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Morfologia testicular e qualidade espermatica de touros
da raca Nelore, submetidos a dieta contendo gossipol

Testes morphology and sperm quality of Nelore bulls fed
a gossypol-enriched diet
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Deiler Sampaio Costa,***** Manuel de Jesus Simdes****+*

Resumo

Com o objetivo estudar o efeito de dieta contendo gossipol sobre a qualidade seminal e morfologia dos testiculos de touros da
raca Nelore, utilizaram-se 16 animais, distribuidos em dois tratamentos: T1, oito touros submetidos a dieta contendo 20% de
caroco de algoddo e T2, oito touros submetidos a dieta isenta de gossipol. Realizaram-se coletas de sémen para avaliar a
qualidade seminal. Os testiculos dos animais foram retirados ao final dos 73 dias de experimento, fragmentos dos mesmos
foram preparados para serem analisados em microscopia eletrdnica de transmissdo e outros fixados em Iaminas e corados
por hematoxilina-eosina. O consumo meédio de caroco de algoddo/animal/dia de 1,71kg interferiu na morfologia dos testiculos;
os tubulos seminiferos apresentaram menor espessura de parede, redu¢cdo no numero de camadas de células
espermatogénicas e no volume dos nlcleos da célula de Sertoli em relagdo aos do T2. Por microscopia eletrénica observou-
se que os touros do T1 apresentavam células de Sertoli com membrana citoplasmatica enrugada, acimulo de lipideos no
citoplasma, mitocondrias deformadas e algumas espermatides estavam em apoptose. Touros do T1 apresentaram reducéo
na motilidade espermética, aumento no percentual de defeitos espermaticos maiores e totais em relacdo aos animais do T2.
O gossipol alterou a morfologia testicular e reduziu a qualidade espermatica dos touros.

Palavras-chave: carogo de algodéo, degeneracéo testicular, fertilidade de touros, morfologia espermatica.

Abstract

We studied the effect of a gossypol-enriched diet on the quality of semen and the morphology of testes of Nelore bulls. Sixteen
animals were scheduled for 2 treatments: T1, 8 bulls fed a diet containing 20% cottonseed and T2, 8 bulls fed a gossypol-free
diet. Semen samples were collected in order to evaluate the semen quality. At the end of the 73-day period of treatment, the
testes were removed and tissue fragments were prepared for transmission electron microscopy or fixed on slides and stained
with haematoxylin-eosin for light microscopy. The mean daily intake of cottonseed by T1 bulls was 1.71 kg/animal, which
interfered on testes morphology; the seminiferous tubules had less thick walls, fewer layers of the spermatogenic lineage cells
and reduced volumes of Sertoli cell nuclei with regard to T2 bulls. Electron microscopy analyses revealed that the Sertoli cells
from T1 animals had a rough cytoplasmic membrane, lipid accumulation in the cytoplasm, deformed mitochondriae; in addition,
some apoptotic spermatids were seen. T1 bulls showed reduction of sperm motility and an increase of the percentage of major
and total sperm defects in relation to the animals of T2 group. It is concluded that a gossypol-enriched diet promoted alterations
in the testicles morphology and it reduced the sperm quality of bulls.

Keywords: bull fertility, cottonseed, sperm morphology, testicular degeneration.

Introducdo No Brasil em 2007 foram plantados 57.924.535 ha de algodao,
O algodéo (Gossypium ssp.) é cultivado em alguns estados com producédo de 3.780,5 mil toneladas e rendimento médio
do Brasil, sendo utilizado como matéria-prima na industria  de 3.405 kg/ha (IBGE, 2007). A disponibilidade do carogo e do
téxtil. Apés a obtencédo da fibra, suas sementes (carogo de farelo de algoddo no mercado produtor, seu valor energético,
algodao) sdo aproveitadas para extracdo de 6leo ou sdo  Protéico e o baixo preco, tém estimulado pecuaristas a
fornecidas in natura na alimentacdo de ruminantes. adotarem sua utilizagdo na alimentagdo animal.
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Os beneficios em aumentar o teor de lipidios nas dietas para
vacas em lactacdo foram amplamente estudados em
inimeros trabalhos de pesquisa e extensas revisfes. A
utilizagdo de alimentos ricos em lipidios na dieta de ruminantes
é de grande valia (Apper-Bossard et al., 2006; Degaris et al.,
2008) por aumentar a densidade energética da dieta sem
aumentar os riscos de ocorréncias de acidose ruminal
(Fernandes et al., 2002). Entretanto, a adi¢do desses nutrientes
a dieta em quantidades consideraveis pode prejudicar a
digestibilidade de fibra no rimen e/ou provocar disturbios
metabdélicos, comprometendo o desempenho animal
(Fernandes et al., 2002). Uma das fontes de gordura mais
utilizadas em propriedades especializadas em produgéo
leiteira é o carogo de algod&o, que contém 2,22 Mcal/kg de
ELL (Energia liquida de lactagdo), 23% de proteina bruta, 44%
de FDN e 34% de FDA (NRC, 1989).

O gossipol & um pigmento polifendlico de cor amarela, téxico,
antioxidante e antipolimerizante, produzido em glandulas
localizadas nas raizes, folhas, caule e sementes do algodao,
tendo a formula C,  H,, O, (Randel et al., 1992; Santos, 1997).

O gossipol livre, que tem o efeito téxico, é a parte do gossipol
que é soltuvel em acetona. Normalmente no carogo de algodéo,
o teor de gossipol livre é semelhante ao teor total, o que tem
restringido a utilizagdo deste na alimentacdo de ruminantes e
ndo-ruminantes. O conteldo médio de gossipol total no carogo
de algodao é de 1,32% (variando de 0,59 a 2,35%) em
espécies comumente cultivadas nos Estados Unidos. Fatores
como a fertilidade do solo, suprimento de agua, adubacgdes e
crescimento vegetativo afetam o contetdo de gossipol na
planta (Randel et al.,1992).

O gossipol tem mostrado reduzir a fertilidade em ratos e
hamsters (Hahn et al., 1981) e em touros (Arshami e Rulttle,
1988). Estudos em fémeas tém também mostrado propriedades
contraceptivas do gossipol (Lin et al., 1985b). Fornés et al. (1993)
observaram que a adi¢do de gossipol livre acarretou, in vitro, a
perda da motilidade espermética de ratos por alteracdo na
membrana celular dos espermatozéides.

Touros jovens foram submetidos a dieta contendo gossipol
que resultou em aumento do lumen dos tdbulos seminiferos,
redugdo da espessura e do nimero de células da parede dos
tubulos seminiferos e reducdo do diametro das células de
Sertoli. Observaram também maior percentagem de
espermatozoéides anormais submetidos a dietas com gossipol,
caracterizando degeneracéo testicular (Arshami e Ruttle, 1988).

Touros jovens da raca Brahman alimentados com dieta
contendo 2,72 kg de farelo de algoddo apresentaram menor
(P<0,01) percentagem de espermatozdides normais que 0s
submetidos a dieta isenta de gossipol (Chenoweth et al.,
1994).

Segundo Poore e Rogers (1995) deve-se limitar a utilizagao
do caroco de algoddo para se evitar os efeitos toxicos do
gossipol, recomendando sua utilizagdo em fun¢ado do
percentual da dieta total e por kg/animal/dia, respectivamente:
vacas (20% ou de 2,3 a 3,2), touros (15% ou 2,3 a 3,2), bovinos
em crescimento (15% ou de 0,7 a 1,1), pré-ruminantes e touros
jovens (nédo utilizar). Ja Rogério et al. (2003) relataram que 0s
melhores resultados de desempenho produtivo descrito na
literatura séo alcangcados com niveis situados entre 10 e 25%
de caroco de algoddo na matéria seca total da dieta.V a | e
ressaltar que em fungdo do alto teor de lipideo existente no
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caroco de algod&o, o seu excesso pode acarretar redugdo no
consumo de matéria seca. Estudos tém demonstrado que
niveis de lipideo (extrato etéreo — EE), na matéria seca, acima
de 5 a 6% na dieta total de ruminantes podem interferir na
fermentacdo ruminal, causando reducd@o na digestibilidade e
no consumo de matéria seca (Palmquist, 1994).

Considerando a necessidade de disponibilidade de informa-
¢Bes, principalmente nacional, com relacdo aos efeitos do
gossipol sobre a morfologia espermatica, além do aspecto
relevante de avaliagdo sob a Optica eletrOnica, este trabalho
teve como objetivo avaliar o efeito de dieta contendo gossipol
sobre a qualidade seminal e morfologia testicular de touros
da raca Nelore.

Material e métodos

O experimento foi desenvolvido na fazenda Matrinchan,
localizada no municipio de S&o José do Rio Claro, MT, distante
290km de Cuiaba, MT.

Foram utilizados 16 touros da raca Nelore com média de 30
meses de idade e 445kg de peso vivo, identificados e
distribuidos aleatoriamente em dois tratamentos: T1, oito
touros submetidos a dieta contendo 20% de caro¢o de algodéo
(gossipol) com base na matéria seca e T2, oito touros
submetidos a dieta isenta de gossipol (Tabela 1). Os animais
de cada tratamento foram mantidos confinados em area com
200m?, dotada de bebedouro e cochos para mistura mineral
e para volumoso.

Tabela 1: Composi¢do das dietas utilizadas nos tratamentos
1 e 2, com base na matéria seca

Ingredientes Tratamento 1 (%) Tratamento 2 (%)

Silagem de milho 35,0 35,0
Milho gréo 29,3 29,3
Caroco de algodao 20,0 -

Residuo de soja 10,0 10,0
Farelo de arroz 50 25,0
Mistura mineral 0,7 0,7
Total 100 100

Antes de se iniciar o experimento, amostras dos alimentos
foram coletadas para determinagdo da MS (matéria seca), PB
(proteina bruta), EE (extrato etéreo), NDT (nutrientes digestiveis
totais), FDN (Fibra detergente neutro), Ca e P. As dietas foram
formuladas para ganhos estimados de 1.200 g/animal/dia.
Em funcé@o do teor de caroco de algoddo do T1, o nivel de
extrato etéreo (EE) estimado foi de 8%, ja no T2, isento de
caroco de algodao, foi de 6%. As dietas foram reformuladas
apos 41 dias do inicio do experimento para atender as
exigéncias dos animais conforme o ganho de peso obtido,
sendo pesadas e fornecidas ad libitum duas vezes ao dia, as
7h e 17h. Antes das 7h foi realizada a limpeza dos cochos e
pesagem das sobras, para se obter o consumo.

Foram adicionados ao concentrado 2,2 gramas de Rumensin'®
por animal/dia nos dois tratamentos. Os valores nutricionais
das dietas, com base na matéria seca, foram: Tratamento 1-
PB 12,5%, NDT 74,6%, EE 8,0%, FDN 38,3%, Ca 0,30% e P

1 Monensina soédica — Elanco, Greenfield, Estado de Indiana, Estados
Unidos.
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0,21%; Tratamento 2- PB 11,5%, NDT 74,0%, EE 6,0%, FDN
37,8%, Ca 0,35% e P 0,23%.

O periodo experimental teve duragdo de 73 dias, incluindo 16
dias de adaptacdo dos animais as dietas. Foram realizadas
coletas de sémen (eletroejaculacdo) e mensuracdo da
circunferéncia escrotal no inicio, com 41 dias e ao final da
fase experimental (73 dias), para avaliar o efeito das dietas
sobre a qualidade espermética dos touros.

O ganho de peso foi avaliado durante 57 dias, pois ndo se
consideraram os 16 dias de fase de adaptacdo dos animais
as dietas, sendo os mesmos pesados, no inicio, com 16, 41
e 73 dias, pela manha, antes do fornecimento da primeira
refeicéo.

Para estudar o efeito das dietas sobre as caracteristicas
histologicas dos testiculos dos touros, foi realizada ao final do
experimento orquiectomia e identificacdo dos mesmos por
animal e por tratamento, respectivamente. Fragmentos dos
testiculos foram mergulhados em glutaraldeido a 2%, em
tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,2 por duas horas, e refixados em te-
troxido de 6ésmio a 1% por uma
hora. Apos esses procedimentos,
o material foi processado para
inclusédo em araldite, seguindo os
métodos habituais para micros-
copia eletronica de transmisséao.

aleatoriamente 10 cortes transversais de tbulos seminiferos,
por animal. Os quais foram avaliados nos quatro quadrantes
(superior, inferior e os laterais) com relacdo a espessura da
parede e do nimero de camadas celulares, respectivamente,
utilizando-se o programa de analise de imagens Axion Vision
REL 4.3 da Carl Zeiss.

As analises estatisticas das variaveis ganho de peso, qualida-
de seminal e morfometria testicular foram interpretadas por
andlise de variancia e as médias comparadas pelo Teste de
F, a 1 e 5% de probabilidade.

Resultados e discussao

No presente trabalho o nivel estimado de lipideo foi de 8% (T1)
e 6% (T2), na matéria seca das dietas, reduzindo (P<0,05) o
consumo médio diario de alimentos, sendo de 15,5 kg (T1) e
21,5 kg (T2) (na matéria natural), acarretando menor (P<0,05)
ganho médio de peso diario (0,822 x 1,182 kg), pelos animais
do T1 em relagéo aos do T2, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2: Médias dos pesos inicial (Pl) e final (PF), ganho de peso no periodo (GPP) e
ganho médio de peso diario (GPD) dos touros da raga Nelore, submetidos as
dietas com carogo de algoddo (T1) e sem carogo de algodéo (T2), durante 57
dias de avaliagdo

Os cortes foram contrastados pelo Tratamento  Touros(n) Pl (kg) PF (kg) GPP (kg) GPD (kg)

citrato de chumbo e acetato de T1 8 452 +2145  499+26,92  46,87+1226  0,8220,21°

uranila e analisados em micros- . .
T2 8 438 + 14,12 506 +17,97 67,37+13,97 1182+0,24

copio eletronico de transmissao

Carl Zeiss - EM109. " P<0,05 pelo teste F

Para avaliagdo das estruturas testiculares via microscopia por
coloracdo com hematoxilina-eosina, outros fragmentos foram
mergulhados por duas horas em liquido de Bouin para fixagao.
A seguir, fragmentos de 4 mm de espessura por 15mm de
comprimento foram retirados da regido central do parénquima
testicular e novamente mergulhados nesse liquido por 24 horas.
Procedeu-se a desidratacdo em alcool etilico em concentra-
¢Oes crescentes, diafanizados pelo xilol e impregnados pela
parafina liquida em estufa controlada a temperatura de 59°C.
Os fragmentos dos testiculos foram incluidos e orientados de
tal maneira que permitissem obter cortes para observagdo da
albuginea e dos tubulos seminiferos. Os blocos foram cortados
em micrétomo do tipo Minot ajustado para 5mm, sendo os
mesmos fixados em laminas e corados pela hematoxilina-
eosina.

Utilizou-se sistema computadorizado, constituido por
microscopio de luz (Carl Zeiss) com objetiva 40x, adaptado
em camera de alta resolugéo (Axio Cam MRC da Carl Zeiss)
em monitor de video colorido, para a analise morfométrica
dos tubulos seminiferos das células intersticiais (Leydig) e
das células de Sertoli. Para a determinagdo da atividade das
células intersticiais e de Sertoli, foram calculados seus
volumes nucleares, sendo mensurados o maior e 0 menor
didmetro por nucleo e, a seguir, aplicados na formula V = a2.b/
1,91, onde v = volume, a = menor diametro e b = maior diametro
(Baracat et al., 1991). As medidas dos didametros e dos
volumes dos nucleos das células de Sertoli e Leydig foram
realizadas em 50 nudcleos de cada tipo celular, por animal,
tomando-se sempre tUbulos cortados transversalmente. Para
mensuracdo da espessura da parede e do numero de
camadas da linhagem espermatogénica foram selecionados
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Poore e Rogers (1995) recomendaram a utilizacdo de 2,3 a
3,2 kg/animal/dia de caroco de algoddo na matéria natural
(MN). Neste trabalho, a estimativa de consumo de alimentos
do T1 foi de 20,7 kg/animal/dia (MN), em que os 20% de caro¢o
de algodao na matéria seca equivaliam a 2,3kg de caroco de
algodao/animal/dia na matéria natural. Considerando que,
em funcéo do alto teor de lipideos da dieta do T1, os animais
consumiram, em média, 15,5 kg/dia, neste caso, pode-se
estimar que o consumo médio de carogo de algodao/animal/
dia foi de 1,71kg (MN), quantidade esta que ficou abaixo do
recomendado para touros, conforme Poore e Rogers (1995).

O consumo médio de 1,71kg de carogo de algoddo/animal/
dia interferiu na morfologia dos testiculos. A Figura 1 mostra
as caracteristicas histologicas dos testiculos dos touros
submetidos a dieta com carogo de algoddo (T1) e sem carogo
de algodédo (T2). Nos testiculos dos touros do T2, observou-
se que no interior dos I6bulos encontravam-se inumeros
cortes de tubulos seminiferos intercalados por células
intersticiais. Os tubulos seminiferos eram compostos de fora
para dentro por células miodides, células de Sertoli,
espermatogbnias, espermatocitos |, espermatocitos I,
espermatides e espermatozdides. Observou-se que 0s touros
do T1 apresentaram testiculos com a mesma arquitetura
histoldgica observada nos touros do T2. No entanto, foram
identificados no interior do parénquima testicular tubulos
seminiferos com limen amplo, menor nimero de camadas
e menor espessura de sua parede (P<0,01) (Figura 1 e Tabela
3). Em alguns locais identificaram-se, nos touros do T1,
tubulos seminiferos intensamente eosinoéfilos, com pequeno
diametro, indicando processo de atrofia. Na maioria dos
tubulos foram identificadas todas as células da linhagem
germinativas.
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Figura 1: Caracteristicas histol6gicas dos testiculos de touros submetidos & dieta com carogo de algodéo (T1) e sem
carogo de algodédo (T2). Notar no grupo T1 tGbulos seminiferos com lamen amplo (L) e com menor espessura de sua

parede (E) em relacdo ao grupo T2. H.E.

Tabela 3: Caracteristicas histologicas dos testiculos dos touros submetidos as dietas com
caroco de algodao (T1) e sem carogo de algodao (T2), durante 73 dias de avaliagéo

Parametros avaliados

Tratamento 1

Tratamento 2

Volume nuclear das células de Leydig (um)®

Volume nuclear das células de Sertoli (um)®

Numero de camadas de células da linhagem espermatogénica
Espessura das paredes dos tubulos seminiferos (um)

158,76 + 20,41
212,77 + 18,20
2,50+1,01
49,25 +5,12

163,40 + 15,12™
509,97+ 30,40"
540+1,41"
65,18 +8,71"

"s P>0,05 pelo teste F
™ P<0,01 pelo teste F

Ocorreu reducéo (P<0,01) no nimero de camadas de células
da linhagem espermatogénica, no volume dos nucleos das
células de Sertoli e na espessura da parede dos tubulos
seminiferos dos touros submetidos a dieta contendo carogo
de algodao (gossipol), em relagdo aos touros do T2 (Tabela
3). Segundo Baracat et al. (1991), o aumento do volume
nuclear é diretamente proporcional ao metabolismo celular,
uma vez que este contém o material genético.

N&o foram identificadas alteragBes aparentes nas células
intersticiais (Leydig) em nenhum dos animais estudados, fato
este também observado por Arshami e Ruttle (1988), sugerindo
que o gossipol nédo interfere nas referidas células e
possivelmente também na producgdo de testosterona.

A avaliacdo da ultra-estrutura dos tubulos seminiferos dos
testiculos dos touros do T1 mostrou que as células de Sertoli
apresentavam lamina basal contendo inUmeras dobras (LB),
goticulas de lipideos no citoplasma (L) e algumas
mitocOndrias deformadas (M) (T1-A). Observou-se T1-B
algumas espermatides com alteragdes nucleares indicativas
de processo apoptotico, tais como area eletrodensa
perinuclear, figuras de mielina (Mi) e dobras da membrana
nuclear. No citoplasma identificaram-se alguns corpos
eletrodensos (CE) e complexo de Golgi vacuolizado (CG) (T1-
B). Os animais do T2 apresentavam todas as estruturas
citadas com morfologia hormal (T2-A e B) (Figura 2).

O consumo de caroco de algodao interferiu na qualidade
espermatica dos touros, reduziu (P<0,01) a motilidade,
aumentou (P<0,01) o percentual de defeitos espermaticos
maiores e totais, em relacdo aos animais com dieta isenta de
gossipol. A maior porcentagem de espermatozoides anormais

dos touros submetidos a dieta com gossipol pode reduzir a
fertilidade dos animais, que possivelmente podera se tornar
mais grave com o tempo e com 0 maior consumo de carogo
de algodé&o (Tabela 4).

Diversos autores tém estudado os efeitos da utilizagcdo de
caroco de algod&o sobre o processo digestivo e desempenho
produtivo de bovinos. Fernandes et al. (2002) relataram que a
inclusdo do mesmo em até 12% da dieta total ndo acarretou
prejuizos ao processo digestivo. Melo et al. (2006) observaram
gue a inclusdo de carogo de algoddo em até 25% da matéria
seca da dieta melhorou o desempenho animal. Contudo, os
estudos também devem levar em consideracdo os aspectos
reprodutivos, ja que o carogo de algodao, em fungéo do nivel
de consumo, pode acarretar alteragdes na morfologia dos
testiculos e reduzir a qualidade espermatica de touros,
conforme observado por Arshami e Ruttle (1988) e comprovado
neste estudo. Além disso, Lin et al. (1985b) e Andreazzi (1998)
relataram propriedades contraceptivas em fémeas.

Segundo Randel et al. (1992), o contetdo de gossipol no
algodao foi correlacionado positivamente com o periodo de
chuva e negativamente com a temperatura. Além destes,
outros fatores como a fertilidade do solo, suprimento de agua,
adubacdes e crescimento vegetativo afetam o conteldo de
gossipol na planta. No Brasil, estudos devem ser desenvolvidos
para avaliar se estes fatores podem interferir na concentragao
de gossipol do algoddo e, consequentemente, em maior ou
menor efeito toxico aos animais.

Considerando a disponibilidade e os precos dos produtos e
subprodutos do algodéo no estado de Mato Grosso, bem como
seu elevado valor nutricional, fatores que viabilizam a utilizagao
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Figura 2: Microscopia eletrdnica mostrando parte da parede de tlubulos seminiferos de touros submetidos as dietas com
gossipol (T1) e sem gossipol (T2). Observar em T1-A célula de Sertoli (Sert) com goticulas lipideos no citoplasma (Li),
mitocdndrias deformadas (M) e lamina basal com inimeras dobras (LB — cabega de seta). Em T1-B observar espermatide
contendo no citoplasma granulos densos (Cd — setas), e nucleo (N) com cromatina condensada (Crom) indicativo de
processo de apoptose. Notar ainda dobras da membrana nuclear (*) e complexo de Golgi vacuolizado (CG). Em T2-A e B

estruturas celulares com morfologia normal. N = nucleo; M= mitocéndrias.

Tabela 4: Valores iniciais e finais da motilidade espermatica e concentragdo espermatica, defeitos
espermaticos menores, maiores e totais dos touros submetidos a dieta com carogo de algodao

(T1) e sem carogo de algodao (T2)

Inicial Final
T1 T2 T1 T2

Motilidade Espermatica (%) 65,0 £ 6,54 66,2 +5,82 52,5+11,95 73,7+4,43"
Concentracdo espermatica (x 10%/mL) 877,5+116,34 992,5+84,97" 612,5+139,46 1077,5+139,05"
Defeitos espermaticos menores (%) 74+141 6,2 +1,03 10,5+2,44 8,0+1,07"
Defeitos espermaticos maiores (%) 13,4 +1,50 14,2 +2,05 16,4+1,30 12,2+1,28"
Defeitos espermaticos totais (%) 20,7 +1,28 20,5+ 2,00 26,9+2,69 20,2+1,58"

" P<0,05, ™ P<0,01 pelo teste F

dos referidos produtos na alimentac@o animal, estudos devem  Conclustes

ser desenvolvidos para se determinar o teor de gossipol
presente nos produtos do algoddo e os limites maximos de
sua utilizacdo por categoria animal, evitando efeitos toxicos
para ndo comprometer a fertilidade dos animais e acarretar
prejuizos reprodutivos e produtivos ao rebanho.

O consumo de caro¢o de algod&@o acarretou alteracdes na
morfologia dos testiculos e reduziu a qualidade espermatica
de touros da raga Nelore.
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