) e
T4.

Figura 5 - Percentual de defeitos maiores (A) e de defeitos menores (B) em ejaculados recuperados de animais tratados no
grupo controle (T1) ou com diferentes niveis de inclusdo de caroco de algoddo na dieta (T2, T3 e T4, respectivamente). As
barras superiores indicam o intervalo de confianga da média a 95% de probabilidade. Letras mailsculas entre as colunas

demonstra aproximagédo estatistica (p<0,1) entre as médias dos tratamentos.
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Fonte: Autores.

As concentragdes plasmaticas de testosterona ndo diferiram (p<0,05) entre os animais tratados ou ndo com gossipol
livre em diferentes concentragdes. Foi observado somente efeito do periodo de coleta (p<0,0001), onde observa-se um aumento
das concentragdes de acordo com o periodo de coleta (Fig. 6A). Por outro lado, dentro de um mesmo periodo de coleta, as

concentragdes de testosterona foram maiores no periodo da manha, caindo no periodo da tarde (Fig. 6B).

Figura 6 - Concentragdes plasmaticas de testosterona nos diferentes periodos (A) estudados (Do, Dso, Deo, Dgo € Di2o) € @
média dos hordrios de coleta (B). No grafico B, letras diferentes indicam diferencas nas concentragOes de testosterona ao longo
do dia (Tukey, p<0,01).
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Nas avaliacBes histopatologicas ocorridas nos testiculos dos touros (Fig. 7), dentro da varidvel granulos
citoplasmaticos o T4 e T3 demonstraram maior incidéncia (p<0.001) ao grupo controle e T2. A fibrose o T4 foi superior aos
demais tratamentos (p<0.001). No entanto, vacuUolos citoplasmaticos (p>0,05) pelas dietas com niveis crescentes de GL.
Porém, a presenga de granulos citoplasmaticos, fibrose e picnose foram significativas (p<0,0001), em que o T3 e T4 diferiram
dos demais tratamentos. Além disso, houve diminuicdo na variavel espermatozoide em tlbulos seminiferos (p<0,0001) apenas
no T4.

Figura 7 - Alteracdes histopatoldgicas das varidveis analisadas nos testiculos ocorridas ao final das avaliages, em touros do

grupo controle ou tratados com niveis crescentes de gossipol livre.
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As Figuras 8A e 8B apresentam as lesGes nos tecidos do parénquima testiculares de touros alimentados com caroco de
algoddo contendo diferentes niveis de gossipol nas dietas, 0 que teve como consequéncia degeneracéo testicular alterando a

consisténcia nos testiculos.
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Figura 8 - Fotomicrografia de testiculo bovino, mostrando as espermatogdnias com vactolos no citoplasma e deslocando o
nlcleo para a periferia (setas). HE, aumento de 400x. Figura B- Fotomicrografia de testiculo bovino, Notar area de fibrose

entremeada aos tGbulos seminiferos (*). HE, aumento de 400x.

Fonte: Autores.

4. Discussdo

O nivel nutricional das dietas promoveu ganhos satisfatorios acima de um quilo por dia. Houve correlagdo positiva
entre GMD nos periodos, CE e TL nos touros (p<0.01, dados ndo publicados). O aumento na CE tem como consequéncia
maior sintese de testosterona (Chacur et al., 2017), pelas células de Leydig (Assumpg&o et al., 2013).

Os niveis séricos de TL néo alteraram entre os tratamentos com GL presente no CA. Santos et al., (2008), utilizando
dieta contendo 20% de CA e outra isenta (CA), observaram também que o gossipol ndo causou alteracdes aparente nas células
de Leydig e na producéo de testosterona. O mesmo achado foi observado por Chase et al. (1994), em relago aos didmetros das
células de Sertoli e Leydig com dietas isenta, com 6 mg e 60 mg de GL/kg*. Nesse experimento a TL aumentou com a idade,
assim como observados nesse estudo (Figura 6A e 6B). A concentracédo circulante de TL sofreu variagGes das sete as dezenove
horas, mantendo niveis basais com o transcorrer do dia. O mesmo comportamento foi observado por Dias et al., (2008) com
touros jovens. Dias et al. (2014), estudando animais zebuinos da raca Guzerd, observaram um Unico pico (12,84 ng/mL) as sete
horas da manhd, com estabilizacdo na concentracdo sérica basal ocorrendo a partir das treze horas. Similaridades foram
encontradas neste estudo, onde aumento na concentragdo sérica de TL também ocorreu as sete horas do dia (7,00£4,53 ng/mL),
com estabilizacdo basal a partir das onze horas até as quinze horas, porém em zebuinos da raca Nelore. Em rela¢do ao
aumento de TL com o avancar da idade (Figura 6A). Assumpcdo et al. (2013) obtiveram resultados semelhantes analisando
machos da raga Nelore dos 12 aos 24 meses de idade, onde as variagdes ciclicas da testosterona entre as idades e concentracao
sérica média de testosterona atingiu niveis séricos de 10,31 + 3,15 ng/mL.

No primeiro periodo de avaliagdo (Do) da consisténcia testicular (CT), os touros apresentaram escores médios
(3,75+0,44) indicando padrdes semelhantes de tonometria testicular dos animais tratados ou ndo com GL. No entanto, era de se
esperar 0 mesmo comportamento de variagao entre 0s animais, pois Do ndo havia nenhuma interferéncia ocorrida pela ingestao
do GL. Segundo Reichenbach et al. (2008), touros em idade reprodutiva devem apresentar CT elastica e firme, condizendo,
assim, com os valores obtidos para esta varidvel no primeiro periodo. Pouquissimas alteragdes do GL na CT foram
visualizadas no segundo periodo (Dsp) com escores médios (3,32+0,48). No terceiro periodo (Deo) alteragdes na CT foram
evidenciadas, de modo que no grupo controle (T1) ocorreu maior resisténcia a palpacdo sobre os demais (Fig.2). Do quarto
periodo (Dgo) a0 quinto periodo (Di20) pouca alteragdo nos escores foram observadas. Somente os touros do T2 sofreram
incrementos nas médias dos escores (3,29+0,76). Este fato pode estar relacionado pela alta variagéo entre individuos e também

em um mesmo individuo nas avaliagdes sequentes. As alteraces ocorridas na CT a partir do terceiro (Deo) até o quinto periodo
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(D120) podem ser explicadas pela acao deletéria do GL sobre o parénquima testicular, em que a acdo do GL foi depende da
dose e do tempo de administragdo (Randel et al. 1992), podendo alterar a funcionalidade testicular. Para Santos et al., (2008,
2013) o GL interfere na diminuigdo da parede dos tlbulos seminiferos, apresentando desorganizagao celular da parte interna
dos destes, aumentando a sua luz, provavelmente contribuindo para a maior flacidez testicular, o que explica as alteragdes
decorrentes nos animais dos tratamentos T3 e T4. As alteracfes da CT apresentadas neste estudo também podem ser explicadas
pelos achados histopatolégicos (Fig.7).

O turbilhonamento, o vigor e a motilidade sdo varidveis dependentes da mobilidade das células espermaéticas,
moduladas pela vibragdo do flagelo. A funcdo do flagelo é de impulsionar os espermatozoides pelo aparelho reprodutor
feminino. A energia demandada pela cauda para a vibracdo vem da mitocondria contida na peca intermediaria, que produz
Adenosina Trifosfato (ATP), essencial para o movimento flagelar (Hafez & Hafez, 2004). No grupo controle (isenta de GL)
observamos valores proximos (3,5 a 4,5, 3,5 a 4,5 e 60 a 70%) aos achados por Santos et al., (2004) com escores de 3,4, 3,6 e
75% para escores de turbilhonamento, vigor e motilidade (respectivamente). No entanto, quando avaliamos os animais tratados
com GL a partir de 1.72kg de CA/touro/dia (3,3g/dia de GL), notadamente verificamos uma diminuicéo do turbilh&o, vigor e
motilidade (Figura 3 e 4). Esses achados sdo semelhantes aos resultados de Santos et. al., (2008) com dietas de 1,71kg de
CA/animal, que também encontrou decréscimo em relacdo a motilidade (66,2 + 5,82) comparado o controle (73,7+4,43)
(p<0,01). Essas alteracfes ocorridas na mobilidade das células esperméticas pelo flagelo podem ter sido influenciadas pela
diminuicdo da producdo e pela utilizacdo de ATP causadas pelo GL (Ueno, 1988; Santana et al., 2014). Além disso, a ingestao
de determinada concentracdo de GL também pode inibir o influxo de célcio e as atividades de enzimas (Mg-ATPase e CaMg-
ATPase) nas membranas plasméticas dos espermatozoides (Gadelha et al., 2011).

Uma maior percentagem de espermatozoides com defeitos foi verificada nos animais expostos ao GL em nosso
experimento, provavelmente em decorréncia de anormalidades ultra estruturais na membrana nuclear, no reticulo
endoplasmatico e nas mitocondrias (Arshami & Ruttle, 1988). A morfologia espermaética foi influenciada pelo uso de GL nas
dietas de touros Nelore, sendo que o percentual de defeitos menores foi superior nos lotes com maior inclusdo de gossipol no
T3 e T4, com 3,3g e 4,959 de GL, respectivamente, a partir do Deo. Silva et al., (2015) avaliaram o efeito de diferentes
concentracfes de ingestdo GL (0, 1,08, 2,07, 3,2, 3,84, e 508g GL/ touro/dia) e observaram diminuicdo nos valores
percentuais dos defeitos menores somente no T5 (5,08 g de GL/touro/dia.). Porém, Hassan et al., (2004) concluiram que 0 uso
de GL resultou em aumento nos defeitos maiores e menores dos espermatozoides no segundo e no terceiro periodos de coleta
(dias 28 e 56). Em contrapartida, Tsuneda et al., (2015) ndo observaram nenhuma influéncia na morfologia espermatica
suplementando touros Nelores com CA (50g GL/touro/dia). Essas diferencas nos resultados obtidos em nosso experimento
podem ter ocorrido em fungdo de um periodo menor de suplementacéo (84 dias) em relagdo a deste estudo (120 dias).

Histologicamente, a degeneracfo testicular se manifesta inicialmente por perda ou vacuolizagdo das células
germinativas. Conforme o processo avanca, a perda de células germinativas se intensifica, com possivel acimulo celular na luz
dos tubulos e consequente reducdo na espessura do epitélio seminifero (Garcia, 2017). Neste estudo maiores lesdes nos
testiculos foram observadas mais precisamente nos touros com inclusdo de 4,95g de GL/touro/dia com a presenca granulos
citoplasmaticos, fibrose, picnose nuclear e diminuicdo dos espermatozoides em tibulos seminiferos, além de vacuolizagao das
células germinativas (aspecto caracteristico de degeneracdo testicular) (figuras 8A e 8B). Provavelmente, a ocorréncia de
fibrose tenha ocorrido devido a destruicdo do epitélio seminifero e a reparacéo por tecido conjuntivo fibroso, principalmente
em estadios mais avancados de degradacdo do epitélio testicular (Nascimento & Santos, 2003). Tais achados possivelmente

estdo também relacionados com a maior flacidez encontrada nos testiculos (Figura 2)
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5. Concluséao

Conclui-se que o gossipol altera os padrdes de consisténcia testicular pela degeneracdo, pardmetros de mobilidade
espermatica (motilidade, vigor, turbilhdo), e ndo interfere na testosterona livre. Isso indica que esse elemento deve ser utilizado
na dieta com mais cautela quando se trata de futuros reprodutores em um rebanho. Estudos futuros podem verificar se a
retirada do gossipol da dieta pode reverter os efeitos deletérios causados por esse elemento em determinadas caracteristicas

reprodutivas, indicando se essas alteragdes sdo permanentes ou transitorias.
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