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RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da ingestdo de gossipol livre sobre a qualidade espermética e a morfologia
dos testiculos e dos epididimos de touros da raca Nelore. Doze touros receberam dieta contendo 3,3g de
gossipol livre/touro/dia (carogo de algoddo) (Grupo 1, n=6) e dieta isenta de gossipol (Grupo 2, n=6),
respectivamente. Foram realizadas coletas de sémen no inicio e no final do experimento, que teve duragdo
de 73 dias. Ao final do estudo, foram retirados os testiculos e os epididimos dos touros para se estudar o
efeito do gossipol livre sobre as caracteristicas histoldgicas. O consumo médio de 3,3g de gossipol
livre/touro/dia (média 7,1mg de gossipol livre/kg/dia) reduziu a motilidade e a concentracdo espermatica
e aumentou a porcentagem de defeitos espermaticos maiores e totais. Além disso, os animais
apresentaram testiculos com tabulos seminiferos de menor espessura de parede, menor nimero de
camadas de células espermatogénicas, menor espessura do epitélio epididimario e menor nimero de
espermatozoide no interior dos ductos epididimarios, em relacdo aos animais com dieta isenta de gossipol
(Grupo 2). O consumo de 3,3g de gossipol livre/touro/dia acarretou alteracBes na morfologia e na
morfometria dos testiculos e dos epididimos e reduziu a qualidade espermética dos touros.
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ABSTRACT

The objective was to evaluate the effect of intake of free gossypol on sperm quality and morphology of the
testicles and epididymis of Nelore bulls. Twelve bulls were fed diets containing 3.3g of free
gossypol/bull/day (cottonseed) (Group 1, n = 6) and a diet free of gossypol (Group 2, n = 6), respectively.
Semen samples were collected in the beginning and end of the experiment which lasted 73 days. In the
end of the study the testes and epididymis of bulls were removed to study the effect of free gossypol on
histological characteristics. The average consumption of 3.3g of free gossypol/bull/day (mean 7.1mg of
free gossypol/kg/day) reduced motility and sperm concentration and increased the percentage of major
and total sperm defects, as well as the animals showing testes with seminiferous tubules of smaller
thickness, fewer layers of spermatogenic lineage cells, smaller epididymal epithelium thickness and
smaller number of sperm within the epididymal ducts, compared to animals with a diet free of gossypol
(Group 2). The consumption of 3.3g of free gossypol/bull/day led to changes in morphology and
morphometry of the testes and epididymis and reduced sperm quality of bulls.
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INTRODUCAO

Nos Ualtimos dez anos, um dos maiores
responsaveis por manter crescente a balanca
comercial foi o agronegdcio, que responde por
90% das reservas cambiais brasileiras (Camargo,
2011). O estado de Mato Grosso tem como base
econdmica o seu potencial agropecuario, sendo
detentor do maior rebanho bovino do pais, com
28.695.273 cabecas (Indea, 2011). Também é o
maior produtor de algoddo herbaceo (Gossypium
hirsutum) do pais, com area plantada de 392,4
mil hectares e producédo de 1.559,8 mil toneladas
(safra 2009/2010) (Conab, 2010). Tais condicBes
tém estimulado muitos pecuaristas e empresas da
area de nutricdo a utilizarem os subprodutos do
algoddo, em especial o caroco, na alimentagdo
animal, dada a sua oferta no mercado, o seu valor
energético, proteico e 0 baixo prego.

Nas raizes, folhas, caule e sementes do algodao,
existem glandulas que produzem um pigmento
polifendlico de cor amarela, téxico, denominado
gossipol. Seu efeito téxico é acarretado pelo
gossipol livre, parte do gossipol que é soltvel em
acetona. O teor de gossipol livre no carogo de
algod@o normalmente é semelhante ao teor total,
podendo restringir sua utilizagdo na alimentacao
de ruminantes e ndo ruminantes (Randel et al.,
1992; Santos, 1997). A concentracéo de gossipol
na semente de algoddo varia amplamente com os
gendtipos da planta, podendo apresentar plantas
com auséncia de gossipol e até com 9% do peso
da semente (Jorge, 2006).

Estudos relataram que o gossipol livre interfere
na fertilidade de touros, reduzindo a qualidade
seminal e aumentando as patologias espermaticas
(Vinne, 1992; Chenoweth et al., 1994; Hassan et
al., 2004) decorrentes de alteracdes morfoldgicas
nos tubulos seminiferos (Arshami e Ruttle, 1988;
Santos et al., 2008). Vinne (1992) relatou que
touros produziram sémen de qualidade reduzida
ao ingerirem 2 e 4g de gossipol livre
diariamente, o que sugere que reprodutores com
acesso a alimentacdo com carogo de algodéo
podem ser menos férteis.

Chase et al. (1994) forneceram dietas contendo
caroco de algoddo (16g de gossipol
livre/touro/dia), farelo de algoddo (1,8g de
gossipol livre/touro/dia) e farelo de soja (isento
de gossipol) no periodo de desmama até a
puberdade. Observaram que 0s animais
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alimentados com caroco de algoddo atingiram
idade a puberdade mais tardiamente em relagdo
aos submetidos as dietas contendo farelo de soja.
O gossipol afetou a morfologia testicular, mas
ndo reduziu a qualidade espermatica dos touros a
puberdade.

Observam-se dados controversos na literatura
com relacdo aos efeitos do gossipol sobre a
fertilidade animal, e no Brasil as informacdes
disponiveis sobre o teor de gossipol no carogo de
algoddo e seu efeito toxico sobre a reproducdo
animal ainda sdo bastante incipientes. Portanto, o
objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade
espermatica e a histomorfometria dos testiculos e
dos epididimos de touros submetidos as dietas
com ou sem gossipol livre.

MATERIAL E METODOS

Todas as técnicas e 0s procedimentos realizados
nesta pesquisa foram aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
S&o Paulo — Unifesp, protocolo 0663/10.

Doze touros da raca Nelore, com média de 30
meses de idade e 443,7+14,9kg de peso vivo,
aptos a reprodugdo, foram utilizados neste
estudo. Os animais foram  distribuidos
aleatoriamente em dois grupos: Grupo 1 (G1,
n=6), que recebeu dieta contendo caroco de
algoddo (gossipol), e Grupo 2 (G2, n=6), que
recebeu dieta sem gossipol. O teor de gossipol
livre contido no carogo de algoddo, utilizado na
dieta dos animais, foi determinado por
cromatografia liquida de alta performance
(HPLC), no Laboratério de Analises Quimicas -
Lab Tec (Hortoléndia - SP), obtendo-se valor
médio de 1,99 de gossipol livre/kg de carogo de
algodao.

Os touros foram mantidos nos seus respectivos
grupos, em 4drea confinada, com média de
25m?/animal, com bebedouros e cochos para
mistura mineral e para volumoso.

Para formulacdo das dietas, amostras dos
alimentos foram coletadas, e foram determinadas
a composicdo quimica e a dos nutrientes. As
exigéncias nutricionais foram estabelecidas de
acordo com Valadares Filho et al. (2006), para
ganhos estimados de 1,4kg/animal/dia, contendo,
na matéria seca, 12,5 e 11,5% de proteina bruta
(PB); 74,6 e 74,0% de nutrientes digestiveis
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totais (NDT); e 8,0 e 6,0% de extrato etéreo
(EE), para os animais do Gl e G2,
respectivamente. As dietas (Tab. 1) foram
pesadas e fornecidas ad libitum duas vezes ao
dia, as sete e as 17 horas, por 73 dias. Antes das
sete horas eram realizadas a limpeza dos cochos
e a pesagem das sobras, para se obter o consumo
animal.

Avaliou-se 0 ganho de peso dos animais por 57
dias, pois ndo foram considerados os 16 dias de
fase de adaptacdo dos animais as dietas, sendo
estes sempre pesados pela manhd, antes do
fornecimento da primeira refeic¢éo.

A qualidade espermédtica dos touros foi
determinada no inicio e ao final da fase
experimental, via eletroejaculacdo, avaliando-se
o percentual de motilidade espermatica
progressiva retilinea, a concentragdo espermatica

(nGmero de espermatozoides x 10°/mL de sémen)
e o percentual de defeitos espermaticos menores,
maiores e totais conforme descrito por Henry e
Neves (1998).

Posteriormente ao abate dos animais em
frigorifico, foi realizada a orquiectomia, e
fragmentos do parénquima testicular e da cauda
do epididimo de cada touro foram fixados por
imersdo em solucdo de Bouin por um periodo de
24 horas. Logo apds, os fragmentos foram
submetidos a desidratacdo em série crescente de
etanol (70 a 100%), seguida da diafanizacdo com
xilol, impregnados e incluidos em parafina a
temperatura de 59°C. Os cortes de 5pm foram
obtidos em micrétomo, submetidos a coloragdo
H.E. (hematoxilina-eosina), para avaliacdo das
estruturas testiculares e epididiméarias dos
animais (Grupos 1 e 2), respectivamente.

Tabela 1. Composi¢do média das dietas fornecidas aos touros com caroco de algoddo (G1) e sem carogo

de algodéo (G2)
Alimentos MS Gl G2
(%) MS (kg) MN (kg) MS (kg) MN (kg)

Silagem de milho 28 3,68 13,14 3,68 13,14
Milho gréo 88 3,08 3,50 3,08 3,50
Caroco de algodao 92 2,10 2,28

Residuo de soja 90 1,05 1,17 1,05 1,17
Farelo de arroz 90 0,53 0,59 2,63 2,92
Sal mineral 95 0,07 0,07 0,07 0,07
Total 10,51 20,75 10,51 20,75

Foram escolhidos aleatoriamente 10 tdbulos
seminiferos dos testiculos de cada animal dos
Grupos 1 e 2 para se avaliar a espessura da
parede, sendo mensurado (um) o didmetro
horizontal de cada tdbulo e subtraido do
diametro do respectivo lumen, dividindo-se por
dois para se obter a medida da espessura da
parede do tubulo no sentido horizontal. O mesmo
procedimento foi utilizado no sentido vertical,
obtendo se, assim, por média, a espessura da
parede de cada tdbulo seminifero e o nimero de
camadas celulares. Esse procedimento foi
também utilizado para se avaliarem os ductos
epididimarios da cauda do epididimo. Foi
utilizado sistema computadorizado composto por
um microscopio oOptico, em aumento de 400X,
adaptado com camera de alta resolucéo (ICC50,
Leica Microsystems, S&o Paulo, SP) com
monitor de video colorido, para mensuragao
morfométrica das referidas estruturas.
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A qualidade espermatica, as morfometrias
testicular e epididimaria e o ganho de peso foram
submetidos a andlise de variancia, e as médias
comparadas pelo teste F, utilizando-se o
programa SAEG - Sistema de Analises
Estatisticas e Genéticas (Sistema..., 1997).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais do G1 consumiram menos alimentos
(média de 15,8kg/dia na matéria natural), em
relacdo aos G2 (média de 22,3kg/dia na matéria
natural) (P<0,05). Possivelmente isto ocorreu em
funcdo da concentracdo estimada de lipideo (EE)
na matéria seca das dietas, que foi de 8% (G1) e
6% (G2), respectivamente. O teor de lipideo
acima de 6%, na matéria seca, da dieta total de
ruminantes pode reduzir o consumo de
alimentos, por interferir na fermentagdo ruminal
e reduzir a digestibilidade (Palmquist, 1994).
Provavelmente esse fato acarretou menor ganho
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médio de peso pelos animais do G1 (43,8+12,9)
em relacéo aos do G2 (66,2+12,8) (P<0,05), pois
as médias dos pesos inicial e final dos touros do
G1 foram de 444,0+18,0 e 487,8+20,3kg e do G2
de 443,3£12,1 e 509,5+17,3kg, respectivamente,
obtidos durante 57 dias de avaliagéo.

Considerando-se 0 consumo médio diario de
alimentos realizado pelos touros do G1 (média
de 15,8kg/dia, na matéria natural), tendo-se
estimado inicialmente para esses animais um
consumo de 20,7kg/touro/dia (MN), contendo
2,3kg de caroco de algoddao (MN), obtém-se um
consumo médio diario de 1,75kg de carogo de
algodao/touro/dia (MN), contendo 1,9g de
gossipol livre/kg de caroco de algoddo, o que
resultou em um consumo médio estimado de
3,3g de gossipol livre/touro/dia (média de 7,1mg
de gossipol livre/kg/dia).

Houve reducdo na motilidade espermatica
progressiva  (P<0,01), na  concentracao
espermatica (P<0,05) e aumento no percentual de
defeitos espermaticos maiores e totais (P<0,01)
dos animais que consumiram dieta contendo 3,3g
de gossipol livre/touro/dia em relacdo aos
submetidos & dieta sem gossipol (Tab. 2), tendo

como principais defeitos espermaticos o de peca
intermediaria e o da cauda fortemente dobrada.
Vinne (1992) também relatou que touros
produziram sémen de qualidade reduzida ao
ingerirem 2 a 4g de gossipol livre diariamente.
Chenoweth et al. (1994) observaram que o
consumo de 8,2g de gossipol livre/dia reduziu a
porcentagem de espermatozoides normais em
touros jovens da raca Brahman, tendo como
principal defeito espermatico o de peca
intermediaria, que possivelmente acarretou
reducdo na motilidade espermatica e na
fertilidade. Contrariamente, Chase et al. (1994),
ao fornecerem dietas contendo caroco de algod&o
(164 de gossipol livre/touro/dia), relataram que o
gossipol afetou a morfologia testicular, mas nédo
reduziu a qualidade espermética dos touros a
puberdade.

Em concordancia com os dados obtidos neste
estudo, Hassan et al. (2004) relataram que a
ingestdo de 8mg de gossipol livre/kg de peso
vivo acarretou aumento nas anormalidades
espermaticas em touros na fase peripuberal,
sendo esse processo reversivel 150 dias ap6s o
término da ingestéo.

Tabela 2. Efeito das dietas com gossipol (G1) e sem gossipol (G2) sobre motilidade progressiva e
concentragdo espermatica, defeitos espermaticos menores, maiores e totais dos touros no inicio e no final

do experimento

Inicio Final

Gl @ o
'(\fgt"'dade espermatica 65,0+7,74 67,5+6,12 52,5+11,72a 73 ,3+4,080**
Concentraao 836,6+103,85a 993,3+72,57b* 578,3+141,19¢ 1105,0+152,80d**
espermatica (x10°/mL)
Defeitos espermaticos 7,741,50 6,5+1,04 10,8+2,78 a 8,0+1,26 b*
menores (%)
Defeitos espermaticos 13,2+1,60 14,7+2,16 16,0+1,26 a 12,3+1,36 b**
maiores (%)
Defeitos espermaticos 20,8+1,47 21,2+1,83 26,8+3,18 a 20,3+1,75 b**

totais (%)

Médias com diferentes letras na mesma linha diferem entre si. "P<0.05, - P<0.01.

Os touros do Grupo 1 apresentaram tdbulos
seminiferos com menor nimero de camadas de
células da linhagem espermatogénica, menor
espessura de sua parede e menor espessura
média do epitélio do epididimo (cauda)
(P<0,01) (Tab. 3). Os epididimos dos animais
pertencentes ao Grupo 2 (dieta isenta de
gossipol)  encontravam-se  constituidos  por
tibulos enovelados com paredes formadas
externamente por fibras musculares lisas,
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dispostas de forma helicoidal, e internamente
por um epitélio pseudoestratificado com
estereocilios, apresentando no seu ldmen
inimeros espermatozoides. No Grupo 1, obteve-
se a mesma arquitetura histoldgica observada no
G2, no entanto, aparentemente, observou-se
menor quantidade de espermatozoide no seu
interior e epitélio pseudoestratificado menos
desenvolvido.
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Tabela 3. Efeito das dietas com gossipol (G1) e sem gossipol (G2) sobre as caracteristicas morfométricas

dos epididimos e dos testiculos dos touros

Discriminagéo Gl G2
Espessura média do epitélio do epididimo (um) 25,78+7,32a 65,20+5,42b
Numero rpegilo de camadas de células linhagem 2.71+121a 5,25+1.32b
espermatogénica

Espessura média das paredes dos tlbulos seminiferos (um) 52,43+8,63a 63,32+6,58b

Médias com diferentes letras na mesma linha diferem entre si (P<0,01; teste F).

Ficou evidenciado neste estudo que a ingestao de
3,3g de gossipol livre/touro/dia (7,1mg de
gossipol livre/kg/dia) acarretou reducdo de
48,4% no numero de camadas de células
espermatogénicas, de 17,2% na espessura da
parede dos tdbulos seminiferos e de 60,5% na
espessura do epitélio do epididimo, em relagdo
aos touros com dieta isenta de gossipol (G2)
(percentuais obtidos dos dados da Tab.3),
reduzindo a qualidade espermatica (Tab.2) e,
possivelmente, a fertilidade de touros. As
alteragbes na morfometria testicular também
foram evidenciadas por Arshami e Ruttle (1988).
Ja Sullivan et al. (2010) forneceram farelo de
algodao contendo 1,2g de gossipol na fase pré-
natal de fémeas bovinas e ndo observaram
alteracOes testiculares nos touros oriundos dessa
gestacdo. A fim de reforgcar a necessidade de
maiores estudos nesta area, Burns et al. (2010)
relatam que, devido a falta de pesquisas na
regido norte da Australia, o farelo e o carogo de

algoddo continuam sendo utilizados sem
restricbes na suplementacdo alimentar de
bovinos.

A recomendacdo de utilizacdo de até 3,2kg
de caroco de algoddo/animal/dia (matéria
natural) (Poore e Rogers, 1995) est4d bem
acima da utilizada neste estudo, mas foi
suficiente para acarretar alteragdes nos
pardmetros  morfométricos  epididimario e
testicular e reducdo na qualidade espermatica dos
touros. Vale ressaltar que a concentracdo de
gossipol na semente de algoddo varia
amplamente com os genotipos da planta (Jorge,
2006). Portanto, esse fator deve ser levado em
consideracdo na realizacdo de pesquisas afins,
para ndo acarretar prejuizos reprodutivos e
produtivos aos animais.

Acredita-se que a maior porcentagem de
espermatozoide anormal e as alteragBes
morfométricas ocorridas nos tabulos seminiferos
e epididimos dos touros submetidos a dieta
com gossipol podem reduzir a fertilidade dos
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animais, sendo, portanto, importante estudar o
comprometimento da fertilidade dos touros sobre
a reproducdo das fémeas.

CONCLUSOES

O consumo de 3,3g de gossipol livre/touro/dia
acarretou alteracbes na morfometria dos
testiculos e dos epididimos e reduziu a qualidade
espermatica dos touros.
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