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SUPLEMENTAGAO COM TORTA DE DENDE (Elaeis guineensis) SOBRE
PARAMETROS REPRODUTIVOS DE CORDEIROS A PASTO

RESUMO: Objetivou-se avaliar o efeito de niveis de inclusédo da torta de dendé sobre
parametros reprodutivos de ovinos. Foram utilizados 40 cordeiros de raca Santa Inés,
com idade média de 5 meses e peso corporal médio de 24,10+2,72 kg, distribuidos
em quatro tratamentos e com 10 repeticbes, e arranjados em um delineamento
inteiramente casualizado. Foram utilizados quatro tratamentos correspondentes a
niveis de incluséo da torta de dendé (0%, 15%, 30% e 45%) na matéria seca da racao
concentrada. As dietas foram formuladas para serem isonitrogenadas. Os animais
foram mantidos no sistema semi-intensivo em piquetes de capim massai durante o dia
com &gua ad libitum, e suplementados com concentrado pela manh& em comedouros
privativos na proporgao de 1,5% do peso corporal, com ajuste quinzenal de dietas
baseado no peso de cada animal. O experimento durou 90 dias antecedidos por 15
dias de adaptacéo as dietas e ao ambiente experimental. Foi feita coleta de sangue
por venopuncdo da veia jugular em tubos sem anticoagulante e posteriormente
centrifugado a 3500 x g por 15 minutos, e do soro obtido foram avaliados parametros
bioquimicos: colesterol total, triglicerideos, lipoproteinas de alta, baixa e muito baixa
densidade. Fez-se coleta de sémen por eletroejaculador e foram avaliadas
caracteristicas fisicas e morfologicas referentes ao volume, cor, aspeto,
turbilhonamento, motilidade progressiva, vigor, concentracdo espermatica e
patologias.Os parametros testiculares foram avaliados por meio de mensuracfes
biométricas da circunferéncia escrotal, comprimento e largura dos testiculos direito e
esquerdo, e determinacdo do volume e forma dos testiculos. Os animais foram
abatidos com peso corporal médio de 35,24+4,41 kg e fez-se a coleta dos testiculos
para o processamento histolégico e estudo morfométrico. Os dados obtidos foram
submetidos ao teste de Shapiro-Wilk e Levene para verificacdo da normalidade da
distribuicdo dos residuos e homogeneidade de variancias entre os tratamentos
respectivamente. Os dados com distribuicdo normal foram submetidos a anélise de
variancia pelo PROC GLM e analise de regressdo.Os dados com distribuicdo néo
paramétricaforam analisados pelo teste de Kruskal-Wallis utilizando SAS verséo
9.0.Houve diferenca (P<0,05) nos niveis de colesterol total, lipoproteina de alta
densidade, triglicerideos e lipoproteina de muito baixa densidade com efeito linear
crescente.As dietas afetaram (P<0,05) a concentracdo espermatica e defeitos
menores, nao tendo influenciado (P>0,05) as demais caracteristicas seminais. Nao foi
observada diferenca (P>0,05) nos parametros testiculares biométricos, no entanto,
houve comportamento linear decrescente na porcentagem e volume dos vasos
sanguineos e comportamento quadratico negativo no volume dos tubulos seminiferos
e indice gonadossomatico. As demais variaveis morfométricas ndo foram afetadas
(P>0,05) pela torta de dendé.Concluiu-se que a inclusdo da torta de dendé até 45%
na matéria seca do concentrado melhora os parametros bioquimicos e reprodutivos
de machos, podendo ser utilizada como alternativa alimentar para cordeiros da raca
Santa Inés.

Palavras chave: Alimentacdo animal;, Producdo ovina, Reproducdo animal;
Subprodutos agroindustriais



EFFECTS OF PALM KERNEL CAKE (Elaeis guineensis) SUPPLEMENTATION
ON RAMS REPRODUCTIVE PERFORMANCE

ABSTRACT: This study aimed to assess the effects of different levels of palm kernel
cake on reproductive performance in Santa Inés rams. A total of 40 animals with a
starting age of 5 months and mean body weight of 24,10+£2,72 kg were assigned in
completely randomized design to four treatments and 10 replicates, with levels of palm
kernel cake in the concentrated diet: 0; 15; 30 and 45% based on dry matter. The
animal were kept in individual stalls by morning to acess concentrate supplements
offered at 1,5% body weight with adjustment at fortnightly intervals based on
liveweights, and grazing in Massai grass whole day. The trial lasted 90 days foregone
by 15 days for adaptation. Blood chemistry parameters were measured in blood serum
sampled every 45 days from jugular vein after 12 hours of food restriction, using 9mL
vacutainer tube containing no anticoagulant. The samples were kept at 5°C and then
centrifuged at 3500 x g for 15 minutes. Total serum cholesterol, triglycerides, high
density lipoproteins, low density lipoproteins and very low density lipoproteins in the
control and the test groups were assessed.Semen samples were collected by
electroejaculator once for a week for three sequence weeks, and assessed for volume,
color, aspect, wave motion, motility, sperm concentration, motility, vigor sperm and
sperm morphology. The scrotal circumference was recorded with a cloth tape and
measured as the largest diameter of the testes and scrotum after pushing the testes
firmly. Scrotal length and width of all rams were recorded with a vernier caliper every
fifteen days. Animals were slaughtered at 35,24+4,41 kg of mean liveweight and the
testis were collected and preserved in the ice pack for histologic proceedings to
morphometric assess. Dissected testis were measured with a sensitive weighing
balance calibrated in grams. The data were subjected to Shapiro-Wilk and Levene’s
test to verify homogeneity of variances and normality respectivally.Then were
performed analysis of variance using the General Linear Model. Multiple regression
equations were developed for the different levels of palm kernel cake.For data that
were not normally distributed, the diet effect were analysed by Kruskal-Wallis non-
parametric tests using SAS software.The total cholesterol, high density lipoprotein,
triglycerides and very low density lipoprotein wereaffected (P<0,05)by the diet with
linear increase effect.Furthermore, the diets affected (P<0,05) sperm concentration
and minor defects but did not affected (P>0,05) other seminal characteristics. There
was no difference (P>0,05) in testicular biometric parameters, however there was a
decreasing linear behavior in percentage and volume blood vessels. The diets affected
(P<0,05) volume of the seminiferous tubules and gonadosomatic index with quadratic
effect. The other morphometric variables did not affected (P>0,05) by palm kernel
cake. It was concluded that the inclusion of palm kernel cake up to 45% of dry matter
concentrate improves rams reproductive performance and could be used as alternative
resource for sheep.

Keywords: Agro-industrial by-product, Animal breeding, Animal feeding, Sheep
production
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1 INTRODUCAO

A reproducdo representa o topo da piramide na producédo animal, e por
conseguinte, define a qualidade dos animais, tanto da prole bem como dos
reprodutores.E uma das areas que demanda muita preciséo e eficiéncia devido
a crescente necessidade de produzir animais cada vez mais precoces e de alto
desempenho.Pode influenciar a viabilidade economica dos sistemas de
producdo por ser o componente mais critico do ciclo de vida de todas as
espécies, pois inclui uma série de processos que ocorrem em sequéncia para
produzir um novo ser saudavel e fértil.

A profunda compreensao da interacdo entre os fatores que influenciam
sua eficiéncia, como genéticos, nutricionais, reservas energéticas corporais,
sanitarios e qualidade seminal, € o requisito central para otimizar a produtividade
do rebanho. Para a funcionalidade sincronizada de todos os eventos fisiol6gicos
que regulam a funcdo reprodutiva do macho, € indispensavel um manejo
alimentar que responda na totalidade a todas exigéncias nutricionais do animal,
suprindo a demanda para manutencéo, crescimento e reserva de nutrientes.

No entanto, a producdo de ruminantes em varios paises, esta sujeita a
variacdes, tanto em quantidade como em qualidade dos seus produtos devido a
diversidade climatica que afeta a disponibilidade da biomassa, o que exige
adocdo de um manejo alimentar estratégico, como utilizacdo de alternativas
alimentares para reduzir limitagbes na produtividade dos animais (SITZIAet al.,
2015). A inclusédo de subprodutos agroindustriais na composi¢éao das dietas tem
sido recomendada por varios autores devido ao seu valor nutricional e a
necessidade de aproveitamento destes ingredientes (NORDIet al., 2014).

Adicionalmente, a utilizacdo de subprodutos resultantes de processos
agroindustriais, para além de reduzir a competicdo animal-homem pelo consumo
de ingredientes como milho e soja, pode superar problemas de custos elevados
na producao animal e melhorar as condigbes ambientais (VASTA et al., 2008),
sendo por isso estudadas varias alternativas para avaliar suas potencialidades e
seus efeitos nos animais, sobretudo em ruminantes.

Dessas varias op¢des, atualmente sob intensivas pesquisas, € indicada a

torta de dendé, produto resultante de processamento de fruto do dendezeiro



(Elaeis guineensis jacq.) como sendo uma boa fonte de nutrientes, podendo ser
utilizada no confecionamento de dietas para ruminantes. O interesse por esta
planta € devido a sua disponibilidade no mercado durante todo ano e sua
composicao quimico-bromatoldgica, que pese embora variavel devido aos tipos
de processamento (quimico e mecanico) seu residuo continua apresentando
nutrientes em propor¢des consideraveis (SANTOS et al., 2015).

Segundo Pimentelet al. (2015), a torta de dendé apresenta 92,25% de
matéria seca,com proteina bruta estimada em 14,34% e considerada de alta
qualidade por possuir elevado teor de metionina, extrato etéreo em torno de
10,56%, cerca de 65,63% de fibra em detergente neutro e 46,42% de fibra em
detergente acido. Os valores de matéria mineral e lignina séo 3,13% e 18,31%
respectivamente.De acordo comCostaet al. (2011), seu 6leo apresenta acidos
graxos saturados (palmitico variando de 32 a 45% e estearico com 2 a 7%) e
insaturados (oléico com 38 a 52% e linoléico com 5 a 11%), para além de
polissacarideos de reserva como manose (58%), celulose (12%) e xilose (4%).

Os componentes acima mencionados, quando fornecidos ao animal na
quantidade satisfatéria, resultam em uma situacdo metabdlica favoravel
elevando portanto, os niveis de glicose, insulina e fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-I) e por conseguinte, influenciam a atividade
secretoria hipotalamica-hipofisaria, estimulando a secrecdo do hormdnio
liberador de gonadotrofinas (GnRH), o que aumenta a sintese e liberacédo de LH.
Todos estes fatores, interferem no crescimento dos 6érgaos reprodutivos,
producdo de sémen viavel e de boa qualidade (DIASet al., 2010).

Considerando que o desempenho reprodutivo constitui um dos principais
componentes responséaveis pelo sucesso na producao, estando dependente de
fatores como precocidade, longevidade reprodutiva e qualidade dos
reprodutores, foram avaliados neste trabalho parametros reprodutivos de
cordeirosda raca Santa Inés alimentados com dieta contendo niveis de torta de
dendé e mantidos a pasto decapim massai(Panicum hibrido vr. Massai).
Adicionalmente, foram determinados os niveis de componentes bioquimicos
presentes no plasma sanguineo.

A hipétese é de que a inclusédo da torta de dendé na dieta concentrada de
machos ovinos de raca Santa Inés mantidos a pasto com capim massai, podera

influenciar positivamenteos parametros reprodutivos.



O objetivo deste estudo é avaliar o efeito da torta de dendé sobre
parametros sanguineos e reprodutivos de cordeirosmantidos a pasto.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspetos gerais da criacdo de ovinos

A ovinocultura é uma das atividades de maior destaque no setor de
producdo animal, sendo geralmente praticada para fins de corte, leite e 14, e sua
maior difusao pelo Brasil é gracas a habilidade que os ovinos tém de se adaptar
a ambientes diversificados (HERMUCHEet al., 2013). Brasil possui 27 racas
ovinas registradas pela Associa¢ao Brasileira de Criadores de Ovinos, das quais
a Santa Inés € a mais produzida (ARCO, 2016).

Segundo FAO (2013), o rebanho mundial de ovinos em 2013 era de 1.1
bilhdo distribuidos por todos os continentes do planeta. Deste efetivo, Brasil era
detentor de 17.290.519cabecas,dos quais 56,53% se encontrava concentrado
no Nordeste, sendo o estado de Bahia o primeiro maior produtor, apresentando
2.926.601 ovinos, 0 que representa 16,92% do efetivo Brasileiro, seguido de
Ceara, Pernambuco e Piaui, com 2.062.654; 1.830.647 e 1.205.232 cabecas
respectivamente (IBGE, 2013).

A espécie ovina, representa uma forma sustentavel de aproveitamento de
recursos naturais, principalmente pela sua capacidade de transformar material
fibroso e ndo palatavel para o homem, em produtos de alto valor econdmico e
alimentar como carne e leite, tornando a agricultura uma atividade de referéncia
para o desenvolvimento econdmico, social e ambiental sobretudo para paises
em desenvolvimento (NABARRO e WANNOUS, 2014 e ERTL et al., 2015).

No entanto, em muitos paises com predominancia de clima tropical, a
ovinocultura é praticada com grandes limitacdes de ordem nutricional devido a
maior demanda pela forragem na época quente do ano (MANEERATet al., 2015).
Nestes paisescom caracteristicas tropicais, 0s ruminantes sao criados
basicamente a pasto, enfrentando periodos de escassez alimentar em épocas
de menor disponibilidade, o que exige a utilizacado de alternativas alimentares
ricas em nutrientes digestiveis para preencher as deficiéncias nutricionais dos
animais (DAMAS MSAKIet al., 2012 e RAHMAN et al., 2014).



Segundo Aghsaghali e Maheri-Sis (2008), uma forma de minimizar o efeito
das deficiéncias nutricionais é adotar estratégias de suplementagdo animal
utilizando alternativas derivadas de producéo agroindustrial. A suplementacéo,
melhora a resposta da produtividade, e deve ser considerada, ndo s6 como
recurso adicional no processo, mas também como uma forma de reducdo de
custos de producéo, havendo por issonecessidade de pesquisa das melhores

fontes nutricionais disponiveis (TUFARELLI et al., 2013).

2.1.1 Coprodutos agroindustriais na alimentag&o animal

A alimentacao e a satisfacdo das exigéncias nutricionais, constituem um
dos fatores de maior importancia em qualquer sistema de criacdo, tanto para
producdo, bem como para o correto funcionamento fisiolégico da reproducao dos
animais. A nutricdo determina a flutuacdo da resposta na produtividade em
periodos diferentes (DEVENDRA e LENG, 2011). Desta forma, se torna
indispensavel o fornecimento de alimentos de boa qualidade aos animais para a
efetiva expressao de todas as suas potencialidades genéticas (MAKKAR, 2014).

Segundo Bueso et al. (2015), paises economicamente dependentes da
agricultura, sdo os maiores produtores de residuos e co-produtos resultantes de
processamento de produtos agroindustriais para extracao de 6leos e outros
derivados, e das culturas utilizadas para o efeito, a mais produzida no continente
Americano é o dendezeiro.De acordo com Ngalle et al. (2014), sua producao
mundial em 2013 era de cerca de 57,3 milhdes de toneladas, superando outras
culturas produzidas com o mesmo fim. Este fato, destaca o dendé como uma
cultura estratégica para o crescimento econémico, e nao so, suas caracteristicas
o tornam uma forma alternativa de geracdo de renda extra, podendo ser
aproveitada na producgéo animal.

O dendezeiro (Elaeis guineensis Jacg.), € uma palmeira originaria da
Costa Ocidental da Africa no Golfo da Guiné, perene e com colheita feita durante
todo o ano. Apresenta um 6timo rendimento na producdo de biodiesel. E uma
das primeiras fontes de 6leo vegetal, e sua aplicacdo € bastante vasta, pois, para

além dos dois tipos de 0Oleo extraidos do fruto, pode-se obter como co-produto a



tortaque é altamente utilizada para alimentacdo animal, com certas limitagdes
nos monogastricos devido ao alto conteudo de fibra bruta (LOH et al., 2002 e
SHARMILA et al., 2014).

O fruto desta palmeira é composto por trés camadas principais: o
mesocarpo, uma estrutura externa e fibrosa denominada polpa, casca dura e um
endocarpo que é a parte interna, também designada de améndoa (SHARMILA
et al.,, 2014). Do mesocarpo é extraido o azeite de dendé que é o produto
principal e de maior valor econémico, e da améndoa se extrai o 6leo de palmiste,
considerado o produto secundario, cujos residuos sao normalmente utilizados
como torta de dendé para alimentacédo de animais (AKINYEYE et al., 2011 e
CHANG et al., 2014).

Estes dois tipos de 6leo sdo obtidos geralmente por dois métodos
diferentes, nomeadamente: extragcdo por prensagem mecanica, utilizada
frequentemente por pequenos produtores, e extracdo por solventes quimicos,
aplicavel para grandes empresas. No entanto, em alguns paises como Malasia,
para além dos métodos mencionados, € aplicado um método integrado: pré-
prensagem seguido de extracdo quimica. Em ambos os casos, o método
utilizado influencia o conteddo de extrato etéreo da torta, com altos teores
verificados na torta resultante do processo mecanico, sendo 0s niveis de
carboidratos, proteina e fibra bruta similares para os trés métodos (SHARMILA
et al., 2014).

Contudo, alimentar animais com produtos derivados da industria, exige
conhecimentos aprofundados referentes a sua composicdo quimico-
bromatolégica e seus efeitos sobre o desempenho, qualidade de carne e
fertilidade do animal (DEVENDRA e LENG, 2011). Para além de motivos
relacionados com aproveitamento de recursos naturais, seu uso também se
destaca pelo fato de constituir uma forma de reducdo de fatores de poluicédo
ambiental e reducgao dos custos de producéo (DAHLAN et al., 2000).



2.2 Fatores que influenciam areproducéo

2.2.1 Mecanismos enddcrinos da reproducao

A funcao reprodutiva de machos € marcada pelo inicio da puberdade,
estagio ativado pelo centro hipotalamico-pituitario-gonadal. O hipotalamo produz
o fator liberador de gonadotrofinas, 0 GnRH (gonadotrophin releasing hormone),
com funcgéo especifica de estimular a hipofise anterior a secretar gonadotrofinas
LH (luteinizing hormone) e FSH (folicle-stimulating hormone). No testiculo,
especificamente nas células de Leydig localizadas no tecido intersticial, €
produzida a testosterona, horménio derivado de colesterol. Esta acdo é
estimulada pela LH, cuja liberacdo ocorre de forma pulsatil em intervalos
irregulares a cada 2 a 4 horas (WOLFE et al, 2014).

O controle da secrecao de GnRH é importante, pois a pulsatilidade deste
horménio resulta em secrecdo coordenada e sincronizadade FSH e LH,
considerando que esse mecanismo € mais evidente para o LH por apresentar
uma meia-vida muito curta na circulacdo. A amplitude dos pulsos de GnRH e a
sua frequéncia determinam os perfis de liberacdo de FSH e LH, sendo que
frequéncias de pulso mais baixas favorecem a secrecdo de LH, e frequéncias
mais rapidas reduzem sua secrecdo (COUNIS et al., 2005; KOTANI et al., 2014
e FISHER, 2004).

Ao nivel das gbnadas, no epitélio seminifero, existem também as células
de Sertoli, que por agcdo de FSH sao estimuladas a sintetizar ABP (androgen-
binding protein)e outras proteinas de ligacdo, como inibina e ativina, que
funcionam juntamente com a testosterona como um mecanismo
regulador.Atuam exercendo o feedback negativo em trés niveis diferentes: nos
gonadotroficos da hipofise para limitar a secrecdo de LH e FSH, nas células de
Leydig para regular a producdo de andrégenos como a testosterona, € no
hipotalamo para controlar a secrecdo de GnRH (BLACHE et al., 2000). No
entanto, existem também outras substancias como opidides endoégenos (B-
endorfina) que inibem a liberagcdo de GnRH (PARK et al., 2015).



A proteina fixadora de androgenos (ABP) se liga a dihidrotestosteronaque
€ uma forma bioativa da testosterona, estimulando a manutencéo dos niveis de
testosterona dentro dos tubulos seminiferos. As gonadotrofinas LH e FSH, para
além de regular as funcfes das gbnadas, também estédo envolvidasna regulacéo
da espermatogénese nos tubulos seminiferos, atividade influenciada pelos niveis
de testosterona. O FSH é um horménio diretamente ligado ao inicio da atividade
dos tubulos seminiferos para a producdo das células espermaticas. Esta
dindmica endbcrina €é dependente de GnRH, cuja liberagcdo ¢€
estimuladadiretamente pela melatonina, que também influencia indiretamente a
sintese de LH e FSH (LI e ZHOU, 2015 e MISZTAL et al., 2002).

2.2.2 Estacionalidade reprodutiva

A melatonina também conhecida como N-acetil-5-methoxitriptamina, atua
no centro hipotalamico determinando a resposta dos centros de liberacdo de
GnRH. E sintetizada de forma ritmica pela pineal, glandula reguladora da
reproducdo em ovinos, altamente vascularizada e formada por dois tipos
celulares: os pinealdcitos, principais responsaveis pela producdo da melatonina
e as células neurogliais. Sua sintese é regulada por neurotransmissores com
origem na terminal pds-ganglionar simpético e do ndcleo supraquiasmaético,
como a norepinefrinaque tem a funcédo de facilitar a entrada do triptofano no
interior dos pinealdcitos para ativa-los (JUNIOR et al., 2008 e CASAO et al.,
2010).

Este aminoacido, o triptofano, apds entrar nos pinealdcitos € hidroxilado
em 5-hidroxitriptofano e sofre a acdo da enzima L-aminoacido aromatico
descarboxilase e é convertido em serotonina (5-hidroxitriptamina). Apés a
ativacdo dos pinealdcitis, que contém receptores adrenérgicos al e B1 que se
ligam ao norepinefrina, ocorre um aumento intracelular de AMPc nos
pinealdcitos, que resulta na produgcdo de N-acetiltransferase. Esta enzima
promove uma acetilagdo e uma metilacdo, convertendo a serotonina em
melatonina (DONMEZ et al., 2004 e MOREIRA e RODRIGUES, 2016).



A sua producéo é regulada pelo sistema enddgeno circadiano e inibida
pela luz, sendo a sua secrecéo pulsatil, um fenébmeno que ocorre exclusivamente
durante a noite estabelecendo desta forma, um calendario enddcrino que regula
os ciclos sazonais na reproducéo das espécies fotoperiddicas. Durante o dia, o
fotoperiodo emite estimulos luminosos que sdo captados por fotorreceptores
localizados na retina, e transportados através das fibras nervosas para a
glandula pineal, resultando na inibicdo da sintese da melatonina (BUFFONI et
al., 2015).

Os fotorreceptores responsaveis por essa atividade sdo de dois tipos: os
bastonetes, sensiveis a luz de baixa intensidade, funcionando bem no escuro, e
0S cones, sensiveis a luz de alta intensidade, com eficiéncia funcional durante o
dia. Estes fotorreceptores estimulam a atividade dos nucleos supraquiasmaticos
conetados a retina por meio dos axénios da via hipotalamica. Estudos mostram
que existem pigmentos fotossensiveis, as melanopsinas, localizadas nos
neurénios ganglionares da retina, responsaveis pela regulacdo dos ritmos
bioldgicos em carneiros (MOLIK e BLASIAK, 2015).

2.2.3 Efeitos da nutricédo

A reproducdo é fundamentalmente afetada pelo balanco energético
negativo. Em carneiros, oprincipal regulador da funcao reprodutiva € um grupo
de células neuroenddcrinas localizadas no centro predptico-hipotalamico,
afetado pelas alteracdes do estado metabdlico do animal. Sua funcéo é sintetizar
GnRH que é posteriormente liberado na corrente sanguinea e conduzida até a
glandula pituitaria anterior, onde estimula a sintese de LH em pulsos, e FSH em
fluxo constante, ambos envolvidos na regulagédo da espermatogénese e sintese
hormonal nos testiculos. Entretanto, deficiéncia de energia causada pelo baixo
consumo de alimentos ou gasto excessivo por meio de exercicios, reduz a
secrecao de gonadotrofinas (BLACHE et al., 2000).

Um plano nutricional de boa qualidade induz alteragées na concentragao
de nutrientes e de horménios na corrente sanguinea e no fluido cerebroespinal,

0 que por consequéncia pode alterara disponibilidade dessas substancias no
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tecido cerebral que controla a atividade reprodutiva. Dez dias de ingestao
continua de alimentosleva a um aumento na concentracdo de arginina,
fenilalanina, prolina, tirosina, metionina e fosfosserina no plasma e no fluido
cerebroespina, enquanto que as concentragdes de aspartato e serina aumentam
apenas no plasma. Este regime eleva também as concentracdes de acidos
graxos volateis e acido linoléico (CAMARGO e BERTOLUCCI, 2015).

Entre os fatores metabdlicos homeostaticos, os niveis de insulina, leptina,
glicose e fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGF-1) aumentam, mas
no fluido cerebroespinal, apenas concentrac¢des da insulina, leptina e glicose sédo
afetados, o que indica que estes fatores, incluindo &cidos graxos volateis e certos
aminoéacidos é gque regulam a secrecdo de GnRH, controlando desta forma a
atividade endocrina dos animais, podendo influenciar a puberdade e a resposta
do centro hipotalamico-pituitatio as variacdes do estado metabdlico (WAHAB et
al., 2015).

Todos os nutrientes sdo importantes para o funcionamento adequado da
reproducdo, mas entre eles, os acidos graxos volateis sdo os que sofrem mais
influéncia da ingestdo de alimentos em ovinos, sendo produzidos em grandes
quantidades pelo processo de digestdo. Existem, portanto, varios hormdnios
relacionados com a reproducdo em carneiros, atuando como marcadores
fisiolégicos (BLASIO et al., 2016).

Esses hormonios incluem a leptina, insulina e fatores de crescimento
semelhantes a insulina. A leptina, mediador da interacdo entre a nutricdo e a
reproducéo, € um hormonio peptidico produzido pelo tecido adiposo, secretado
no sangue e transportado até ao seu local primario de acéo, o hipotalamo, onde
sao encontrados seus receptores. Quando a gquantidade do tecido adiposo
aumenta sinalizando o excesso de armazenamento de energia, os adipécitos
produzem altas quantidades de leptina, que circula pelo cérebro atravessando a
barreira hematoencefalica por difusédo facilitada e se liga aos seus receptores,
0s neurbnios POMC e dos nucleos paraventriculares (FLAK e MYERS, 2016).

Essa ligagdo resulta na reducdo do armazenamento das gorduras,
incluindo reducéo da producao hipotalamica de estimuladores do apetite, como
NPY e AGRP, ativacdo dos neuronios POMC, provocando a liberacdo do
horménio alfa melandcito estimulante(a-MSH), ativacdo dos receptores da

melanocortina, producdo de substadncias como horménio liberador de
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corticotrofina, responsavel pela reducdo na ingestdo do alimento. Também
contribui na diminuicdo da secrec¢do da insulina pelas células beta pancreaticas,
0 que reduz o armazenamento de energia. Desta forma, a leptina € um meio pelo
qual o tecido adiposo sinaliza para o cérebro que energia suficiente foi
armazenada e que a ingestao de alimentos ndo € mais necessaria (KANDIEL et
al., 2016).

Outro local de acéo da leptina é na hipofise e nos testiculos. Para além de
estimular a lipolise e inibir lipogénese no organismo, este hormonio atua inclusive
nos testiculos onde também existem seus receptores. Défice na concentracdo
da leptina, afeta a sintese de GnRH, reduz os niveis de LH, resultando na
limitacdo de producéo da testosterona. Neste momento, ocorre a diminui¢cao dos
niveis de FSH e consequentemente queda no peso testicular. Os ruminantes
principalmente, sdo bastante sensiveis a dietas de baixa qualidade porque sua
energia metabolizavel deriva da producao de acidos graxos volateis no rimen, e
portanto, a acdo da leptina nestas espécies € acentuada (HOYA et al., 2015).

A fisiologia reprodutiva € também modulada pela insulina, que regula a
homeostase da glicose exercendo fungdo importante no controle em variadas
etapas do metabolismo de gorduras e proteinas (CHALMEH et al., 2015).

De uma forma geral, a manutencéo fisioldgica do regulamento dos niveis
de glicose no sangue é coordenada pela insulina, horménio que facilita o
ingresso da glicose existente no sangue em diversos tipos de tecidos, como
musculos e figado, onde as suas moléculassdo armazenadas em forma de
substancia de reserva insoluveis, o glicogénio. O musculo representa cerca de
40% da massa corporal total é responsavel por aproximadamente 30% do
consumo energético (PAULI et al., 2009 e SLIWOWSKA et al., 2014).

A insulina € um hormoénio polipeptidico anabdlico, sintetizado pelas
células-beta do pancreas, processo ativado pelo aumento dos niveis circulantes
de glicose e aminnoacidos apés a ingestao da dieta. Atua no hipotalamo onde
se localizam seus receptores, estimulando a sintese de GnRH. Sua acgéo é
também extensiva aos tecidos periféricos, principalmente no figado, musculo
esquelético e tecido adiposo. Tem efeitos metabodlicos imediatos que incluem
aumento da captacédo de glicose no tecido muscular e adiposo, aumento da
sintese de proteinas, &cidos graxos e glicogénio. Também bloqueia a produgéo
hepatica de glicose, lipdlise e protedlise (CHATTERJEE et al., 2014).
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O aumento dos niveis de insulina, coincide com aumento na frequéncia
dos pulsos de LH, sugerindo uma forte ligacéo entre este hormonio com GnRH
como resposta a variacdes do estado metabdlico (BLACHE e MARTIN, 2009). A
ingestao de uma dieta com baixo perfil energético e nutricionalmente deficiente,
conduz o animal a um estado de balango energético negativo, comprometendo
sua funcéo reprodutiva, pois, quando o animal estiver neste estado, hd uma
gueda nos niveis de insulina e ocorre a lipdlise, 0 que acarreta a liberacdo dos
acidos graxos nao-esterificados (NEFA) na corrente sanguinea como fonte
alternativa de energia (RUAS et al., 2005).

De acordo com Sanchez et al. (2012), outro fator metabodlicodependente
da nutricdo e que afeta a reproducao é o horménio de crescimento (GH — growth
hormone) pertecente a familia das somatotropinas. E produzido na hipdfise
anterior pelos somatotrofose atua estimulando a sintese de fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF). De fato, a ingestdo de alimento, promove aumento
da sintese de proteina microbiana e fluxo de aminodacidos. Adicionalmente,
causa a producao de &cido propibnico no rimeneeleva as concentracdes de
glicose sanguinea, resultando na estimulacdo da secrecao de insulina e fator de
crescimento semelhante a insulina. Estes metabdlitos favorecem a reproducéo,
pois atuam no sistema nervoso central estimulando a secrecdo de GnRH.

O fator de crescimento semelhante a insulina (IGF), também chamado de
somatotrofina (ST) € um hormoénio peptidico sintetizado e secretado pela
glandula hipoéfise anterior. O controle das vias metabdlicas € uma das principais
funcdes do eixo somatotrépico e seus constituintes. As seis proteinas de ligacao
dos fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGFBPs) se ligam a IGF-I e
IGF-Il (receptores) e atuam como carreadoras e reguladoras das suas
bioatividades no sangue, fluidos corporais e em varios tecidos, e sua funcéo se
resume em estimular o crescimento e reproducdo de células.Maior parte das
funcBes dos fatores de crescimento semelhantes a insulina é exercida mediante
sua ligacdo ao receptor tipo | (IGF-1) (VERSTEYHE et al., 2013 e KESSLER et
al., 2013).

Estes metabdlitos e horménioscomo a insulina, leptina, GH e IGF-I, estdo
envolvidos nos mecanismos fisioldgicos pelos quais o sistema hipotalamico-
hipdfisario € informado sobre o estado energético dos animais(MEIKLE et al.,
2004).
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2.2.4 Importancia de lipideos na reproducéo

A suplementacdo alimentar com dietas contendo fontes lipidicas
desencadeia eventos metabdlicos importantes para a reproducdo dos animais,
principalmente pela capacidade que os lipideos tém de interferir na maturacgéo e
capacitacdo espermatica, marcada pelas modificacdes lipidicas na membrana
plasmatica (LIU et al., 2015). Também funciona como precursor de hormonios e
eleva a quantidade e qualidade do sémen produzido, favorecendo a morfologia
espermética e a viabilidade dos espermatozoides (SILVA et al., 2014 e MAIA et
al., 2010).

Dietas ricas em lipideos podem aumentar os niveis séricos de colesterol,
triglicerideos, lipoproteinas de alta e baixa densidade (HDL e LDL
respetivamente) e lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL).Os principais
tipos de lipideos séo os fosfolipideos, glicerideos e esterdides (colesterol), que
sdo constituintes da membrana celular, e no caso de espermatozoides, estdo
relacionados com sua sobrevivéncia ap0s a criopreservacdo e reacdo
acrossémica no momento da fertilizacdo, sendo também necessarios para sua
permeabilidade (MANDAL et al., 2014; PRATES et al., 2014 e LEE et al., 2015).

O colesterol € um produto tipico do metabolismo animal e pode ser
encontrado na forma livre ou estratificado com &cidos graxos de cadeia longa,
como é o caso de ésteres de colesterol. Para além de constituir a membrana
celular e modular a fluidez das membranas da célula animal, € também precursor
de muitas moléculas sinalizadoras como horménios esterdides (progesterona,
testosterona, estradiol e cortisol) (LEHNINGER et al., 2008 e KHAN et al., 2013).

Sua biossintese ocorre a partir da acetil-CoA no citosol e compreende trés
estagios: (1) sintese de isopentenil pirofosfato, uma unidade isoprendide ativada
que funciona como principal bloco de construgcao do colesterol; (2) condensacéo
de seis moléculas de isopentenil pirofosfato que forma o esqueleto; e (3)
ciclizagdo do esqualeno que resulta em uma molécula de colesterol.E sintetizado
predominantemente no figado e em uma menor extensdo no intestino delgado
(BERGet al., 2002).

No organismo animal, o colesterol é transportado em liquidos organicos

na forma de particulas de lipoproteinas, em que cada uma delas corresponde a
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um cerne de lipideos hidrofébicos, e sdo classificadas conforme a sua densidade
crescente: VLDL, LDL e HDL. No entanto, as células localizadas fora do figado
e do intestino adquirem colesterol do plasma sanguineo, utilizando HDL como
sua fonte principal, onde o captam num processo chamado endocitose por
receptor (LEHNINGER et al., 2008).

Pelo fato do colesterol ser uma molécula hidrofébica, seu transporte no
meio aquoso (sanguineo) é efetuado pelas lipoproteinas. As VLDL sdo mais
densas que os quilomicrons e ricas em triglicerideos, que é a principal forma de
reserva de energia nos animais, e sua principal funcdo é transportar a maior
parte dos triglicerideos do figado para outros 6rgaos, enquanto os quilomicrons
efetuam o transporte de triglicerideos do intestino para o figado. Estas
lipoproteinas hepéaticas, estao estritamente associadas a apolipoproteina B-100
circulante, sintetizada igualmente no figado para auxiliar na secre¢éo das VLDL
(KABAGAMBE et al., 2012 e KALMATH et al., 2013).

As lipoproteinas de baixa e alta densidade, LDL e HDL respectivamente,
sdo produzidas principalmente no plasma, com pequenas fracdes de origem
hepética. As duas sdo mais densas que a VLDL, no entanto, a HDL apresenta
maior densidade em relacdo a LDL. Esta ultima, sua funcédo é de transportar
ésteres de colesterol do figado para os 6rgaos periféricos, enquanto a HDL esta
envolvida no transporte de colesterol dos tecidos periféricos para o figado, e nos
ovinos, aHDL representa 80% do total de lipoproteinas plasmaticas (YANG et
al., 2004).

Para que uma membrana celular desempenhe sua funcédo, deve
apresentar uma composicao relativamente equilibrada de colesterol e
fosfolipidios (MOCE et al., 2010). Os espermatozoides mais resistentes as
condicbes de choque térmico sdo aqueles que apresentam uma maior
concentracéo de colesterol na sua membrana e uma proporcédo maior de acidos
graxos insaturados e saturados (LEE et al., 2015). E importante que o
espermatozoide mantenha sua viabilidade, pois constitui um dos principais
fatores responsaveis pela fertilizagdo (OLIVARES et al., 2015).

Alguns acidos graxos insaturados como o acido a-linoléico (18:3 n-3) da
série dGmega-3 e acido linoléico (18:2 n-6) pertecente a série 6mega-6, incluindo
0S monoinsaturados e saturados, sdo considerados como essenciais (OCHOA

etal, 2002), pois ndo podem ser sintetizados pelo organismo animal devido a falta
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de enzimas A12- e A15-dessaturase, devendo ser fornecidos por meio da dieta
(BEDERSKA-LOJEWSKA et al., 2013).

De acordo com Silva et al. (2014), o dendé é uma das alternativas
alimentares com propriedades para enriquecer a dieta de ruminantes com acidos
graxos capazes de melhorar sua funcéo reprodutiva, com maior destaque para
os saturados (C12:0 — laurico, C14:0 — miristico, C16:0 — palmitico, C18:0 —
estearico) e insaturados (C18:1 n-9 — oleico, C18:2 n-6 — linoléico, C18:3 n-3 —
linolénico).Sua inclusdo na dieta de carneiros até 19,5% na matéria seca nao
afeta os parametros sanguineos como N-uréico e glicose (NUNES et al., 2011).
Segundo Barbosa et al. (2015), a adi¢éo de ingredientes contendo este tipo de
acidos graxos aumenta a densidade energética da dieta e contribui para a
reducdo do balanco energético negativo evitando a manifestacdo de disturbios
metabolicos.

Os lipideos sdo maioritariamente constituidos por acidos graxos que para
ruminantes representam a maior fonte de energia metabolizavel com uma
quantidade 2,25 vezes mais elevada em relacdo aos carboidratos, sendo de
rapida disponibilidade. No entanto, sua inclusdo deve respeitar limites maximos
de 5% na matéria seca para pequenos ruminantes (PIMENTEL et al., 2011), pois
niveis acima do estabelecido podem afetar o consumo voluntario, digestibilidade
de nutrientes, e reduzir a digestao da fibra e producdo de metano devido ao efeito
toxico dos &cidos graxos sobre os microorganismos do rimen, o que inibe a
atividade microbiana (BOOYENS et al., 2013).

Adicionalmente, dos varios tipos de acidos graxos, 0s insaturados
merecem uma maior atencao na limitacdo do seu fornecimento, principalmente
em animais pré-puberes sob risco de causar estresse oxidativo. No processo de
espermatogénese, altas taxas de divisdo celular causam um aumento na taxa de
consumo de oxigénio promovendo a producéo de espécies reativas ao oxigénio
(EROs) como xantinas, NADPH-oxidase e citocromo P450, tornando o0s
compartimentos intertubulares particularmente mais vulneraveis ao estresse
oxidativo e aos danos devido a presenca de radicais livres. Por isso que 0
sistema anti-oxidativo € um fator importante no funcionamento normal dos
testiculos, incluindo o correto balanco entre a produgédo e remogéo do oxigénio
durante a espermatogénese (MAXIE, 2015).



16

2.3 Funcao testicular e producédo espermatica

2.3.1 Espermatogénese

Na constituicdo do sistema reprodutor, se destaca o testiculo que constitui
o0 6rgéo central da reproducéo do macho. E fortemente influenciado pelo sistema
neuroendocrino e apresenta duas funcgdes basicas, uma enddcrina e outra
exocrina. A enddcrina consiste nasintese de androgenos(esteroidogénese)
responsaveis pelos efeitos metabdlicos e pelo desenvolvimento e manutencao
das caracteristicas sexuais secundarias, e a exdcrina, responsavel pela geracéo
de células germinativas hapléides por meio da espermatogénese(ETIM, 2015).

A esteroidogénese ocorre nas células de Leydig e a espermatogénese
nos tubulos seminiferos. Do ponto de vista funcional, o testiculo apresenta trés
compartimentos diferentes, nomeadamente: compartimento de tecido intersticial
gue contém as células de Leydig, localizadas entre os tubulos seminiferos,
compartimento basal, contendo espermatogdnias, e o compartimento adluminal
onde os espermatécitos sofrem as divisbes celulares (meiose e mitose)
(MAKSIMOVIC et al., 2016).

Dentro dos tubulos seminiferos existem as células de Sertoli. Estas
células se estendem do compartimento basal até ao adluminal formando a
barreira hematotesticular cuja funcdo é evitar que componentes presentes no
sangue e no fluido intersticial entrem no compartimento adluminal (KLEIN,
2014).0s tubulos seminiferos em carneiros ocupam cerca de 85% do volume
das gbnadas e compdem o parémguima testicular que contém no seu interior o
epitélio germinativo e o espaco intertubular onde se localizam os nervos, vasos
sanguineos, linfaticos e as células de Leydig (PRESTON et al.,, 2011 e
MOHAMMADZADEHet al., 2013).

O conteudo produzido pelos tubulos seminiferos € liberado dentro da rete
testis, que posteriormente efetua o transporte dos espermatozoides juntamente
com o fluido dos tubulos até ao epididimo. Este ducto, o epididimo, para além de
conduzir os espermatozoides, € responsavel por fornecer um ambiente

bioquimico para a maturacéo aos espermatozoides e dota-los de capacidade de
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fertilizacdo, pois os espermatozoides que entram na cabeca do epidididimo
provenientes da rete testis sdo iméveis, somente apds passar pelo processo de
migracdo e maturacdo na cabeca e corpo do epididimo adquirem motilidade e
capacidade para fertilizar (ZINI e AGARWAL, 2014).

As células de Sertoli constituem um dos dois tipos de células somaticas
dos tubulos seminiferos. Juntamente com as células germinativas constituem o
epitélio seminifero circundado por uma ou mais camadas de células midides
(JOHNSON et al., 2008).As células de Sertoli proporcionam nutrientes para as
células germinativas em desenvolvimento. De fato, estas células secretam
substancias quimicas como piruvato, proteinas fixadoras de andrégenos (ABP),
estrogenos, fluido tubular, dihidrotestosterona (DHT) e fator de crescimento
epidermal (SALARVANDIAN et al., 2015).

Segundo Mohammadzadehet al. (2013), as células de Sertoli,para além
de transportar células espermatogénicas do compartimento basal dos tubulos
seminiferos para o limen, estédo envolvidas no processo de fagocitose de células
degeneradas proporcionando protecdo para células germinativas. A quantidade
de células de Sertoli determina a taxa de producao espermatica e apresenta uma
correlacdo positiva com a eficiéncia da espermatogénese.

A testosterona produzida pelas células de Leydigafeta a
espermatogénese de diversas formas, ativando os recetores de androgenospara
manter a espermatogénese. Também previne a apoptose de espermatogénias
do tipo A.Sua sintese resulta da transformacédo do colesterol, por meio de uma
sequéncia de cadeias enzimaticas dentro destas células localizadas no
intersticio testicular. O colesterol utilizado para a sintese deste horménio pode
ser obtido pela sintese que ocorre dentro das células de Leydig ou a partir do
colesterol extracelular (lipoproteinas de baixa densidade - LDL)(ILIYASU et al.,
2014).

As células germinativas agrupam-se de acordo com o estagio de
maturacgédo, de tal forma que em um corte histolégico de um determinado ponto
do tubulo seminifero seja observado com muita predominéancia um tipo de células
germinativas, enquanto que um corte em um outro ponto (acima ou abaixo)
mostra um tipo celular sucessivo ou precedente na ordem de
maturacdo(ARREGUI et al., 2008).
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A espermatogénese € um processo ciclico e dindmico que envolve
processos de divisdo e diferenciacio. E altamente organizado e sincronizado, e
por meio do qual as primeiras células germinativas a habitar os tubulos
seminiferos, também designados por gondcitos, multiplicam-se e se diferenciam
em espermatogonias diploides.Posteriormente, as espermatogbnias dividem-se
por mitose para manter seu proprio namero, resultando na producdo de
espermatocitos, que sofrem sucessivas divisbes meibdticas e se diferenciam em
espermétides hapléides, liberados no limen como espermatozoides (KIM et al.,
2015 e YAO et al., 2015).

Espermatogénese é funcionalmente dividida em trés fases:
espermatocitogénese, meiose e espermiogénese. A espermacitogénese é uma
fase proliferativa que consiste de duas fun¢des principais: na primeira ocorre as
divisbes mitéticas das espermatogonias tipo A de forma a manter uma populacao
de células-tronco a partir das quais o0 macho produz espermatozoides de uma
forma continua durante a sua vida, e na segunda funcado, as espermatogonias
tipo A tornam-se espermatogonias tipo B que por meio de divisbes mitéticas
produzem espermatocitos primarios (KLEIN, 2014; MANKU e CULTY, 2015;LIU
et al., 2015 e XUN et al., 2015).

Na fase meiotica os espermatocitos primarios sofrem duas divisdes e
originam células haploides. Nesta fase ocorre o pareamento de cromossomos
homodlogos, o que facilita a troca de material genético. Posteriormente, na
primeira divisdo os cromossomos homdélogos segregam-se dando origem a duas
células haploides, designadas de espermatdcitos secundarios, e na segunda,
estes espermatocitos se dividem e dao origem a espermatides (FILIPPONI et al.,
2007; BROWN et al., 2011; WYNNE et al., 2012 e PINTOS et al., 2015).

Na fase de espermiogénese também chamada estagio de maturacéo e
desenvolvimento, as espermatides se diferenciam (sem se dividir) formando
esperméatides maduras. Esta fase é caracterizada principalmente pela formacgéo
do acrossoma a partir do complexo de Golgi, alongamento nuclear,
desenvolvimento do flagelo, condensacéo da cromatina e perda de citoplasma
(KAYA e MEMILI, 2016).Apos a maturacao final das espermatides, estas séao
liberadas em forma de espermatozoides, das células de Sertoli para o interior do
limen dos tubulos seminiferos, processo designado por espermiacdo (HAFEZ e
HAFEZ, 2004 e CIARAMELLA et al., 2015).
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Este processo descrito (espermatogénese) envolve o movimento das
células germinativas do compartimento basal para o adluminal dos tubos
seminiferos. A fase mitotica da espermatogénese ocorre na regido basal,
enguanto que a fase meidtica ocorre na regidao adluminal. No entanto, o resultado
da espermatogénese completa é: proliferacdo celular e manutencdo de uma
populacdo de células germinativas, reducdo no namero de cromossomos e
variabilidade genética, e producdo de espermatozoides (RODRIGUES et al.,
2012; PANAHI et al., 2014 eKLEIN, 2014).

A transformacdo celular a partir da espermatogdnia tipo A até os
espermatozoides ejaculados, incluindo o tempo do transito epididimério, dura
aproximadamente de 60 a 70 dias no carneiro. Em casos de ocorréncia de algum
fator que possa afetar o testiculo ou o epididimo, a diminuicdo da qualidade do
sémen pode ocorrer dentro de poucos dias até dois meses, e da mesma forma,
no minimo séo necessarios 60 dias para que o sémen volte ao normal apos um
dano ao testiculo (HAFEZ e HAFEZ, 2004 e KLEIN, 2014).

Existem fundamentalmente trés tipos de horménios que podem afectar
direta ou indiretamente a espermatogénese, nomeadamente: testosterona
produzida pelas células de Leydig, estradiol e inibina produzidos por células de
Sertoli.A sintese de ambos ocorre ao nivel dos testiculos (KLEIN, 2014).

Durante a espermatogénese, podem ocorrer perdas de células
germinativas numa taxa média de 50% devido a fatores como apoptose celular,
principalmente das espermatogdnias e espermatdécitos, e estas perdas estdo
relacionadas com flutuacbes hormonais resultantes das alteracdes
fotoperiodicas, restricbes alimentares e mudancas na secrecdo de FSH.
Entretanto, durante a espermatogénese a apoptose representa um mecanismo
protetor pelo fato de eliminar células germinativas anormais, evitando que estas
se multipliquem e sigam para os estagios mais avancados (MANKU e CULTY,
2015 e SHARMA et al., 2015).

Uma compreensédo efetiva das alteracées degenerativas que ocorrem
durante os processos espermatogénicos, inclui a avaliagdo morfométrica do
epitélio seminifero contido dentro dos tubulos, centro de producdo de gametas
masculinos (FOLEY, 2001). Ao nivel das gdnadas, os tabulos séo revestidos pelo
epitélio germinativo, e no estudo histolégico deste 6rgao, pode-se observar com

clara evidéncia células em varios estagios de desenvolvimento, cujos



20

constituintes  celulares dependem fundamentalmente da  atividade
espermatogénica dos tubulos, podendo ser espermatogbnias, espermatocitos
primarios, espermatécitos secundarios, espermatides ou espermatozoides
(BANKS, 1992).

Segundo Johnson et al. (2000), o ciclo do epitélio seminifero (CES),
também designado de ciclo espermatogénico, € definido como um conjunto de
células da espermatogénese localizadas ao longo dos tubulos seminiferos, de
tal forma que ao analisar uma secc¢ao transversal de um tabulo seminifero (corte
histoldgico) verifica-se uma organizacdo de células espermatogénicas formando
uma camada desde a membrana basal até ao lumen tubular. A associacao
repetida dessas células estabelece um ciclo seminifero.

Considerando que o ciclo do epitélio seminifero € um fenémeno temporal
e constante, caracteristico de cada espécie animal, sua duracao é estimada em
dias, sendo de 10,4 dias em carneiros (AMANN, 2008; RUSSEL et al., 1990 e
KNOBIL e NEILL, 2006). A forma mais adequada de classificar o ciclo de epitélio
seminifero € com base no método de morfologia tubular, que consiste na
avaliacdo morfolégica de espermatides, principalmente seu nucleo e seus
eventos meioticos (WROBEL et al., 1995).

O método em referéncia, permite identificar os seis estagios do ciclo de
epitélio seminifero. Em ovinos de cerca de 8 meses de idade, o diametro dos
tubulos seminiferos mede cerca de 275 um e altura do epitélio 95 um. Estes
valores apresentam uma baixa variagdo ao longo do ciclo, entretanto, da fase
pré-leptoteno para dipléteno o volume celular dos espermatocitos primarios
aumenta aproximadamente cinco vezes e o volume nuclear registra um aumento
em trés vezes no mesmo estagio. Os espermatdcitos secundarios séo
observados exclusivamente no estagio 4 do ciclo de epitélio seminifero (WROBE
et al., 1995).

As células de Sertoli ocupam entre 27,6% (no estagio 3) e 36,6% (no
estagio 1) do epitélio tubular. O volume médio destas células varia entre 6380
um?3 no estagio 2 e 7195 pm? no estagio 4, e uma area superficial de cerca de
10550 a 12305 pum?. Entre os tlbulos, se encontram os vasos sanguineos,
localizados no espaco intersticial intra-tubular. S&o rodeados por células de
Leydig e outras células do intersticio como macrofagos e células epiteliais
linféides (WROBE et al., 1995 e YOSHIDA, 2010).
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2.4 Morfometria testicular

O desenvolvimento testicular de uma espécie pode ser avaliado mediante
a determinacdo de caracteristicas morfométricas cujas variacbes sédo
acompanhadas por modificacdes que ocorrem em resposta a varios fatores,
principalmente de ordem ambiental. Este desenvolvimento pode ser usado como
ferramenta para determinar o periodo do alcance da maturidade sexual que
corresponde a transformacdes morfoldégicas e fisioldgicas no organismo
(CASTIGLIONI et al., 2006). Estas modificacbes conferem ao animal a
habilidade de produzir quantidades desejaveis de espermatozoides viaveis e
niveis adequados de androgenos para o correto funcionamento da funcao
reprodutiva (GIER e MARION, 1970).

O indice gonadossomatico é um dos parametros de maior destaque, pois
representa o funcionamento especifico da espermatogénese e tem relacdo direta
com a massa corporal e porte do animal. A maior propor¢cdo de massa corporal
e de gasto de energia alocados no tecido testicular ocorre com maior frequéncia
em mamiferos de pequeno porte, contrariamente ao que acontece nos de porte
maior. Grandes variacdes das variaveis morfométricas se verificam com alguma
frequéncia, principalmente a proporcao volumétrica dos tubulos seminiferos,
células de Leydig, vasos sanguineos e vasos linfaticos (AMANN, 1970).

Em varias espécies os tubulos seminiferos representam o componente
mais abundante do parénquima testicular, e todas as estruturas celulares e
teciduais relacionados com estes tubulos, como é o caso do didmetro tubular,
comprimento total dos tabulos, comprimento dos tibulos por grama de testiculo
e espessura do epitélio apresentam uma relacdo positiva com a producéo de
espermatozoides, despertando portanto, maior interesse nas pesquisas, uma
vez gque estas variaveis podem ser usadas para definir a capacidade produtiva
dos testiculos (FRANCA e RUSSELL, 1998).

O estudo da histologia testicular, para além de caracterizar a puberdade
e maturidade sexual dos machos, providencia informacfes Uteis para o
estabelecimento de comparacéo de animais de diferentes espécies. Para@metros
como volume do parénquima estdo na origem da diferenca na eficiéncia da

espermatogénese. A histologia fornece informacgdes que auxiliam na avaliacéo e
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selecdo de reprodutores, pois enquanto a mensuracdo do peso gonadal
representa um método indireto de avaliagdo, as medidas morfométricas
constituem um método direto de avaliar o estagio reprodutivo de machos
(FONTANA et al., 1990 e FRANCA e GODINHO, 2003).

A quantidade, volume e a propor¢cdo das células de Leydig dentro do
compartimento intersticial é fornecida pelo estudo histologico, e estas
informacBes s&o importantes, pois conduzem a uma previsdo da producao
hormonal. Estas células, possuem receptores de LH capazes de detectar as
concentracdes suficientes deste horménio para induzir a sintese de andrégenos
que atuam nos receptores androgénicos do epitélio seminifero para modular a
espermatogénese (O'DONNEL et al., 2001). Outros parametros como células de
Sertoli podem ajudar na compreenséao da duragéo do ciclo do epitélio seminifero

(COUROT, 1988).

2.4.1 Avaliacdo do potencial reprodutivo do macho

A fertilidade € um dos parametros mais importantes e com maior impacto
econdmico no sistema de producdo animal, no entanto, envolve varios fatores
como perfil hormonal, desenvolvimento corporal e testicular, qualidade de sémen
produzido, quantidade e viabilidade da sua descendéncia (PETROVIC etal.,
2012). Estes fatores definem machos de alto desempenho reprodutivo no
momento da selecdo, devendo ser estudados integralmente nos testes de
classificacdo de reprodutores pelo fato de apenas um ou dois parametrosnao
indicar na totalidade todo potencial reprodutivo do animal (SNOWDER et al.,
2004), pois reprodutores com parametros testiculares e seminais semelhantes
ainda podem apresentar diferencas de até 25% nos indices de fertilidade
(LARSON e MILLER, 2000).

A avaliacdo de parametros seminais relacionados com motilidade e
morfologia espermatica, método frequentemente utilizado para definir a
fertilidade do macho, melhora as taxas de concepc¢éo, no entanto, apresenta uma
limitacdo de informagdo sobre a real qualidade do reprodutor, havendo

necessidade de introduzir outros conceitos como avaliagdo ultrassonografica e
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de pardmetros sanguineos (MOURA, 2005). Considerando que a massa
testicular estd positivamente correlacionada com a producdo de sémen, o
tamanho e circunferéncia testicular € um indicador de eleicdo para predizer a
fertilidade de carneiros e sobretudo sua producéo espermatica (AL-KAWMANI et
al., 2014).

Apesar da circunferéncia escrotal apresentar variagdo em funcao a época
do ano e da condicdo de escore corporal, sendo maior durante a estacdo de
monta e de abundancia alimentar, e menor fora deste periodo, podendo reduzir
cerca de dois a trés cm em situagfes dréasticas, continua sendo um Optimo
indicador de fertilidade por apresentar correlagcédo positiva com a porcentagem e
diametro dos tubulos seminiferos (OSOSANYA et al., 2014), producéo de sémen
(MAKSIMOVICet al., 2016 e RODRIGUES et al., 2016), niveis séricos de
testosterona (MAKSIMOVICet al., 2016), reserva espermatica (UCHENDU et al.,
2015) e peso corporal (AKPA et al., 2013).

E um indicador que apresenta uma herdabilidade maior e de facil
mensuracao, o que reduz significativamente os erros técnicos (MUHAMMAD
etal., 2016 e JUNIOR et al., 2008).Representa uma opcao primaria na selecao
de jovens reprodutores, sendo também utilizada para predizer a precocidade da
sua prole feminina, pois, filhas de machos com maior circunferéncia escrotal séo
mais precoces e apresentam melhores indices de fertilidade (BESTER etal.,
2004; JIBRIL et al., 2011 e MENEGASSI et al., 2014).

Para aumentar a acuracia e confiabilidade dos resultados de avaliacdo da
capacidade reprodutiva do macho, testes complementares sdo necessarios,
destes pode-se destacar a avaliacdo clinica por meio de ultrassonografia
testicular. Este método, pode revelar possiveis desordens subclinicas com maior
precisdo e seguranca principalmente de estruturas internas do testiculo, tinica
fibrosa, parénquima e mediastino, indicacdo de eventuais alteracfes atipicas e
dificilmente identificaveis pelos testes androldgicos de rotina convencionalmente
utilizados. Acompanha a evolucao do desenvolvimento destes componentes de
forma néo invasiva (GOULETSOU e FTHENAKIS, 2010 e ANDRADE et al.,
2014).

Adicionalmente, a fertilidade do macho pode ser avaliada através dos
niveis de testosterona. Esta variavel influencia diretamente o comportamento

reprodutivo, sendo um dos principais indicadores que ajuda a entender melhor a
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atividade enddcrina do testiculo (BENIA et al., 2013). Este hormdnio, afeta
também a qualidade de sémen produzido por apresentar uma influéncia direta
na atividade das glandulas sexuais acessorias. Estudos mostram que a
eficiéncia das glandulas na sintese de componentes bioquimicos como a frutose,
depende inteiramente dos niveis da secrecdo da testosterona ao nivel dos
testiculos (EL-MOKADEM et al., 2015).

Varios fatores afetam a concentracdo da testosterona em carneiros,
destes, a nutricdo, o fotoperiodo e a secrecao da melatonina merecem destaque,
uma vez que podem resultar na flutuacdo dos niveis de testosterona do animal
ao longo do dia (CASAO et al., 2010).

De acordo com Gundogan e Serteser (2005) e Yotov et al. (2013), os
parametros metabdlicos séo indicadoresimportantes do pleno funcionamento do
sistema reprodutor endocrino, principalmente os que estdo mais relacionados
com o perfil hormonal, como é o caso de colesterol, devendo ser considerados

ao avaliar a fertilidade dos animais.
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CAPITULO 1 - PARAMETROS SANGUINEOS E SEMINAIS DE CORDEIROS
MANTIDOS A PASTO E SUPLEMENTADOS COM TORTA DE DENDE

Artigo a ser submetido ao comité editorial do Periédico Animal Reproduction
Science, Qualis XYZ, na Area Zootecnia/Recursos Pesqueiros
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RESUMO

Avaliou-se o efeito de niveis de inclusdo de torta de dendé no suplemento sobre
0S parametrossanguineos e a qualidade de sémen de ovinos mantidos a pasto.
Foram utilizados 40 cordeiros de raca Santa Inés com idade média de 5 meses
e peso corporal de 24,10+£2,72 kg, alocados em quatro tratamentos com 10
repeticdes em um delineamento inteiramente casualizado. Os tratamentos foram
0s niveis de inclusdo de torta de dendé (0%; 15%; 30% e 45%) na matéria seca
da racéo concentrada, formulada para ser isonitrogenado. O experimento durou
90 dias antecedidos por 15 dias de adaptacao, e neste periodo foi feita coleta de
sangue em jejum alimentar de 12 horas, por puncéo da veia jugular utilizando
tubos sem anticoagulante. As amostras foram centrifugadas, e do soro obtido
foram avaliadas as variaveis do perfil bioquimico: colesterol total, triglicerideos,
lipoproteinas de alta, baixa e muito baixa densidade. O sémen foi coletado por
eletroejaculador e submetido a avaliacdo de volume, cor, aspeto,
turbilhonamento, vigor, motilidade progressiva, concentragdo e patologias. Os
dados foram submetidos ao teste de normalidade e homogeneidade e depois foi

feita andlise de variancia, regressao e teste de Kruskal-Wallis. Foi observado
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comportamento linear crescente nos niveis de colesterol total, lipoproteina de
alta densidade, triglicerideos e lipoproteina de muito baixa densidade. N&o
houve diferenca (P>0,05) na lipoproteina de baixa densidade entre os
tratamentos. N&o foi observada diferenca (P>0,05) no turbilhonamento,
motilidade, vigor, numero total de espermatozoides por ejaculado,
espermatozoides viaveis por ejaculado, aspeto, defeitos maiores e totais. Houve
comportamento linear crescente na concentracdo espermatica com medias
variando de 2,50+1,6 a 3,83+5,7x10%mL e comportamento quadratico negativo
para os defeitos menores.Aincluséo da torta de dendé até 45% na matéria seca
do concentrado melhora o perfil bioquimico sem prejuizo nas variaveis seminais

de cordeiros, podendo ser utilizada como alternativa alimentar.

Palavras-chave: fontes lipidicas, nutricdo animal, pequenos ruminantes,

reproducao ovina

Biochemical and seminal parameters of rams supplemented with palm

kernel cake on grazing system

ABSTRACT

This study aimed to assessthe effects of different levels of palm kernel cake
onsemen quality andbiochemical parameters in male sheep. A total of 40 rams
weighing 24,10+2,72 kg of average body weightand aged five months
wereassigned in a completely randomized design into four groups and 10
replicates. The animals were subjected in differents levels of palm kernel cake
into concentrate diet: (0; 15; 30 and 45%) based on dry matter, feeding them in
individual stalls by the morning. The diet prepared to be isonitrogenous were
supplied at 1,5% body weight with adjustment according to the individual
liveweights. The trial lasted 90 days foregone by 15 days for adaptation. Blood
samples were collected every 45 days from jugular vein after 12 hours of total

food restriction using vacuum tubes without anticoagulant.Total serum
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cholesterol, triglycerides, high density lipoproteins, low density lipoproteins and
very low density lipoproteinswere assessed. Semen samples were collected by
electroejaculation once for a week for three sequence weeks, and assessed for
volume, color, aspect, wave motion, motility, sperm concentration, vigor sperm
and sperm morphology. The data were subjected to analysis of variance by SAS
9.0 followed by regression analysis. Non-parametric datas were analysed by
Kruskal-Wallis non-parametric test. Increasing linear behavior was observed for
total cholesterol, high density lipoprotein, triglycerides and very low density
lipoprotein. There was no difference(P>0,05)for low density lipoprotein. No
difference was observed (P>0,05) in mass motility, sperm motility, vigor, total
sperm cells per ejaculate, viability sperm per ejaculate, aspect, major and total
sperm defects. There was increasing linear behavior for sperm concentration with
average ranged from 2,50+1,6 to 3,83%5,7x10°mL and negative quadratic
behavior for minor defects. The inclusion of palm kernel cake up to 45% based
concentrate dry matter improves biochemical parameters and did not affect

negativally rams seminal variables. It could be used as food alternative.

Keywords: animal nutrition, lipid sources, sheep breeding, small ruminants

Introducéo

O estado nutricional exerce grande influéncia sobre a atividade do centro
hipotalamo-pituitaria-gonadal dos animais. Nos machos, alteragbes na dieta
refletem pela mudanca no desempenho reprodutivo, comec¢ando por criar uma
condicédo de balanco energético negativo, o que resulta no atraso a puberdade,
baixo desenvolvimento testicular e redugdo na taxa de produgcdo de sémen,
como consequéncia direta da baixa secrecdo de LH e FSH limitada pelo défice
de liberagéo episodica de GnRH(ZABULIet al., 2009).

Entretanto, a eficiéncia reprodutiva do macho e a qualidade do sémen
produzido dependem basicamente, do pleno funcionamento do seu sistema

endocrino, que ird determinar a sintese de andrégenos a partir do colesterol. Um



29

dos hormonios derivados de colesterol é a testosterona, cuja biossintese é
regulada pelos cofatores sTAR (proteina aguda reguladora da esteroidogénese)
e TSPO (proteina translocadora), responsaveis pelo transporte de colesterol
extra membranal para o interior da membrana mitocondrial. Sua concentracéo
define os niveis de testosterona produzida, cuja reducdo esta relacionada a
disfungéo testicular(HAFEZ, 2009).

O colesterol é resultado do metabolismo energético que ocorre no figado,
utilizando glicose e aminoacidos como precursores. Seus niveis Séricos
dependem da condicdo nutricional do animal, e principalmente,da composicéo
dos ingredientes que constituem a dieta (FERNANDES et al.,, 2012). Uma
alimentacdo rica em acidos graxos poliinsaturados (PUFA) aumenta a densidade
energética e melhora o desempenho reprodutivo de carneiros, com efeitos
notaveis no perfil hormonal, desenvolvimento testicular e na qualidade do sémen
(BOATENG et al., 2013 e FAIR et al., 2014).

A torta de dendé é um ingrediente bastante rico em acidos graxos desta
natureza, com maior destaque para os acidos laurico, miristico, oléico, palmitico,
estearico e linoléico (OLIVEIRA et al., 2015), e sua inclusao na dieta pode
resultar em incremento nos indices reprodutivos de ruminantes. As principais
familias de acidos graxos polinsaturados que exercem maior influéncia na
reproducao de machos sdo n-3 e n-6, cujos representantes sdo acido linoléico e
linolénico, respectivamente. Seu contributo esta fortemente ligado a sua
conversdo em hormonios reprodutivos (SARTONI e GUARDIEIRO, 2010).

A adicéo da torta de dendé na ragéo eleva principalmente os niveis de
acido laurico (C12:0), acido miristico (C14:0) e acido palmitico (C16:0), podendo
ser utilizada como alternativa alimentar e fonte de lipideos em ovinos (RIBEIRO
etal., 2011). Deste modo, este trabalho objetiva avaliar o efeito da torta de dendé

sobre parametros bioquimicos e seminais de carneiros de raca Santa Inés.
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Material e métodos

O experimento foi realizado no Setor de Ovinocultura da Universidade
Federal do Recéncavo da Bahia (UFRB) localizada em Cruz das Almas, latitude
12°67°36” Sul, longitude 39°10’°17” Oeste e altitude de 225,87 metros acima do
nivel do mar (IBGE, 2010). O experimento foi realizado sob aprovacdo pela
CEUA (Comisséo de Etica no Uso de Animais) da UFRB com protocolo de
registro nimero 23007.013783/2014-31 e decorreu de Janeiro a Abril de 2016
com duracdo de 90 dias antecedidos por 15 dias de adaptacdo as dietas
experimentais. A regido apresenta clima quente do tipo Af de acordo com
classificacdo climatica de Koppen-Geiger, com temperatura média anual de
23,0°C, umidade relativa do ar de 75%, pressdo em torno de 994,2 hPa e
pluviosidade média anual de 1,136 mm (INMET, 2016).

Foram utilizados 40 cordeiros de raga Santa Inés com idade média de 5
meses e pesocorporal médio inicial de 24,1+2,72 kg, distribuidos num
delineamento inteiramente casualizado com quatro tratamentos e 10
repeticbes.Os tratamentos foram niveis de inclusdo da torta de dendé (0%; 15%;
30% e 45%) na ragao concentrada. Os animais foram mantidos no sistema de
pastejo em piquetes com capim massai (Panicum hibrido vr. Massai) durante o
dia e suplementados com concentrado pela manha em comedouros privativos

na proporcao de 1,5% de peso corporal.

As dietas foram formuladas para serem isonitrogenadas (Tab. 2).A
composigdo quimico-bromatolégica dos ingredientes e das dietas foi analisada
segundo procedimentos da AOAC (1990) para determinacdo dos teores de
matéria seca (MS), matéria mineral (MM), proteina bruta (PB) e extrato etéreo
(EE). A determinacéo da fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente
acido (FDA) foi feita de acordo com VAN SOESTet al. (1991).

Os carboidratos totais (CHOT) foram obtidos de acordo com a
metodologia proposta por Sniffen et al. (1992), utilizando a equagéo: CHOT =

100 - (%PB + %EE + %Cinzas), e os carboidratos nao fibrosos foram calculados
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segundo Hall (2000), aplicando a seguinte expressao mateméatica: CNF = 100 —
(%FDN + %PB + %EE + %MM).A hemicelulose (HEM) foi determinada pela
diferenca entre a fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido
(FDA), e a celulose calculada pela equacéo: celulose (%) = FDA — lignina
conforme Silva e Queir6z (2002).A determinacéo de nutrientes digestiveis totais
foi feita de acordo com a férmula proposta por NRC (1989): NDT (%) = 87,84 —
(%FDA * 0,70).

Tabela 1 Composicdo quimico-bromatoldgica dos ingredientes das dietas

experimentais

Componentes Ingredientes C. |

T. dendé F.soja  Milho moido massai

Matéria seca 95,80 87,36 86,86 30,27
Matéria mineral 3,06 7,53 1,68 8,34
Extrato etéreo 8,21 3,44 5,24 1,48
Fibra em detergente neutro 71,37 16,58 31,54 66,59
Proteina bruta 10,05 45,25 7,48 5,32
Carboidratos totais 78,68 43,78 85,6 84,86
Carboidratos nao-fibrosos 7,31 27,20 54,06 17,27
Hemicelulose 25,98 51,6 29,35 18,66
Lignina 4,28 3,09 1,32 3,37

T: torta; F: farelo; C: capim
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Tabela 2 Composicdo porcentual e quimico-bromatologica das racgles

concentradas
Componentes Niveis de incluséo de torta de dendé
0% 15% 30% 45%
Ingredientes Composigao porcentualno concentrado (%MS)
Torta de dendé - 14,50 29,0 44,0
Farelo de soja 33,0 35,0 31,0 29,00
Milho moido 62,0 45,50 35,0 22,0
Sal mineral 2,0 2,0 2,0 2,0
Uréia 3,0 3,0 3,0 3,0
Nutrientes Composic¢ao quimica (%MS)
Matéria seca 82,68 83,12 85,26 86,60
Extrato etéreo 4,38 4,78 5,28 5,76
Matéria mineral 3,53 3,84 3,81 3,90
Proteina bruta 19,57 20,07 19,56 19,19
Fibra em detergente neutro 25,03 30,50 36,88 43,15
Carboidratos ndo-fibrosos 47,49 40,18 34,47 28,00
Nutrientes digestiveis totais 85,28 80,83 76,58 72,10
Celulose 2,30 2,51 8,00 13,95
Hemicelulose 31,23 35,18 33,81 32,85
Lignina 5,36 7,51 8,09 8,53

As dietas foram formuladas para atender as exigéncias nutricionais de
cordeiros na fase de crescimento e possibilitar um ganho de peso corporal diario
de 250 gramas segundo o NRC (2007).

Os animais foram pesados quinzenalmente para permitir o ajuste da dieta
concentrada durante o periodo experimental. Na ocasido da pesagem foi feita
avaliacao da condicéo de escore corporal para determinar o estado nutricional

dos animais.

Para a determinacao dos parametros bioquimicos, foram feitas coletas de

sanguepor puncdo venosa da veia jugular em tubos a vacuo sem
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anticoagulantea cada 45 dias durante o periodo experimental. As coletas foram
realizadas as 08:00 horas da manha apds jejum alimentar de 12 horas. O sangue
foi centrifugado a 3500 x g por 15 minutos e o soro obtido conservado em
microtubos de polietileno, a uma temperatura de -20°C até ao momento de

andalise.

Para avaliar parametros do metabolismo energético fez-se analise das
concentracdes séricas de colesterol totalutilizando o método de teste enzimatico
calorimétrico em fase liquida por meio de reagentes comerciais do kit colesterol
monoreagente (reagente enzimatico)da Bioclin® seguindo instrucdes do
fabricante. A leitura das amostras foi feita em um espectrofotdbmetro automatico
com comprimento de onda ajustado para 500 nm, e os respectivos resultados de
absorbancia foram utilizados para determinar o colesterol total. Para o efeito foi
aplicada a seguinte formula:

absorbancia da amostra
absorbancia do padrao

Colesterol total (mg/dL) = 200

As lipoproteinas de alta densidade (HDL) foram determinadas pelo
método de teste enzimatico calorimétrico, com leitura de absorbancia feita em
um espetrofotbmetro automatico e com 500 nm de ajuste de comprimento de
onda. As concentracdes do colesterol VLDL e LDL foram determinadas de
acordo com a equacéo de Friedewald et al. (1972). A equacao em referéncia, é
apenas valida para amostras cujo valor de triglicerideos néo ultrapassa 400
mg/dL.

VLDL—c :W e LDL-c = Colesterol total — (HDL+VLDL).

Decorridos 75 dias ap6s inicio do fornecimento das ra¢des concentradas
foram feitas trés coletas de sémen com frequéncia de uma coleta por
semanautilizandoeletroejaculador, e os exames fisico e morfoldgico realizados
imediatamente apos a ejaculagéo, segundo o Colégio Brasileiro de Reproducédo
Animal (CBRA, 2013). Durante a coleta foi usado um eletroejaculador aplicando5
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estimulos elétricos de 3 volts (aumento gradativo de 1 volt) durante 3 segundos,
com um intervalo de descanso de 5 segundos. Esta metodologia foi aplicada

para todos os animais e mantida constante durante todas as coletas realizadas.

No exame fisico foi feita avaliagdo do volume do ejaculado com leitura
direta do tubo graduado. De seguida foram feitas avaliagbes visuais e
sequenciais observando o aspecto e classificando-o decremoso, leitoso, turvo e
aguoso, a cor com classificacao de branco ou amarelo-marfim.Na avaliacdo das
caracteristicas microscépicas foi analisado o turbilhonamento colocando uma
gota de sémen numa lamina e fazendo observacdo em microscépio de contraste

de fase utilizando a objetiva de 20x. A classificacéo foi feita na escala de 0 a 5.

A motilidade espermatica foi realizada colocando uma gota de sémen
numa lamina e sobreposicdo de uma laminula. Posteriormente fez-se
observacdo em um microscopio de contraste de fase com objetiva de 40x. Este
parametro foi determinado pela porcentagem de espermatozoides com
movimento e classificado de 0 a 100%. O vigor foi avaliado pela deposicéo de
uma gota de sémen entre lamina e laminula e observado no microscopio éptico
usando objetiva de 40x. Esta variavel foi classificada de 0 a 5 de acordo com a

qualidade do movimento retilineo progressivo e sua velocidade.

A concentracdo espermatica, que representa o numero de células
espermaticas por mL, foi determinada pela contagem de espermatozoides em
camara de Neubauer. Foi feita diluicdo de 10 puL de sémen em 4 mL de 4gua
destilada aquecida a 37°C, obtendo-se uma proporcao de diluicdo de 1:400em
tubos de ensaio. Apés a homogeneizacdo da amostra, foram colhidas duas
aliquotas e depositadas sob a laminula, uma para cada lado da camara, e esta,
foi deixada em repouso durante 5 minutos para a sedimentacdo dos
espermatozoides no fundo. Posteriormente, a camara foi colocada no
microscopio de contraste de fase e observada com uma objetiva de 100x. Fez-
se a contagem de espermatozoides em cinco quadrados grandes de cada lado
de acordo com CBRA (2013).
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A gquantidade total de espermatozoides por ejaculado foi determinada
multiplicando-se o volume seminal ejaculado pela concentracdo de
espermatozoide por cada mL, e o numero total de células espermaticas viaveis
por ejaculado foi determinado multiplicando-se o total de espermatozoides por
ejaculado pela porcentagem de espermatozoides moveis referente a motilidade
progressiva de acordo com a metodologia descrita por MARTIN RILLO (1996).

No exame morfolégico foram determinados os defeitos de forma e
estrutura dos espermatozoides e classificados em defeitos maiores e menores
de acordo com Blom (1972). Foi feita prepara¢do Umida de lamina com uma
aliquota de sémen diluido em agua destilada (10 pL de sémen para 2 mL de
agua) colocada entre lamina e laminula. Posteriormente, foi feita observacédo em
microscopio de interferéncia diferencial de fase com objetiva de 100x sob éleo
de imersao. Foi feita contagem de 200 células, classificando os defeitos em trés
segmentos diferentes do espermatozoide (cabeca, peca intermediaria e peca

principal)segundo a metodologia descrita por CBRA (2013).

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk e Levene
para verificacdo da normalidade da distribuicdo dos residuos e homogeneidade
de variancias entre os tratamentos respectivamente.Os dados com distribuicdo
normal foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) pelo PROC GLM e
regressdo multiplaa 5% de significAncia, e os dados que ndo atenderam as
premissas da estatistica paramétrica foram analisados pelo teste de Kruskal-

Wallis utilizandoStatistical Analysis System versao 9.0 (SAS).

Resultados e discussao

A concentragdo sérica de colesterol total aumentou com a inclusao da
torta de dendé, com valores que variaram de 46,12+8,32 a 54,78+5,83
mg/dL(Tab. 3).0s niveis crescentes da inclusdo da torta resultaram na reducéo
do consumo diario de matéria seca, entretanto os niveis de colesterol cresceram

linearmente, o que pode ter sido causado pelo aumento dos teores de extrato
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etéreo no concentrado. Efeito similar foi observado por Nunes et al. (2010) ao
testar niveis de até 19,5% de torta de dendé sobre condicdo hepética de

cordeiros.

Segundo Oliveira et al. (2015), a torta de dendé constitui uma das fontes
mais ricas em acidos graxos saturados como acido laurico (C12:0), miristico
(C14:0), palmitico (C16:0) eestearico (C18:0) com valores de 47,75; 16,89; 7,99
e 2,85% respectivamente. Quantidade reduzida de acidos graxos insaturados
como miristoléico (C14:1) com valor estimado em 0.02%, palmiotoléico (C16:1)
com 0,04% e 13,84% de acido oléico (C18:1), e acidos graxos poli-insaturados
(PUFAs) com destaque para linoléico (C18:2) na proporcéo de 2,88% e 0,13%
de linolénico (C18:3).

Os niveis de colesterol sérico sao indicados por Rhee (1992) eLobb
(2007), como sendo profundamente influenciados pela composicdo dos acidos
graxos da dieta fornecida, destacando o acido palmitico (C16:0) como o principal
responsavel pelo aumento de colesterol devido a sua capacidade de elevar
substancialmente os acidos graxos saturados no organismo animal, ao contrario
do &cido oléico (C18:1) que apresenta um efeito antagbnico. O acido estearico
(C18:0) incluindo outros acidos graxos com 10 ou menos atomos de carbono néo
exercem nenhum efeito sobre o colesterol sanguineo (RHEE, 1992; LOBB, 2007,
VATANSEVER e DEMIREL, 2009; COSTA et al., 2009 e ABDEL-FATTAH et al.,
2013).

Portanto, a adicdo destes acidos graxos na dieta de ruminantes aumenta
0s niveis sanguineos de colesterol total, lipoproteinas de alta densidade (HDL),
lipoproteinas de baixa densidade (LDL)e triglicerideos, para além de favorecer
as concentracgdes de hormonios de crescimento e da insulina (RYAN et al., 1992;
JENKINS et al., 1993; SILVA et al., 2014 e GRESSLER et al., 2015), o que
justifica os valores de colesterol encontrados neste estudo principalmente nos

tratamentos que receberam 30 e 45% de torta de dendé.

Do colesterol total encontrado no organismo animal, 30% corresponde ao
colesterol de origem exdgena (JENKINS, 1993; MEDEIROS, 2003 e KHAN et
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al., 2015). Esta quantidade é menor relativamente ao colesterol sintetizado a
partir do precursor acetil-CoAno figado, glandula adrenal, intestino e gbnadas
(origem enddgena), o que sugere que niveis de inclusdo da torta de dendé até
15% na matéria seca, ndo foram suficientes para elevar colesterol nos animais

gue recebram os tratamentos com 0 e 15% de dendé.

De acordo com Gonzalez e Silva (2006), os valores de referéncia de
colesterol em ovinos oscilam entre 52 a 76 mg/dL, podendo variar conforme o
sexo. Sitmo (2014), faz referéncia aos niveis entre 64 a 104 mg/dL para machos
adultos e 44 a 126 mg/dL para fémeas. Os resultados encontrados neste estudo
podem ser justificados pela idade dos animais utilizados que foi menor que um

ano.

Tabela 3 Parametros bioquimicos em cordeiros da raca Santa Inés

suplementados com torta de dendé no concentrado

Parametros Niveis de torta de dendé P

(mg/dL) 0% 15% 30% 45% Valor
CMS (g/dia) 156,7+438 132,6+32 107,141 104,5+56 0,0393
Colesterol total®  46,12+8,3 48,26+4,6 54,7845,8 54,07+2,7 0,0030
HDL®) 21,2445,8 23,31+6,5 37,95+5,7 43,63+12,8 0,0002
Triglicerideos®©  31,05+3,7 30,66+8,8 30,20+1,2 42,45+1,6 0,0010
VLDL® 6,21+0,7 6,13t1,8 6,04+0,2 8,49+0,3  0,0010
LDL 14,58+8,6 17,70+6,9 14,93+6,6 8,40+1,3  0,1216

LDL/HDL (r4cio) 0,78+0,6 0,84+0,4 0,42+0,2 0,22+0,1  0,0350

CMS — Consumo de matéria seca; HDL — lipoproteina de alta densidade; VLDL — lipoproteina de
muito baixa densidade; LDL — lipoproteina de baixa densidade, LDL/HDL - relagédo lipoproteina

de baixa densidade e lipoproteina de alta densidade.
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Figura 1 Niveis de colesterol total (mg/dL) de cordeiros suplementados com

torta de dendé a pasto.

Houve comportamento linear crescente para 0s niveis séricos da
lipoproteina de alta densidade (HDL) (P<0,05) (Fig. 2). Estes resultados podem
ser relacionados aos do colesterol totalem que foi observadoo
mesmocomportamento entre os tratamentos revelando uma interdependéncia
fisiolégica entre colesterol e HDL, considerando que a molécula de colesterol é
hidrofébica e sua circulacdo no plasma sanguineo € carreada pelas lipoproteinas
de alta e baixa densidade. Segundo Olswold e Andrade (2003) e Fredenrich e
Bayer (2003), animais com altos niveis de colesterol também apresentam niveis
altos de HDL.
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Figura 2 Concentracéo de lipoproteina de alta densidade (mg/dL) decordeiros

da raca Santa Inés suplementados com torta de dendé a pasto.

De acordo com Beynen et al. (2000), a suplementacédo com fontes de
lipideos aumenta a concentracéo de lipoproteinas de alta densidade nos ovinos.
Esta constatacéo pode justificar os resultados de HDL encontrados neste estudo.
Segundo Hawkins et al. (1995), esta lipoproteina representa a fracdo de
colesterol que se encontra em maior proporgao NOs pequenos ruminantes em
comparacao com LDL e VLDL.SITMO (2014), encontrou médias de HDL entre
46,1 a 71 mg/dL em machos ovinos.

Foi observado efeito significativo (P<0,05) da dieta sobre a concentracéao
de triglicerideoscom comportamento linear crescente em relagdo aos niveis da
torta de dendé no concentrado (Fig. 3). Os valores observados mostraram um
comportamento crescente com valores maiores em animais que receberam dieta
contendo 30 e 45% de torta de dendé. Nestes dois tratamentos os teores de
extrato etéro foram de 5,28 e 5,76% na matéria seca respectivamente, valores
relativamente superiores em relagcdo aos constantes nos tratamentos com 0 e
15% de torta de dendé, o que pode ter influenciado o comportamento observado

dos triglicerideos.
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Figura 3 Niveis de triglicerideos (mg/dL) de cordeiros da raca Santa Inés

suplementados a pasto.

Nos frutos de oleaginosas as gorduras se encontram na forma de
triglicerideos, e a inclusdo destes ingredientes na dieta de ruminantes pode
elevar as concentracdesséricas de triglicerideos circulantes.Segundo Palmquist
e Jenkins (1980), quando alimentos ricos em gorduras sdo adicionados na dieta,
e seus niveis de extrato etéreo estiverem acima de 5% na matéria seca, resultam

no aumento da concentracao de triglicerideos.

Houve efeito (P<0,05) da torta de dendé sobre as concentracoes
sanguineas de lipoproteina de muito baixa densidade com efeito linear crescente
(Fig. 4). De acordo com Champe e Harvey(2002), a VLDL é composta por 60%
de triglicerideos e 20% de colesterol e ésteres de colesteril. Esta constatacéo
pode fundamentar o comportamento da lipoproteina de muito baixa densidade

observado neste estudo e que se assemelha aos resultados dos triglicerideos.

Em estudo realizado por Santos et al. (2015)testando niveis crescentes
de propilenoglicol sobre parametros sanguineos de cordeiros, os valores da
lipoproteina de muito baixa densidade apresentaram mesmo comportamento
aos dos triglicerideos. Segundo 0s mesmos autores, estes metabdlitos

apresentam mesmo padréo de resposta em animais alimentados com mesma
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racdo. No estudo em referéncia foram observados niveis de VLDL variando de
5,93 a 8,87 mg/dL em carneiros de 9 meses de idade.

=
o 0w o N
'] '] '] ]

N
1

DY = 0.0657x + 5.7644
R2=0.3616

Niveis de VLDL (mg/dL)

N
1

o

0 15 30 45
Niveis de torta de dendé (%)

Figura 4 Concentracdo sérica de lipoproteina de muito baixa densidade em

cordeiros da raca Santa Inés suplementados com torta de dendé a pasto.

N&o houve diferenca (P>0,05) nas médias de lipoproteina de baixa
densidade (LDL) entre os tratamentos (Tab. 3).0Os valores variaram de 8,40+1,38
a 17,70+6,93 mg/dL. Alguns &cidos graxos sao responsaveis por niveis de LDL
sanguineo, como € o caso dos acidos miristico (C14:0) e palmitico (C16:0) que
favorecem o acumulo de lipoproteinas de baixa densidade no organismo animal.
Estes &cidos apresentam um efeito hipercolesterolémico mais acentuado
(FRENCHet al., 2000).

O aumento da lipoproteina de alta densidade verificado entre os
tratamentos afetou as médias da relagéo lipoproteina de baixa densidade e
lipoproteina de alta densidade (LDL/HDL). De acordo com Wannmacher e Dias
(1988), no metabolismo do colesterol € importante considerar esta relacdo uma
vez que as LDL'’s carregam o colesterol do figado até aos tecidos extra-hepaticos

e as HDL's o fazem no sentido contrario.

A predominancia de lipoproteina de baixa densidade em relacéo a de alta

densidade, resulta na maior deposicédo de colesterol nos tecidos devido a sua
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incapacidade em catabolizar o excesso de LDL, ou seja, as HDL’s nado
conseguem fazer captacdo do colesterol excedente (FILIPPONIet al., 2007).
Perez et al. (2002) consideram que taxas baixas de LDL/HDL indicam um efeito
positivo da dieta sobre manutencao de niveis de colesterol dentro dos padrées

normais em animais.

A torta de dendé nado afetou o volume seminal (P>0,05) (Tab. 4), com
valores variando de 0,76+0,35 a 1,06+0,5 mL entre os tratamentos.As dietas
fornecidas ndo afetaram (P>0,05) o turbilhonamento. Esta variavel apresentou
uma média geral de 3,00 considerada por CBRA (2013) como sendo normal para
cordeiros. Esta varidvel mede a intensidade de movimentacdo dos
espermatozoides em massa que depende da motilidade individual, do vigor e da

concentracdo espermética indicando uma caracteristica de qualidade de sémen.

N&o foi observada diferenca (P>0,05) na motilidade progressiva dos
espermatozoides entre os tratamentos, e suas médias mostraram uma variacao
entre 62,50+45,00 a 85,00+£2,50%. Selvaraju et al. (2012), trabalhando com
adicdo de acidos graxos poli-insaturados na dieta de carneiros observou
diferenca na motilidade espermatica. No entanto, apesar da torta de dendé
apresentar acidos graxos poli-insaturados para além dos saturados na sua

composicdo quimica, estes nao afetaram a motilidade seminal.
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Tabela 4 Caracteristicas fisicas do sémen de cordeiros da raca Santa Inés
suplementados com torta de dendé a pasto

o Niveis de torta de dendé P
Parametros seminais
0% 15% 30% 45% Valor
Volume seminal (mL) 1,1+0,5 1,0+0,3 0,8+0,2 0,8x0,35 0,0001

Turbilhonamento (0 -5)*  3,0+1,0 3,0+2,0 3,0£2,0 3,0£1,0 0,5227
Motilidade esperm. (%)* 75,0+15 85125 62,5+45 65+5,0 0,0001
Vigor espermatico (0-5)* 30,0 3£3,00 31,00 30,5 0,6731
Concentracéo (x10°mL)® 25+1,6 2,8+1,2 3,857 3,4+1,3 0,0025
Total de sptz./ejac (x10°) 19414 24+1,3 2,4+0,3 2,2+0,61 0,9527
Sptz. viaveis/ejac. (x10°) 1,4+0,5 2,1+1,1 1,5+0,4 1,4+05 10,3770
Coloragao* Branco Branco Marfim  Marfim  0,0400

Aspeto* Leitoso Leitoso Leitoso Leitoso 0,0001

* Dados ndo paramétricos (medianatinterquartil). Esperm. -Espermatica, sptz. -

espermatozoides,ejac. — ejaculado

As dietasndo afetaram (P>0,05) as caracteristicas de vigor espermatico
(Tab. 4). Segundo Cunha et al. (2012), este parametro € de maior importancia
na reproducdo por estar positivamente correlacionado com a viabilidade do
sémen, pois para que ocorra a fertilizacdoé indispensavel que
oespermatozoideapresente um vigor igual ou superior a 3 e com membrana
intacta. Fatores de ordem genética e ambiental com maior destaque para idade
do animal, nutricdo, temperatura e estado fisioldgico testicular podem influenciar

esta catacteristica.

Cunha et al. (2012) e Adeyemi et al. (2015) indicam que niveis abaixo de
6% de extrato etéreo na dieta podem afetar caracteristicas de vigor de
espermatozoides de ovinos. No entanto, esta constatagdo nédo foi observada

neste estudo.

Selvaraju et al. (2012) ndo encontraram efeitos de fontes de gordura sobre
0 vigor espermatico de carneiros. Segundo Maia et al. (2011), o vigor € uma
caracteristica que é mais afetada pela temperatura escrotal. Os valores de vigor
observados neste estudo sé&o considerados normais pelo CBRA (2013) que
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classifica um sémen com vigor igual a 3 como sendo de boa qualidade por
representar uma velocidade de deslocamento progressivo dos espermatozoides,

o que favorece a fertilizacao.

Houve diferenca (P<0,05) para a concentracdo espermatica com
comportamento linear crescente (Fig. 5).Rege et al. (2000) salientam que existe
uma forte influéncia da dieta rica em gordura sobre a concentracdo espermatica.
Pacheco et al. (2009), encontraram diferenca nas médias de concentracao
espermética de ovinos suplementados com dietas contendo no maximo 4,5% de

extrato etéreo na matéria seca.
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Figura 5 Concentracédo espermatica (x10°/mL) de cordeiros da raca Santa Inés.

De acordo com Brown (1994) e Cheah e Yang (2011), esta ainda por se
estudar e compreender os mecanismos pelos quais a nutricdo pode afetar a
concentracdo espermatica em animais. No entanto, sustentam que o sémen é
formado durante o processo de ejaculagdoquando os espermatozoides transitam
pelos ductos ejaculatorios e se juntam aos fluidos secretados por vesiculas
seminais, prostata e glandulas bulboretrais, onde a frutose sintetizada pelas
vesiculas seminais vai garantir o suplemento nutricional aos espermatozoides e
fornecimento de energia.Esta fusédo entre as células espermaticas e o fluido

seminal, pode determinar o volume do sémen e a concentracdo de
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espermatozoides no ejaculado. A espermatogénese também exerce influéncia,

principalmente pela quantidade de células produzidas.

O numero total de espermatozoides por ejaculado e o total de
espermatozoides viaveis por ejaculado ndo diferiram (P>0,05), o que revela que
a torta de dendé nas proporgdes aplicadas nao exerceu influéncia sobre estas
variaveis. De fato, o total de espermatozoides por ejaculado depende mais da
concentracdo espermatica e do volume seminal, e a quantidade de
espermatozoides viaveis por ejaculado sofre influéncia direta do paréametro

anterior e da motilidade progressiva.

N&o houve diferenca (P>0,05) nas médias de defeitos maiores e totais. A
ocorréncia de maior porcentagem de patologias no sémen tem sido muito
frequente, principalmente em animais jovens por comprometer a qualidade
seminal. Neste estudo as médias dos defeitos foram 3.22+1.63%
(minimos),5.18+1.87% (maximo);2.83+1.48% (minimo), 5.38+2.94% (maximo) e
7.47+2.93% (minimo), 8.59+3.52% (maximo) para defeitos menores, maiores e
totais respectivamente. Estes valores s&o considerados normais pelo CBRA
(2013).

Entretanto, das patologias espermaticas observadas neste estudo foram
registrados os seguintes defeitos menores: cabeca delgada (14,87%), cabeca
gigante (2,63%), cabeca isolada normal (0,045%), cauda dobrada (7,62%) e
implantagédo abaxial (0,455%), e defeitos maiores: cabeca isolada normal
(7,98%), cabeca periforme (1,73%), cabeca pequena anormal (0,82%), cabeca
estreita (0,045%), acrossomo (2,035%), peca intermediaria encurvada (4,17%),
peca intermediaria fraturada (0,365%), cauda fortemente dobrada (7,115%) e

gota citoplasmatica proximal (0,135%).
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Tabela 5 Caracteristicas morfoldgicas do sémen de cordeiros da raca Santa Inés
suplementados com torta de dendé a pasto

Patologias Niveis de torta de dendé P
(%) 0% 15% 30% 45% Valor

Defeitos menores® 3.36+1.82 4.19+1.45 5.18+1.87 3.22+1.63 0,0230
Defeitos maiores 4.11+2.37 3.2843.02 2.83+1.48 5.38+2.94 0,2000
Defeitos totais 7.47+3.53 7.47+2.93 8.00+2.51 8.59+3.52 0,2000

Houve efeito (P<0,05) da dieta sobre defeitos menores espermaticos com
comportamento quadratico negativo (Fig. 6). O nivel de 22,11% de inclusdo da
torta de dendé apresentou valor minimo de 2,45% de defeitos menores. Pacheco
et al. (2009) reportaram valores de 25,90%; 30,10% e 28,40% de defeitos
menores em carneiros pré-puberes, puberes e pds-puberes respectivamente,

com defeitos totais atingindo 49.90%.

As alteracdes morfolégicas de espermatozoides podem ter diversas
origens como a espermatogénese, espermiogénese, transporte e
armazenamento das células espermaticas no epididimo, retencdo espermatica
nas ampolas, ejaculacio e até defeitos de manuseio apods coleta (NOTHLING e
VOLKMANN, 1997 e NOTHLING e IRONS, 2008). Segundo Dunn e Moss
(1992), a ocorréncia dos defeitos espermaticos podem resultar das alteracdes
durante a espermatogénese ou maturacdo. oscilacdo nos niveis de testosterona

também podem provocar a ocorréncia de defeitos espermaticos.
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Figura 6 Defeitos menores espermaticos de cordeiros da raca Santa Inés.

Os parametros seminais avaliados neste estudose encontram dentro dos
padrdes considerados normais para ovinos. Quanto as caracteristicas fisicas e
morfologicas, CBRA (2013), considera que em ovinos adultos o sémen de boa
qualidade é aquele que apresenta volume que vai de 0,5 a 3 mL, motilidade
espermatica maior ou igual a 80%, concentracdo espermativa variando de 1 a
3x10° espermatozoides por mL, espermatozoides morfologicamente normais a
partir de 80%.

Conclusao

A inclusdo da torta de dendé até 45% na matéria seca do concentrado
afeta os para@metros sanguineos, concentracdo esperméatica e defeitos menores
dos espermatozoides. No entanto, ndo altera as demais caracteristicas seminais

podendo ser recomendada para suplementacéo de cordeiros.
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RESUMO

Avaliou-se o0 efeito da torta de dendé sobre o desenvolvimento testicular e
caracteristicas morfométricas de ovinos. Foram utilizados 40 cordeiros de raca
Santa Inés com idade média de 5 meses e peso corporal médio de 26,17+1,55
kg, distribuidos em quatro tratamentos e 10 repeticbes em um delineamento
inteiramente casualizado. As racbes foram formuladas para serem
isonitrogenadas, com niveis de torta de dendé (0%; 15%; 30% e 45%) na matéria
seca do concentrado.Os animais foram mantidos no sistema semi-intensivo em
piquetes de capim massai durante o dia e suplementados com concentrado pela
manha em comedouros privativos, numa quantidade correspondente a 1,5% de
peso corporal de cada animal. O experimento durou 90 dias antecedidos por 15
dias de adaptacao, e neste periodo foram feitas mensuracdes biométricas dos
testiculos obtendo-se as medidas da circunferéncia escrotal e comprimento e
largura dos testiculos direito e esquerdo. Os animais foram abatidos com peso
meédio de 35,24+4,41 kg e fez-se coleta de testiculos para o processamento
histologico. Os dados foram submetidos aos testes de normalidade e
homogeneidade de variancias entre os tratamentos e andlise de variancia e

regressdo multipla. Foi aplicadoteste de Kruskal-Wallis para variaveis nao
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paramétricas utilizando SAS 9.0. Nao houve efeito (P>0,05) das dietas sobre as
variaveis biométricas testiculares cujas médias variaram de 22,89+3,52 a
25,00+£3,10 cm para circunferéncia escrotal, 7,32+1,43 a 8,02+1,24 cm para
comprimento do testiculo direiro, 4,28+0,77 a 4,79+0,76 cm para largura do
testiculo direito, e para comprimento e largura do testiculo esquerdo as médias
variaram de 7,20£1,48 a 7,91+152 e 4,26x0,75 a 4,80+0,72 cm
respectivamente. O volume testicular foi de 225,8+105 a 302,9+121 cm? e
classificacdo de longa moderada para a forma dos testiculos.Houve
comportamento linear decrescente para porcentagem e volume dos vasos
sanguineos e comportamento quadréatico decrescente para volume dos tubulos
seminiferos e indice gonadossomatico. No entanto, as dietas ndo afetaram
(P>0,05) as demais variaveis morfométricas.Concluiu-se que a torta de dendé
nao afeta os parametros testiculares, podendo ser utilizada como alternativa

alimentar com inclusdo até 45% na matéria seca do concentrado de cordeiros.

Palavras chave: epitélio seminifero, espermatogénese, indice

gonadossomatico, parénquima testicular, reproducédo animal

Evaluation of biometric and morphometric testicular parameters of rams

under grazing and supplemented with palm kernel cake

ABSTRACT

This study was performed to assesstesticular parameters of rams fed diets
containing levels of palm kernel cake. Forty animals aged five months and initial
mean weight of 24,10+2,72 kg were distributed into four groups and 10 replicates
in a completely randomized design.The diets were prepared to be isonitrogenous
with increasing levels of palm kernel cake (0%; 15%; 30% and 45%) dry matterof
concentrate. The animals were kept in semi-intensive system containing massai
grass for whole dayand subjected to concentrate in creep feeding by the morning.
The trials lasted 90 days preceded by 15 days of adaptation. Scrotal
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circumference as well as length and width of the right and left testicles were
recorded in situevery fifteen days. Testicular shape and volume were calculated
by mathematical equations.After slaughter thetesticleswere collected for in
vitrohistologic proceedings and morphometric assess.The datawere subjected to
normality and homogeneity test, variance and regression analysis. Kruskal-Wallis
statistic were used for nonparametric variables using SAS.There was no
difference (P>0,05) on the biometric variables whose averages ranged from
22,89+3,52 to 25,00£3,10 cm for scrotal circumference, 7,32+1,43 to 8,02+1,24
cm for right testicle length, 4,28+0,77 to 4,79+0,76 cm for right testicle width.
Length and width of the left testicle ranged from 7,20+1,48 to 7,91+1,52 and
4,26%0,75 to 4,80%0,72 cm respectively. The testicular volume were 225,8+105
and 302,9+121 cm® and moderate long for the testicle shape. There was
decrease linear effect in percentage and volume of blood vessels, and decrease
quadratic behavior for volume of the seminiferous tubules and gonadosomatic
index. Diets does not affect (P>0,05) other morphometric variables. It was
concluded that the palm kernel cake up to 45% into dry matter concentrate does
not adversely affect testicular parameters and could be used as alternative
foodstuff for rams.

Keywords: animal reproduction, gonadosomatic index, seminiferous epithelium,

spermatogenesis, testicular parenchyma

Introducéo

A capacidade reprodutiva do macho é profundamente influenciada pelo
estado nutricional e o balango energético. Estes fatores afetam o peso corporal
do animal, niveis de producdo de testosterona e o desenvolvimento funcional
dos testiculos, alterando desta forma a eficiéncia de outros eventos reprodutivos
como a espermatogénese que € dependente da atividade de duas
gonadotrofinas, o FSH (horménio foliculo estimulante) e LH (hormdnio
luteinizante) para a producdo e maturacdo dos espermatozoides
(MAKSIMOVICet al., 2016 e ALMEIDAet al., 2016).
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Nos paises mediteraneos, um dos grandes problemas na producéo animal
€ a oscilacdo na disponibilidade de alimento ao longo do ano, o0 que causa
desordens na fisiologia reprodutiva dos animais. Segundo Kheradmand et al.
(2006);Tufarelliet al. (2011) e Azizunnesaet al. (2013), nos periodos de excassez
alimentar uma das estratégias viaveis para evitar limitagdes na reproducédo &
suplementar animais com fontes de lipidios para elevar o teor de energia,
melhorar a ingestao de proteina, promover o ganho de peso, induzir a frequéncia

de picos de GnRH e elevar a qualidade dos componentes testiculares.

Em carneiros o fornecimento de alimentos ricos em energia e proteina,
estimula a secrecdo de GnRH e LH dentro de 5 a 6 horas, e 0 aumento da
concentracdo plasmatica de FSH se verifica 10 dias depois, 0 que mostra que o
estado metabdlico controla a capacidade reprodutiva do macho em trés niveis
principais: hipotalamo, glandula pituitaria e gdbnadas. Esta interacgao se reflete na
alteracdo dos parametros testiculares e na qualidade e quantidade do sémen
produzido (BLACHE et al., 2006).

SegundoMohammadet al. (2006) e Kheradmandet al. (2006), o tamanho
testicular € um indicador fundamental da fertilidade do macho, e variacdes na
qualidade de sémen resultam das alteragcBes no tamanho e circunferéncia dos
testiculos, ocasionadas principalmente pelo estado nutricional e condicdo de

escore corporal.

Alimentos ricos em &cidos graxos podem melhorar as caracteristicas de
fertilidade de machos. A torta de dendé constitui uma fonte lipidica que pode
melhorar a qualidade das dietas e elevar o desempenho animal. Diante deste
pressuposto, este estudo objetiva avaliar o efeito da suplementagdo com torta
de dendé sobre caracteristicashiométricas e morfométricas de testiculos de

cordeiros da raca Santa Inés.
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Material e métodos

O experimento foi realizado na Fazenda experimental do Centro de
Ciéncias Agrérias, Ambientais e Biologicas da Universidade Federal do
Reconcavo da Bahia, no campus de Cruz das Almas, latitude 12°67°36” Sul,
longitude 39°10’17” Oeste e altitude de 225,87 metros acima do nivel do mar
(IBGE, 2010). Decorreu de Janeiro a Abril de 2016 com duracédo de 90 dias
antecedidos por 15 dias de adaptacdo dos animais as dietas e ao ambiente
experimental.A regido apresenta clima quente do tipo Af de acordo com
classificacdo climatica de Kdppen-Geiger, com temperatura média anual de
23,0°C, umidade relativa do ar de 75%, pressdo em torno de 994,2 hPa e
pluviosidade média anual de 1,136 mm (INMET, 2016).

O experimento foi realizado sob aprovacédo pela CEUA (Comissao de
Etica no Uso de Animais) da UFRB com protocolo de registro ndmero
23007.013783/2014-31. Foram utilizados 40 cordeiros de raca Santa Inés com
idade média de 5 meses e peso corporal inicial de 24,1+2,72 kg, distribuidos num
delineamento inteiramente casualizado com quatro tratamentos e 10 repeticoes.
Foram utilizados quatro niveis de inclusdo de torta de dendé na dieta
concentrada (0%; 15%; 30% e 45%) na matéria seca que constituiram o0s
tratamentos (Tab.2).A dieta concentrada foi fornecida pela manhd em
comedouros privativos na proporcdo de 1,5% de peso corporal e 0s animais
mantidos em piquetes contendo capim massai (Panicum hibrido vr. Massai) para

0 consumo de volumoso durante o dia.

As dietas foram formuladas para ser isonitrogenadas. A composicao
guimico-bromatolégica dos ingredientes e das dietas foi analisada segundo
procedimentos da AOAC (1990) para determinacédo dos teores de matéria seca
(MS), matéria mineral (MM), proteina bruta (PB) e extrato etéreo (EE). A
determinacao da fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido
(FDA) foi feita de acordo com VAN SOESTet al. (1991).
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Os carboidratos totais (CHOT) foram obtidos de acordo com a
metodologia proposta por Sniffen et al. (1992), utilizando a equacéo: CHOT =
100 — (%PB + %EE + %Cinzas), e os carboidratos néo fibrosos foram calculados
segundo Hall (2000), aplicando a seguinte expressdo matematica: CNF = 100 —
(%FDN + %PB + %EE + %MM). A hemicelulose (HEM) foi determinada pela
diferencga entre a fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido
(FDA), e a celulose calculada pela equacéo: celulose (%) = FDA — lignina
conforme Silva e Queirdz (2002). A determinacao de nutrientes digestiveis totais
foi feita de acordo com a férmula proposta por NRC (1989): NDT (%) = 87,84 —
(%FDA * 0,70).

Tabela 1 Composi¢cdo quimico-bromatolégica dos ingredientes das racoes

experimentais

Componentes Ingredientes C. |

T. dendé F.soja  Milho moido massai

Matéria seca 95,80 87.36 86.86 30.27
Matéria mineral 3,06 7.53 1.68 8.34
Extrato etéreo 8,21 3,44 5,24 1,48
Fibra em detergente neutro 71,37 16,58 31,54 66,59
Proteina bruta 10,05 45,25 7,48 5,32
Carboidratos totais 78,68 43,78 85,6 84,86
Carboidratos nao-fibrosos 7,31 27,20 54,06 17,27
Hemicelulose 25,98 51,6 29,35 18,66
Lignina 4,28 3,09 1,32 3,37

T: torta; F: farelo; C: capim
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Tabela 2 Composicdo porcentual e quimico-bromatologica das racgles

concentradas
Componentes Niveis de incluséo de torta de dendé
0% 15% 30% 45%
Ingredientes Composigao porcentual no concentrado (%0MS)
Torta de dendé - 14,50 29,0 44,0
Farelo de soja 33,0 35,0 31,0 29,00
Milho moido 62,0 45,50 35,0 22,0
Sal mineral 2,0 2,0 2,0 2,0
Uréia 3,0 3,0 3,0 3,0
Nutrientes Composic¢ao quimica (%MS)
Matéria seca 82,68 83,12 85,26 86,60
Extrato etéreo 4,38 4,78 5,28 5,76
Matéria mineral 3,53 3,84 3,81 3,90
Proteina bruta 19,57 20,07 19,56 19,19
Fibra em detergente neutro 25,03 30,50 36,88 43,15
Carboidratos ndo-fibrosos 47,49 40,18 34,47 28,00
Nutrientes digestiveis totais 85,28 80,83 76,58 72,10
Celulose 2,30 2,51 8,00 13,95
Hemicelulose 31,23 35,18 33,81 32,85
Lignina 5,36 7,51 8,09 8,53

As dietas foram formuladas para atender as exigéncias nutricionais de
cordeiros na fase de crescimento e possibilitar um ganho de peso corporal diario
de 250 gramas segundo o NRC (2007).

Foi feita pesagem dos animais de 15 em 15 dias para o ajuste da
quantidade do alimento concentrado. Para determinar o estado nutricional dos
animais foi realizada a avaliacdo da condicé&o de escore corporal por palpacdo
da cobertura muscular e adiposa da regidao lombar, com classificagao feita na
escala de 0 a 5 pontos segundo JEFFERIES (1961).
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Fez-se a biometria testicular que consistiu na mensuragéo quinzenal de
circunferéncia escrotal (CE) utilizando uma fita métrica na posicdo mediana e no
ponto de maior dimenséo do escroto e com os testiculos levemente tracionados
na posicado ventro-caudal. Em simultaneo foi feita medicdo da espessura,
comprimento e largura dos testiculos direito e esquerdo com auxilio de um

paquimetro na posi¢ao dorso-ventral e médio-lateral.

Para determinacédo do volume testicular foi aplicada a formula cilindrica
segundo Baileyet al. (1996). A forma testicular foi calculada pela razao entre a
largura e comprimento dos testiculos direito e esquerdo de acordo com a
metodologia descrita por Unanianet al. (2000), com classificacao de longa (razéo
0,5); longa moderada (razdo de 0,51 a 0,625);longa oval (razdo de 0,626 a
0,750); oval-esférica (razéo de 0,751 a 0,875) e esférica (razdo maior ou igual a
0,876).

Os animais foram abatidos com peso médio corporal de 35,24+4,41 Kkg.
Na sequéncia fez-se coleta dos testiculos direito e esquerdo, os quais foram
identificados e imediatamente acondicionados em caixa de isopor contendo gelo.
O material foi transportado para o Laboratério de Estudos em Morfofuncéo
Animal (LEMA) da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia em Cruz das

Almas, onde foi feito o processamento histolégico.

Fez-se a dissecacdo dos testiculos removendo as génadas da bolsa
escrotal. Separou-se 0s componentes testiculares e fez-se a morfometria,
obtendo-se as medidas em centimetros de comprimento e largura dos testiculos
direito e esquerdo utilizando um paquimetro. Foi feita pesagem dos seguintes
componentes: tunica albuginea, testiculo sem tunica, testiculo sem epididimo,
epididimo completo, cauda do epididimo, testiculo sem mediastino, tanica
vaginal e mediastino. Os dados obtidos foram usados para efetuar o célculo de
indice gonadossomatico, que representa a proporcédo do peso corporal alocada
em ambas as gonadas, sendo uma ferramenta para determinar a maturidade

sexual dos machos em correlagédo com o desenvolvimento testicular.
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Foi retirado um fragmento da regiéo central do testiculo esquerdo com 5
mm de largura e 10 mm de comprimento e imerso em formol salino durante 24
horas para fixacdo e preservacao da integridade do material. Em sequéncia foi
efetuada a lavagem das amostras em alcool etilico a 70% e posteriormente
submetidas a desidratacdo em séries crescentes de alcool (70%, 80%, 90%). 24
horas antes de efetuar o recorte dos fragmentos, estes foram transferidos do

alcool 90% para o alcool absoluto.

Em seguida fez-se a inclusdo dos fragmentos em blocos de resina plastica
a base de glicol metacrilato (Hystoresin®, Leica) e mantidos a uma temperatura
de 8°C para o endurecimento. Posteriormente, foram realizados cortes em
seccOes de 5 um de espessura utilizando um micrétomo rotativo Leica.Apds o
corte os micro-fragmentos foram montados em laminas e corados com azul de
toluidina diluido em borato de sédio 1% e mantidas a temperatura ambiente
durante uma hora para secar. De seguida, fez-se a fotodocumentacdo das
imagens em um microscopio Olympus modelo BX 43 com uma camera digital

acoplada.

O diametro médio dos tubulos seminiferos foi obtido mensurando 10
seccles transversais de tubulos seminiferos por animal apresentando um
contorno o mais circular possivel. Para o efeito, foi utilizado o programa de
analise computacional de imagens (Image Pro Plus) associado ao microscopio
Olympus BX 53, onde foi mensurada a espessura do epitélio seminifero desde a
membrana basal até a borda luminal,e o didmetro do Ilimen na mesma secg¢éo e
com medidas obtidas em micrometros. Na espessura epitelial foram feitas
mensuragdes em dois pontos colaterais considerando sua média como medida
representativa. O didmetro do tubulo foi determinado pelo somatério das

medidas das espessuras e do l[imen.

Para a determinacdo da proporcao volumétrica dos diferentes
componentes do parénquima testicular foi feita leitura de 10 campos
selecionados ao acaso através de varredura horizontal dos cortes. Foi utilizada
uma graticula com 408 intercessbes designadas de pontos (considerando-se

apenas 0s pontos internos) acoplada a um monitor de 18 polegadas. Foram
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computados apenas 0s pontos coincidentes sobre 0s seguintes componentes do
parénquima testicular: tubulos seminiferos (tinica ou lamina propria, epitélio
seminifero e limen tubular) espaco inter-tubular (células intersticiais de Leydig,

vasos sanguineos, vasos linfaticos e tecido conjuntivo).

A porcentagem das proporgdes volumétricas foi calculada sobre um total
de 4080 pontos por animal. E para calcular o volume do parénquima testicular
foram descontados 7,5% do peso do testiculo referente & porcentagem ocupada
pela tdnica albuginea e o mediastino. O peso do testiculo foi considerado como
volume em decorréncia da densidade testicular que é muito proxima a 1 de
acordo com PAULAet al. (1999). A partir do volume do parénquima foi calculada
a porcentagem ocupada pelos tubulos seminiferos, espaco intertubular e células

de Leydig no parénquima testicular.

O indice gonadossomaticoexpresso em porcentagem foi calculado pelo
somatorio do peso dos testiculos dividido pelo peso corporal e multiplicado por
100 segundo a metodologia descrita por Kenagy e Trombulak (1986). E os
indicesLeydigossomaético e tubulossomatico que representam a porcentagem da
massa corporal alocada em células de Leydig e tubulos seminiferos
respectivamente, foram calculados através da inferéncia do indice
gonadossomatico o porcentual do parénquima testicular ocupados por estas
estruturas (células de Leydig e tabulos seminiferos).

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk e Levene
para verificagcdo da normalidade da distribuicdo dos residuos e homogeneidade
de variancias entre os tratamentos respectivamente. Os dados com distribuicdo
normal foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo PROC GLM e
regressao multipla a 5% de probabilidade, e os dados que ndo atenderam as
premissas da estatistica paramétrica foram analisados pelo teste de Kruskal-

Wallis utilizandoStatistical AnalysisSystem verséo 9.0 (SAS).
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Resultados e discusséao

O consumo diario de matéria seca reduziu com aumento dos niveis da
torta de dendé, entretanto a ragaoconcentrada fornecida aos animais nao
influenciou (P>0,05)as varidveis peso corporalfinal e condicdo de escore
corporal. Suas médias variaram de 34,62+4,56 a 36,84+5,02 kg e 3,10+0,39 a
3,25%0,49 respetivamente, mostrando um ganho médio de peso de 10,02 kg em
relacdo ao peso inicial. O mesmo foi observado nos resultados obtidos nos
parametros testiculares, onde a dieta ndo afetou (P>0,05) as variaveis
mensuradas. Os valores encontrados na forma testicular variam de 0,59+0,02 a
0,60%0,02 na escala de 0,5 a 1 sugerindo uma classificacdo de longa moderada.
Esta caracteristica apresenta uma vantagem maior para os reprodutores, pois
facilita a termorregulacéo pelo fato de possuir uma maior superficie de contato

com 0 meio ambiente.

N&o houve diferenca (P>0,05) nas médias da circunferéncia escrotal entre
os tratamentos.Cunha et al. (2012) e Teodoro et al. (2013)ndo encontraram
diferenca na circunferéncia escrotal em cordeiros de 8 meses de idadee com
38,1+5,20 kg de peso corporal, tendo observado uma média geral de 26,50+0,9
cm.Os valores encontrados neste estudo variam de 22,89+3,52 a 25,00+£3,10 cm
com uma média de 24,29 cm. E coerrente que néo se tenhaobservado diferenca
da circunferéncia escrotal em decorréncia do peso corporal que também nao
diferiu entre os tratamentos. De acordo com Ugwu (2009), o peso corporal e a
circunferéncia escrotal sdo variaveis que apresentam uma correlacdo de alta

magnitude.

A inclusao da torta de dendé nao afetou (P>0,05) o volume testicular dos
animais, e a média geral observada neste estudo foi de 273,35+117,33 cm3. Um
estudo realizado por Aro (2012), testando dietas com até 26,50% de incluséo da
torta de dendé na matéria seca revelou efeito das dietas sobre o volume
testicular no tratamento que recebeu maior porcentagem de dendé, tendo

observado diferenca no peso corporal final dos animais.
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Segundo Bailey et al. (1998), o volume do testiculo € uma caracteristica
muito sensivel a mudancas nas dietas, apresentando uma resposta proporcional
a qualidade nutricional do alimento, e mudancas significativas do volume séo
mais evidentes em dietas com baixos teores de proteina. Esta variavel € um
importante indicador da quantidade do parénquima testicular devendo ser
considerada na avaliacdo e selecéo de reprodutores jovens, pois representa a
capacidade real da gbnada por sofrer pouca influéncia da espessura da parede
da bolsa escrotal na mensuracdo. Adicionalmente, minimiza erros de
mensuracdo da circunferéncia escrotal nos casos em que o0s testiculos

apresentam formas diferentes.

Muitos estudos evidenciam a importancia da proteina e energia sobre o
desempenho reprodutivo de ovinos, principalmente pela influéncia que
exercemno mecanismo de sintese hormonal afetando a circunferéncia escrotal
e caracteristicas seminais. No entanto, neste estudo as dietas ndo afetaram as
variaveis da biometria testicular. Este fato pode ter se verificado em decorréncia
aos niveis semelhantes de proteina e energia apresentados pelas quatro dietas
experimentais o que pode ter contribuido para que os animais apresentassem

um desenvolvimento testicular semelhante.

Jibril et al. (2011), realizaram um estudo testando efeito de niveis (12,11;
14,96 e 17,94%) de proteina bruta sobre variaveis testiculares de carneiros e
constataram diferencas no volume e circunferéncia escrotal de carneiros
suplementados com dieta contendo o menor teor de proteina. Resultados
similares foram reportados por Junior et al. (2008), ao suplementar carneiros com

dietas diferenciadas em niveis de proteina e energia.
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Tabela 3 Parametros testiculares e pesos corporal inicial e final de cordeiros da
raca Santa Inés mantidos a pasto e suplementados com niveis de torta de dendé

Niveis de torta de dendé P
0% 15% 30% 45% Valor

Parametros

Peso corporal inicial 26,02+2,4 25,28+2,1 24,88+3,4 24,62+2,5 0,6656
Peso corporal final  36,84+5,0 34,73%£3,7 34,62+4,6 34,70t4,6 0,6374
CMS (g/dia) 156,7+438 132,632 107,1+41 104,5+56 0,0393
Condicéo de EC. 3,15+0,4 3,10+0,4 3,15#0,3 3,25+0,5 0,5214
Circunferéncia escr. 24,39+2,8 24,86+3,4 25+3,1 22,89+3,5 0,3688
Comp. test. direito 7,83+1,2 7,97+15 8,02+1,2 7,32+1,4 0,6392
Larg. do test. direito  4,68+0,8 4,67+0,8 4,79+0,8 4,28+0,8 0,5233
Comp.dotest.esq. 7,54+¥1,2 791+15 7,85+1,2 7,20#1,5 0,6398
Larg. do test. esq. 4,50+0,7 4,69+0,8 4,80+0,7 4,26x0,8 0,4164
Volume testic. (cm3) 269+101 296+140 303+121 226+105 0,4746
Formatest. (0,5-1) 0,59+0,0 0,59+0,0 0,60+0,0 0,59+0,0 0,8447

CMS - consumo de matéria seca; EC. —escore corporal; escr. - escrotal; comp. — comprimento;

test. — testiculo; larg. — largura; esq. — esquerdo; testic. — testicular.

As médias encontradas neste estudo referentes a circunferéncia escrotal
estdo abaixo das consideradas normais pelo CBRA (2013), que preconiza média
de 30,66%1,97 cm para ovinos da raca Santa Inés com idade média de 9 meses.
Entretanto, para além da idade, tem outros fatores que influenciam esta variavel
como o regime alimentar, que determina a secrecdo de gonadotropinas como
GnRH da qual dependem os niveis de FSH que atua diretamente nas células de
Sertoli e nos tubulos seminiferos, que sdo as principais estruturas que definem

o0 desenvolvimento testicular em ovinos.

Os parametros morfométricos quantitativos estdo apresentados na
tabela4. Nao houve diferenca (P>0,05) no didmetro dos tubulos seminiferos,
didmetro do limen ealtura do epitélio germinativo, o que pode ter sido causado
pelo fato das dietas fornecidas serem isonitrogenadas. As médias observadas
nestas variaveis foram de 194,36+25,21 a 216,13+28,85 um; 63,42+9,39 a
75,13+£15,27 um e 65,47+9,84 a 70,50+£8,18 um respectivamente. De acordo com

Hotzel et al. (1997) estas estruturas testiculares sofrem efeito direto dos
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hormdénios gonadotrépicos que dependem fundamentalmente do tipo e
qualidade do alimento.

Estudo realizado por Yaakub et al. (2008), testando o efeito de torta de
dendé sobre a morfometria testicular de carneiros revela que niveis de até 60%
deste ingrediente na matéria seca do concentrado ndo afetaram os tubulos
seminiferos. Junior et al. (2008), relataram diametro tubular de 157,59 a 185,91

pm em cordeiros de 4 meses de idade.

Hormdnios como LH e FSH controlam o processo proliferativo das células
de Sertoli e de Leydig, de forma que os esterbides e fatores de crescimento
sintetizados por estes dois tipos celulares influenciam diretamente o
desenvolvimento das células germinativas, o que tem reflexos notaveis em
algumas variaveis como altura do epitélio (SHARPE etal., 2003).Para além da
multiplicacéo das células de Sertoli, a quantidade de camadas constituidas por
células midides também pode contribuir para a expansao do diametro tubular e
do limen que € muito variavel principalmente em animais sexualmente sazonais
como é o caso dos ovinos (WEINBAUER et al., 2010).

Segundo Gastel et al. (1995), durante o periodo de estacionalidade
reprodutiva em ovinos as taxas diarias de producdo de espermatozoides
decresce, e ocorre em simultdineo uma reducdo do didmetro dos tubulos
seminiferos. Por consequénciareduz também o tamanho e a atividade das
células de Leydigincluindo quedas na sintese de testosterona. No entanto, de
acordo com Wrobel et al. (1995), componentes como altura do epitélio
germinativo e diametro dos tubulos néo registram variacao significativa durante
o ciclo do epitélio seminifero. Na maioria dos mamiferos, a altura do epitélio que
representa o grau de funcionamento do tibulo seminifero varia de 60 a 100 um
(FRANCA e RUSSEL, 1998), tendo sido encontrado neste estudo valores dentro

dos padrdes estabelecidos.

Alguns valores de referénciadescritos por outros autores indicam que o
testiculo de ovinos apresenta 71,4% de tubulos seminiferos no parénquima

testicular, 78,4 mL de volume tubular, 164,2 um de diametro dos tabulos, e um
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comprimento total dos tubulos seminiferos de cerca de 3671,3 metros (MARTINS
et al., 2008). Santos et al. (2015) encontraramem seu estudo com ovinos de raca
Santa Inés em duas estacdes do ano (seca e chuvosa), uma altura do epitélio
variando de 44,92 a 50,06 pm.

Tabela 4 Parametros morfométricos de testiculos de cordeiros suplementados

com torta de dendé a pasto

Parametros Niveis de torta de dendé P
(um) 0% 15% 30% 45% Valor
Diametro dos TS 194,4+25 216,129 198,9+33 206,5+26 0,4502
Diametro do L. 63,4+9,4 75,1+15,3 66,6+13,1 70,3+10,9 0,2838
Altura do EG. 65,47+9,8 70,50+8,2 66,17+12,9 68,14+9,8 0,7660
Peso das gon. (g) 296,0£66 320,9+65 354,1+69 295,7+72 0,2901
Lumen (%) 12,4443 14,645,3  14,8+4,7 12,7440 0,6102

Epitélio ger. (%) 64,7t5,4 63,816,0 64,6+5,4 66,2+5,5 0,8426
Tanica prop. (%) 7,7£1,80 7,6%x2,41 6,5+0,57  8,0£1,37 0,3042
Vasos sang. (%)® 2,3+1,22 1,3+0,63 1,6+1,12 1,2+0,62 0,0123
Células Ley. (%)* 3,4+£1,12  3,9+1,57 5,1+1,65 4,3+2,33 0,3894
Tecido conj. (%)* 7,1£7,68 9,5+1,59 7,8+1,56 7,5x2,05 0,5642

* Dados ndo paramétricos (medianaztinterquartil). TS — tabulos seminiferos; L. — limen; EG. —
epitélio germinativo; Gon. — génadas; Ger. — germinativo; Prép. — prépria; Sang. — sanguineos;

Ley. — Leydig; Conj. — conjuntivo.

N&o houve efeito (P>0,05) da torta de dendé sobre o peso das gbnadas.
Em ovinos esta variavel € indicativo do grau de desenvolvimento testicular e
capacidade de producao espermatica. As meédias encontradas neste estudo séo
296,01+66,31; 320,87+64,65; 354,09+69,21 e 295,70+72,18 gramas para 0s
tratamentos que receberam 0; 15; 30 e 45% de torta de dendé respectivamente.
Knight (1984), reportouuma meédia geral de 358.20 gramas de peso dos

testiculos emcordeiros de 7 meses de idade.

A porcentagem de limen néo foi afetada (P>0,05) pela racdo fornecida,
no entanto, apresentou valores considerados normais por HOtzel et al.

(1998).Neste estudo as médias desta variavel foram de 12,35+4,26 a
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14,81+4,70% do total do parénquima testicular. A porcentagem do epitélio
germinativo e a tunica propria ndo diferiram (P>0,05) entre os tratamentos,
apresentando valores variando de 63,84+6,00 a 66,29+5,46% e 6,50+0,57 a
8,02+1,37% respectivamente.

Houve comportamento linear decrescente na porcentagem dos vasos
sanguineos (Fig.1).0Os resultadosmostram que 0S vasos sanguineos constituem
0S componentes encontrados em menor proporcao ao nivel dos testiculos de
cordeiros. Sua importancia se destaca pela capacidade de regular e manter uma
temperatura confortdvel abaixo da temperatura corporal ao nivel dos
testiculoscomo forma de permitir que a espermatogénese ocorra sem prejudicar
as células sensiveis a alteracfes térmicas. Seu funcionamento € associado ao
plexo pampiniforme que também exerce essa funcdo. Adicionalmente, estas
estruturas abastecem as goOnadas com substancias nutritivas para o
metabolismo celular(NOORDHUIZEN-STASSEN et al.,, 1985 e MALONEY e
MITCHELL, 1996).Sousa et al. (2014), observaram que no testiculo de ovinos o

volume ocupado por vasos sanguineos é de 0.6% em média.
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Figura 1 Porcentagem dos vasos sanguineos de cordeiros da ragca Santa Inés

suplementados com torta de dendé.

Outras estruturas localizadas no compartimento androgénico encontradas

em menor porcentagem sao as celulas de Leydig, cujas médias foram de 3,64 a
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4,66%. A variacdo quantitativa deste tipo celular esta associada a concentracao
de LH disponivel ao nivel testicular para estimular as células e a quantidade de
receptores para LH presentes em cada célula. Este fato faz com que a racéo néo

exerca uma influéncia direta sobre estas estruturas (RUSSELLet al., 1994).

No compartimento intertubular (androgénico), estas células se encontram
distribuidas de forma desuniforme, sendo observadas frequentemente préximo
dos vasos sanguineos ou da tunica propria 0 que aumenta sua variacdo no

momento de contagem.

No espaco intertubular o tecido conjuntivo é a estrutura que se encontra
em maior porcentagem. No compartimento tubular o epitélio germinativo ocupou
a maior porcéo das gbnadas com valores minimos e maximos de 63,84 e 66,29
respectivamente. Esta quantidade do epitélio foi revestida por cerca de 6,50 a
8,02% da tunica propria, estruturalmente composta por células mioides em

associacdo com membrana basal.

A tabela 5 apresenta valores referentes a propor¢cdes volumétricas dos
componentes do parénquima testicular. Os resultados mostram que do volume
total das gbnadas aproximadamente21,79 mL sdo ocupados pelo volume do
limen;102,39 mL pelo epitélio germinativo; 11,73 mL pela tdnica propria; 2,53
mL ocupado pelos vasos sanguineos; 6,64 mL pelas células de Leydig e 13,56
mL pelo tecido conjuntivo. O volume tubular e o volume intersticial ocupam

135,47 mL e 14,10 mL respectivamente.

Hotzel et al. (1998) estudaram a proporcdo volumétrica ao nivel dos
testiculos de ovinos com 36 meses de idade e encontraram valores de 227 cm?
correspondentes ao volume ocupado pelo epitélio germinativo, 247 cm? pelos
tibulos seminiferos, 1,2 cm? ocupado por células de Leydig, 42 cm? pelo tecido
intersticial e os vasos sanguineos ocupando 6,3 cm® do volume total das
gbnadas. Em contrapartida, Mirando et al. (1989) também estudando a
morfometria testicular em carneiros pré-puberes encontraram valores de 140,8
cm? para volume epitelial, 14,9 cm?3 ocupados pelo limen e 33,8 cm®de volume

intertubular.
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Tabela 6 Proporcao volumétrica dos componentes do parénquima de cordeiros

suplementados com torta de dendé

Variaveis (mL) Niveis de torta de dendé P
0% 15% 30% 45% Valor
Vol. do lumen  18,59+7,31 23,01+7,87 25,82+8,09 19,32+9,66 0,2864
Vol. Epit. Ger. 94,79420 102,17+22 114,84+26 97,77+22 0,3181
Vol. Tan. P. 11,08+2,53 12,54+5,80 11,53+2,44 11,77+3,23 0,8874
Vol. Vasos S.® 3,55+2,16  2,02+0,78 2,69+1,79 1,84+0,99 0,1338
Volume C. Ley. 5,50+2,79 6,48+2,78 8,39+2,96 6,17+2,33 0,1800
Vol. Tec. conj.  14,24+8,35 14,28+4,81 14,07+3,25 11,64+4,87 0,7434
Volume tub.®  124,86+26 137,63+26 151,68+30 127,72+29 0,5108
Volume intert. 15,26+4,81 13,96+2,51 14,14+0,99 13,04+1,85 0,4125

Vol. — volume; Epit. — epitélio; Ger. — germinativo; Tun. — tlnica; P. — propria; S. - sanguineos; C.

— células; Ley — Leydig; Tec. — tecido; conj. — conjuntivo; Tub. — tubular; Intert. - intertubular

Houve comportamento linear decrescente para o0 volume dos vasos
sanguineos (Fig. 2), com um coeficiente de determinacao igual a 0,5519. Os
valores registrados foram 3,55+2,16; 2,02+0,78; 2,69+1,79 e 1,84+0,99 mL nos

tratamentos com 0; 15; 30 e 45% de torta de dendé respectivamente (Tab. 5).
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Figura 2 Volume dos vasos sanguineos de cordeiros da raca Santa Inés

suplementados com torta de dendé.
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Houve comportamento quadratico negativo no volume dos tdbulos
seminiferos (Fig.3). O nivel de 18,55% de torta de dendé na racéo apresentou
um valor maximo 6timo de 143,99 mL de volume tubular. Os valores observados
por Dorostghoal et al. (2009), mostraram uma variacdo de 189,21 a 222,12 mL
de volume tubular em ovinos com 3 a 5 anos de idade. E ideal que o volume dos
tubulos apresente valores maiores, pois segundo Lincoln (1998), caracteristicas
como maior concentracdo espermatica resultam da maior quantidade e volume

dos tubulos seminiferos que permite uma maior atividade espermatogénica.
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Figura 3 Volume dos tubulos seminiferos de cordeiros da raga Santa Inés
suplementados com niveis de torta de dendé.

O volume ocupado pelo epitélio germinativo pode representar um fator de
maior gasto de energia corporal do animal em comparagdo com a energia gasta
com o funcionamento das demais estruturas.De acordo com Short (1997), o
processo de producao de espermatozoides demanda uma quantidade maior de
energia em relacdo a sintese hormonal. Neste estudo, as células de Leydig
responsaveis pela producado de hormdonios, e os demais elementos do espaco
intersticial ocuparam volumes abaixo de 16 mL. Os valores volumétricos
ocupados pelo epitélio germinativo e pelos tubulos seminiferos aliado a maior
necessidade de energia para a ocorréncia da espermatogénese, sugerem maior

atencdo no manejo alimentar e nutricional de machos reprodutores
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principalmente na época de reproducéo, com prioridade no fornecimento de uma

dieta de qualidade.

A proporcdo volumétrica das estruturas testiculares que representa o
volume ocupado por cada componente dentro da gbnada apresenta uma
variacdo menor dentro da espécie (MIRANDO et al., 1989). Este fato destaca a
importancia do estudo das caracteristicas morfométricas dos testiculos e da sua
utilizacao na classificacéo e distribuicdo de espécies em grupos de acordo com
a organizacdo especifica dos componentes que constituem o compartimento
intertubular (FAWCETT et al., 1973).

Segundo 0 mesmo autor, os mamiferos podem ser distribuidos em trés
grupos distintos: o primeiro compreende as espécies que apresentam um volume
reduzido de células de Leydig e reduzido tecido conjuntivo no espaco
intertubular; o segundo grupo é referente as espécies cujas células de Leydig se
encontram uniformemente espalhadas no tecido conjuntivo frouxo e abundante,
drenado por um vaso linfatico nitidamente visivel, localizado central ou
excentricamente no compartimento androgénico, e o terceiro grupo constituido
por espécies cujo compartimento intertubular é predominantemente ocupado por
células de Leydig e com nimero muito reduzido de vasos sanguineos. E neste

altimo grupo onde se enquadra a espécie ovina.

Os resultados dos indices e comprimentos dos tubulos seminiferos estédo
apresentados na tabela 6. Os niveis de torta de dendé adicionados na dieta, ndo
afetaram (P>0,05) os indices Leydigossoméatico e tubulossomético. Estes
indices sédo referentes a massa corporal do animal exclusivamente alocada em
células de Leydig e em tubulos seminiferosrespectivamente. A variacao destes
parametros é mais dependente de fatores como peso corporal, peso dos

testiculos e do volume das células de Leydig.

Entre os tratamentos foram encontrados valores minimos e maximos do
indice Leydigossomatico de 0,018+0,01% no tratamento com 15% de torta de
dendé e 0,133+0,01% observado no grupo que recebeu ragdo sem torta de
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dendé respectivamente. As médias do indice tubulossomaticoestiveram entre
0,240£0,05 a 0,259+0,04%.

Tabela 6 indices e comprimento dos tGbulos seminiferos dos testiculos de

cordeiros da raca Santa Inés

Variaveis Niveis de torta de dendé P
testiculares 0% 15% 30% 45% Valor
ILS (%)* 0,133+0,01 0,018+0,01 0,026+0,01 0,016+0,01 0,1181
ITS (%) 0,240+0,05 0,248+0,03 0,244+0,03 0,259+0,04 0,7672
IGS (%)"W 0,815+0,14 0,911+0,13 0,993+0,14 0,854+0,12 0,0618
CTT (m) 42601862 38701995 5506+3147 404211672 0,3654

CTS/GT (m) 14,90+3,80 12,34+3,68 15,32+7,73 13,73+4,98 0,4224

* Dados ndo paramétricos (medianazinterquartil). ILS — Indice Leydigossomatico; ITS — indice
tubulossomatico; IGS — indice gonadossomatico; CTT — Comprimento total dos tdbulos

seminiferos; CTS/GT — Comprimento dos tubulos seminiferos em metros por grama de testiculo.

Foi observado comportamento quadratico no indice gonadossoméatico
(Fig.4). O nivel de 21,83% de inclusédo da torta de dendé apresentou um indice
gonadossomatico maximo 6timo de 0,9477%. Santos et al. (2015), relataram um
indice gonadossomético de 0,33 a 0,35% em cordeiros. Segundo Al-Kawmani et
al. (2013), o IGS apresenta uma correlacdo positiva com peso corporal e
tamanho testicular, de forma que qualguer aumento do peso resulta no
incremento do tamanho do testiculo.O IGS representa a massa corporal do
animal alocada exclusivamente as gbnadas. Estes autores reportaram indice

gonadossomatico de 0,98% em ovinos de 9 meses de idade.

Para alguns autores, o indice gonadossomético apresenta variacao dentro
da espécie e de acordo com a raca. Setchell e Breed (2006) fazem referéncia a
um indice gonadossomatico de 0,84% para a raca Merino Australiano; 0,60%
encontrado na raca Clun Forest e 0,66% para lle de France.
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Figura 7 indice gonadossomético de cordeiros de raca Santa Inés

suplementados com niveis de torta de dendé a pasto.

N&o houve efeito (P>0,05) das dietas sobre o comprimento total dos
tubulos seminiferos e comprimento de tubulos seminiferos por grama de
testiculo. Estas varidveis apresentam uma forte correlagdo com volume tubular,
proporcao volumétrica dos tubulos seminiferos e o didmetro dos tubulos. Neste
estudoo diametro e o volume tubular ndo diferiram entre os tratamentos, o que
pode ter influenciado o resultado observado no comprimento dos tubulos. De
acordo com Macedo (2011), a utilizacdo do comprimento de tubulos seminiferos
por grama de testiculo para estabelecer comparacao entre espécies diferentes
tem se mostrado mais adequado por ser uma caracteristica particular de cada

espécie.

Conclusao

A inclusdo da torta de dendé em até 45% na matéria seca da dieta
concentrada melhora os parametros reprodutivos de cordeiros de raca Santa

Inés, podendo ser utilizada na alimentagdo sem prejuizos de ordem reprodutiva.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Concluiu-se que a torta de dendé € um ingrediente com potencial para ser
utilizado como alimento para ovinos, principalmente pela sua composi¢cao
quimico-bromatolégica e capacidade de aumentar os niveis de lipideos nas
racdes. Sua inclusdo até 45% melhora os parametros reprodutivos de cordeiros,
no entanto, sua utilizacéo deve considerar os limites de gordura na matéria seca

de modo a nao prejudicar o consumo e desempenho animal.
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APENDICES



96

APENDICE A — Determinagdo dos componentes testiculares

Formula cilindrica segundo BAILEY et al., (1996):
2
VT = 2{(%) *yz*comp}, onde 7 =3.14

VT — volume testicular;
larg. — largura do testiculo;

comp. — comprimento do testiculo.
Formula da forma dos testiculos de acordo com UNANIAN et al., (2000):

_larg
comp

f , onde:

f — forma;
larg — largura do testiculo;

comp — comprimento do testiculo.

Determinacdo dos componentes do parénquima testicular

*
vept = Yp~ PP , onde:
100

vcpt — representa volume do componente do parénquima testicular;
vp — volume do parénquima testicular;

pcp — porcentagem do componente do parénquima testicular.

Comprimento total dos tubulos seminiferos (CTT):
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CTT — comprimento total dos tubulos seminiferos;
DT — diametro tubular;

vts — volume total dos tdbulos seminiferos (mL = cm?3);

7Zr2

- &rea da base correspondente a area da seccao transversal do tubulo
seminifero;
Nota: o resultado do comprimento total de tubulos seminiferos, para cada animal

foi expresso em metros.
Determinacao do indice leydigossomatico (ILS):

ILS = &Cl*loo, onde:

pcC

ILS — indice leydigossomatico;
vtcl — volume total de células de Leydig;

pc — peso corporal
Nota: os resultados final do ILS é expresso em porcentagem.
indice gonadossomatico (IGS) segundo KENAGY e TROMBULAK (1986):

IGS =E*1oo, onde:
PC

IGS - indice gonadossomaético dado em percentagem,;
PG - indica o somatério do peso das dua gbnadas em gramas;

PC - peso corporal também expresso em gramas.

Volume dos tubulos seminiferos (VTS):

_ it
PC

VTS — volume dos tlbulos seminiferos;

VTS *100

VLT — volume liquido do testiculos;

TS — tubulos seminiferos.
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INDICE TUBULOSSOMATICO (ITS):

ITS = Vﬁ*lOO
PC

ITS — indice tubulossomatico;
VTS — volume dos tibulos seminiferos;
PC — peso corporal.

Determinacdo do comprimento de tubulos seminiferos em metros por

grama de testiculo (CTS/GT) por grama do testiculo:

CTS/GT _CIT
PG

CTS/GT - comprimento de tubulos seminiferos em metros por grama de testiculo;
CTT - comprimento dos tubulos seminiferos (m);

PG — peso das 2 gbnadas (g).
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APENDICE B — Determinacgéo da concentracio espermatica segundo (CBRA,
2013)

N°SPTZ = , onde:

A
N,1
B

1.
10 25

N° SPTZ — numero de espermatozoides.

A — numero de espermatozoides contados nos dois reticulos (média).

B — fator de diluicdo (ex: 1:20 = 20; 1:50 = 50; 1:200 = 200; 1:400 = 400).

N — numero de quadrados grandes contados — superficie contada (10
quadrados);

1/10 — altura da camara (0.1 mm).

1/25 — area total de um reticulo.

Nota: como o valor encontrado representava a concentracdo em mm?3, foi

multiplicado por 1000 para se obter concentragdo em mL.
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APENDICE C — Aspectos histolégicos de segmentos tubulares avaliados em
cordeiros de raca Santa Inés

vaso sanguineo **® Células de Leydig

Tecido conjuntivo Lumen

=% Epitélio germinativo ~-»  Tunica propria



