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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia de diferentes tipos de palma forrageira
no estresse oxidativo testicular, no perfil endocrino e no parénquima testicular de
ovinos machos. Trinta e dois ovinos machos (oito meses de idade) com padrao racial
nao definido foram utilizados no estudo. O protocolo experimental foi aprovado pelo
comité de ética (n ° 053/2015). Os animais foram alimentados com dieta a base de
feno de capim-elefante (GCE) ou substituicdo parcial por palma forrageira milda
(GPM), orelha de elefante mexicana (GOEM) e IPA Sertania (GIP) durante 63 dias.
No dia da eutandsia, os testiculos foram retirados, fixados em glutaraldeido a 4%,
submetidos ao processamento histoldgico da resina e corados pelo azul de toluidina.
Em seguida, foram realizadas andlises histoloégicas e morfométricas testiculares. Os
animais do grupo IPA Sertanea apresentaram aumento de peso corporal (p <0,001).
Entretanto, 0 mesmo grupo apresentou reducéo na altura do epitélio (GCE p <0,001;
GOEM p <0,001; GPM p <0,001), didametro tubular (GCE p <0,001; GOEM p <0,001;
GPM p = 0,002) e é&rea tubular (p <0,001). Todos 0s grupos apresentaram
degeneracdo no epitélio germinativo, mas o grupo alimentado com capim-elefante
apresentou maior intensidade nas lesdes que os demais. Os niveis de testosterona
foram maiores (p = 0,025) no GOEM, GPM e GIP do que no grupo GCE. O uso de
palmito Miuda (p = 0,002) e IPA sertania (p = 0,032) na racao foi eficiente no aumento
dos niveis de T3 em relacdo ao GEC. Os niveis de T4 foram aumentados no GPM
quando comparado ao GEC (p = 0,005). De acordo com a andlise do estresse
oxidativo, os niveis de catalase foram aumentados no GPM em relacdo aos demais
tratamentos (GCE p = 0,002; GOEM p = 0,005; GIP p = 0,035). Os niveis de
malondialdeido foram maiores no GEC (p = 0,006) e GPM (p = 0,008) do que no grupo
GIP. Em geral, os animais alimentados com palma forrageira apresentaram melhores
resultados em analise quantitativa e qualitativa. Assim, as degeneracdes ndo podem
ser atribuidas as dietas. No entanto, a palma forrageira foi eficaz na criagcdo de
mecanismos metabdlicos para protecdo do parénquima testicular

Palavras-chave: Palma forrageira, degeneracéo testicular, morfometria, testosterona,

Nopalea e Opuntia



Abstract

The aim of this study was evaluate the influence of differents types of forage palm in
testicular oxidative stress, endocrine profile and testicular parenchyma of male sheep
Thirty-two male sheep (eight months old) with racial pattern non-defined were used in
study. The experimental protocol was approved by ethics committee (n° 053/2015).
The animals were fed with diet based on elephant grass hay (GCE) or partial
replacement by MIUDA forage palm (GPM), orelha de elefante mexicana (GOEM) e
Ipa Sertania (GIP) during 63 days. On the day of euthanasia, the testis were removed,
fixed in glutaraldehyde 4%, submitted to histological resin processing and stained by
toluidine blue. After this, were made testicular histological and morphometric analysis.
The animals of IPA sertania group has increased body weight (p<0.001). However,
the same group has reduction on epithelium height (GCE p<0.001; GOEM p<0.001,;
GPM p<0.001), tubular diameter (GCE p<0.001; GOEM p<0.001; GPM p=0.002) and
tubular area (p<0.001). All the groups showed degeneration in the germinative
epithelium, but the group fed with elephant grass had greater intensity in the lesions
than the others. Testosterone levels were higher (p=0.025) in GOEM, GPM and GIP
than GCE group. The use of palm Miuda (p=0.002) and IPA sertania (p=0.032) in the
diet was efficient on increase of T3 levels compared to GEC. T4 levels were increased
in GPM when compared to GEC (p=0.005). According to oxidative stress analysis,
catalase levels were increased in GPM in relation to others treatments (GCE p=0.002;
GOEM p=0.005; GIP p=0.035). Malondialdehyde levels were higher in GEC (p=0.006)
and GPM (p=0.008) than GIP group. Generally, the animals fed with forage palm
showed better results in quantitative and qualitative analysis. Thus, the degenerations
cannot be attributed on the diets. Nevertheless, the forage palm was effective to create
metabolic mechanisms to protection of testicular parenchyma.

Keywords: Forrage Palm, Testicular degeneration, Morphometry, Testosterone,

Nopalea and Opuntia
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Introducéo

A palma forrageira foi introduzida no Brasil com intuito de producédo de corante
carmim, sendo desconhecida sua cultura agricola, era cultivada em locais que
apresentavam solos mais inférteis. Pertence a familia das cactaceas, plantas
conhecidas por sua capacidade em reter liquido, esta caracteristica fez com que a
mesma fosse utilizada na ovinocultura, por apresentar uma reserva estratégica de
nutrientes e agua nos periodos de estiagem, sendo o Brasil o maior produtor de palma
forrageira do mundo (SANTOS et. al. 2006).

Vérias pesquisas confirmam que a utilizacdo da palma do género Opuntia, no
ambito nutricional, influencia de forma positiva no balangco i6nico, dietético e
fisiolégico, no entanto quase néo sao realizadas pesquisas de ambito reprodutivo.Em
ovinos, assim como em outras espécies, a nutricdo se relaciona diretamente com a
estrutura do parénquima testicular e a eficiéncia do processo espermatogénico
(MARTIN & WALKDEN-BROWN, 1995). Desta maneira, compreender como
diferentes tipos de dieta influenciam o trato reprodutivo destes animais é fundamental
para o desenvolvimento econdmico.

A palma forrageira apresenta propriedade analgésica e anti inflamatdria, anti
tumoral, usado no tratamento de diabetes, reduzem o colesterol, apresenta varios
antioxidantes entre eles &cido ascoérbico, cisteina, carotenoides, flavonoides, utilizado
no tratamento de Ulceras, reduzem a atividade antiviral, apresenta efeito
imunomodulador, intensifica a funcdo das plaquetas, efeito de neuroprotecao, inibicao
da monoamino — oxidase, ajuda na cicatrizacao e apresenta efeito espermatogénico
testado em ratos. (CHAUHAN SP et al. 2010).

O Nordeste é o 3° maior criador de ovinos do Brasil, sendo esta atividade uma
das principais fontes de renda da regido do semiarido (IBGE, 2012), apresentando
grande potencial como exportador, sendo 0 maior impasse a dificuldade em aumentar
a produtividade do rebanho para que atinja um numero necessario para suprir o
consumo interno e externo (BARROS, 2008).

Neste sentido, este trabalho tem por objetivo a influéncia de diferentes tipos de
palma forrageira (Orelha de elefante Mexicana, IPA Sertania e Miuda), utilizadas na
alimentacao de ovinos sobre a fungao do sistema reprodutor masculino, analisando

possiveis modificacdes estruturais e fisiologicas.



Revisao Bibliografica

Os ovinos foram uma das primeiras espécies domesticadas no Brasil, devido a
pluralidade de possibilidades que oferecem ao seu criador. Sendo utilizado na
alimentacéo, dispondo na producédo de carne e leite, afora apresenta matéria prima
para producdo de agasalhos por meio das fibras de 1a (SHIBATA,2018). Segundo De
Aquino et al (2016) o semiarido nordestino € onde ocorre a maior tendéncia do
aumento de agronegocio da regido sequeira, devido a capacidade destes animais se
adaptarem ao clima e alimentacao e por representarem um meio de renda e trabalho
aos criadores das regides (MORAES NETO et al. 2003, Da Rocha et al., 2016).

Os ovinos apresentam um ciclo reprodutivo rapido de 10 meses (5 meses de
gestacdo e 5 meses de cria e recria) 0 que torna a ovinocultura garantia de retorno
econdémico. (DA ROCHA et al., 2016). A raca Santa Inés € a mais comum encontrada
no Nordeste Brasileiro, devido a sua rusticidade, menor vulnerabilidade a parasitos,
alta prolificidade, alta eficiéncia reprodutiva e ndo apresenta ciclos estacionais, ou

seja, observa-se cio durante todo o ano (BUENO et al., 2000).

O Brasil apresenta uma baixa oferta para consumo de carne ovina, mesmo
sendo um pais promissor para exportacdo, ja que atende diversos requisitos
necessarios como grande area verde, grande expansao de area para agropecuaria,
clima tropical, mdo de obra barata, produzindo animais a baixo custo (DA SILVA
GONGCALVES et al. 2017). Com tais caracteristicas, o Brasil mostra ter potencial para
competir com os paises de maior potencialidade mundial em producéo de carne Ovina
como a China, india e Nova Zelandia, contudo o Brasil ainda importa carne Ovina de

outros paises por ndo atender a demanda interna (MADRUGA et al. 2005).

O nordeste Brasileiro, se mostra como um forte concorrente na exportacéo de
ovinos para os Emirados Arabes, devido a menor distancia entre os portos de Recife
e Dubai, se comparado a distancia até a Australia, principal pais exportador de ovinos
vivos. No entanto, faz-se necessario o0 aumento no numero de rebanhos e a melhoria
na qualidade dos animais (BARROS, 2008). Um dos fatores que mais afeta a
producdo é falta de crédito, manejo inadequado dos animais e baixo nivel de
pastagens oferecidas (OLIVEIRA ET AL., 1995), bem como a baixa taxa de desfrute
vem sido descrita a décadas em Pernambuco devido a problemas sanitarios e manejo
(ARAUJO FILHO ET AL., 1999).



A ovinocultura ainda € vista por criadores de animais de grande porte como
“teimosia de gente pobre”, levando ao descaso no manejo e oferta de pastagem
(EMATER/EMPARN/ EMBRAPA CAPRINOS, 2006), no entanto devido a producao
leiteira da caprinovinocultura (ARAUJO FILHO ET AL., 1999) o semiarido nordestino
apresenta grande possibilidade no crescimento do agronegocio animal em relagéo a
agropecudria de sequeiro (SILVA ET AL., 2004).

A qualidade da carne pode ser analisada através de diversos parametros como
higienizacdo, apresentacao, preparo e pela qualidade sensorial sendo esta percebidas
pelos 6rgdos do sentido (SIQUEIRA et al., 2002; SANUDO, 1992). Hoje em dia o
cuidado com o consumo de alimentos saudaveis esta em maior evidéncia, &
necessaria uma carne de qualidade para agradar o mercado consumidor. As
caracteristicas sensoriais mais importantes na carne séo cor, suculéncia, textura
(dureza ou maciez), odor e sabor variando de acordo com a espécie, manejo pré e
pos abate, castracao, raca, tipo de dieta, peso de abate e idade, sendo a dieta o fator
gue influencia diretamente quase em todas as caracteristicas sensoriais (COSTA et
al. 2008; LEAO et al. 2011).

Nutricao e Reproducao de Ovinos

Os pastos e forragens sdo de extrema importancia na nutricdo dos ovinos,
principalmente em regides de seca prolongada. Geralmente, o animal se alimenta de
forragem do préprio ambiente onde vive, este cultivo serve para minimizar as longas
caminhadas feita pelos animais evitando que percam peso (RIBEIRO et al,2018).

A média diaria de ganho de peso pode variar de 50 a 200 gramas por cabeca
ao dia sendo apontado em pesquisas que 0 uso da pastagem nativa em conjunto com
forragens selecionadas, acabam levando a um aumento de peso, acarretando a um
sucesso reprodutivo (ELOY et.al 2007).

A relacéo entre a nutricdo e a taxa de desenvolvimento reprodutivo em ovinos
provavelmente foi observada apdés a domesticacdo desses animais. No entanto a
nutricdo ndo afeta apenas a quantidade do tecido testicular, mas também o
desenvolvimento dos gametas neste tecido (MARTIN & WALKDEN BROWN, 2004).

O “flushing”, um aumento nutricional em periodos que antecedem a monta, &
responsavel por aumentar taxa de ovulacdo entre as fémeas (ABU EL-ELLA, 2006;
SCARAMUZZI et al., 2006; AKE-VILLANUEVA et al., 2017). Apesar da maioria dos
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estudos serem feitos relacionados a fémea, a selecdo do macho é de grande
importancia, ja que um macho com alto desempenho reprodutivo pode servir a varias
ovelhas num curto periodo de tempo, aumentando a disseminacdo de material
genético e a pressao de selecao. Os fatores que devem ser analisados na escolha de
um bom reprodutor é a qualidade seminal, desenvolvimento testicular e o
comportamento sexual (PACHECO & QUIRINO 2010).

Os efeitos nutricionais podem afetar, inclusive, carneiros em desenvolvimento
embrioldgico, ja que estudos demonstram que fémeas subnutridas apresentam uma
prole com algum tipo de déficit no desenvolvimento gonadal e com receptores de
horménios envolvidos no desenvolvimento reprodutivo. (RAE M.T. et al. 2002a; GUNN
et al., 1995; RHIND et al., 1998; DELIGEORGIS et al., 1996). Os fetos femininos
produzidos numa gestacdo de fémeas desnutridas, apresentam retardo no
desenvolvimento folicular e uma gestacéo considerada de média a tardia (RAE et al.,
2001), enquanto nos fetos masculinos € observado o aumento da producdo de
testosterona no inicio da gestacdo sendo sua sensibilidade ao GnRH reduzida em
torno dos 115 dias de prenhez (RAE et al., 2002b).

A reproducdo é um processo que necessita de grande quantidade de energia.
Os mecanismos que controlam o equilibrio energético estao intimamente ligados com
a fertilidade. Desta forma, em ambos 0s sexos, 0 acesso a determinados tipos de
alimentos é que ird manter o controle metabdlico ideal para reproducao destes animais
(MARTIN et al., 2008).

A capacidade de gerar e manter gametas normais e vidveis € intrinseca a
capacidade de proteger e consumir energia em forma de alimentos. Quando se trata
de alteracdes enddcrinas, o controle metabdlico, apetite e funcdo reprodutiva estao
estreitamente ligados. Mudancas energéticas e alteracdes enddcrinas relacionadas
ao apetite, podem alterar o feedback fazendo com que ocorra alteracdes no eixo
hipotalamo-pituitario-gonadal (MAURYA et al. 2010).

Com o aparecimento da puberdade, tem inicio a atividade sexual tanto nos
machos quanto nas fémeas (BELIBASAKi e KOUIMTZIS, 2000; SNOWDEr et al.,
2002). O genotipo e fendtipo influenciam no aparecimento da puberdade, fatores como
raca e idade (BELIBASAKIi e KOUIMTZIS, 2000; SNOWDER et al., 2002, GARNER e
HAFEZ, 2004), estacionalidade (ROSA et al.,, 2000a), fatores hormonais e sociais
(DICKSON e SANFORD, 2005; STELLFLUG e LEWIS, 2007), analises genéticas



(PACHECO & QUIRINO 2010), luminosidade, indice pluviométrico, desenvolvimento
do sistema endocrino, temperatura e umidade irdo contribuir para o aparecimento da
puberdade (GARNER e HAFEZ, 2004).

A idade inicial da puberdade ainda € um fator bastante discutido entre os
autores, porém o comportamento sexual, qualidade seminal e o desprendimento da
aderéncia peniana sdo fatores considerados gerais para um animal pubere
(PACHECO et al., 2012). Para que ocorra a fecundacao da fémea, € necessario que
0 macho apresente espermatozoides vivos e viaveis, além de um comportamento
sexual que o estimule a monta (JIMENO et al., 2001).

Nas fémeas, a puberdade é marcada a partir do aparecimento do primeiro estro
(GRANADOS, 2006) aléem de sua atividade ciclica poder ser adiantada com o
chamado efeito macho, onde a inser¢cdo de um macho pode auxiliar a manipulacdo da
reproducdo adiantando a puberdade ou acelerando a atividade reprodutiva,
fornecendo algum grau de sincronizagédo do estro na fase tardia do anestro sazonal
(MARTIN et al., 1986), enquanto nos machos é marcado pelo instinto reprodutivo
mesmo antes da formacédo completa da espermatogénese. (GRANADOS, 2006)

O gendtipo e fendtipo influenciam no aparecimento da puberdade, fatores como
raca e idade (BELIBASAKIi e KOUIMTZIS, 2000; SNOWDER et al., 2002, GARNER e
HAFEZ, 2004), estacionalidade (ROSA et al., 2000a), fatores hormonais e sociais
(DICKSON e SANFORD, 2005; STELLFLUG e LEWIS, 2007), analises genéticas
(PACHECO & QUIRINO 2010), luminosidade, indice pluviométrico, desenvolvimento
do sistema enddcrino, temperatura e umidade irdo contribuir para o aparecimento da
puberdade (GARNER e HAFEZ, 2004).

Alguns nutrientes como acidos graxos, aminoacidos e carboidratos, geralmente
indicam grande quantidade de energia disponivel, seja em estoque ou na digestdo no
entanto, diante das variedades experimentais, torna-se dificil determinar um padrao
global ( BLACHE & MARTIN, 2009) , em cabras o aumento de ingestéo de lipideo a
nivel celular ndo ir4 reduzir a o estimulo da produgé&o de GnRH, no entanto (OHKURA
et al., 2004), em carneiros, a ingestao de suplementos ricos em acidos graxos levam
a um aumento na producdo do GnRH (BLACHE et al., 2000).

A sinalizacdo do GnRH sera importante nas vias de desenvolvimento gonadal
assim como em outros oOrgdos relacionados a reproducdo, incluindo a glandula

pituitaria, gbnadas e glandulas mamarias, que também podem responder a insumos



metabolicos. Sistemas reprodutivos que envolvem mudancas do pulso de GnRh além
de responder com precisdo, devem funcionar de forma integrativa, e, além de
horménios e conexdo neurais, 0s 0rgaos também sinalizam através de nutrientes
(BLACHE & MARTIN, 2009).

Varios fatores podem influenciar no desenvolvimento reprodutivo dos ovinos
como a idade, raca e fotoperiodo (MAIA et al. 2011). Apesar de ndo apresentarem
restricdo no seu periodo reprodutivo em regides temperadas, esse periodo apresenta
maior evidéncia no outono (HAFEZ & HAFEZ, 2004) nas regides tropicais. No
Nordeste, o inicio da atividade reprodutiva dos ovinos ocorre principalmente devido a
nutricdo, jA que nestas regides ocorrem poucas variacdes no fotoperiodo. Desta
maneira, 0S ovinos ndo apresentam estacionalidade reprodutiva, podendo se
reproduzir durante todo o ano de maneira linear, sendo as racas deslanadas as que
apresentam desenvolvimento reprodutivo mais precoce se comparada as espécies
com la (MAIA et al. 2011).

Os efeitos da nutricdo sobre comportamento sexual, que é avaliado através de
testes que verificam 0s animais que possuem capacidade de reconhecer o cio da
fémea, apresentem desejo sexual e habilidade para cobertura, sendo esta uma
caracteristica almejada principalmente quando se trata de monta natural (AZEVEDO
et al. 2008)., medidas testiculares, concentracdo de testosterona e parametros
seminais de carneiros foram analisados por Maurya et al. (2010) de acordo com o a
corporal, onde foi observado que animais com escore mediano apresentaram melhor
desempenho em todos os parametros se comparado ao animais com escore alto e
baixo, corroborando a afirmativa de que a energia da dieta é de grande importancia,
sendo 0 excesso mais prejudicial do que a diminuicdo ( MARTIN E
WALKDENBROWN, 1995; BEARDEN et al., 2004).

Desta forma, o desenvolvimento reprodutivo do macho é o peso corporal e o
peso testicular é influenciado significantemente pela dieta. Estes fatores irdo
desencadear o aumento da secrecdo de hormbnios que estimulam a
espermatogénese levando a um amadurecimento reprodutivo do animal
(GRANADOS, 2006), enquanto que um animal que apresenta um baixo peso corporal
demonstra vulnerabilidade na regulacdo térmica, sendo esta considerada uma das

principais causas de degeneracéo testicular (BARROS JUNIOR et al 2017).
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Portanto, a desnutricdo em machos reduz a eficiéncia reprodutiva, ao passo
que uma alimentacdo hipercalérica, ainda que promovendo aumento do escore
corporal, da circunferéncia escrotal, pode gerar aumento na temperatura corporal
devido ao excesso de gordura, a qual podera reduzir a eficiéncia reprodutiva do animal
(PACHECO et al., 2012).

Segundo Hoffman (1988), os ovinos séo grandes consumidores de volumosos
e em virtude do transito lento do alimento pelo trato digestivo, estdo aptos a utilizacao
dos constituintes fibrosos da parede celular das forragens. Estes pequenos
ruminantes sao adaptados a consumir uma drande variedade de plantas,
apresentando um comportamento alimentar oportunistico, facilmente modificando
suas preferéncias alimentares de acordo com a disponibilidade de forragem e a
estacdo do ano.

A atividade reprodutiva dos ovinos pode ser influenciada por variagbes
climaticas e nutricionais (MAIA et al. 2011), sendo que o aumento da temperatura
corporal pode causar degeneracéo testicular levando a degradacdo do parénquima
testicular o que afeta a espermatogénese levando a uma reducéo de espermatozoides
viaveis e no ejaculado (JAINUDEEN & HAFEZ 2004).

Martins et al. (2003) desenvolveu um estudo relacionando o desempenho
reprodutivo em diferentes periodos climaticos e observou que durante o periodo
chuvoso ocorreu um aumento no perimetro escrotal bem como melhoria na
quantidade e qualidade espermatica, relacionando o resultado a abundancia e

qgualidade das pastagens oferecidas.

Estrutura do testiculo e espermatogénese

Nos ovinos, o escroto € o tecido que protege o testiculo, caracterizado por ser
um saco membranoso pendular ovoide e comprimido no sentido craniocaudal e
suspenso anterior a flexura sigmoide na regido inguinal (SISSON, 1986; EVANS e
MAXWEL, 1990; NUNEZ, 1993). Na parte externa, apresenta uma pele fina e flexivel
(FRANDSON et al.,, 2005), revestida por pelos e |& onde apresentam diversas
glandulas sudoriparas e sebaceas (EVANS e MAXWEL, 1990), as glandulas
sudoriparas protegem da acao térmica diminuindo a temperatura da regido atravées de

evaporacdo. A face interna escrotal possui duas membranas classificadas como
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tunica dartos e a tunica vaginal, além do musculo cremaster externo (BLAZQUEZ et
al., 1988a). Os testiculos sdo em pares situados na regido inguinal e pubica em
posicdo vertical dentro do escroto, sua descida ocorre a partir do terceiro més de
gestacdo, devido a acdo da testosterona (NUNES et al., 1997). Apresenta as
extremidades alongadas (SISSON, 1986) e ovais e pesam cerda de 80 a 300 g no
animal adulto (CHEMINEAU et al., 1991).

Os ovinos possuem 0s maiores testiculos por unidade de peso corporal
(STANBENFELD e EDQVIST, 1996). De acordo com Baril et al. (1993). O peso
testicular pode variar de acordo com o estado nutricional, a estacao do ano, a espécie
e raca. O crescimento dos testiculos se divide em duas etapas. A primeira, vai do
nascimento até o inicio da espermatogénese, ocorre de forma mais retardada, ao
passo que a segunda etapa € rapida, comeca a partir do aparecimento da
espermatogénese até a maturidade sexual (SKINNER et al., 1968).

Os testiculos se dividem em dois compartimentos (MARTINS, 2006), os tubulos
seminiferos que ficam no parénquima testicular contendo o epitélio germinativo,
ocupando de 77 a 86% do volume testicular nos ovinos (QUEIROZ e CARDOSO,
1989; WROBEL et al., 1995) e o outro formado por tecido conjuntivo, também
chamado de espaco intertubular onde encontram-se as células de Leydig, que
produzem os andrégenos (EVANS e MAXWEL, 1990).

Os tubulos seminiferos estéo localizados no interior dos testiculos, contendo as
células germinativas que formam o epitélio germinativo onde encontram-se as células
de Sertoli, que apresentam funcéo de nutricdo e suporte da linha germinativa, sofre
influéncia do FSH, hormonio anti-mulleriano, testosterona e inibina (WISTUBA et al.
2007). Em mamiferos neonatal, o FSH estimula a proliferacdo das células de Sertoli,
a qual atinge numeros finais de células diferenciadas até a puberdade. Depois estas
perdem sua habilidade de replicacéo, e se mantém estaveis ao longo da vida (TAN et
al. 2005).

Os epididimos sdo formados enovelado de tubulos Unico dando origem aos
ductos de Wolf (THIBAULT e LEVASSEUR, 1991), comeca nos ductos eferentes da
rede testicular (BARIL et al., 1993) que possui uma matriz fibrosa e densa, limen
revestido por uma camada basal de pequenas células e uma parte formada por epitélio
ciliado colunar (HAFEZ e HAFEZ, 2004). Nos ovinos o0 peso de cada um varia de 20
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a 30g (THIBAULT e LEVASSEUR, 1991). Anatomicamente, o epididimo apresenta
trés partes continuas que séo a cabeca (Caput epididymis), que tem o formato planar
e esta unida a parte superior do testiculo no seu polo dorsal, o corpo (Corpus
epididymis) que € a parte mais estreita ligada a cabeca do epididimo e ventralmente
esta a cauda (Cauda epididymis), nos ovinos se mostra de forma circular
apresentando continuidade com o ducto deferente, podendo ser vista e palpada no
animal vivo. Os primeiros segmentos estdo relacionados com a maturacdo dos
espermatozoides, sendo a cauda o segmento final, atuando na maturacdo e
armazenamento (HAFEZ e HAFEZ, 2004)

A espermatogénese € um processo continuo e altamente organizado onde a
espermatogbnia passa por diversos processos de mitose e meiose, além de
mudancas morfogenéticas até a formacao do espermatozoide (RUSSELL et al, 1990;
FRANCA e CARDOSO, 1998; FRANCA et al, 1999; EMCKE et al. 2006). Os
espermatozoides sdo produzidos dentro dos tubulos seminiferos, sendo dividido em
trés fases: 1) fase proliferativa ou espermatogonial onde vao ocorrer diversas divisdes
mitéticas nas espermatogoénias,2) Fase meibtica ou espermatocitogénica, onde ocorre
a segregacdo e recombinacdo do material genético e cada espermatdécito ird da
origem a quatro espermatides e 3) fase de diferenciacdo ou espermatogénica, onde
ocorrerd a formacao do espermatozoide (RUSSELL et al., 1990a; SHARPE, 1994).

Os estagios ou estadios compreendem como organizacdo das células
germinativas em associacdes distintas durante o ciclo do epitélio germinativo, sendo
esté influenciada pelo tempo (HERMO et al., 2010). Estes estagios ou estadios pedem
ser classificado de acordo com sua morfologia tubular, consistindo que todos animais
apresentam 8 estadios, com excecédo dos primatas (BERNDTSON, 1977; FRANCA et
al., 1998) e o método de sistema acrossémico, onde os estadios dependem das
espécies (LEBLOND; CLERMONT, 1952; RUSSELL et al., 1990a).

Em mamiferos, a espermatogénese leva de 30 a 75 dias (RUSSELL et al.,
1990; RUSSELL & FRANCA 1998) enquanto que em ovinos tem duragéo de 47.7 dias
com um total de 8 estagios (FRANCA et al. 1999).

O testiculo do ovino sofre diversas mudancas histolégicas no decorrer de seu

desenvolvimento, sendo divido em trés fases: Pré- pubere (Animal com 1 a 5 meses),
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maturidade (6 a 8 meses) e adultos (> 9 meses), onde a principal diferenga encontra-
se na constituicao histologica destes testiculos. (ELZOGHBY et al,2014).

Apoés iniciada a puberdade, o macho passa a depender fortemente da
testosterona, produzida pelo estimulo do LH sobre células de Leydig, ja que as
gonadotrofinas como hormdnio liberador de gonadotrofina (GnRH), horménio foliculo-
estimulante (FSH), hormoénio luteinizante (LH), androgénios como testosterona e
outras biomoléculas estdo relacionadas com o0 sucesso na producdo de
espermatozoides viaveis. (HOLDCRAFT; BRAUN, 2004; WALKER; CHENG, 2005;
SMITH; WALKER, 2014).

Dieta com Palma Forrageira

Ha indicios de que no México a palma forrageira é utilizada desde o periodo
pré-hispanico, sendo usada em alimentagdo animal e humana, fonte de energia,
cosmeético, medicina, protecdo e conservacdo do solo entre outras funcbes (SOUZA
FILHO et al. 2014). A palma é rica em vitaminas A complexo B e C, minerais como
calcio, magnésio, sédio e potassio, se mostrando com grande potencial contra fome e
desnutricdo. (NUNES et al. 2011)

Apesar da palma forrageira ser rica em vitaminas e minerais essenciais a seres
humanos, de apresentar valores nutritivos maiores de alimentos como couve, banana
e beterraba e ser uma alternativa mais viavel financeiramente, no Brasil o preconceito
no consumo humano esbarra no fato de que a palma é comumente utilizada como

matéria prima de racdo animal. (NUNES et al. 2011)

A pecuéria € uma das principais atividades desenvolvidas no Nordeste do
Brasil, no geral os rebanhos bovinos, caprinos e ovinos se alimentam da vegetacéo
oferecida na area extensiva onde sado criados. Esta alimentacdo apresenta-se,
geralmente, com baixo valor nutritivo, capacidade de suporte e valor produtivo

podendo levar a um déficit nutricional (BISPO et.al. 2007).

Em Pernambuco, as maiores areas de inser¢cao da pecuaria estdao no Agreste
e Sertdo, locais esses marcados pela seca. Nesta regido, as chuvas se apresentam
forma irregulares e o periodo de estiagem € bastante longo (RAMOS et al. 2008).

Desta forma, é preciso priorizar a plantas forrageiras que melhor se adequam a
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realidade da regido (OLIVEIRA et al. 2010), assim sendo, a palma forrageira vem
como a melhor recurso forrageio seja por adaptar-se a ambientes extremos, seja por

facilitar a economia da comunidade local (SAENZ et al. 2004).

Como a palma forrageira pertence a familia das cactaceas, apresentam grande
capacidade em reter liquido, esta caracteristica faz com que a esta seja utilizada na
ovinocultura, ja que apresenta uma reserva estratégica de nutrientes e agua nos
periodos de estiagem, o Brasil € maior produtor de palma forrageira do mundo
(SANTOS et. al. 2006) no entanto ndo € uma espécie exclusiva nacional, pois é
encontrada em todo continente com diversas fungdes, contudo a mais evidenciada é

como alimentacdo animal (COSTA, 2008).

A palma forrageira faz parte do grupo das crassulaceas, que por sua vez
apresentam uma forma de troca gasosa diferenciada que consiste em realizar a
abertura dos estdmatos essencialmente a noite, quando a temperatura é mais amena,
evitando a evapotranspiracdo, o que demonstra adaptacdo a longa estiagens
(FERREIRA et al., 2008), além desse mecanismo de racionamento de agua, outra
vantagem da cactacea € a facilidade de plantio (OLIVEIRA et al., 2007).

A palma pode apresentar em sua composi¢ado cerca de 90% de agua, sendo
este valor varidvel de acordo com as épocas do ano, em épocas secas mostra uma
média de 76% de a4gua, enquanto que em épocas chuvosas esse valor pode chegar
a 95% de sua composicao ser agua (SANTOS et al. 2005), diante desta caracteristica
este alimento pode ser ofertado diretamente ao animal suprindo, inclusive, parte de

sua necessidade de consumo de agua (SANTOS et al, 1997).

A palma forrageira € um alimento rico em carboidratos, especialmente os ndo
fiborosos (WANDERLEY et al., 2002), baixa taxa de constituintes de parede celular
(BISPO et al., 2007), alto coeficiente de digestibilidade de matéria seca, além de ser

uma importante fonte de energia para os ruminantes (VAN SOEST, 1994).

Essa cactacea esta em evidéncia por se tratar de uma forragem com um bom
valor produtivo, nutricional e por sua distribuicdo no semiarido brasileiro, apresenta
alto valor nutricional e ainda tem como caracteristica a facilidade de manipulacao, ja
que pode ser colhido ou deixado em campo por até quatro horas sem sofrer mudancas
nutricionais (ANDRADE et al. 2016).
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Apesar de, comumente, a palma forrageira ser ofertada diretamente no cocho
de ovinos sem nenhuma mistura, o ideal € que ocorra a associacdo da palma
forrageira com fontes de fibra efetiva (NEVES et al., 2010), ela deve ser misturada a
outros alimentos como feno, silagem, restolho de sorgo, de milho, de feijao ou mesmo
capim seco, fontes de proteinas pra aumentar o nivel proteico e de matéria seca dos
animais evitando a ocorréncia de diarreias quando ofertada sem complemento
(SANTOS et al. 2006), ja que independente do género ela apresenta um baixo teor de
matéria seca, proteina bruta, fibora em detergente neutro e fibra em detergente acido
(SILVA et al., 2011).

No Nordeste a variagcdo de palma forrageira mais frequente € a redonda,
gigante e mitda. A redonda e a gigante (Opuntia ficus — indica) sdo as mais produzidas
por apresentarem maior valo nutritivo bem como a melhor resisténcia a clima
semiarido. No entanto também sdo as espécies que se apresentam com maior
sensibilidade a praga cochonilha do carmim, demonstrando dificuldade em manter a

reserva energética da planta, disseminando o inseto (VASCONCELOS et al. 2009)

Por outro lado, a miuda (Nopalea cochonillifera) apresenta melhor valor nutritivo
do que aredonda e a gigante, apesar de apresentar menor producédo de matéria verde
comparada as outras duas, sua producdo de matéria seca por area pode ser
equiparada as demais. Outra espécie inserida em é a Orelha de elefante mexicana
(Opuntia stricta haw), que apesar de apresentar espinhos, se mostra resistente a
cochonilha do carmim. (VASCONCELOS et al. 2009)

Opuntia spp.

A Opuntia é um cacto do género Opuntia, subfamilia Opuntioideae e da familia
Cactaceae. E uma cactacea que produz cerca de 200 — 300 espécies, mostrando
crescimento nas areas aridas (menos de 250 mm de precipitagdo anual) e nas
semiaridas (250 a 450 mm de precipitacdo anua), apresenta grande variabilidade
genética fazendo com que se adapte facilmente ecologicamente sendo encontrada
em variados tipos de clima (STINTZING & CARLE, 2005).

A palma orelha de elefante (Opuntia stricta haw) além dessas caracteristicas

ainda apresenta espinhos em sua estrutura, o que dificulta o manejo na hora do
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preparo para oferta aos animais. Acredita-se que a presenca desses espinhos esteja
relacionada a melhor adaptacéo ao clima semiarido, defesa contra animais que podem
vim a se alimentar, além de reduzir a perca de agua, no entanto a funcionalidade mais
importante de tal estrutura se da a capacidade em condensar agua do ar (LEVITT,
1980).

A Opuntia spp possui varios minerais, entre eles o potassio aparece em maior
concentracéo, cerca de 60% (166 mg / 100 g de peso fresco), seguido pelo calcio (93
mg / 100 g de peso fresco), sédio (2 mg /100 g de peso fresco) e ferro (1,6 mg /100 g
de peso fresco) (STINTZING & CARLE, 2005).

O extrato da Opuntia dillenii administrado em ratos machos (250 mg/kg)
apresentou resultados desanimadores quanto a producdo e manutencao do sistema
reprodutor. Observou-se uma diminui¢cdo no peso de testiculos, epididimo, vesicula
seminal e prostata. Os achados histologicos demonstram que o nimero de células de
Sertolli diminuiram significantemente, bem como a area nuclear dos tuabulos
seminiferos e células de Leydig sofreram reducdo. Com isso, mais de 86% ratos
tratados com extratos dessa espécie sofreram reducdo na producdo de seus
espermatozoides e 100% sofreram perda de motilidade de seus gametas (GUPTA RS,
2008).

Em contrapartida, estudos realizados em ratos com o mesmo género Opuntia
ficus indica usando a mesma concentracdo, mostraram que esta apresenta
propriedades que ajudariam a restaurar peso dos testiculos, tubulos seminiferos e a
motilidade dos espermatozoides em ratos diabéticos (CHAUHAN SP et al. 2010). No
entanto, pesquisas pormenorizadas sobre o sistema reprodutor de ovinos e a relagao
com qualquer espécie do género Opuntia, sdo escassas, surgindo a hipétese de uma
alteracdo na fisiologia deste animal que poderia vir a causar comprometimento na
fungéo reprodutiva. O extrato de Opuntia também demonstrou eficacia na redugéo de
células cancerigenas in vitro, diminuicdo nos niveis glicémicos e anti ulceracdes
(CHAUHAN SP et al. 2010).

A orelha de elefante mexicana (Opuntia stricta haw) pertencente a subespécie
espatazae corresponde a um clone inserido no Brasil pela IPA do México, sendo o

gendtipo correspondente a IPA 200016. Esta espécie € considerada resistente a

cochonilha do carmim, no entanto susceptivel a cochonilha de escama (Diaspis
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echinocacti) (SANTOS,2014). Desde 2001, a palma forrageira vem sofrendo
principalmente com a praga da cochonilha do carmim (Dactylopius opuntiae)
(Hemiptera: Dactylopiidae) sendo esta umas das principais causas de destruicao da
palma gigante perdendo apenas para pragas como o0 bicudo do algodoeiro, o
gafanhoto do Nordeste e a mosca branca (LOPES, 2001).

Diante desta realidade, as espécies susceptiveis a tais pragas acabam levando
a grande prejuizo econdmico aos criadores da regido, ja que muitos contam apenas
com a oferta da palma forrageira como alimentagcdo dos animais. Sendo assim, é
interessante que plantas com caracteristica de resisténcias a praga da cochonilha do
carmim sejam implantadas, visando a reducdo dos gastos econdmicos e a maior
qualidade de alimentacao (LOPES et al. 2010).

A Opuntia stricta apresenta uma melhor produtividade quando comparada a
espécies como a Miuda e IPA Sertania em cultivares analisados em Sertania e Serra
Talhada (CUNHA et al.,, 2008) porém as técnicas utilizadas, a local de plantio,
espacamento e capacidade fotossintética da planta também deve ser levada em
consideracao (FARIAS et al. 2000), atualmente ndo s&o encontrados muitos estudos
com a relacdo da Opuntia Stricta haw por se tratar de um clone recém inserido no
Brasil (SANTOS,2014).

Nopalea spp

A Nopalea cochenillifera Salm Dyck é uma cactacea arbGrea que mede cerca
de 7 m de altura, apresenta muitos ramos, quando jovem nao apresentam espinhos,
cladédios alongados com cerca de 30 cm de comprimento e de 4 — 7 cm de largura.
Quando mais velhos podem apresentar poucos espinhos, com cerca de 1 cm cada
um, podendo este namero aumentar quando esta planta estda exposta ao sol
(SCHEINVAR,2001).

No estado de Pernambuco as espécies Nopalea spp. e Opuntia spp. sdo as
mais comuns de serem encontradas e utilizadas na alimentacdo dos animais do
semiarido e agreste do Nordeste, porém apresentam diferenca quanto necessidade
de solo e quantidade de agua (SANTOS et al. 2006), embora todas sejam do estilo
CAM (ROCHA, 2012), o exemplar Miuda requer uma maior umidade do que a Opuntia.
A Nopalea cochenillifera Salm Dyck (Midda), a Opuntia se mostra resistente a
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cochonilha do carmim (SANTOS et al. 2014), enquanto que a Nopalea apresenta

57,5% a mais de matéria seca do que a Opuntia fincus- indica (MELO, 2006).

A Ipa- Sertania é outro exemplo de uma Nopalea sp. encontrada no Nordeste,
também se apresenta resistente a cochonilha do carmim e susceptivel a cochonilha
de escama (Diaspis echinocacti) (SANTOS,2014), apresenta forma semelhante a
Miuda, porém os cladddios de tamanho superior e brotac&o inferior sendo cogitado a
possiblidade de a IPA Sertania ser uma mutacdo da Miuda. (SANTOS, 2016). Esta
palma é adaptada ao semiarido, no entanto € vulneravel a fusariose, demonstrando

40% de sobrevivéncia em algumas areas (SANTOS, 2008).

PALMA FORRAGEIRA E SUA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A importancia terapéutica da palma forrageira estd relacionada aos
carboidratos complexos (fibras sollveis, mucilagens, celulose, etc.), compostos
fendlicos, carotendides, vitaminas C e E, glutationa e acidos graxos poli-insaturados
presentes na sua constituicdo, de maneira que estes podem auxiliar na prevencéo e
cura de diversas doengas (MARTINS,2011).

De acordo com Alves (2015) a palma forrageira possui propriedades
antioxidante, sendo capaz de evitar danos oxidativos causados pelas espécies
reativas de oxigénio (EROs) nas células. Esta atividade, tanto no género Opuntia
quanto Nopalea, ¢ atribuida aos seus compostos fendlicos (ASTELLO-GARCIA et al.,
2015, (NECCHI, 2011; ALVES, 2015).

No entanto, a agdo antioxidante de uma dieta ndo pode ser analisada
isoladamente, deve ser considerada a acdo sinérgica e sucessiva da alimentacao
ofertada de forma que possa atuar com vitaminas (acido ascorbico), carotenoides,
antocianinas, tocoferdis, alcaloides, acidos fendlicos, aminoacidos nao proteicos,
carboidratos e enzimas, como a superéxido dismutase (SOD), glutationa redutase
(GR), glutationa peroxidase (GPX), catalase (CAT) entre outras (ALVES, 2015).

Outro componente presente no suco da palma forrageira Opuntia ficus indica e
Nopalea séo as betalainas. Este composto, além de agir como analgésico, apresenta
acao anti-inflamatéria, antidiabético, anti-lipidémicos, antimicrobiana, atividade

hepatoprotetora e antioxidante. Esta funcdo se da devido a inibicdo da peroxidacéo
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lipidica, j& que betalainas sdo poderosas antioxidantes, contribuindo para homeostase
redoz através do aumento da superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
peroxidase de glutationa (GPx) e glutationa redutase e a diminuicdo do
malondialdeido (MDA) (KAUR et al. 2018)

Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo € definido como estado em que a oxidacdo excede o0s
sistemas antioxidantes no corpo secundario ocorrendo uma perda do equilibrio entre
eles. (YOSHIKAWA & NAITO, 2002). E caracterizado pela presenca de radicais livre,
que designa que existem moléculas com a presenca de elétrons desemparelhado, o
gue as torna reativas pois permitem a ligacdo com outros compostos levando a
formacdo de novas moléculas que podem ser toxicas ao metabolismo (SANTOS,
2009).

Esse desequilibrio €, geralmente, correlacionado a diversas patologias,
exposicdo a radiagdo ionizante, estimulos toxicos e diferentes tipos de xenobidticos
por estimularem a formacdo de radicais livre, estes podem se ligar a diversas
moléculas bioldgicas levando a formag¢do de compostos toxicos ao metabolismo,
(YOSHIKAWA & NAITO, 2002; SANTOS 2009; COMPORTI, 1989; GILLHAM et al.,
1997, BARREIROS et al., 2006).

Os testiculos possuem um conjunto de enzima antioxidantes e eliminadoras de
radicais livres para garantir 0 sucesso na producdo de horménios esteroides por
Leydig e sucesso na espermatogénese, este sistema de defesa se mostra de grande
importancia nos testiculos pelo fato de que o dano peroxidativo causado pelo estresse
oxidativo, € um dos principais motivos da baixa funcionalidade testicular (AITKEN &
ROMAN, 2008).

O estresse oxidativo estd intimamente ligado a causas da infertilidade
masculina, O ataque de ROS (espécie de oxigénio reativo) pode inibir a motilidade do
espermatozoide bem como diminuir a capacidade em sustentar um desenvolvimento
embrionéario normal (AITKEN & BAKER, 2006; KUMAR, 1999).

A nivel testicular, o estresse oxidativo pode impedir a capacidade

esteroidogénica de Leydig (HALES et al., 2005), além de diminuir a capacidade do
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epitélio germinativo na diferenciacdo de espermatozoides habeis (NAUGHTON et
al.,2001). A perca de equilibrio entre os agentes oxidantes e antioxidantes levam a
uma reacao em cadeia (MANEESH E JAYALEKSHNI,2006) tendo como caracteristica
a disfuncéo espermatica (ZINI E LIBMAN, 2006; MARCHESI E FENG, 2007) devido a
danos gerados no DNA, proteinas e lipideos (SIES 1993; SANOCKA E
KURPISZ,2004)

Os agentes oxidantes comumente sdo bastante reativos devido ao curto tempo
de vida, dentre diversos oxidantes os mais importantes envolvidos em processo
patologicos sdo as espécies reativas de oxigénio (ERO) e as de nitrogénio (ERN). As
principais ERO distribuem-se em dois grupos, as radicalares: superéxido (Oze-),
hidroxila (OHe¢) peroxila (ROQOe¢) e alcoxila (RO¢); e as nao-radicalares: oxigénio
“singlet” (O2), o perdxido de hidrogénio (H202) e o &cido hipocloroso (HCIO-). Dentre
as ERN incluem-se o o6xido nitrico (NOe-), o éxido nitroso (N20O) e o peroxinitrito
(ONOO-), dentre outros (BARREIROS et al., 2006).

No entanto, estresse oxidativo tem papel fundamental na fisiologia normal,
auxiliando na adaptacédo e regulando a transducdo da sinalizacdo intracelular
(YOSHIKAWA & NAITO, 2002), o dano celular poderé ser remediado com os agentes
antioxidantes, que quando ligado aos radicais livres, impedira a forma¢do de novos
agentes oxidantes, este mecanismo de defesa celular apresenta duas vertentes. A
primeira corresponde a acao detoxificadora dos agentes pré-lesdo celular, estando
presente nesta linha antioxidantes como a glutationa reduzida (GSH), superéxido-
dismutase (SOD), catalase, glutationa-peroxidase (GPx) e vitamina E (HEBBEL, 1986;
ROSS E MOLDEUS,1991).

A segunda corresponde a uma reparacdo, onde 0s agentes antioxidantes
desenvolvem uma acdo para reparar a célula lesada, os antioxidantes que
representam esta linha sdo o acido ascoérbico, pela glutationa redutase (GR) e pela
GPx, entre outros. Todos os antioxidantes sdo encontrados a nivel intracelular, com
excegdo da vitamina E (a - tocoferol), que representa um agente antioxidante
estrutural da membrana (HEBBEL, 1986; ROSS E MOLDEUS,1991).

As EROS séo encontradas em todos os sistemas bioldgicos. Ela sofre reducéo
tetravalente, sendo a citocromo-oxidase responsavel por acrescentar os quatro
elétrons (Figura 1) a cada Oz para gerar duas moléculas de H20 (BENES et al. 1999).

No entanto, nem todo o oxigénio utilizado na cadeia respiratéria é transformado em
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agua, aproximadamente 5% podem se transformar em intermediarios da reacgéo
sofrendo mudancas e se modificando em superéxido, peréxido, hidroxila (SANTOS,
2009; SIMONIN & GALINA, 2013; COHEN, 1989).

e e 2H e H e H'
Oz N 02“‘\ \ H202 NNy TN 2 H,0
axigénio radical perdxido de radical Agua
superdxido hidrogénic hidroxila

Figura 1. Reducéo tetravalente do Oxigénio molecular (O2) na mitocondria até

formacao da 4gua. Adaptado de Boveris,1998.

Lipoperoxidacdo

A lipoperoxidacdo é um processo fisiolégico que ocorre naturalmente na
membrana celular, auxilia no processo de renovacdo celular, nos processos de
pinocitose e fagocitose além de contribuir para sintese de prostaglandinas e
leucotrienos. (SALGANIK, 2001; NOORI,201)

Apesar disto, por serem formadas por proteinas e lipidios, as membranas sao
vulneraveis a acdo exacerbada da oxidacdo, quando as espécies reativas se
multiplicam além da acéo de defesa dos antioxidantes, o processo de lipoperoxidacéo
irA causar danos graves na permeabilidade e estrutura da membrana, provocando
perca de seletividade, extravasamento de contetdo de organelas e formacdo de
conteudo citotoxicos (como o malondialdeido e 4- hidroxinonenal) (MELLO FILHO et
al., 1983; HERSHKO, 1989; HALLIWELL E GUTTERIDGE, 1990; SHAN et al., 1990;
ROSS E MOLDEUS, 1991; FERREIRA E MATSUBARA,1997).

A lipoperoxidacdo apresenta 3 etapas: iniciacdo, propagacdo e terminacdo
(Figura 2). A iniciacdo € caracterizada pelo ataque a um lipidio de membrana por
qualquer espécie que seja capaz de capturar um hidrogénio, o superéxido nao é
reativo o bastante para capturar um hidrogénio, sendo os radicais hidroxila (OH)

comumente iniciadores da lipoperoxidagéo.

Com a captura do hidrogénio, sera formada um radical livre lipidico que tende

se ligar com um Oz, formando um radical peroxila ( LOOe), estes radicais possuem a
capacidade de retirar um proton de outra molécula lipidica, caracterizando a fase de
propagacao, a retirada de um hidrogénio de um lipideo pelo grupo peroxila ira formar
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a hidroperoéxido lipidico (LOOH). A fase de terminacdo ocorre quando dois radicais
produzidos durante as etapas passada se ligam formando um produto estével
(HALLIWELL E GUTTERIDGE,2015).

LH + OH" (ou LO") » L* + H20 (ou LOH) Iniciagao
L* + O » LOO® Propagacéo
LH + LOO"® » L'+ LOOH Propagacao
LOO™ + L » LOOL Terminacgao
LOO® + LOO* = | O0L + O Terminagéo

Figura 2. Reacfes de iniciacdo, propagacdo e terminacdo na peroxidacao.
Adaptado Ferreira e Matsubara (1997)

Defesa Antioxidante

A defesa antioxidante tem finalidade de protecdo contra o desequilibrio dos
agentes oxidantes, isto €, espécies reativas. Podem apresentar uma producao
enddégena de enzima antioxidantes e antioxidantes ndo enzimatico (HALLIWELL E
GUTTERIDGE,2015).

Estdo amplamente difundidas pelo corpo, variando sua composicao de tecido
para tecido, podem se apresentar como agentes cataliticos, que removem
cataliticamente os agentes oxidantes sdo exemplos as enzimas superoxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase (SALGANIK, 2001; BERNES et al., 1999).

Podem se apresentar como proteinas que minimizam a disponibilidade pro-
oxidantes (ions de Cobre e Ferro) como transferinas e haptoglobinas. E como agentes
de baixo peso molecular, aprisionam espécie reativa de oxigénio e nitrogénio como a
glutationa, a tocoferol, acido ascoébico, bilirrubina e acido urico (HALLIWELL E
GUTTERIDGE,2015).

Superoxido Dismutase (SOD)

O ion superoxido € o maior fator de toxidade do Oz, além de ser o mais reativo
dos ions. O SOD é responsavel pela defesa deste ion atuando como scavenger do
ion superoxido (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2015)

Os radicais superoxidos podem ser produzidos de diversas formas auto
oxidacdo das catecolaminas, hidroquinonas, tetraidropterianas, assim como acao

catalitica de enzimas como xantina oxidase e aldeido oxidase (FRIDOVICH 1975)
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Apesar de apresentar diferentes tipos de metaloenzima, a reagdo de
catalisacdo do superoxido ocorre da mesma forma: Aumento da aceleracdo da
dismutacdo do Oze, formando peréxido de hidrogénio e oxigénio (Figura 3)
(FRIDOVICH E MCCORD 1969; BERNES et al, 1999, HALLIWELL E
GUTTERIDGE,1999).

SOD
0" +0" +2H" ——»  H:0; + O3 (estado fundamental)

Figura 3 Reacdo de dismutacdo do radical superdxido. Adaptado por
Halliwell e Guteridge (2015).

Catalase (CAT)

A catalase € responséavel por reduzir o perdxido de hidrogénio (H202) advindo
do resultado da reacdo do SOD. Atua de forma semelhante a SOD, € realizada a
dismutacdo da molécula (Figura 4) de H202 sendo reduzida a uma molécula de agua
(H20) e outra de Oxigénio (O2) (PEDERZOLLI,2008).

CAT
2 H,0, - 2H,0+0,

Figura 4. Reacao de decomposicdo da molécula de peréxido de hidrogénio H202 ao

oxigénio no estado fundamental. Adaptado Halliwell e Guteridge (2015).

A CAT é encontrada com maior frequéncia em organelas celulares que
produtoras de peroxidos, que sdo 0S peroxissomas, no entanto também sé&o
encontradas no meio citosoélico (CHANCE et al.,1979; WARD E PETERS, 1995).

A concentracdo maior da catalase nos animais encontra-se no figado, embora
esteja presente em todos os 6rgéos. Alguns 6rgaos apresentam niveis de CAT baixo,
como o0 coragdo, cérebro e musculo esquelético tornando-os mais susceptiveis a
ataque de radicais livres (BOVERIS E CHANCE, 1973).
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Glutationa reduzida (GSH)

E considerada o agente antioxidante mais importante protegendo a célula
contra a lesdo resultante da exposicdo a agentes como ions ferro, oxigénio
hiperbarico, radiagéo e luz ultravioleta. O grupamento tiol (-SH), encontrado com maior
frequéncia no meio intracelular, € o responsavel pela sua capacidade redutora
(SANTOS,2009)

A glutationa é participa da detoxificacdo de agentes quimicos e desempenha
papel fundamental na lipoperoxidagéo, ja que elimina produtos intermediarios que sdo
toxicos ao metabolismo. Além disso, € importante na sintese do DNA, na formacéao de
algumas prostaglandinas e algumas proteinas (MEISTER E ANDERSON, 1983;
DENEKE E FANBURG, 1989; SHAN, 1990; GALLEANO E PUNTARULO, 1995).

Glutationa Redutase (GR)

A GR possui a capacidade de regenerar a glutationa oxidada (GSSG) em
glutationa reduzida (GSH). Para que essa rea¢ao ocorra € necessario a presenca de
uma molécula de NADPH para cada molécula de GSH (Figura 5) (CHANCE et
al.,1979; WARD E PETERS, 1995). Devido a acao de regeneracado da GR, é possivel
manter a GSH em sua forma redutora, o que é essencial para o sistema bioldgico
(PEDERZOLLI,2008).

GR
GSSG + NADPH + HY — 4 2 GSH + NADP*

Figura 5. Regeneracdo da glutationa reduzida (GSH) a partir da glutationa oxidada
(GSSH) através da enzima glutationa redutase. Adaptado Halliwell e Guteridge (2015).

Por ser dependente das vias da pentose, a GR sofre um déficit em sua atuacao
guando ocorre a diminuicdo no fornecimento de NADPH e deficiéncia de glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PD) (SHAN, 1990; ROSS E MOLDEUS, 1991;
MATSUBARA et al., 1992).
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Glutationa Peroxidase (GPx)

Atua removendo o H202 e outros peroxidos, ocorre de forma que ocorre a
redugéo do peroxido até a molécula de H20 ao mesmo tempo que realiza a oxidagao
do GSH (Figura 6) (PEDERZOLLI, 2008).

H.0, + 2 GSH > GSSG + 2 H,0

Figura 6. Reacao de reducéo do peréxido de hidrogénio (H202) até agua molécula de
agua (H20) em conjunto a oxidacao da glutationa reduzida (GSH) (Adaptado Halliwell
e Guteridge (2015).

Geralmente esta localizado em membranas, atua como doador de hidrogénio
para o GSH, é considerado um potente antioxidante, sendo eficaz na defesa contra a
lipoperoxidacéo (WENDEL, 1981). A acdo da GPx exerce funcdo sobre hiperperoxido
de &cidos graxos, hidroperoxidos de tert-burtil e do 7- B- hidroperoxido de colesterol
servindo como catalisador no acoplamento do perdoxido com o GSH. Nestes casos a
reacdo de reducdo irA sempre resultar na formacdo de um alcool especifico ao
peroxido. (Figura 7).

No entanto, o GPx ndo exerce nenhuma funcédo em lipopreteinas, membranas
nem peroxidos de acidos graxos esterificados a moléculas lipidicas, lipoproteina ou
membrana, pois antes da acdo da GPx € necessario que estas passem pela acédo de
lipases (HALLIWELL E GUTERIDGE, 1999; PEDERZOLLI, 2008).

GPx
LOOH + 2GSH » GSSG + HO + LCH
peroxido glutationa glutationa alcool
reduzida oxidada

Figura 7 Reacao de reducéo dos peréxidos a alcoois, catalisada pelo GPx. Halliwell e
Guteridge (1999)

a Tocoferol (Vitamina E)

E um antioxidante classificado como n&o enzimatico, € uma vitamina lipossolavel, ou
seja, encontrada em membranas, mitocondrias e lipoproteinas. Se liga a radicais livres

formando o tocoferoxil podendo ter esta acdo revertida a partir da acdo do &cido
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ascorbico e do GSH (SOKOL,1989; WARD E PETERS, 1995; HALLIWELL E
GUTTERIDGE, 1999).

Potente antioxidante com capacidade de se ligar a peroxilas, convertendo em
tocoferoxilas. Quando apresentadas no formato desta molécula diminuem a
possibilidade da continuacéo da liperoxidacéo, evitando que ocorra uma reagdo em

cadeia formando compostos toxicos ao sistema (HALLIWELL,2001).

Objetivo Geral

Determinar a influéncia de diferentes tipos de palma forrageira (Orelha de elefante
Mexicana, IPA Sertania e Miuda), administradas na alimentacdo de ovinos sobre a
funcdo do sistema reprodutor masculino, analisando possiveis modificacdes

estruturais e fisiologicas.

Objetivos especificos

e Auvaliar os pesos testicular e epididimério

e Calcular o indice gonadossomatico (IGS) dos animais;
e Medir altura e area do epitélio seminifero,

e Medir diametro tubular e &rea do Lumen;

e Dosar a concentracao de testosterona sérica;

e Dosar a concentracao de T3 e T4

e Determinacao de estresse oxidativo no parénquima testicular.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no setor de caprinos e ovinos do departamento de
Zootecnia da Universidade Federal Rural de Pernambuco localizada em Recife-Pe.
Foram utilizados 40 ovinos, machos, sem padréo racial definido, inteiros, com peso
corporal médio de 21,01 + 2,01 kg e média de idade de 6 meses. O uso dos animais
foi aprovado pelo comité de ética para utilizacdo de animas com a Licenca de n°
053/2015.

Os animais foram distribuidos em Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC)

que consistia de 4 tratamentos e 8 repeti¢cdes, foram alojados em baias individuais
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suspensas e ripadas na altura de 1,20m, com area de 1,5m?, providas de comedouros
e bebedouros individuais.

Os tratamentos experimentais consistiram de uma dieta base calculada pelo
NRC (2007) com um ganho em peso médio de 200 g/dia, composta por Feno de
Capim Elefante (Pennisetum purpureum Schum) fuba de milho, farelo de soja, ureia,
sulfato de amdnio, fosfato bicélcico e mistura mineral comercial, e as dietas teste, que
consistiram na substituicdo parcial do Feno de Capim Elefante por palma forrageira
Miuda, Orelha de Elefante Mexicana (OEM) ou IPA-Sertanea (Tabela 1 e Tabela 2).

Tabela 1. Composi¢ao quimica dos ingredientes

Ingredientes

Feno de Palma Paima Palma Farelo de Fupa de
Iltens C. Mitda IPA-_ OEM Soja Milho
Elefante Sertania
(g/kg de MS)
Matéria seca 931,10 118,00 144,30 117,30 899,90 885,50
Matéria organica 888,60 890,10 893,60 889,30 913,50 985,70
Matéria mineral 111,40 109,90 106,40 110,70 86,50 14,30
Proteina bruta 57,30 56,90 57,50 59,70 533,80 86,10
Extrato etéreo 20,90 25,90 28,20 30,70 18,10 49,30
Fibra em detergente neutro 767,60 289,10 291,90 285,80 232,50 175,20
Fibra em detergente neutro 724,60 259,10 252,90 243,20 148,20 156,80
Fibra em detergente acido 469,00 142,10 109,60 125,50 24,90 82,00
Hemicelulose 265,60 117,00 143,40 117,80 66,20 131,90
Carboidratos totais 810,50 807,20 807,90 798,90 361,60 850,40
Carboidratos néo fibrosos 75,90 548,20 555,00 555,70 213,40 693,50
Acido cianidrico - - 0,05762 0,05347 - -
Oxalatos totais 0,9671 1,7752 2,0774 2,5706 1,4009 0,9152
Tabela 2. Proporcédo dos ingredientes nas dietas experimentais
Tratamentos
Ingredientes Controle IPA Mitda OEM
(g/kg de MS)
Feno de C.Elefante 70,99 25,03 26,31 23,21
Palma IPA-Sertanea 0,00 54,00 0,00 0,00
Palma Miuda 0,00 0,00 51,65 0,00
Palma Orelha de Elefante Mexicana 0,00 0,00 0,00 57,33
Farelo de soja 14,50 19,08 20,05 17,7
Fuba de milho 12,85 0,00 0,00 0,00
Ureia 0,62 0,56 0,44 0,00
Sal mineral ovinofos? 0,86 0,95 1,00 0,88
Fosfato bicalcico 0,14 0,33 0,50 0,79
Sulfato de aménio 0,05 0,05 0,05 0,09
Total 100,01 100 100 100

INiveis de garantia assegurados pelo fabricante: célcio 120 g; fésforo 87 g; sédio 147 g; enxofre 18 g; cobre 0,59 g; cobalto
0,04 g; cromo 0,020 g; ferro 1,8 g; iodo 0,08 g; manganés 1,3 g; selénio 0,015 g; zinco 3,8 g; flior maximo 0,87 g; Solubilidade
do Fésforo (P) em acido citrico a 2% é 95% (min.).
O feno de capim elefante foi produzido no Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal da Paraiba localizada no municipio de Sao Joao do Cariri — PB.
A palma foi obtida na Fazenda Véarzea Grande localizada no municipio de Pesqueira-

PE. Os demais ingredientes foram comprados no comercio local.
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O experimento teve duracao de 70 dias, sendo 7 para adaptacao as instalactes
e ao manejo alimentar e 63 dias para avaliagado coletas. Imediatamente antes do
periodo de adaptacdo os animais foram vermifugados e vacinados a racao foi
fornecida duas vezes ao dia, na forma de mistura completa e agua fornecida ad
libitum.

O abate ocorreu no 70° dia, com a utilizagcdo de pistola de dardo cativo por
cartucho de exploséo para insensibilizacdo dos animais, seguido de sangria, esfola e
evisceracdo. O complexo testiculo-epididimo (CTE) foi removido. O testiculo e o
epididimo foram pesados individualmente em balanca digital (modelo Kern 410) com
precisdo de quatro casas decimais e mensurados (altura e largura) com auxilio de
paquimetro. O indice gonadossomatico foi calculado através da soma do peso de
ambos os testiculos, dividida pelo peso corporal do animal, sendo referenciado em
porcentagem (BARBOSA et al. 2012).

ApoOs as mensuracdes, os testiculos foram seccionados em fragmentos de até
2 mm de espessura 0s quais foram submetidos a fixacdo em solucéo de glutaraldeido
a 4% em tampao fosfato de sédio, 0,01 M e pH 7,2 e solu¢éo de formalina a 10% no

mesmo tampao citado anteriormente.

Para os estudos ao microscopio de luz, os fragmentos permaneceram imersos
em tampdo fosfato por 2 horas, sendo posteriormente desidratados em série
crescente de alcool 70°GL; 80°GL; 90°GL e 100°GL, (2 vezes cada) com trocas a cada
15 minutos, em seguida os imersos em na solucdo alcool resina com propor¢ao de
1:1 overnight, apds a desidratacéo, os fragmentos foram incluidos em resina plastica
a base de glicol metacrilato (GMA, Leica). Cortes histolégicos de 4 um de espessura
foram obtidos em micrétomo automatico com navalhas de vidro para historresina
(marca Reichert-Jung) e corados em azul de toluidina. Os fragmentos testiculares
foram analisados morfologicamente e morfometricamente em microscopio Leica
DM500E com camera digital acoplada. Fotomicrografias testiculares em aumento de
100X e 400X foram avaliadas morfometricamente em software gratuito ImageJ versao
1.51J8 na Area de Patologia do Departamento medicina Veterinaria da UFRPE.

A andlise morfométrica de diametro tubular médio, altura e area do epitélio
seminifero por animal foi obtido a partir da mensuracdo ao acaso de 15 secc¢les
transversais de tubulos seminiferos que apresentaram contorno 0 mais circular

possivel (Wrobel et al (1995). As medidas foram mensuradas através do software
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ImageJ versdo 1.51J8. A dosagem sérica de testosterona foi realizada por
eletroquimioluminescéncia, utilizando-se analisador automatizado Access 2
(Beckman Coulter, Califérnia, USA), com uso do kit para dosagem de testosterona de
acordo com o fabricante supracitado.

A dosagem dos niveis séricos de T3 e T4 foi realizada com equipamento
analitico automatizado da marca Beckman Couter® com o uso do kit para dosagem
de T3 e T4 de acordo com o fabricante supracitado.

Para o0 estresse oxidativo, as amostras de tecido testicular foram
homogeneizadas em tampao de fosfato de potassio (pH 7,4, 0,2M), contendo EDTA
1M, utilizando um homogeneizador (OMNI) e centrifugadas (13,800 g a 4 ° C durante
10 min). O sobrenadante foi utilizado para a seguinte analise: enzimas antioxidantes
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa-S-transferase (GST);
concentracdo de oOxido nitrico (NO); peréxido de hidrogénio (H202); marcador de
estresse oxidativo Malondialdeido (MDA) e niveis de proteina total. Os dados
bioquimicos foram normalizados em relacdo aos niveis de proteina total no
sobrenadante. As analises foram realizadas em duplicado. Todas as atividades
enzimaticas foram determinadas por duplicado usando um espectrofotdmetro (UV-
Mini 1240, Shimadzu) ou um leitor ELISA (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA).

A atividade da superoéxido dismutase (SOD) foi mensurada através do protocolo
de Siddiqui et al . A atividade da catalase (CAT) foi determinada pela taxa de queda
da absorbéancia, em 60 segundos, do peroxido de hidrogénio (H202) (AEBI, 1940) a
producdo de H20:2 foi segundo a reacdo de Fenton (DIETERICH et al. 2000) e a
atividade da enzima glutationa S-transferase (GST) através da formacao do conjugado
glutationa-2,4-dinitrobenzeno (CDNB). Os niveis de malondialdeido (MDA) que € o
resultado da peroxidacéo lipidica, foram determinados utilizando-se solucdo TBARS
(acido tricloroacético 15% / &cido tiobarbitarico 0,375% / &cido cloridrico 0,25M). Os
niveis totais de MDA em cada amostra foram determinados por meio de curva padrao
a partir de concentragbes conhecidas de 1,1,3,3-tetramethoxypropane (TMPO)
(WALLIN et al, 1993). A concentracdo de proteina total das amostras foi mensurada
utilizando-se albumina do soro bovino como curva padrao (LOWRY et al,1951)

A analise estatistica obtida através do programa SIGMASTAT for Windows

versao 3.2. O conjunto de dados foi submetido aos testes one way ANOVA e Kruskal
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— Wallis e 0 dados representados como média e desvio padrdo. Os valores p < 0,05

foram considerados significantes.

Resultados

Na tabela 3 podemos observar os dados referentes ao peso corporal dos
animais dos grupos experimentais. De acordo com os resultados, os animais tratados
com palmas forrageiras obtiveram maior peso corporal (p< 0,001) quando comparado
aos animais do grupo feno de capim elefante. No entanto, o peso testicular e 0 IGS
nao diferiram entre 0s grupos experimentais.

Tabela 3. Medidas do Peso corporal, peso testicular e indice gonadossomatico (IGS)
de ovinos SRD alimentados durante 63 dias com feno de capim elefante (GC), palma
orelha de elefante mexicana (GOEM), palma miuda (GM) e palma Ipa

Sertanea (Glp).

Grupos Experimentais

GCE GPM Glp GOEM
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) Valor de P
Peso corporal (Kg)
24,6 + 3,2a 34,6 +4,2b 34,9 +3,4b 33,3+1,6b <0,001
Peso Testicular (kg)
0,08 +£ 0,05 a 0,15 + 0,08a 0,19 +0,07a 0,180 * 0,10a 0,050
IGS (%)
0,04 £+ 0,02a 0,07+0,04 a 0,09 £ 0,03a 0,09 * 0,05a 0,043

Medias e desvio-padrao (nivel de significancia; p<0,05). Letras diferentes na mesma
linha indica diferenca estatistica.

Na tabela 4 estdo representados os niveis séricos de testosterona, T3 e T4
entre os grupos experimentais. De acordo como os dados, foi observado aumento dos
niveis de testosterona nos animais tratados com a variedade IPA Sertania em relacéao

ao grupo que recebeu feno de capim elefante (p = 0,025).

Em relacdo aos animais que receberam palma Orelha de Elefante Mexicana e
Mitda ndo se constatou alteracdo de testosterona em relagéo aos tratados com feno
de capim elefante. Entres os grupos tratados com palma forrageira ndo se constatou

diferenca estatistica.

De acordo com analise dos niveis séricos de triiodotirosina (T3), 0s animais
alimentados por palma miuda (p = 0,002) e IPA Sertania (p = 0,032) tiveram um

aumento no nivel de T3 quando comparado ao grupo controle tratado com feno capim

31



elefante. Entre os grupos tratados com palma miuda e orelha de elefante mexicana,
constatou-se aumento nos niveis séricos do referido horménio dos animais tratados

com palma miuda (p = 0,019).

Os niveis séricos de tiroxina (T4) tiveram aumento no grupo alimentado com
palma forrageira milida em comparacédo ao grupo tratado com feno capim elefante (p
= 0,005).

Tabela 4. Niveis séricos (ng/dL) de testosterona, triiodotironina (T3), tiroxina (T4) de
ovinos SRD alimentados durante 63 dias com feno de capim elefante (GC), palma

orelha de elefante mexicana (GOEM), palma miuda (GM) e palma IPA Sertania (Glp)

Grupos Experimentais

Horménios GCE GPM Glp GOEM Valor p
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Testosterona 0,63 +0,35a 2,6 + 3,53ab 8,72 £ 6,70b 5,51 + 5,93ab 0,041
(ng/dL)
T3 2,40 £ 0,47a 3,5+0,18bc 3,23 £0,78c 2,64 + 0,46ac 0,002
(ng/dL)
T4 0,69 +0,11a 0,9 + 0,054b 0,75 £ 0,14ab 0,75 £ 0,091ab <0,007
(ng/dL)

Medias e desvio-padrao (nivel de significancia; p<0,05). Letras diferentes na mesma

linha indica diferenca estatistica.

De acordo com a analise do estresse oxidativo (Tabela 6 e figura 8), ocorreu
aumento significativo nos niveis de catalase no grupo alimentando com palma miuda
com relacdo aos demais tratamentos (GC p=0,002; GOEM p= 0,005; Glp p=0,035).
Ja no MDA, o grupo feno de capim elefante (p=0,006) e palma miuda (p=0,008),
tiveram um aumento significativo com relagdo ao grupo tratado com palma IPA
Sertania. A analise de superéxido dismutase (SOD) e glutationa ndo apresentaram

diferenca significativa entre 0s grupos
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Figura 8. Andlise de Catalase, MDA, Glutationa e SOD de carneiros tratados com
feno de capim elefante (GC), miuda (GM), orelha de elefante mexicana (GOEM) e
IPA Sertania (Gl).
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Tabela 5. Niveis de Catalase (umole/min/g), superoxido desmutase (nmol/g),
glutationa (umol/min/g) e malondialdeido (nmol/g) de tecido testicular de ovinos SRD
alimentados durante 63 dias com feno de capim elefante (GC), palma orelha de

elefante mexicana (GOEM), palma miuda (GM) e palma IPA Sertania (Glp).

Grupos Experimentais

GCE GPM Glp GOEM Valor P
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Catalase 41+1.3b 13,8 + 3,9a 7,3+3,3b 51+23b 0,423
(umole/min/g)
SOD x 10° 1,1+2,0a 1,1+8,0a 94+14a 10+ 1,0a 0,575
(nmol/g)
Glutationa 7,6 £5,9a 6,8 + 3,4a 1,2+1]1a 38+1]1a 0,265
(umol/min/g)
MDA 67,8 £ 14,2a 65,0 + 4,8a 16,1 £5,8b 48,0 + 20,6ab 0,004
(nmol/g)

Medias e desvio-padrao (nivel de significancia; p<0,05). Letras diferentes na mesma

linha indica diferenca estatistica

Parametros morfométricos testiculares tais como: diametro de tubulo, altura de
epitélio, area tubular, area do limen e area do epitélio, podem ser observados na
tabela 6. O grupo alimentado com palma IPA Sertania teve maior diametro tubular
gquando comparado ao feno capim elefante, palma miiuda e orelha de elefante
mexicana. No que diz respeito a altura do epitélio, o grupo tratado com palma IPA
Sertania também apresentou um aumento em relacdo aos grupos alimentados com
feno capim elefante (p<0,001), palma orelha de elefante mexicana (p<0,001) e palma
miuda (p<0,001). A area do limen e area do epitélio os animais do grupo IPA Sertania
aumentou em relacdo a todos 0s grupos, por outro lado, a area tubular do grupo
arracoado com palma miuda foi maior em relacdo ao que recebeu palma orelha de

elefante mexicana na dieta (p=0,0035)
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Tabela 6 — Parametro morfométrico de diametro tubular e altura do epitélio (um), de

area tubular (um2) x103, area do limen (um?2) x10% e area do epitélio(um?) x103
seminifero de testiculo de tecido testicular de ovinos SRD alimentados durante 63 dias
com feno de capim elefante (GC), palma orelha de elefante mexicana (GOEM), palma
miuda (GM) e palma IPA Sertania (Glp). Medias e desvio-padrdo (nivel de

significancia; p<0,05). Letras diferentes na mesma linha indica diferenca estatistica

Grupos Experimentais

Parametro GCE GPM Glp GOEM Valor P
morfométrico (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

Diametro 176,56 +41,72a 229,9 + 38,8a 405,7 £ 60,5b 110,1 + 80,2ac <0,001

Tubular (um)

Alturado

Epitélio (pm ) 49,1 + 10,50a 54,3 £ 14,9a 96,6 + 13,5b 27,1 +20,7ac <0,001

Area Tubular

(um?) x103 32,2+ 15,9b 35,6 +28,9b 16,8 + 45,0a 15,8 +£ 20,5b <0,001

Area do Lamen

(Mm2) x10? 10,4 + 28,4b 13,6 + 12,0ab 46,2 + 35,4a 1,3+0,6b <0,001

Area do

Epitélio 23,1 +10,8ac 42,1+ 10,5¢c 112,1 +26,3b 12,5+16,3c <0,001
(um?) x103

Medias e desvio-padréo (nivel de significancia; p<0,05). Letras diferentes na mesma

linha indica diferenca estatistica

As andlises histopatolégicas constataram diferentes niveis de degeneracao
testicular em todos os grupos experimentais. O processo degenerativo testicular foi
caracterizado pela atrofia tubular, redu¢cdo na altura do epitélio germinativo,
vacuolizacdo e necrose de células germinativas, vacuolizacdo de células de Sertoli,
descamacéo de células germinativas para lume tubular, aumento do espaco Inter
tubular.

Contudo é importante ressaltar que dentre os grupos tratados com palma miuda,
orelha de elefante e IPA Sertania, grupo IPA Sertania possuia alteracdes qualitativas
e morfométricas nos tibulos seminiferos relevantes quando comparados aos demais
grupos experimentais. Na figura 9 podemos observar fotomicrografias do parénquima
testicular de ovinos submetidos a diferentes tipos dieta. Na figura 9A e 9B séos os
animais do grupo controle tratados com feno de capim elefante, na figura 9C e 9D
animais tratados com palma IPA Sertania, 9E e 9F tratamento com palma milda e na

figura 9G e 9H imagens do parénquima testicular de animais tratados com orelha de
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elefante mexicana. A Figuras 9A mostra degeneracao do parénquima testicular. A
atrofia de tubulo seminifero (TS) € mostrada pela seta curta enquanto que a seta longa
mostra a presenca de descamacéao de células do epitélio germinativo. Na imagem 9B,
mostra o aumento do espaco intertubular (EIT) e vacuolizacédo de Sertoli (VS). A seta
curta revela a diminuicdo do tamanho das células de Leydig, células em apoptose sédo
exibidas pela seta longa enquanto que a cabeca de seta mostra esperméatides
arredondas descamando. A Figura 9C mostra degeneracao do parénquima testicular
e atrofia de tubulo seminifero (TS). A reducdo do epitélio germinativo esta sendo
sinalizada pela seta, a0 mesmo tempo que a estrela mostra a descamacao de células
arredondas para o interior do lumen. Na Figura 9D o desprendimento das
espermatides arredondas do epitélio germinativo esta sendo mostrado através da
seta, além de revelar espaco Linfatico (EL) e espaco intertubular (EIT). A medida que
a seta longa mostra a presenca de necrose de célula germinativa. Na Figura 9E a
estrela aponta a degeneracao de epitélio germinativo, sendo Figura 9F possivel notar
espermatides arredondadas descamadas no lumen do tubulo mostradas pela seta
curta e células germinativas em necrose indicadas pela seta longa. Figura 9G.
constata-se os tubulos seminiferos (TS) com degeneracdo de epitélio germinativo
indicado pela seta, ao passo que na Figura 9H. nota-se estreitamento do espaco
intertubular indicado pela estrela, vacuolizacdes de células de Sertoli no epitélio
germinativo mostradas pela seta curta e necrose de células germinativas apontadas

por seta.
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Figura 9A. Parénquima testicular de ovino arragoado com feno de capim elefante.
Observar degeneracéo do parénguima testicular, atrofia de tibulo seminifero (TS) e a
presenca de descamacdo de células do epitélio germinativo (seta). 100X Figura
9B.aumento do espacgo intertubular (EIT), diminuicdo do tamanho das células de
Leydig (seta curta) e vacuolizacao de Sertoli (VS), células em apoptose (seta longa) e
espermatides arredondas descamando (cabeca de seta). 400X

Figura 9C. Parénquima testicular de ovino arracoado com palma forrageira IPA
Sertania. Observar degeneracéo do parénquima testicular, atrofia de tubulo seminifero
(TS), reducéo do epitélio germinativo (seta), descamacao de células arredondas para
o interior do lumen (estrela). 100X Figura 9D. Observar desprendimento das
espermatides arredondas do epitélio germinativo (Seta). Espaco Linfatico (EL).
Espaco intertubular (EIT). Notar necrose de célula germinativa (Seta Longa).400X

Figura 9E. Parénquima testicular de ovino arragcoado com palma forrageira Miuda.
Observar atrofia de tubulos seminiferos (TS), degeneracédo de epitélio germinativo
(estrela) 100X Figura 9F. Observar espermatides arredondadas descamadas no
[imen do tubulo (seta curta) e células germinativas em necrose (Seta). Espaco
intertubular (EIT).400X

Figura 9G. Parénquima testicular de ovino arracoado com palma forrageira Orelha de
Elefante Mexicana (OEM). Observar os tubulos seminiferos (TS) com degeneracao
de epitélio germinativo (seta).100X Figura 9H. Observar vacuolizacfes de células de
Sertoli no epitélio germinativo (seta curta) e necrose de células germinativas (seta).
Espaco intertubular (estrela). 400X

Discussao

A nutricdo € um fator limitante tanto fisico quanto sexual em carneiros (PIRES
& RIBEIRO, 2006). O volume do testiculo esta intrinsicamente ligado ao peso corporal
do animal (DYRMUNDSSON, 1973) bem como a concentracdo de hormonios sexuais
(FREITAS & NUNES, 1992). Desta forma o peso testicular pode ser utilizado como
parametro de prolificidade dos ovinos machos (ELOY ET AL. 2008)

No presente estudo, ndo houve variacdo dos peso testiculares nos grupos
experimentais. Os animais alimentados com diferentes tipos de palma obtiveram
ganho de peso corporal mais eficientemente, quando comparados com aqueles que
receberam a dieta de feno de capim elefante. A quantidade e qualidade de forragem
oferecida influencia no desenvolvimento do ovino, estimulando o inicio precoce da
puberdade e no sucesso reprodutivo (MANCIO et al.,, 2005). Machos subnutridos
apresentam uma puberdade tardia e diminuicdo da qualidade seminal (PACHECO et
al., 2012). Neste experimento, ndo houve variacdo na qualidade nem tampouco na

guantidade da dieta oferecida.
38



7

O peso testicular € um parametro importante para definir a capacidade
reprodutiva do animal uma vez que este tem relagcdo direta com a producao
espermatica (NETO & DA SILVA, 2017). Segundo os nosso resultados a dieta a base

de feno ou a adicdo de palma forrageira néao interferiram neste parametro.

Todos 0s grupos experimentais no presente trabalho possuiam diferentes
gradacdes de degeneracdes no epitélio seminifero. Contudo, o grupo tratado com feno
capim elefante foi o que apresentou maior gravidade nas lesdes. Desta maneira
convém dizer que, os danos no parénquima testicular, apresentados em todos o0s

grupos, fez com que o pesos testiculares nédo variassem entre si.

Existe uma relacéo entre os animais de escores corporais baixos com perda de
tecido testicular, o que implica numa variacao nutricional, resultando em ganho ou
perda de peso (OLDHAM et al., 1978; MASTERS AND FELS, 1984), demonstrando,
gue a nutricdo afeta o desenvolvimento gametogénico (Martin & WALKDEN BROWN,
1995).

O indice gonadossomaético (IGS) estéa ligado a producéo espermatogénica, visto
que apresenta uma forte ligacdo com producdo espermética e peso testicular, seu
valor corresponde a relacdo entre o peso de ambos os testiculos alocada no peso
corporal (BARBOSA et al., 2012). Neste experimento, os valores do IGS nao diferiram
entre os tratamentos, indicando que houve proporcionalidade entre ganho/perda de
peso testicular e corporal.

A testosterona, produzida pelas células de Leydig, influencia diretamente no
aparecimento das caracteristicas sexuais secundarias, aparecimento da libido, inicio
da espermatogénese (ELOY et al., 1998) e funcionalidade das glandulas sexuais
acessorias (LANNING et al. 2002). No presente experimento, animais tratados com
palma forrageira tiveram niveis séricos de testosterona superior em relacdo aqueles
arracoados com feno de capim elefante, sendo o grupo tratado com IPA Sertania o

gue apresentou maior nivel dentre os tratamentos.

Com relacdo aos horménios tireoidianos, estudos demonstram uma acao direta
destes hormdnios com a fungéo testicular, desempenhando um papel estimulatério
sob as células de Leydig no processo de esteroidogénico (WAJNER et al.,2009).
Segundo Krassas & Pontikides (2004), o hipotireoidismo apresenta ligagdo com a

diminuicdo dos niveis de testosterona plasmética.
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De acordo com os resultados observados, notou-se que 0s animais
alimentados com palma forrageira tiveram maiores niveis de T3 e T4 quando
relacionados aos animais arragoados com feno de capim elefante. Desta maneira,
este resultado esta em concordancia com a literatura supracitada, visto que os niveis

de testosterona também foram maiores nos animais arragoados com palma forrageira

Os achados mais comuns na degeneracao do parénquima testicular é a atrofia
dos tubulos seminiferos, vacuolizacdo de Sertoli, espessamento da membrana basal,
diminuic&o do epitélio germinativo, fibrose intersticial (FOSTER et al, 2009).

A utilizacdo de feno capim elefante, tanto na dieta total quanto na parcial, é
recorrente, no entanto, ndo apresenta correlacdo na degeneragdo testicular nem
parametros reprodutivos como producdo espermatica diaria, motilidade,
circunferéncia escrotal e morfometria (RODRIGUES et al. 2010; ARAUJO et al. 2018).

Em andlise histopatolégica realizada no presente estudo, foi observado que
todos os grupos tiveram degeneracdao testicular, sendo o grupo tratado com dieta a
base de feno capim elefante o que tiveram maior grau de lesédo, enquanto que 0s
animais tratados com palma forrageira tiveram maior preservacdo do epitélio
germinativo

O tecido testicular e a membrana plasmatica dos espermatozoides séo ricos
em acidos graxos poliinsaturados (AGP). Este AGP vai estar relacionado a fluidez e
estruturacdo do espermatozoide que permite a capacitagdio no momento da
fertilizacdo, no entanto este AGP é muito sensivel ao atague de ROS, o que acaba
levando a degeneracdo das células germinativas empobrecendo o ciclo
espermatogénico. (ALY et al.2018). Os dados observados neste trabalho,
demonstram que em nenhum dos tratamentos foi observado um processo
espermatogénico normal, diante das les6es encontradas nos tubulos. Na analise
morfométrica € possivel perceber que ocorre a diminuicdo na altura do epitélio
germinativo, caracteristica esta determinante na redugcdo do processo
espermatogénico ou degeneracéo testicular.

Em pesquisa realizada em ratos recebendo extrato de Opuntia sp, observou-
se, que mesmo em diferentes concentracdes, mostrou ter potencial em reverter
infertilidade nos machos, reduzindo lesdes testiculares no didametro do tabulo e altura
de epitélio germinativo (RAMYA et al. 2017).
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Provavelmente, fatores ambientais podem ter influenciado na degeneracéo
testicular reportada no presente trabalho. Pesquisas voltadas a analises da acao da
dieta de palma forrageira no parénquima testicular de ovinos ainda sdo muito escassa,
no entanto o uso de palma forrageira demonstraram grande potencial em reversao de
infertilidade (RAMYA et al. 2017; CHAUHAN et al. 2010; HFAIEDH et al 2014). Desta
maneira ndo podemos atribuir a utilizagdo dos diferentes tipos de dieta neste
experimento ao processo degenerativo observado no testiculo.

Pesquisas realizadas com ratos, mostraram que 0 estresse oxidativo e a
producdo de ROS estdo relacionados negativamente aos niveis de testosterona nos
animais (TURNER et al 2008). A catalase e a glutationa s&o enzimas que atuam no
sentido de prevencao na formacéo de radicais, sendo ambas incumbidas de evitar o
acumulo de peréxido de hidrogénio (BARBOSA et al. 2010). O perdéxido de hidrogénio
€ um dos principais ROS e sua presenca nas células, mesmo em niveis mais baixos,
induz a apoptose, causando degeneracao tecidual (DING.et al. 2017).

No presente experimento foi possivel observar menor nivel de catalase nos
animais arracoados com feno de capim elefante. A reducdo dos niveis das enzimas
catalase corroboram com Hfaiedh et al. (2008), jA& que o baixo nivel desta enzima
implica em niveis elevados de peroxidacao lipidica, que consiste em uma reacao para
formacao de hidroperoxidos causando oxidacdo de diversas moléculas de acidos
graxos (JIALAL & GRUNDY, 1992). A catalase atua eliminando o H20:2 advindo da
reacdo do superoxido dismutase evitando dano tecidual, desta forma, quando a
catalase ndo atua de forma efetiva, ocorre o acimulo de peréxido de hidrogénio
levando a inativagédo da SOD (ALY et al. 2018).

O malondialdeido (MDA) é o principal produto da oxidacdo de acido graxos,
sendo, portanto, um dos principais marcadores da presenca de peroxidacgao lipidica.
O aumento do MDA pode levar a infertilidade, uma vez que, além de modificar a
estrutura da membrana interrompendo o mecanismo celular, ocorre a degradacéo de
DNA e proteina podendo levando a um processo degenerativo (LUCZAJ et al 2003).

No presente experimento, a dieta utilizando palma da variedade IPA Sertania
foi capaz de reduzir os niveis de peroxidacao lipidica testicular em relacéo aos demais
grupos.

Apesar de todos os grupos apresentarem degeneracao, os niveis das lesdes

degenerativas presentes no parénquima testicular do grupo tratado com feno capim
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elefante foram mais severos quando comparados com 0s animais cuja dieta continha
palma forrageira, quando observamos os niveis de catalase na palma mitda, nota-se
um aumento na concentracao em relacdo aos demais grupos, levando a acreditar que
a elevacédo na producéo desta enzima ocorra como resposta ao dano tecidual sofrido,
enquanto que no grupo controle, o aumento do MDA vem seguido pela diminui¢édo da
catalase, indicando que nao houve o estimulo & producdo de enzimas responsaveis
pela homeostase redox,

A degeneracéao testicular geralmente esta correlacionada com mudancas no
controle de termorregulagdo (CELEGHINI et al. 2017), que pode ocorrer devido a
mudanc¢as ambientais, infeccdes ou em caso de caréncia nutricional (GOFF et al,
2006). As degeneracdes observadas neste trabalho ndo podem ser associadas a
nenhuma das dietas utilizadas, no entanto, pode- se atribuir a palma forrageira a
capacidade antioxidante, diminuindo a gravidade das lesbes e obtendo resposta no
equilibrio oxidativo

Conclusao

A palma midda teve influéncia positiva nos parametros testiculares
relacionados diretamente com a producao espermatica, sobre horménios tireoidianos
e enzima/indicadores relacionados a homeostase redox.

A degeneracao testicular ocorreu em todos 0s grupos em graus variados, de
maneira que nao podemos atribuir aos diferentes tipos de palmas ou ao feno
empregado na alimentagéo destes ovinos. Outros fatores devem ser considerados
COmo responsaveis por este processo degenerativo testicular, muito provavelmente o
estresse térmico ambiental.

A utilizacdo dos diferentes tipos de palma durante o periodo experimental
influenciou positivamente nos niveis séricos de testosterona em relagdo aos animais
tratados com feno.

Este trabalho tem a importancia de mostrar como estas forragens influenciam
no sucesso reprodutivo dos ovinos haja vista que a palma é muito utilizada no

semiarido Nordestino e existe uma escassez de pesquisas neste ambito.
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