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O Nordeste é viavel, com certeza
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Pra crescer a lavoura e o capim
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Para o povo, havera o pao bendito
Para o bruto animal, agua e racao
Eu j& vi cabra magra no sertéo
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Estrofe do Poema “A cabra sertaneja” de Gregorio Fil0



RESUMO

Efeito da dieta rica em coroco de algodao contendo gossipol na fertilidade de machos

ovinos deslanados.

O gossipol ¢ um pigmento polifendlico amarelo (C3H300s), de natureza toxica que estd
presente em todas as partes do algodoeiro e em seus derivados primarios. Experimentos
realizados mostram os efeitos colaterais na reproducdo causadas por ragdes contendo alta
porcentagem de farelo ou caroco de algoddo e afirmam que o gossipol pode afetar de maneira
multiforme o sistema reprodutivo, causando anormalidade nos espermatozoides e consequente
infertilidade. Nesse trabalho foram analisados os efeitos causados pela dieta rica em carogo de
algodédo contendo gossipol no sémen de ovinos deslanados da Raca Santa Inés. Para isso, 0
trabalho foi desenvolvido com 22 ovinos machos, em idade reprodutiva, os quais foram
divididos em dois grupos, sendo os animais confinados em baias individuais. O grupo
gossipol (Gg = 15), suplementado com 500¢g de caroco de algoddo e o grupo controle (Gc =
7), suplementado com 500g de milho. Os dois grupos foram suplementados durante 104 dias e
foram submetidos a coletas de sémen, pelo método da vagina artificial e afericbes de
circunferéncia escrotal (C.E.), antes (7dias), durante (em intervalos de 15 dias) e depois (14
dias) do periodo de suplementacdo. N&o houve diferenca estatistica na média de
circunferéncia escrotal (C.E.) sendo a média do grupo tratamento e do grupo controle
respectivamente 27,07 cm e 27,08 cm. As variaveis observadas no sémen foram: coloracao,
aspecto, volume, turbilnonamento, motilidade, concentracéo, vigor e morfologia espermatica.
Para coloracdo e aspecto as analises foram qualitativas e ndo foram observadas diferencas
nessas varidveis. A média do volume seminal para 0s animais que consumiram caroco de
algoddo foi de 1,04 ml e para os que ndo consumiram foi de 0,94 ml. Nas variaveis de
turbilhonamento, motilidade, vigor, concentragdo e morfologia ndo houve diferenca
significativa sendo os valores do grupo tratamento respectivamente 4,12 — 81,6% - 4,26 —
3,57 x 10°sptz /ml — 6,7% e do grupo controle 3,91 — 74,77% — 4,07 — 3,48 x 10%ptz/ml —
5,97%. Apo6s o término da ultima coleta de sémen cinco animais sofreram orquiectomia
unilateral, sendo dois do grupo controle e trés do grupo gossipol. O material foi utilizado para
realizacdo de exame histopatoldégico comparativo em historesina, onde ndo apresentou
diferenca significativa entre tratamento e controle quanto ao didmetro de tubulo seminifero, e
apresentou diferenca na altura do epitélio seminifero. Tendo o grupo gossipol maiores
medidas de epitélio do que o grupo controle. A altura do epitélio seminifero é uma
caracteristica efetiva para a avaliacdo da producdo espermatica, entretanto nesse estudo nao
houve diferenca significativa na concentracdo espermatica entre grupo controle e tratamento
demonstrando que essa diferenca ndo afetou a producdo espermatica. Dois dos trés animais
castrados do grupo gossipol foram utilizados para um teste de fertilidade, onde cobriram 10
ovelhas férteis durante 90 dias, resultando em 6 prenheses positivas. Os resultados da
pesquisa mostram que a suplementacdo com caroco de algodao ndo influenciou a qualidade
espermatica, a morfometria testicular, a capacidade fertilizante dos espermatozoides e a
morfologia dos tubulos seminiferos.

Palavras-chave: Gossipol. Reprodugdo. Ovinos. Fertilidade.



ABSTRACT

Effect of cotton seed-rich diet containing gossypol in hair male sheep fertility.

The gossypol is a Polyphenolic yellow pigment (C3oH300s), toxic that is present in all parts of
cotton plant and its derivatives. Experiments show the reproductive side effects caused by
feed containing high percentage of bran or cottonseed and claim that gossypol might affect in
different ways the reproductive system, causing sperm abnormalities and subsequent
infertility. In this work, it was examined the effects caused by diet rich in cottonseed
containing gossypol on hair sheep ram semen Santa Inés Breed. The work was performed
with 22 rams, sexually mature, which were divided into 2 groups, being the animals confined
in individual stocks. The gossypol group (Gg = 15), was supplemented with 500g of gossypol
cottonseed and the control group (Gc = 7), supplemented with 500g of corn. The two groups
were supplemented during 104 days and underwent semen collections, by the method of
artificial vagina and measurements of scrotal circumference (C.E.), before (7 days), during (at
intervals of 15 days) and after (10 days) the supplementation period. Non o statistical
difference was seen in the mean C.E. group being treatment and control group respectively
27.07 cm and 27.08 cm. The variable observed in the semen were: color, aspect, volume,
whirling, motility, concentration, vigor and sperm morphology. For color and aspect analyses
were qualitative and no differences were seen in these parameters. The mean for seminal
volume for animals who consumed cottonseed was 1.04 ml and for control group was 0.94 ml
with no significant difference. In the variable whirling, motility, vigor, concentration and
morphology there was no statistical difference and the results was respectively 4.12-81.6%-
4.26-3.57 x 109/ml sptz — 6.7% and 3.91 control group — 74.77%-4.07-3.48 x 109 sptz/mi-
5.97%. After the last semen collection 5 animals from gossypol group and 2 animals from
control group was submitted to unilateral orchiectomy. The material was used to perform the
comparative Histopathological examination in historesin, No difference in seminiferous
tubule diameter was seen between control and gossypol group. There was a significant
difference in seminiferous epithelium height, having a larger measurement at gossypol
epithelium compared with control group. The height of seminiferous epithelium is an
effective feature for sperm production assessment, however in this study there was no
significant difference in sperm concentration between control and treatment group
demonstrating that this difference did not affect sperm production. Two out of the three
castrated animals from gossypol group were used as a fertility test exposing them to 10 fertile
ewes during 90 days, resulting in 6pregnancies. The results showed that supplementation with
cottonseed gossypol rich-diet did not influence sperm quality, testicular morphology,
fertilization capacity and seminiferous tubules morphology.

Keywords: Fertility. Gossypol. Reproduction. Ovines.
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1 INTRODUCAO

Segundo o censo agropecuario do IBGE (2010) o Brasil possui 17.380,58 ovinos, sendo o
Nordeste brasileiro a regido que apresenta o maior efetivo dessa espécie, com 9.857,754 animais.
Nessa parte do pais a maioria do rebanho ovino pertence a ragas deslanadas adaptadas ao
semiarido e exploradas principalmente para producdo de carne e pele. Segundo Viana (2008), a
ovinocultura no Nordeste brasileiro cresceu significativamente nos ultimos anos. Os rebanhos
comecaram a ser explorados economicamente com a introducdo de racas especializadas,
melhoramento genético e técnicas de manejo que propiciaram a elevagdo da produtividade.

O aumento do interesse econdmico pela ovinocultura no Brasil fez com que também
aumentasse o interesse cientifico por essa espécie, e esses estudos ja mapearam muitos pontos
importantes nessa atividade, desde os fatores socioecondmicos aos fatores técnicos de criagéo.
(MOURA et al 1999).

Dentro do aspecto técnico de criacao, trés pontos estdo intrinsicamente ligados, a nutricao,
a sanidade e a reproducdo. Nesses Ultimos 15 anos, muito se estudou e se descobriu sobre esses
trés pontos supracitados, principalmente sobre a reproducdo dos ovinos, que com o advento das
biotecnologias, teve lugar de destaque em universidades e centros de pesquisas de todo o pais.
(VIANA, 2008)

Um das linhas de pesquisa mais estudadas dentro da reproducéo e de suas biotecnologias é
a andrologia, 0 macho e suas células germinativas, pois a facilidade com que se consegue colher e
manipular os seus gametas fez com que inimeros trabalhos relacionados a esse género fossem
realizados (SINGH, 2004).

Com essa atencdo dispensada aos reprodutores ovinos, muito se descobriu sobre sua
capacidade fertilizante. A fertilidade de um macho reprodutor estd relacionada a Vvarios
fendmenos: producdo de espermatozoides viaveis, desejo sexual ou libido e a habilidade de
praticar a cobertura. O reprodutor infértil é rapidamente identificado, porém aquele com
fertilidade reduzida apresenta sérios problemas e ocasiona perdas econdmicas para os criadores
(HAFEZ, 2004).

Como se sabe, o fator nutricional esta intimamente ligado ao fator reprodutivo e
juntamente com a sanidade formam um tripé que da sustentacdo a produgdo. De maneira geral, 0s
ovinos podem ser mantidos exclusivamente em regime de pastagem, tendo sempre a vontade agua
e sal mineral. No entanto, em determinadas situacfes relacionadas a época do ano, exigéncia da
categoria animal e manejo do rebanho, pode ser necessario o fornecimento de um suplemento ou
complemento alimentar (BELUZZO et al 2001).
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Em decorréncia da irregularidade na oferta quantitativa e qualitativa dos recursos
forrageiros da regido semiarida do nordeste brasileiro, devido as variacGes climaticas, a
produtividade animal nessa regido é bastante comprometida. O uso de alternativas alimentares
tem sido frequentemente recomendado para criadores da regido, no intuito de suprir a deficiéncia
nutricional dos seus rebanhos (CUNHA, 2006).

Culturalmente alguns dos subprodutos mais utilizados na alimentacdo de ruminantes no
Nordeste sdo os provenientes do cultivo do algoddo, como a semente, a torta, o briquete e o farelo,
pois a cotonicultura foi durante muito tempo uma das principais atividades econdmicas
Nordestinas e seus subprodutos, desde entdo, sdo utilizados na suplementagdo de ruminantes
(FARIAS, 2012).

No cenario atual o Brasil é o quinto maior produtor de algoddo do mundo, com safra
recorde de 1,8 milhGes de toneladas na safra 2011/2012 de pluma e 5,2 milhGes de toneladas de
carogo (ABRAPA, 2012). O Mato Grosso é o maior produtor do Brasil, com 2,7 milhdes de
toneladas de carogo, seguido da Bahia, com 1,5 milhdes de toneladas. O Piaui e Maranhdo sdo
importantes produtores do Nordeste (CONAB, 2012). A grande maioria da semente de algodao
destinada a racdo animal do Nordeste é proveniente da Bahia, Piaui e Maranhao, pois o custo com
0 transporte é menor e existe uma maior facilidade de acesso dos entrepostos de sementes do
interior aos fornecedores (CONAB, 2012).

O caroco de algodao é um dos subprodutos da cotonicultura mais utilizados como ragao
animal, pois além de altos teores de proteina bruta (PB), de fibras em detergente neutro (FDN),
possui altos niveis de energia digestivel (ED), caracterizando-se como uma excelente fonte de
alimentacéo para ruminantes (GADELHA, 2011).

Agregado as caracteristicas benéficas dos derivados do algoddo vem um fator
antinutricional chamado gossipol. O gossipol € um pigmento polifendlico amarelo (CzoH300s), de
natureza toxica que esta presente em todas as partes do algodoeiro e em seus derivados primarios
(PESCE, 2008). Diversos trabalhos cientificos foram desenvolvidos para se estudar os efeitos
negativos causados pelo gossipol, chegando a conclusGes que ele é altamente toxico para
monogastrico e pode causar intoxicacdo cronica em ovinos (BOVINO et al 2008). Outros
trabalhos mostram os efeitos colaterais na reproducdo causadas por ragdes contendo alta
porcentagem de farelo ou carogo de algoddo, como os desenvolvidos por Arshami e Ruttle (1988)
que afirmam que o gossipol pode afetar de maneira multiforme o sistema reprodutivo e Cunha
(2006), que afirma que ele pode causar anormalidade nos espermatozoides e infertilidade no
macho.

Analisando o efeito da suplementacdo com caro¢o de algoddo contendo gossipol sobre o

aparelho reprodutivo e sobre o sémen de reprodutores ovinos pode-se determinar se realmente a
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semente de algodao atualmente comercializada e utilizada por produtores do Nordeste, como
racdo animal, € prejudicial a fertilidade de machos da espécie ovina e quais as patologias que a
semente contendo gossipol, oferecida em altas propor¢des na dieta, poderia causar, tanto nas

caracteristicas seminais como nas caracteristicas de morfologia testicular.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da dieta rica em caro¢o de algoddo contendo gossipol na reproducéo
de machos ovinos deslanados.

2.2 Objetivos especificos

a) Awvaliar as caracteristicas macroscopicas (volume, aspecto, coloracdo) e microscopicas
(turbilhonamento, motilidade, concentracdo e morfologia) do sémen dos reprodutores
ovinos submetidos a uma dieta rica em caroco de algod&o contendo gossipol;

b) Observar os efeitos da dieta rica em caroco de algoddo contendo gossipol na
morfologia dos tecidos germinativos testiculares através de analises histopatol6gica
em historesina comparado ao grupo controle.

c) Avaliar o potencial de fertilidade de espermatozoides dos machos do grupo
tratamento;
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Caracteristicas da Cultura do Algodao no Brasil

A cultura do algod&o no Brasil é uma atividade caracterizada por ciclos de expanséo e
declinio seculares. Quando os portugueses chegaram as terras que hoje constituem o Brasil, 0
algoddo, em sua espécie arborea (Gossypium hirsutum), ja era conhecido dos moradores
locais. Porém, sua exploracdo como cultura comercial teve inicio por volta de 1750, no
Maranhdo. Apos a grande seca de 1845 e a dizimag&o de quase todo rebanho bovino da regido
Nordeste, o cultivo do algodao espalhou-se pelo semiarido, e passou a ter destaque na
economia regional com a crise do acucar a partir da década de 1880. Em 1905, o algod&o era
0 cultivo mais importante da economia local. Orientado para o mercado interno, o algodao
nordestino perderia importancia como matéria-prima para a inddstria téxtil do Sudeste,
paulatinamente, a partir de meados da década de 1910. As crises da cotonicultura nordestina
estavam ligadas as secas e a redefinicdo da cafeicultura paulista na década de 1930; porém,
sua crise definitiva foi em decorréncia da praga do bicudo ao final da década de 1980.
(MAPA, 2012)

0 algodio (Gosssypium sp) selvagem, presente em muitas regides da Australia, Africa,
América Central, Brasil, México e regido sul dos Estados Unidos, tem como centros de
origem a Asia e a América. Estdo registradas 39 espécies de algoddo e, a despeito de muitas
ndo serem exploradas economicamente, representam valiosa fonte genética. Nos dias atuais
apenas cinco espécies sao utilizadas de forma significativa: Egipcio, Sea Island, Pima
Americano, Asiatico e 0 American Upland, destacando-se o0 American Upland (Gosssypium
hirsutum) e o Pima Americano (Gosssypium barbadense) (MAPA, 2012).

O algodoeiro pertence ao grupo de plantas dicotiledéneas, da familia Malvaceae ao
género Gossypium. E uma planta ereta, anual ou perene, dotada de raiz principal conica,
pivotante, profunda, e com pequeno nimero de raizes secundarias grossas e superficiais. O
caule herbaceo ou lenhoso, tem altura variavel e é dotado de ramos vegetativos e ramos
frutiferos, € de clima tropical, algumas cultivares podem desenvolver-se em regides de
temperatura amena. A planta também flora em regibes semidridas. As precipitagdes
pluviométricas anuais necessarias sio entre 500 mm?® e 1500 mm?® distribuidas ao longo do
ciclo (SEAGRI -BA).

A principal producéo do algodoeiro € o fruto e sua massa é composta pelas sementes

(52%), fibras (40%) e demais estruturas botanicas (8%). As sementes contém oleo, fibras,


http://www.iica.org.br/Docs/CadeiasProdutivas%20M.A.P.A.%2026/12/2012
http://www.seagri.ba.gov.br/
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proteinas e tegumentos. Ja as fibras, estruturas compostas por camadas de celulose, sdo o
principal produto econémico do algodoeiro (BELTRAO, 1999).

A semente é um subproduto dessa cultura quase tdo importante quanto a pluma, pois
dela se extrai 0 Gleo e a torta de algod&o, que ainda hoje, mesmo com a diminuicéo drastica da
distribuicdo da cultura nos Estados do Nordeste, ainda é base de alimentacdo para muitos
rebanhos nordestinos, assim como a prépria semente in natura, denominada de caroco de
algodéo.

A area plantada de Algodao no Brasil é de 1,4 milhdes de hectares (ha) com uma
produtividade média aproximada de 3.700 kg de carogco/ha. A regido do pais com maior
producdo é o Centro-oeste com 871,5 mil ha plantados com média de 3.800 Kg de caroco/ha,
seguida da regido Nordeste com 461,5 mil hectares e produtividade média de 3.554 kg/ha. No
Brasil o Mato Grosso lidera a producdo e no Nordeste é a Bahia, seguida do Piaui e Maranh&o
(CONAB, 2012).

O caroco de algodéo integral é um ingrediente utilizado na alimentacdo animal que
vem recebendo crescente atencdo de pesquisadores, especialmente nas ragfes de ruminantes,
pois 0 seu alto teor de lipideos possibilita elevar a densidade energética das dietas sem
diminuir seus teores de fibra e proteina. Devido as suas caracteristicas bromatoldgicas o
carogo de algoddo é uma das alternativas mais utilizadas na alimentacéo de ruminantes, tanto
em animais leiteiros como em animais de corte, pois 0 aumento na demanda por energia,
observado em animais de alta producdo tem realcado a importancia dessa oleaginosa como
suplemento energético (CUNHA, 2006).

A semente de algoddo integral € uma matéria prima que contém moderados teores de
proteina, altos teores de energia metabolizavel e fibra com elevada digestibilidade, sendo
ideal para compor a racdo para diversas espécies animais (ANDREAZZI, 1995). Existe uma
intensa discussdo sobre o uso de caro¢o de algoddo em racbes animais por parte dos
pesquisadores da area, pois consideram um alimento impar, em virtude de seus teores de
energia, fibra e proteina bruta, (CUNHA, 2006).

De acordo com andlise bromatoldgica, a semente de algoddo com linter possui 2,22
Mcal/kg de ELL (Energia liquida de lactacdo), 24% de proteina bruta, 44% de FDN e 34% de
FDA (NRC, 2001). Sado também importantes fontes de fibra, com teores de fibra bruta (FB) de
17,2 a 28% (GADELHA, 2011), assim o caroc¢o de algod&do é¢ uma das fontes de gordura mais
utilizadas em propriedades especializadas em producdo leiteira e sua disponibilidade no
mercado produtor, seu valor energético, proteico e o baixo precgo, tém estimulado pecuaristas

a adotarem sua utilizagdo na alimentacdo animal (GADELHA, 2011).
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3.2 O Gossipol

Encontrado nas sementes, hastes e raizes da planta do algoddo, assim como no 6leo
proveniente da semente, o gossipol é um pigmento polifendlico amarelo (C3H300g), de
natureza toxica e antioxidante (PESCE, 2008). Fatores como espécie, temperatura e indice
pluviométrico durante o crescimento afetam a sua concentracdo na planta, apresentando
correlagdo negativa com a temperatura ambiente, ou seja, quanto mais quente menor a
concentracdo de gossipol na planta, e positiva com o indice pluviométrico, quanto mais chuva
maior a concentracao de gossipol na planta (CUNHA, 2006). H4 uma grande variagdo entre as
espécies de plantas, podendo oscilar de 0,002% a mais de 6%. A semente de algoddo pode
conter quinze pigmentos diferentes de gossipol em granulos; enquanto no farelo, o gossipol
total é de aproximadamente 1,06% e o livre varia de 0,3 -0,5%, (RANDEL et al 1992).

O gossipol (figura 1a) existe sob duas formas; livre e ligado, tem peso molecular de
518,54 e formula 1,1, 6,6", 7,7" dexaidro- 5,5 diisopropil- 3,3 dimetil-2,2" binaftalenil- 8,8
dicarboxialdeido (RANDEL et al. 1992; SANTOS 1997).

(0] OH
Z " OH
HO
OH _~
HO 0

Figura la: Estrutura Molecular do Gossipol

Fonte: (Buyreagentes.com; 2005)

Ocorre naturalmente sob as formas dos isémeros (+) e (-), pela capacidade de se ligar
imediatamente as proteinas plasmaticas, o negativo (-) tem maior importancia bioldgica
(RISCO et al 1992).

Quando alimentados com concentracdes elevadas de gossipol, espécies ndo ruminantes
e ruminantes podem sofrer intoxicacdo (MORGAN et al, 1988). A intoxicacdo natural por
este pigmento ocorre por meio da ingestdo prolongada, uma vez que 0s niveis desta substancia
no algod&@o nédo sdo suficientemente altos para poder promover intoxicacdo aguda. Os efeitos
do gossipol sdo cumulativos, e podem surgir abruptamente apds um periodo variavel de
ingestdo (EAGLE, 1950; KERR, 1989).
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A acdo tdxica do gossipol é maior para 0s ndo ruminantes, ou seja, 0s suinos e aves,
que sdo bastante suscetiveis a toxicidade, assim como os pré-ruminantes, podendo reduzir a
capacidade carreadora de oxigénio no sangue desses animais, resultando em respiracdes
curtas e edemas pulmonares (MORGAN et al 1988).

Os sinais de intoxicacdo aguda pelo gossipol em ndo ruminantes, pré-ruminantes e
ruminantes machos sdo semelhantes e incluem, dispneia, diminui¢do da taxa de crescimento,
anorexia, fraqueza, apatia e morte depois de varios dias (ROGERS et al 1975).

Segundo Willard et al (1995), por haver ligacdo do gossipol com proteinas do fluido
rumenal, ruminantes adultos apresentam menor sensibilidade aos efeitos dessa substancia.

A ingestdo de gossipol em quantidades superiores a capacidade de detoxificacdo
rumenal permite a absorcdo de gossipol livre. Durante o processamento, parte do gossipol
liga-se a proteinas, formando o gossipol ligado. A toxicose € primariamente atribuida a forma
livre. Entretanto, existem especulacdes de que a forma ligada possa ser convertida a forma
livre no trato gastroentérico (KERR, 1989).

Até recentemente considerava-se que 0s ruminantes poderiam inativar mais gossipol
do que seriam capazes de consumir. No entanto, métodos modernos de extracdo do 6leo tém
aumentado a concentracdo deste composto fendlico nos subprodutos, a0 mesmo tempo em
que as vacas de alta producdo tendem a aumentar a ingestdo de alimentos, e
consequentemente a de gossipol. O rimen detoxifica parte do gossipol por diluicdo e baixa
absor¢cdo ou unindo-o as proteinas que contém aminoacidos livres, impedindo seu
metabolismo (NRC, 2001).

O gossipol é um composto altamente reativo, que se liga rapidamente a diferentes
substancias, incluindo minerais e aminoacidos. Dentre 0s minerais aos quais ocorre a ligacao,
o principal é o ferro, dando origem ao complexo gossipol-ferro. Como o ferro presente neste
complexo ndo é utilizado, desenvolve-se uma deficiéncia desse metal, afetando
principalmente a eritropoiese (HERMAN; SMITH, 1973).

Em 1989, Kerr afirmou que o mecanismo de agdo do gossipol ndo é conhecido e que a
toxina afeta importantes variaveis metabolicas, como concentracdo de hemoglobina no
sangue, absor¢do de ferro no intestino, liberacdo do oxigénio da hemoglobina e hemdlise, e
afirma que a acdo do gossipol pode diferir entre especies.

Risco et al (1992), afirma que em ruminantes a toxicidade ao gossipol depende da
idade de quem ingere, da duracdo da ingestdo, da fungdo rumenal e do conteudo de proteinas
e minerais na racdo. Os dados indicam que para ruminantes jovens a quantidade ingerida deve

ser de 10-20 mg/kg de peso ou 1g/50 kg de peso. Em trabalhos realizados por Freedman e
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Yeruham (1996) o fornecimento de 200 ppm de gossipol livre a bezerros em crescimento
durante 120 dias foi seguro, enquanto 400 ppm foram toxicos e 800 ppm resultou em alguma
mortalidade. Bezerros de duas a quatro semanas de idade, recebendo substituto do leite com
150 g de caroco de algodédo/kg (até 6 g de gossipol/kg) morreram segundo dados de Freedman
e Yeruham (1996). Ruminantes adultos usualmente toleram até 1000 ppm de gossipol na
dieta, mas concentracGes de 1500 ppm podem causar toxicose leve a moderada. Enquanto
ruminantes jovens, com menos de seis meses de idade, nunca devem receber mais de 100 ppm
de gossipol livre na dieta (KERR,1989).

A atuacdo desse polifenol é principalmente no metabolismo de amino&cidos, ligando-
se as proteinas que contém aminoacidos livres. As ligacBes com proteinas, bem como os altos
niveis de ferro na dieta podem inativar os pontos de ligacdo do pigmento, diminuindo a
toxicidade. O ferro forma complexos com o gossipol que ndo sdo absorvidos pelo organismo,
sendo que o seu principal efeito toxico observado em ruminantes é a alteracdo dos glébulos
vermelhos (ARSHAMI; RUTTLE, 1988).

Beaudoin (1985) diz que em animais monogastricos o gossipol pode causar
anormalidade nas organelas citoplasmaticas, interferir nos processos bioquimicos e inibir a
atividade de vérias enzimas. Peyster e Wang (1993), ap6s estudos in vitro com altas
concentracOes de gossipol afirmam que ele reduz o indice mitdtico e diminui a sintese de
DNA e RNA.

3.3 Efeitos do gossipol na reproducéao

Qian e Wang (1984), afirmaram que o gossipol é um eficaz agente anti-
espermatogénico para certos animais sensiveis e para os seres humanos. Arshami e Ruttle
(1988), corroboram que o gossipol afeta de maneira multiforme o sistema reprodutivo e a
esteroidogénese de machos monogastricos.

As fémeas ruminantes parecem particularmente insensiveis, enquanto que 0s machos
apresentam marcado dano testicular (ARIELE, 1998). Segundo Randel et al (1992), em
fémeas, é possivel que o gossipol altere o padrdo normal do ciclo estral através de seu efeito
sobre a secrecdo de hormonios hipofisarios e hipotalamicos.

Em estudo realizado por Oko e Hrudka (1982) em ratos, a droga foi administradapor
via sub cutanea durante 2 a 30 dias na dose de 20mg/kg de peso corporal/dia. Os
espermatozoides de todo o epididimo foram examinados em intervalos regulares, durante e

depois do tratamento, por periodos que se estenderam até 70 dias. A droga induziu um efeito
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especifico na cauda do espermatozoide. Consistiu em aplasia segmentar da bainha
mitocondrial observado em alta incidéncia. Outras lesdes secundérias incluindo abaulamento,
ruptura de fibras axiais, flexdo ou quebra da cauda e de capitacdo foram observadas.

Segundo Cunha (2006), na reproducéo, o gossipol inibe as enzimas necessarias para a
sintese de esteroides nas células de Leydig, bem como o lactato desidrogenase, resultando em
anormalidades nos espermatozoides e infertilidade.

Santos (1997) afirma que a intoxicacdo por gossipol causa em machos bovinos efeitos
de diminuicdo nas camadas celulares do epitélio seminifero e defeitos de morfologia
espermatica.

Touros jovens foram submetidos a dieta contendo gossipol e sofreram aumento do
limen dos tubulos seminiferos, reducdo da espessura e do numero de células da parede dos
tubulos seminiferos, assim como reducdo do didmetro das células de Sertoli. Observaram
também maior percentagem de espermatozoides anormais submetidos a dietas com gossipol,
caracterizando degeneracéo testicular (ARSHAMI; RUTTLE, 1988).

Segundo Chenoweth et al (1994) touros jovens da raca Brahman alimentados com
dieta contendo 2,72 kg de farelo de algoddo apresentaram menor percentagem de
espermatozoides normais que os submetidos a dieta isenta de gossipol.

De acordo com Santos et al (2008), o consumo de caroco de algodédo interferiu na
qualidade espermatica dos touros, reduziu a motilidade, aumentou o percentual de defeitos
espermaticos maiores e totais, em relacdo aos animais com dieta isenta de gossipol.

Santos et al (2011), demostraram que jovens machos ovinos (5 meses) , mesticos da
raca Santa Inés, alimentados com racGes contendo 20, 30 e 40 % de caroco de algodao (a
partir de 0,71 g de gossipol por animal) tiveram a morfometria testicular alterada, pois houve
reducdo da espessura dos tabulos seminiferos e diminuicdo da quantidade de células da
linhagem espermatogénica, ndo observando os parametros seminais, pois 0s animais do
experimento eram jovens e ndo tinha idade reprodutiva.

White et al (1988) afirma que estudos com sémen de carneiro sugerem que 0 gossipol
também pode deprimir a motilidade por inibicdo da adenilciclase e estudos cinéticos indicam
gue gossipol inibe a adenilcilclase do sémen de carneiros por competir com o ATP no
dominio de ligagéo a nucleotideos.

Zahid et al (2003) verificaram que racao para caprinos contendo gossipol, embora ndo
tenha afetado a cor, volume, concentragdo, porcentagem de espermatozoides mortos, afetou
significativamente o pH do sémen, a motilidade espermaética relativa e a porcentagem de

espermatozoides morfologicamente anormais.
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Andreazzi et al (1995), avaliando o efeito do carogo de algoddo em caprinos,
observaram que dietas contendo esse ingrediente ndo afetaram as caracteristicas do sémen,
embora o desenvolvimento testicular tenha sido afetado e alteragdes histomorfologicas e
istométricas dos testiculos tenham ocorrido.

Algumas pesquisas, todavia, ndo obtiveram efeitos significativos do gossipol sobre a
reproducdo dos machos Ferreira et al (1995), por exemplo, ao analisarem o efeito do gossipol
na qualidade do sémen de caprinos, por meio do fornecimento de concentrados com 30 e 60
% de farelo de algoddo fornecido numa proporcdo de 1% do peso vivo, concluiram que o
gossipol presente no farelo de algodéo néo alterou a qualidade do sémen dos animais.

Majumdar et al (1982), com experimento em ratos, onde administrou 20 e 40 mg de
gossipol por via oral em 6leo de milho, ndo observou diferencgas estatisticas, entre grupos
controle e tratamento, no que diz respeito a quantidade de espermatozoides com problemas de
morfologia. Assim como Ye et al (1988) relataram nenhum aumento na frequéncia de
morfologia anormal em ratos ou seres humanos dando gossipol.

Mello (2004), utilizando caro¢o de algoddo na alimentacdo de bovinos, verificou que
dietas com até 30 mg de gossipol/kg de peso vivo ndo causaram efeito tdxico sobre a
quantidade e qualidade do sémen.

Em trabalho in vitro realizado por Brocas et al (1997), os gametas masculinos e
femininos bovinos foram resistentes aos efeitos deletérios do gossipol, enquanto o embrido
em desenvolvimento foi muito sensivel ao gossipol.

Em experimento realizado com carneiros alimentados com 200, 400 e 800 g de carogo
de algodao, respectivamente, durante doze semanas, Khnights; Connel (1992), néo
encontraram correlagcdes significativas entre a ingestdo de carogo de algodao e qualidade do
sémen de carneiros.

Baseado em estudos como os supracitados, decidiu-se utilizar uma dieta rica em
caroco de algodao contendo gossipol, para alimentar 15 ovinos mesticos, machos com idade
reprodutiva, confinados em baias individuais, por um periodo de 104 dias, com o objetivo de
conhecer os efeitos da dieta rica em caro¢o de algoddo na funcdo reprodutiva, através de

analises de sémen, andlise histoldgica dos testiculos e teste de fertilidade.
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Qualidade espermatica, morfologia testicular e teste de fertilidade em
carneiros, submetidos a dieta contendo altos niveis de caro¢o de algodéo

Sperm quality, testicular morphology and fertility test in rams submitted to diet containing
high levels of cotton seed
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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi estudar os efeitos causados pela dieta rica em caroco de algodao
contendo gossipol no sémen de 22 ovinos machos, divididos em dois grupos. O grupo
gossipol (Gg = 15), suplementado com 500¢g de caroco de algoddo e o grupo controle (Gc =
7), suplementado com 500g de milho durante 104 dias, submetidos a coletas de sémen e
aferices de testiculo. As varidveis observadas foram circunferéncia escrotal, volume,
coloracdo, aspecto, turbilhonamento, motilidade, morfologia espermaética e concentragdo. Nao
houve diferenca estatistica na média de circunferéncia escrotal (C.E.) sendo a do grupo
tratamento e do controle respectivamente 27,07 cm e 27,08 cm. Para as variaveis coloragéo e
aspecto as analises foram qualitativas e ndo foram observadas diferencas significativas entre
0s grupos. A média do volume seminal para os animais que consumiram caro¢o de algodao
foi de 1,04 ml e para os que ndo consumiram foi de 0,94 ml, também ndo apresentando
diferenca significativa. Nas varidveis turbilhonamento, motilidade, vigor, concentracdo e
morfologia ndo houve diferenca estatistica, sendo os valores do grupo tratamento
respectivamente 4,12 — 81,6% - 4,26 — 3,57 x 10°sptz /ml — 6,7% e do controle 3,91 — 74,77%
— 4,07 — 3.48 x 10%sptz/ml-5,95%. Apds o término do periodo de suplementagdo cinco
animais sofreram orquiectomia unilateral, sendo dois do grupo controle e trés do tratamento.
O material foi utilizado para realizacdo de exame histopatoldégico comparativo em historesina,
onde nédo apresentou diferenca significativa entre gossipol e controle quanto ao diametro de
tubulo seminifero, e apresentou diferenca na altura do epitélio seminifero, tendo o grupo
gossipol maiores medidas de epitélio comparados com o grupo controle. A altura do epitélio
seminifero € uma caracteristica efetiva para a avaliacdo da producdo espermatica, entretanto
nesse estudo ndo houve diferenca significativa na concentracdo espermatica entre grupo
controle e tratamento demonstrando que essa diferenca ndo afetou a producdo espermatica.
Dois dos trés animais castrados do grupo gossipol foram utilizados para um teste de
fertilidade, onde cobriram 10 ovelhas, das quais seis emprenharam. N&o foi observada
nenhuma relacdo entre consumo de carogco de algoddo, morfometria testicular e qualidade
espermatica de ovinos.

Palavras-chave: Fertilidade. Gossipol. Reprodugdo. Ovinos.
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Abstract

Lima! P.A.M.P., Carneiro'G.F., Guerra’ M.M.P.
'PPGSRR-UAG ~UFRPE, *Professor adjunto da UFRPE/Unidade Académica de
Garanhuns, *Professora adjunta da UFRPE

The objective of this work was to study the effects caused by a diet-rich in cottonseed
containing gossypol in the semen of sheep. A total of 22 males, divided into 2 groups were
used. The gossypol Group (Gg = 15), supplemented with 500 g cottonseed and the control
group (Gc = 7), supplemented with 500 g of corn for 104 days and subjected to semen
evaluation and measurements of the testicle. The variables observed were scrotal
circumference, volume, color, aspect, whirling, sperm morphology, motility and
concentration. No statistical difference was seen in the mean scrotal circumference (C.E.)
between treatment (27.07 cm) and control group (27.08 cm). Color and aspect of the semen
were performed basa qualitative analyses and no significant differences were observed
between groups. The mean seminal volume for the animals who consumed cottonseed was
1.04 ml and for non-consumed was 0.94 ml, also not showing significant difference. In the
variables whirling, motility, vigor, concentration and morphology no statistical difference
was seen, being the treatment Group's values respectively 4.12-81.6%-4.26-3.57 x 109/ml sptz
—6.7% and 3.91 and control group — 74.77%-4.07-3.48 x 109 sptz/ml-5.95%. After the end of
the supplementation period, 5 animals (2 from control group and 3 from gossypol group)
were submitted to unilateral orchiectomy. The material was used to perform a comparative
Histopathological examination in historesin. No difference in seminiferous tubule diameter
was seen between control and gossypol group. There was a significant difference in
seminiferous epithelium height, having a larger measurement at gossypol epithelium
compared with control group. The height of seminiferous epithelium is an effective feature for
sperm production assessment, however in this study there was no significant difference in
sperm concentration between control and treatment group demonstrating that this difference
did not affect sperm production. Two out of the three gossypol group male were castrated and
the animals used for a fertility test, which was exposed to 10 ewes during 90 days and after
this period of time, 6 pregnancies was diagnosed. There was no relationship between
consumption of cottonseed and sperm quality in the sheeps.

Keywords: Fertility. Gossypol. Reproduction.Ovines.
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INTRODUCAO

Em decorréncia da irregularidade na oferta quantitativa e qualitativa dos recursos
forrageiros da regido semidrida do Nordeste brasileiro, devido as variagdes climaticas, a
produtividade animal nessa regido é bastante comprometida. O uso de alternativas alimentares
tem sido frequentemente recomendado para criadores da regido, no intuito de suprir a deficiéncia
nutricional dos seus rebanhos (CUNHA, 2006).

Culturalmente alguns dos subprodutos mais utilizados na alimentacdo de ruminantes no
Nordeste sdo os provenientes do cultivo do algoddo, como a semente, a torta, o briquete e o farelo,
pois a cotonicultura foi durante muito tempo uma das principais atividades econdmicas
Nordestinas e seus subprodutos, desde entdo, sdo utilizados na suplementacdo de ruminantes
(FARIAS, 2012).

No cenario atual o Brasil é o quinto maior produtor de algoddo do mundo, com safra
recorde de 1,8 milhGes de toneladas de pluma na safra 2011/2012 e 5,2 milhdes de toneladas de
caroco (ABRAPA, 2012). O Mato Grosso é o maior produtor do Brasil, com 2,7 milhdes de
toneladas de carogo, seguido da Bahia, com 1,5 milhdes de toneladas. O Piaui e Maranhdo sdo
importantes produtores do Nordeste (CONAB, 2012). A grande maioria da semente de algodao
destinada a racdo animal do Nordeste é proveniente da Bahia, Piaui e Maranhao, pois o custo com
0 transporte € menor e existe uma maior facilidade de acesso dos entrepostos de sementes do
interior aos fornecedores.

O caroco de algodao é um dos subprodutos da cotonicultura mais utilizados como racao
animal, pois além de altos teores de proteina bruta (PB), de fibras em detergente neutro (FDN),
possui altos niveis de energia digestivel (ED), caracterizando-se como uma excelente fonte de
alimentagéo para ruminantes.

Agregado as caracteristicas benéficas dos derivados do algoddo vem um fator anti-
nutricional chamado gossipol. O gossipol € um pigmento polifendlico amarelo (C3H300s), de
natureza toxica que esta presente em todas as partes do algodoeiro e em seus derivados primarios.
Diversos trabalhos cientificos foram desenvolvidos para se estudar os efeitos negativos causados
pelo gossipol, chegando a conclusdes que ele é altamente toxico para monogastrico e pode causar
intoxicacdo cronica em ovinos (BOVINO et al, 2008). Outros trabalhos mostram os efeitos
colaterais na reproducdo causadas por ragdes contendo alta porcentagem de farelo ou carogo de
algoddo, como os desenvolvidos por Arshami; Ruttle (1988) que afirmam que o gossipol pode
afetar de maneira multiforme o sistema reprodutivo e Cunha (2006) que afirma que ele pode
causar anormalidade nos espermatozoides e infertilidade no macho. Alguns autores obtiveram

resultados diferentes e afirmam que o caroco de algoddao, mesmo fornecido em altas quantidades
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ndo causaram resultados negativos para a qualidade de gametas, nem masculinos nem femininos e
nédo obtiveram diferengas em histologia testicular (BROCAS et al 1997; MELO, 2004)

Observando na literatura essa discordancia entre autores e tendo a necessidade de verificar
a acdo do gossipol existente na semente de algoddo sobre ovinos macho sem idade reprodutiva,
decidiu-se utilizar uma dieta rica em caro¢o de algodao para alimentar ovinos puberes e avaliar
em tempos regulares, através da coleta de sémen pela vagina artificial, a qualidade espermatica, a
morfologia das estruturas testiculares, através da histologia e a fertilidade do sémen dos animais
tratados, através de um teste de fertilidade com 10 ovelhas.

Estudando-se o efeito da suplementacdo com caroco de algoddo contendo gossipol sobre o
aparelho reprodutivo e sobre o sémen de reprodutores ovinos pode-se determinar se realmente a
semente de algoddo atualmente comercializada e utilizada por produtores do Nordeste, como

racdo animal, é prejudicial a fertilidade de machos da espécie ovina.

MATERIAL E METODOS
Local e periodo

O experimento foi realizado no periodo de maio a outubro de 2012, no municipio de
Sao José do Egito - PE, cidade de clima semiarido situada na regido do alto Pajel com
altitude média de 587 metros, indice pluviométrico anual médio de 624 mm e temperatura
média de 27 °C.

Animais e manejo zootécnico

Foram utilizados vinte e dois (n = 22) ovinos (ovis aires) Santa Inés, com idade média
de 1 ano e 2 meses e com média de 35 Kg de peso vivo. Os animais foram primeiramente
submetidos a avaliacdo clinica e androlégica para comprovacdo da higidez e possibilidades de
participar do delineamento, com base na qualidade seminal comprovada por exames de rotina
e recomendados pelo Colégio Brasileiro de Reprodu¢do Animal - CBRA (1998).

Os animais foram divididos em dois grupos e confinados em baias individuais com
espacamento de dois m?, trinta dias (30) antes do inicio das coletas para um periodo de
adaptacdo. Nesse periodo foram vermifugados e vacinados contra clostridioses e alimentados
com 1 kg de feno de capim tifton (Cynodon spp.) de qualidade e agua ad libitum.

Os animais do grupo gossipol (Gg), foram suplementados com 500 g de carogo de

algodéo, contendo o equivalente a 1,696 g de gossipol, quantidade essa, que dividida por uma
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média de 35 kg de cada animal resulta em uma dose de 48,5mg de gossipol/kg, e 0 grupo
controle (Gc), com sete animais que foram suplementados com 500 g de milho, equivalente a
0 g de gossipol. Os animais dos dois grupos receberam 800 g de feno de capim tifton
(Cynodon spp.) por animal a partir do inicio do experimento e as respectivas suplementacgdes
durante 104 dias. N&o foi oferecido sal mineral, pois ha evidéncias que alguns minerais
reagem com o gossipol e assim pudesse interferir nos resultados.

Todo o carogo de algodédo fornecido na dieta dos animais foi proveniente da cidade de
Luiz Eduardo Magalhaes, situada no Estado da Bahia e analisado quanto aos niveis de
gossipol livre pelo laboratério CBO Anélises laboratoriais, situado na cidade de Campinas —
SP. Os resultados encontrados mostram que a semente de algoddo utilizada no experimento
apresentava uma quantidade de gossipol de 3.392,87 mg/kg ou seja 3,399 de gossipol/ Kg de
caroco (Anexo C). Mais duas amostras de algoddo, provenientes do Estado do Mato Grosso
(Anexo D e E) e Piaui também foram avaliadas e os valores de gossipol livre foram inferiores
ao encontrado na semente utilizada observado na tabela 1.

Tabela 1: Niveis de gossipol livre encontrados em semente de algoddo provenientes da Bahia,
Mato Grosso e Piaui.

Origem da semente mg de gossipol/ Kg de caroco
Carogo com origem da Bahia 3.392,87 mg de g/kg
Caroco com origem do Mato Grosso 948,49 mg de g/kg
Caro¢o com origem do Piaui 731,53 mg de g/kg

*Semente utilizada no experimento

Em relacdo aos aspectos reprodutivos foi avaliada a consisténcia testicular através de uma
analise qualitativa por palpacdo dos testiculos em intervalos médios de 14 dias e sempre
realizada pelo mesmo avaliador. Os testiculos eram classificados em tenso elastico (normal),
tenso e flacido (anormal). Essa avaliacdo pode ajudar a detectar sinais de orquite ou
degeneracéo testicular. O segundo exame foi regularmente a mensuracdo da circunferéncia
escrotal (C.E.). A circunferéncia escrotal (CE) é citada como fator de alta correlacdo com a
producdo espermaética, capacidade de servico e desenvolvimento sexual, Yarney et al (1990) e
Moura et al (1999).

Os animais foram submetidos a coletas de sémen, antes (15 e 7 dias), durante (D20,
D34, D48, D62, D76, D89, D104 dias) e apo6s (14 dias) o periodo de suplementacdo. O
periodo de coleta foi estipulado com o propdsito de abranger no minimo dois ciclos da

espermatogénese ovina.
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O ejaculado foi colhido pelo método da vagina artificial, usando uma fémea em cio
como manequim, facilitando a manifestagédo da libido dos machos e a consequente monta.
Imediatamente ap6s a colheita as amostras de sémen fresco foram avaliadas
macroscopicamente quanto ao volume, aspecto, coloracdo e microscopicamente quanto a
motilidade massal (0-5), motilidade progressiva (MP) (0,0 - 100%), vigor (0-5) e
concentracdo. Todas as avaliagfes foram de acordo com o Manual de Exame Androldgico do
CBRA (1998). Apos a analises primarias, cinco microlitros (uL) de sémen puro foi diluido em
2 ml de solucdo de formol salino obtendo-se uma diluicdo final de 1:400 e refrigerado para
posterior anélise de morfologia espermatica e concentracdo a qual foi determinada por meio
da contagem direta dos espermatozoides em camara hematocitométrica de Neubauer em
microscopio de contraste de fase. O resultado foi expresso em sptz/ml. Todas as analises de
morfologia foram realizadas com menos de 12 horas da coleta.

Apos o ultimo dia de coleta cinco animais foram escolhidos aleatoriamente, sendo trés
do grupo tratamento e dois do grupo controle, para passarem por uma cirurgia de
orquiectomia unilateral, com o objetivo de fazer cortes histoldgicos, para realizacdo da técnica
de historesina com os fragmentos de testiculos retirados. As cirurgias foram realizadas em
sala limpa, protegida de ventos e com toda técnica necessaria de assepsia e analgesia (xilazina
por via endovenosa na dose de 0,3 mg/kg e lidocaina local na dose de 1,3 mg/kg) .
Posteriormente os animais castrados passaram por antibioticoterapia de trés dias intercalados
(oxitetraciclina intramuscular na dose de 6 mg/kg) e terapia seguida com anti-inflamatério
ndo esteroidal (Flunixin-meglumine a 1% na dose de 1,1 mg/kg).

Os fragmentos colhidos dos testiculos foram colocados no glutaraldeido para total
fixacdo e refrigerados. Posteriormente foram processados pelo laboratério de patologia da
UFRPE em blocos de historesina e posteriormente em laminas coradas para posterior leitura e
comparagdo entre os animais dos grupos. As laminas foram guanto a qualidade dos tecidos
testiculares, o didmetro dos tabulos seminiferos e a espessura da parede dos tabulos.

Passados vinte dias (20) da cirurgia, dois dos animais cirurgiados do grupo gossipol
foram soltos por um periodo de 90 dias com 10 ovelhas jovens e com historico de serem
férteis, para passarem por um teste de fertilidade. Noventa dias ap6s a introducdo dos
carneiros foi realizado um exame de ultrassonografia com o um aparelho de marca Chison
D600 Vet para detectar a prenhes das ovelhas.

Com auxilio do software Epi Info as médias foram analisadas pelo teste de Kruskal
Wallis, teste este ndo paramétrico, utilizado para amostras pequenas e independentes e que

ndo precisam de distribui¢do normal.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante todo o experimento as variaveis observadas nos 22 ovinos foram relacionados
a saude geral dos animais, as caracteristicas morfolégicas macroscépicas de testiculos, a
libido e facilidade de monta e as caracteristicas seminais. Ao término das coletas pode-se
observar as caracteristicas da morfologia testicular microscopica, através de técnicas de
histologia e se 0s animais do grupo tratamento apresentavam fertilidade ap6s um teste com 10
ovelhas férteis.

Quanto as caracteristicas relacionadas a salde e higidez, tanto os animais do grupo
gossipol como o grupo controle ndo apresentaram alteracfes clinicas e comportamentais
durante experimento. Ndo foram observadas apatia, fraqueza, falta de apetite, dispneia ou
anemia em nenhum dos animais dos dois grupos. Portanto ndo foram observados nenhum
sinal de intoxicacdo em animais que consumiram em média 48,5 mg de gossipol/kg por um
periodo del04 dias. Ndo achando as caracteristicas de intoxicacdo relatadas por Morgan
(1988) e Rogers et al (1975), nem os quadros de intoxicacdo cronica relatados por Bovino et
al (2008). No entanto, como relatado por Eagle (1950) e Kerr (1989) os efeitos do gossipol
podem ser cumulativos e o tempo de 104 dias com a quantidade utilizada pode n&o ser o
suficiente para induzir efeitos téxicos ou, ainda, concordando com Andreazzi (1995) que
realizou experimento com caprinos consumindo racdo balanceada contendo 30% de caroco de
algoddo durante 1 ano e nao observou nenhum efeito tdxico nesse animais, tanto em exames
laboratoriais quanto em exames pds-morte, concluindo que o gossipol existente na semente de
algoddo utilizada ndo influenciou nenhum parémetro fisioldgico.

Quanto as caracteristicas de morfologia escrotal macroscdpicas foram avaliadas a
consisténcia e circunferéncia escrotal. Dos vinte e dois animais do experimento, apenas 1
animal do grupo tratamento apresentou flacidez nos testiculos apds 60 dias de consumo de
carogo de algoddo. A circunferéncia escrotal (C.E.) teve média de 27,07 cm para o grupo
controle e de 27,08 cm para 0 grupo tratamento, tendo um P>0,05 ndo havendo assim
diferenca estatistica. Estes resultados discordam daqueles encontrados por Andreazzi et al
(1995), que observaram menor circunferéncia escrotal em caprinos que receberam 30% de
caroco de algoddo em relagcdo ao grupo controle e corrobora com Cunha (2006) que com
experimento realizado com carneiros em idade reprodutiva durante nove (9) meses
consumindo 9,20 a 11,50 mg de gossipol/kg de peso vivo ndo achou nenhuma diferenca
nesses dois parametros da mesma forma, Jimenez et al (1989) trabalhando com touros,

verificaram que a ingestdo do gossipol ndo alterou a C.E. em relacdo aos animais controle.
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A libido dos animais e facilidade de monta pdde ser observada devido o método de
coleta de sémen utilizado, a vagina artificial. Ndo foi observada nenhuma diferenga entre
grupos quanto a esses dois aspectos. Esse resultado mostra que o consumo do caroco de
algoddo, na quantidade e no tempo utilizado, possivelmente ndo influenciou a sintese de
horménios hipotalamicos e hipofisarios como afirmou Randel et al (1992) e a sintese de
esteroides como afirmou Cunha (2006), pois a presenca de libido nos animais do experimento
perdurou durante todo o periodo.

Tabela 2. Média das variaveis seminais e da circunferéncia escrotal de carneiros
deslanados suplementados com 500g de caroco de algodéo/dia (tratamento) e 500g de
milho/dia (controle), obtidas no 1° dia de experimento.

Variaveis Grupo Grupo Valor de P
Médias Tratamento Controle
Circunferéncia escrotal 26,71 26,80 P>0,05
Volume 0,94ml 0,85 ml P>0,05
Turbilhonamento 3,46 3,85 P>0,05
Motilidade 76% 77% P>0,05
Vigor 3,86 4,28 P>0,05
Concentragéo 4,04x10%ptz/ml 4,13x10%ptz/ml P>0,05
Patologias 7% 6,2% P>0,05

Quanto as caracteristicas seminais foram avaliadas as macroscopicas: aspecto,
coloracdo, volume e as microscépicas: turbilhonamento, motilidade, vigor, concentracéo e
patologias (Tabela 2). O aspecto e a coloragdo foram avaliados qualitativamente e néo
apresentaram nenhuma diferenca entre grupos durante todo o experimento, resultado esse que
difere do experimento de Cunha (2006) que achou alteracbes de coloracdo no sémen de
ovinos que consumiram algoddo por nove meses e concorda com Andreazzi et al (1995) que
ndo observou alteracdo na coloragdo e aspecto do sémen de caprinos alimentados com
algodéo durante um ano.

O volume do sémen coletado foi comparado entre grupos e obteve-se a média de 0,94
ml para o grupo controle e de 1,04 ml para o grupo tratamento obtendo-se um valor de
P>0,05, mostrando que ndo houve diferenca estatistica para esse aspecto. Resultado
semelhante aos de Zahid et al (2003), que em experimento em caprinos consumindo ragédo
com altos niveis de carogo de algoddo ndo observou alteracdo em volume espermético do
grupo tratamento comparado ao grupo controle e aos de Ferreira et al (1995) que ndo achou
diferenca no volume de sémen de caprinos alimentados com racdo contendo 0, 30 e 60 % de
caroco de algodéo, assim como Melo, (2004) também ndo encontrou diferenca entre o volume
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de sémen de touros alimentados com 30 mg de gossipol/kg comparados ao grupo controle. A
média de volume de espermatozoides foi semelhante as médias encontradas por Ferreira et al
(1995) obtidas pelo método da vagina artificial valores de 0,89 ml, 0,86 e 1,03 ml para
caprinos que consumiram dietas com 0, 30 e 60% de caroco de algodao respectivamente.

Quanto ao turbilhnonamento também ndo houve diferenca estatisticas entre 0s grupos
tendo o grupo controle uma média de 3,91 e o tratamento uma meédia de 4,12 apresentando
um P>0,05 (Tabela 4). O Unico trabalho com analise de sémen com gossipol que cita
turbilhonamento é Cunha (2006), que se refere a0 mesmo como movimento de massa (MM) e
que também ndo observou diferenca estatisticas entre grupos, tendo sua média de movimento
de massa de 2,65.

Tabela 3. Média das variaveis seminais e da circunferéncia escrotal de carneiros
deslanados suplementados com 500g de caroco de algodédo/dia (tratamento) e com 500g
de milho/dia (controle), obtidas no 60° dia de experimento.

Variaveis Grupo Grupo Valor de P
Médias Tratamento Controle
Circunferéncia escrotal 27,06 26,28 P>0,05
Volume 1,08ml 0,91 ml P>0,05
Turbilhonamento 4,33 4,14 P>0,05
Motilidade 82% 80% P>0,05
Vigor 4,33 4,42 P>0,05
Concentragéo 3,48x10%ptz/ml 3,47x10%ptz/ml P>0,05
Patologias 6% 7% P>0,05

A motilidade espermética média encontrada para o grupo controle foi de 74,77% e
para 0 grupo tratamento foi de 81,66% obtendo-se um valor de P> 0,05. Apesar do grupo
gossipol ter apresentado um ndmero absoluto um pouco superior ndo houve diferenca
estatistica (Grafico 1). Diferente de Santos, 2008 que observou reducdo da motilidade em
bovinos e de Cunha (2006) que observou diminuicdo da motilidade progressiva em ovinos.
Concordando com Melo (2004) que em bovinos ndo observou diferenca na motilidade de
touros alimentados com 30 mg de gossipol/kg, com Andreazzi et al (1995) que, em caprinos,
ndo observou reducdo da motilidade e com Ferreira et al (1995) que também ndo observou

diferenga no sémen de caprinos alimentados com caro¢o de algodéo.
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Graficol: Evolucdo da motilidade espermatica de carneiros deslanados suplementados e ndo
suplementados com caroco de algodao nos dias 30, 60, 90 e 118 do inicio do experimento
(ndo houve diferenca estatistica P>0,05).

Nos resultados encontrados para o vigor, obteve-se uma média de 4,07 para o grupo
controle e de 4,26 para o grupo tratamento com o valor de P>0,05. N&o havendo diferenga
estatistica. Dos trabalhos pesquisados apenas Cunha (2006) cita essa variavel, onde obteve um
resultado negativo para o vigor, apresentando resultado inversamente proporcional ao
consumo de algodéo.

Tabela 4. Média das variaveis seminais e da circunferéncia escrotal de carneiros
deslanados suplementados com 500g de caroco de algodédo/dia (tratamento) e com 500g
de milho por dia (controle), apds o0 118° dia do inicio do experimento.

Variaveis Grupo Grupo Valor de P
Médias Tratamento Controle
Circunferéncia escrotal 27,08cm 27,07 cm 0,4999
Volume 1,04 mi 0,94 ml 0,7353
Turbilhonamento 4,12 3,91 0,7210
Motilidade 81,66% 74,77% 0,1914
Vigor 4,26 4,07 0,5761
Concentragio 3,57x10%ptz/ml 3,48x10%sptz/ml 0,4678
Patologias 6,7% 5,95% 0,2812

Para concentragdo espermatica, ndo observou-se diferenca estatistica entre 0 Gg e o
Gc, as médias apresentadas respectivamente foram 3,57 x 10%sptz/ml e 3,48 x 10° sptz/ml
gerando um valor de P> 0,05 (Tabela 4). Esse resultado corrobora com todos os demais

trabalhos pesquisados, pois nenhum deles observou diferencas de concentragdo entre animais
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que consumiram gossipol no carogo de algodao dos que ndo consumiram. Com esse dado, um
aspecto interessante de se avaliar é a relacdo da morfometria testicular com a concentracao
espermatica, pois autores como Andreazzi et al (1995) e Santos et al (2008) observaram
alteracdes na morfometria testicular, até mesmo na luz de tabulos seminiferos sem observar

alteracdo de concentracdo espermaética.
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31 \Y/ == CONTROLE

3

2,9

2,8

2,7 T T T 1
DIA 30 DIA 60 DIA 90 DIA118

Graéfico 2: Evolucdo da concentracdo espermatica de carneiros deslanados suplementados e
ndo suplementados com caroco de algoddo nos dias 30, 60, 90 e 118 do inicio do experimento
(ndo houve diferenca estatistica P>0,05).

As patologias foram avaliadas através da observacdo da morfologia espermatica em
microscopio de contraste de fase. A avaliacdo foi de defeitos totais de formacdo. Em alguns
momentos do experimento houve algumas diferencas individuais entre animais, tanto do
grupo controle como do grupo tratamento, porém na comparacdo do Gg com Gc nao houve
diferenca significativa sendo os resultados respectivos 6 e 5,8% de patologias (Tabela 4) e 0
valor de P>0,05, sendo esses, tanto do grupo tratamento como controle, um bom resultado
para reprodutores. Esses resultados discordam de Chenoweth et al (1994), que em trabalho
com bovinos jovens, recebendo 8,29 de gossipol livre por dia, durante 11 semanas,
concluiram que a suplementacdo com farelo de algodao teve efeito adverso sobre a
morfologia dos espermatozoides e a espermatogénese, com as primeiras alteragdes observadas
entre a 3% e 42 semana da dieta estabelecida. Também difere de Cunha (2006) que observou
que o percentual de patologias teve efeito linear crescente, observando que para cada 1% de
algoddo acrescido na dieta houve aumento de 0,2% de defeitos totais, apesar de néo
apresentarem mais de 20% de defeitos totais. Discorda também de Zahid et al (2003) que
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afirma que caprinos alimentados com caroco de algoddo sofreram aumento na porcentagem
de espermatozoides morfologicamente anormais. Santos et al (2008) em estudo com bovinos
da raca Nelore concluiu que o gossipol existente no carogo aumentou a porcentagem de
defeitos totais nos ejaculados. O resultado encontrado corrobora com Mello (2004), que
utilizou o carogo de algodao na alimentacéo de bovinos e verificou que dietas com até 30 mg
de gossipol/kg de peso vivo ndo causaram efeito toxico sobre a quantidade e qualidade do
sémen e com Kbnights; Connelb (1992) que em experimento realizado com carneiros
alimentados com 200, 400 e 800 g de caroco de algoddo, respectivamente, durante doze
semanas, n&do encontrou correlacOes significativas entre a ingestdo de caroco de algodéo e
qualidade do sémen de carneiros. J& Guedes; Soto-Blanco (2010) também ndo observaram
alteracdo na qualidade e patologia espermatica de ovinos submetidos a dieta contendo 0,5 kg
de torta de algoddo em relacdo aos animais que ingeriram a mesma quantidade de farelo de
milho.

Quanto a analise histopatoldgica, ndo obteve-se resultados significativamente
diferentes na qualidade do tecido testicular e caracteristicas de tubulos seminiferos, (Figura 1
e?2)

Figura 1: fotomicrografias dos testiculos
de ovinos Santa Inés adultos suplementados
com caroco de algoddo e milho

encontrando-se algumas vacuolizagOes, descamacgdes de epitélio em ambos o0s grupos e
poucos sinais de degeneracdo testicular qua ndo comprometeram os parametros seminais e
ndo foram causados pelo gossipol, pois ambos 0s grupos apresentaram as mesmas pequenas
alteracbes ndo significativas (Figura 3, 4 e 5). Na comparacdo do diametro dos tabulos
seminiferos entre grupo gossipol e controle ndo houve diferenca significativa. Na altura do
epitélio seminifero foi observada uma diferenga significativa entre o grupo controle e
tratamento, tendo o grupo gossipol maiores medidas que o grupo controle. A altura do epitélio
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seminifero é uma caracteristica efetiva para a avaliacdo da produgdo espermaética, uma vez
que acompanha as varia¢des do ciclo do epitélio seminifero, como numero de camadas do
epitélio seminifero e de células mioides (PAULA; COSTA; MATTA, 2002). Nesse estudo
ndo houve diferenca significativa na concentracdo espermatica entre grupo controle e

tratamento demonstrando que essa diferenca ndo afetou a producdo espermatica dos carneiros.

Figura 2: parénquima testicular de animais do Figura 3: Detalne do grupo controle

grupo tratamento suplementados com carogo
de algoddo. Tudbulos seminiferos (TS) em
seccdo transversal e espaco intertubular (EIT).
Aumento de 100x

suplementado com milho. Notar obliteragdo
luminal por células germinativas descamadas e
degeneradas  (estrela), células  gigantes
sinciciais apoptdticas (seta preta) e espaco

intertubular aumentado. Aumento 400x.

Figura 4: grupo tratamento. Observar
tabulos seminiferos no estagio VII e VIII
do ciclo do epitélio seminifero e
espessamento da tlnica prdpria (seta
vermelha). Aumento 400x.

Esse resultado difere do encontrado por Santos et al (2008) que encontrou diferencas de
didmetro de epitélio seminifero em touros Nelore que consumiram carogo de algoddo

comparados com grupo controle e do encontrado por Santos, (2011) quando, em experimentos
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com ovinos jovens, encontrou diferengas significativas entre os grupos em, didmetro de
tabulos.

Para se testar a fertilidade do sémen dos carneiros do grupo tratamento que sofreram
orquiectomia unilateral decidiu-se por fazer um teste de fertilidade in vivo com fémeas férteis,
pois essa é a maneira fidedigna de avaliar a capacidade fecundante de espermatozoides postos
em prova. Das dez ovelhas do teste seis ovelhas apresentaram prenhés positiva
ultrassonografia realizada no 90° dia pos inicio de monta, uma porcentagem de 60%.
Considerando o periodo no qual foi realizado a monta, seco, sem chuvas com dias longos que
ndo induzem ciclicidade e a sub-fertilidade induzida dos carneiros pela orquiectomia

unilateral obteve-se um bom resultado de fertilidade.

CONCLUSAO

Com os resultados encontrados nesse trabalho pode-se concluir que a dieta com 500g
de caroco de algodéo por dia, contendo 1696,43 mg de gossipol, fornecida por um periodo de
104 dias a carneiros machos deslanados em idade reprodutiva, ndo influenciou a reproducao,
permanecendo todos as variaveis analisadas dentro dos padrdes de normalidade.
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Anexo A
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Carneiros do experimento confinados em baias individuais.

Anexo B

\

Animais se alimentando de caroco de algodao a direita e ja alimentados com milho a
esquerda.



Anexo C: Laudo da amostra de algodao utilizada durante o experimento
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e Andlizses Caboratoriais
e

Amostra: 312030863

47

Cliente :  Universidade Federal Rural de Pernambuco Univ. Federal Rural Pernambuco(UFPE)
Contato :  Ronaldo Olivera Cavalli Solicitante : ~ PEDRO AUGUSTO MARINHO P. LIMA
Endereco:  Rua Luiz Guimardes, 411 - Apto. 201 Cidade :  Poco da Panela - Recife - PE
Produto : Semente de Algodéo 400 Controle: 1 Lote :
Fornecedor : N&o Informado Quantidade : NF :
Data Produgio : Validade : Data Coleta : Data Envio:  19/7/2012
Data Recepgio : 30/7/2012 Data Inicio : ~ 30/7/2012 Data Liberagéo : 23/8/2012
Padréo
Analise Unidade Resultado Minimo Maximo Status
Gossipol livre mg/kg 3.662,47
Comentarios
Cliente Produto: Semente de Algodao 400

Laboratorio

Depto. Técnico

Nivel Esperado: 1%

Ensaio de gossipol feito com repeticéo (3392,87 mg/kg).

c>oﬂ\ Qeaide. S3eina

Solange Maia da Cunha
Coordenadora de Qualidade

Oneida Vieira

Diretora Comercial

CRQIV 04362107

CRQIV 04219427

0(s) resultado(s) obtido(s) neste relatério de ensaio referem-se somente a amostra enviada. O relatério de ensaio s6 pode ser reproduzido por completo.

RUA® WALDEMAR JOSE STRAZZACAPPA_272 - CEP. 13050 - 215, Jardim Indiandpolis - Campinas - SP

fone/fax (Oxx19) 3229.8886

e-mail: resultados@cboanalise.com.br site: www.cboanalise.com.br Pag. 1
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Anexo D: Laudo da amostra de corogo de algodéo proveniente do Estado do Piaui.

> CB

Andlises Caboratorials
Tl

Amostra: 312054586

Cliente:  Pedro Augusto Marinho Patriota Lima

Solicitante : PEDRO AUGUSTO MARINHO PATRIOTA LIMA

Univ. Federal Rural Pernambuco(UFPE)

Enderegco:  Rua Dr. Arlindo Leite Lopes n® 74 Cidade:  S#o José do Egito - PE
Produto : Semente de Algodéo Controle:  2012.2PI Lote :
Fornecedor : N&o Informado Quantidade : NF :
Data Produgéo : Validade : Data Coleta : Data Envio : 18/12/2012
Data Recepgio : 26/12/2012 Data Inicio:  26/12/2012 Data Liberacdo : 24/1/2013
Padrao
Analise Unidade Resultado Minimo Maximo Status
Umidade e Volateis % 7,78
Proteina Bruta % 23,70
Fibra Bruta % 21,52
Fibra em Detergente Acido % 2952
Fibra em Detergente Neutro % 48,07
Extrato Etéreo % 16,86
Matéria Mineral % 409
Gossipol livre ma/kg 948 49
Comentarios
Cliente Produto: Semente de Algodéo

Nivel Esperado: 1%
Laboratorio

Depto. Técnico




49

Anexo E: Laudo da amostra de algodéo proveniente do Estado do Mato Grosso.

> CB

Andlises Caboratorials
Tl

Amostra: 312054782

Cliente : Pedro Augusto Marinho Patriota Lima
Solicitante : PEDRO AUGUSTO MARINHO PATRIOTA LIMA
Enderego: Rua Dr. Arlindo Leite Lopes n® 74

Produto : Semente de Algodao
Fornecedor : Néo Informado
Data Produgdo : Validade :

Data Recepgdo : 26/12/2012

Univ. Federal Rural Pernambuco(UFPE)

Cidade : S&o Jose do Egito
Controle : 2012.2MT
Quantidade :
Data Coleta :
Data Inicio : 27/12/2012

Lote :
NF :
Data Envio : 19/12/2012
Data Liberagio : 24/1/2013

Padrao
Analise Unidade Resultado Minimo Maximo Status
Gossipol livre mag/kg 731,53
Comentarios
Cliente Produto: Semente de Algodé&o

Nivel Esperado: 1%
Laboratério

Depto. Técnico
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CIENCIA ANIMAL
BRASILEIRA

DIRETRIZES PARA AUTORES

Os trabalhos podem ser redigidos em portugués, inglés. Os nomes dos autores, bem como a
filiacdo institucional de cada um dos mesmos, devem ser inseridos nos campos adequados a
serem preenchidos durante a submissdo, e ndo devem aparecer no arquivo. Ciéncia Animal
Brasileira sugere que o nimero maximo de autores por artigo seja de 6 (seis). Artigos com
namero superior a 6 (seis) serdo considerados excecdes e avaliados pelo Conselho Editorial e,
se necessario, solicitada a correcdo. O ndo atendimento de tal proposta pode implicar em
recusa de sua publicacdo. Sugere-se um nimero maximo de 20 paginas e as figuras, gréficos e
tabelas devem ser colocados no corpo do texto onde forem citados. E importante ressaltar que
pesquisas feitas com animais devem citar a aprovagio da pesquisa pelo Comité de Etica em
Pesquisas com Animais da instituicdo onde foi realizada a pesquisa. A falta dessa aprovacéo
impede a publicagéo do artigo. Os textos devem ser organizados da seguinte forma:

Para submissdes em portugués:

Titulo em portugués: Fonte Times New Roman 14, caixa alta, centrado, negrito; Resumo:
Fonte Times New Roman 11, espaco 1, justificado, com um méaximo de 200
palavras;Palavras-chave: idem, e no maximo 5 palavras chave;Titulo em inglés: Fonte
Times New Roman 12, caixa alta, centrado;Abstract (e ndo Summary): Fonte Times New
Roman 11, espaco 1, justificado;Keywords: idemIntroducdo: Fonte Times new Roman 12,
justificado, espacamento 1,5Material e Métodos: Fonte Times new Roman 12, justificado,
espacamento 1,5;Resultados e Discussdo: Fonte Times new Roman 12, justificado,
espacamento 1,5 (Preferivelmente evitar a separacao destes topicos)Conclusbes: Fonte Times
new Roman 12, justificado, espacamento 1,5;Agradecimentos: (opcional) Fonte Times new
Roman 12, justificado, espacamento 1,5;Referéncias: (e ndo bibliografia) Usar fonte Times
New Roman 11, espaco 1 entre linhas e colocar espaco 6 pontos acima e abaixo do paragrafo.
As referéncias devem estar em ordem alfabética pelo sobrenome do primeiro autor, seguindo

a NBR 6023, da ABNT. Né&o colocar nenhum tipo de recuo no paragrafo.
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Para as submissfes em lingua inglesa, a tipografia e espacamentos sdo 0s mesmos, na

seguinte sequéncia:

Titulo em inglés (Title);Abstract;Keywords;Titulo em portugués (obrigatorio); Resumo
em portugués (obrigatorio); Palavras-chave; Introduction; Material and Methods;

Results and Discussion;Conclusions; Acknowledgments (opcional) References

Artigos do tipo Nota Cientifica, Relato de Caso e similares ndo estdo sendo aceitos para
submissdo. Artigos de Revisdo de Literatura somente serdo publicados quando solicitados

por convite do Conselho Editorial.

A utilizacdo de referéncias a partir de resumos simples ou expandidos e trabalhos completos
em anais de eventos é, em muitas ocasides, de dificil recuperacdo. Solicitamos que os autores
reduzam ao maximo o numero desse tipo de citacdo e, quando o fizer, obrigatoriamente, citem

as paginas eletrdnicas para recuperacdo desses documentos.

Com relacdo as teses, dissertacGes, monografias e documentos semelhantes também deve ser
seguido 0 mesmo procedimento, pois existe o cadastro nacional de teses da CAPES e os
bancos locais das universidades que publicam esses documentos no formato .pdf.
Documentos dessa natureza com mais de cinco anos de conclusdo costumam ser de dificil
resgate. Além do mais, costumam gerar artigos em revistas cientificas e técnicas, cujo acesso,
normalmente, é mais facil.Solicita-se, também, priorizar referéncias de periddicos, e ndo de
livros-texto. O editor cientifico pode solicitar essas informacfes no momento de sua
editoracdo. Seu atendimento agilizara a sua publicacdo. O processo de resgate facil das

informac@es é o ponto principal de uma referenciacao bibliogréfica, técnica ou eletrbnica.



