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RESUMO

Objetivando-se avaliar os diferentes niveis de feno de alfafa sobre os parametros
morfométricos e qualitativos do parénquima testicular e niveis séricos de
testosterona em ovinos (ovis aries) sem raca definida, foram utilizados 40 carneiros
em crescimento, com peso corporal médio inicial de 26 + 1,85 kg e oito meses de
idade aproximadamente. Os animais foram submetidos ao confinamento de 100
dias(sendo 44 dias para adaptacdo ao manejo e 56 dias para a administracdo das
dietas experimentais). Os tratamentos foram compostos por quatro niveis de feno
alfafa: 0%, 20%, 40% e 60%, de modo que foi mantida proporcdo de 60% de
volumoso para todas as racfes. Ao final do confinamento, foi realizada a coleta de
sangue para dosagem de testosterona sérica e pesagem dos animais. ApGs o abate,
os complexos testiculo-epididimo foram removidos e pesados individualmente, logo
apos foi calculado o indice gonadossomatico. Foram obtidos cortes histoldgicos (4
pum) do testiculo, os quais foram corados em Hematoxilina-Floxina e Azul de
Toluidina, montados com Entelan e analisados morfologicamente e
morfometricamente em microscépio Optico.O peso corporal, biometria testicular e
IGS ndo apresentaram diferenca estatistica nem efeito de regressdo. Dentre os
parametros tubulares, a altura e area de epitélio sofreram efeito linear decrescente.
Na proporcéo volumétrica,a tinica prépria, os volumes total e individual das células
de Leydig,assim como os vasos sanguineos sofreram efeito de regressao linear
crescente. Na producdo esperméatica também houve tanto efeito de regresséo
quanto diferenca estatistica, além da regressdo sofrida pelo numero de
espermatides arredondadas por seccdo. Desta forma, foi possivel concluir que a
inclusdo de alfafa numa propor¢édo acima de 20% n&o é recomendada para ovinos

reprodutores, pois compromete o parénquima testicular.

Palavras-chave: Nutricdo, Reproducdao, Testiculo, Carneiros.



ABSTRACT

Aiming to evaluate the different levels of alfalfa hay on morphometric and qualitative
parameters of the testicular parenchyma and serum testosterone levels in sheep
(Ovisaries) of mixed breeds, 40 sheep were used in growth, with average body
weight of 26 £ 1.85 kg to approximately eight months of age. The animals were
subjected to 100 days confinement (with 44 days for adaptation to management and
56 days for the administration of the experimental diets). The treatments consisted of
four levels of alfalfa hay: 0%, 20%, 40% and 60%, so was maintained proportion of
60% forage for all diets. At the end of the experiment, blood collection was performed
for serum testosterone measurement and weighing of animals. After slaughter, the
complex testicle-epididymis were removed and individually weighed, after we
calculated the GSI. Histological sections were obtained (4 mm) of testicle, which
were stained with hematoxylin-Phloxine and Toluidine Blue, mounted with entelan
and analyzed morphologically and morphometrically in optical microscope. The body
weight, scrotal circumference and IGS showed no statistical difference neither
regression effect. Among the tubular parameters, height and epithelium area suffered
decreasing linear effect. The volumetric ratio, the tunic, the individual volumes and
the total Leydig cells as well as blood vessels suffered increasing linear regression
effect. In sperm production there was also much effect regression as statistical
difference, besides the regression suffered by the rounded number of spermatids per
section. Thus, it was concluded that the inclusion of alfalfa a ratio above 20% is not
recommended for breeding sheep because it compromises the testicular

parenchyma.

Key Words: Nutrition, Reproduction, Testis, Ram.
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1 INTRODUCAO

O Nordeste brasileiro tem se destacado como area de vocagdo para a
exploracdo de ruminantes domeésticos, notadamente caprinos e ovinos, pelo
potencial da vegetacdo natural para a manutencdo e sobrevivéncia dos animais
destas espécies (MAIA et al., 2011). Um dos fatores que mais influencia o ciclo-
reprodutivo de ovinos € o fotoperiodo, no caso das regides tropicais como 0
Nordeste do Brasil, esse fator varia pouco, logo, a espéciendo exibe estacionalidade
reprodutiva, podendo se reproduzir ao longo de todo o ano. Sendo assim, a nutricao
é o fator que mais influencia o ciclo-reprodutivo dos carneiros (MAIA et al., 2011). Os
efeitos da nutricdo sobre o desenvolvimento testicular envolvem resposta a curto ou
longo prazo (BLACHE et al., 2000). Os efeitos em curto prazo agem principalmente
no sistema neuro-enddécrino que controla a atividade testicular (MARTINet al., 1994)
Enquanto aqueles a longo prazo agem sobre o desenvolvimento testicular
propriamente dito e a producéo espermatica (OLDHAM et al., 1978).

A nutricdo pode influenciar tanto a quantidade de tecido testicular quanto a
eficiéncia com que os gametas sao produzidos por ele (MARTIN &WALKDEN-
BROWN, 1995). Dentre os alimentos indicados para a nutricdo de ovinos estdo o
Tifton (Cynodonspp), que € uma espécie de forrageira recomendada por possuir
bom valor nutritivo (ATAIDE JUNIOR et al., 2000) e a alfafa que para alimentacgéo de
ruminantes pode ser considerada como forrageira que reline um grande numero de
caracteristicas desejaveis (WALDO & JORGENSEN, 1981) assumindo importante
papel no desempenho e caracteristicas de carcaca de cordeiros, (MCCLURE et
al.,1994).

Como outras leguminosas, a alfafa é conhecida por ser fonte de
fitoestrogenos (CLAPAUCHet al. 2002), compostos derivados de plantas que imitam
a acdo de estrogenos (ADLERCREUTZ, 2002; KRONENBERG& FUGH-BERMAN,
2002). Dentre outras fungbBes, o0s estrégenos influenciam o crescimento e
funcionalidade dos tecidos reprodutivos feminino e masculino (GRUBER et al.,2002;
RUGGIERO & LIKIS, 2002).

Na alfafa, o fitoestrégeno predominante é o coumestrol(HONG et al. 2011).
Na pecuéria, a sua presenca em culturas forrageiras tem sido associada com

interrupgdes reprodutivas (ADAMS, 1995). Em bovinos, a ingestdo de altas
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quantidades de coumestrol causa metaplasia na prostata e na glandula bulbo-uretral
(LENISet al., 2010).Alteracbes ultra-estruturais em testiculo de morcego foram
observadas por Serrano et al. (2007).

Segundo Costa & Paula (2003) o método da morfologia tubular é eficaz para
andlise do ciclo do epitélio seminifero, sendo possivel verificar que as células
espermatogénicas encontram-se organizadas dentro dos tubulos seminiferos em
associacoes celulares denominadas de estadios do ciclo do epitélio seminifero.

Para entendimento do processo espermatogénico e determinacdo do
rendimento geral da espermatogénese, faz-se necesséario o estudo quantitativo das
células que compdem o epitélio seminifero, pois permite um conhecimento mais
completo desse processo e de como a estrutura testicular se comporta frente a
diferentes condicfes (FRANCA & RUSSELL, 1998).

Também estdo presentes no testiculo as células de Leydig, responsaveis pela
producédo de testosterona (CUNNINGHAM, 1999). Pela acdo deste hormonio ocorre
a diferenciacdo do sistema reprodutor masculino, aparecimento dos caracteres
sexuais secundarios e manutencdo quantitativa da espermatogénese a partir da
puberdade (SHARPE, 1994; PELLINIEMI ET AL., 1996). H& relatos na literatura
indicando que diversas dietas ndo influenciam nos niveis de testosterona, porém
quando a perda de massa corpdrea e testicular sdo pronunciadas e prolongadas, 0
nivel de testosterona € reduzido (MARTIN &WALKDEN-BROWN, 1995). Sendo
assim, esse trabalho objetivou avaliar a os diferentes niveis de alfafa sobre
parametros morfométricos e qualitativos do parénquima testicular e niveis séricos de

testosterona em carneiros SRD (Ovis aries).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ovinos: efetivo, distribuicdo geografica e importancia para a economia

A ovinocultura € uma atividade difundida pelo mundo, os ovinos sdo versateis
as adversidades climaticas, pelo proprio processo de adaptacao, selecdo natural e
também por influéncia do homem. Os animais estao difundidos mesmo nas regides
mais indspitas para animais domeésticos de producédo, corroborando tal afirmacgéo
tem-se o fato de 54,51% dos ovinos do mundo estarem distribuidos em lugares com
baixa renda e déficit de alimento, como a Asia e a Africa, provendo alimento de alto
valor nutricional a baixo custo (BANCO DO NORDESTE, 2012).

O aumento das populacdes e crescente afluéncia e urbanizacdes estdo
fazendo crescer a demanda de produtos de origem animal, principalmente em
paises em desenvolvimento. Em 2050, estima-se que a demanda global cres¢ca em
torno de 70% em virtude do aumento da populacdo que deverad chegar aos 9,6
bilhdes (FAO, 2014).

Segundo a FAOSTAT (2013) o efetivo mundial de ovinos € de 1.172.833.190,
sendo 66.942.906 na América do Sul e s6 no Brasil concentra-se 17.022.000.
Segundo o Banco do Nordeste (2012), 56,72%do efetivo nacional de ovinos esta
concentrado na regido Nordeste.

A ovinocultura é uma atividade promissora no agronegocio brasileiro, em
virtude do Brasil possuir baixa oferta para o consumo interno da carne ovina e dispor
de caracteristicas adequadas para ser um exportador de carne, tais como: extensao
territorial, mao-de-obra de baixo custo e rebanho expressivo (MADRUGAet al. 2005).
Além de contribuir com a oferta de proteina animal (PARENTE et al. 2009).

No entanto, a regido semi-arida nordestina apresenta sazonalidade
alternando entre periodo chuvoso e secas periédicas que impdem severas restricdes
ao suprimento de forragens, consequentemente, a producdo de pequenos
ruminantes (ARAUJO FILHO & SILVA, 2000). Em resposta a isso algumas racas
passaram a desenvolver caracteristicas adaptadas as condi¢fes climéticas, por
meio de selecdo natural, assegurando-lhes a reproducdo e sobrevivéncia nesses
ambientes (SILVAet al., 2007).



17

2.2 Nutricao de ovinos

Diferentes requerimentos nutricionais entre as racas de ovinos podem ser
devido a presenca ou ndo de |a. Os principais sistemas de requerimentos
nutricionais sdo baseados em ovelhas que possuem la. Os ovinos da raga Santa
Inés que sdo deslanados e originarios de regides semi-aridas do Brasil sdo usados
como racga terminal, constitui a principal raca brasileira para corte e esta localizada
principalmente na regido Nordeste apresentando quando maduro um peso entre 40
e 50kg. A auséncia de recomendacgfes especificas dos comités internacionais no
que diz respeito aos ovinos deslanados tem levado a uma incerteza nas respostas
produtivas (RESENDEet al., 2008). Entretanto, Regadas Filho et al (2013)
realizaram trabalho com ovino da raca supracitada e constataram que ndo ha
indicacao de um valor reduzido na quantidade de energia exigida para a raga Santa
Inés quando comparada com os valores recomendados pelos principais sistemas de
exigéncias nutricionais.

Segundo Hoffman (1988) os ovinos sdo animais utilizadores de volumosos,
pois, em virtude da mais lenta velocidade de passagem do alimento pelo trato
digestivo, sdo aptos a uma melhor utilizagdo dos constituintes fibrosos da parede
celular das forragens. Estes pequenos ruminantes sdo adaptados para consumir
uma grande variedade de plantas, apresentando um comportamento
alimentaroportunistico, facilmente modificando suas preferéncias alimentares de

acordo com a disponibilidade de forragem e a estacéo do ano.

2.2.1Medicago sativa(alfafa)

A alfafa ¢ originaria do sudoeste da Asia, de onde se difundiu para Europa e
para as Américas, no Brasil, a sua introducdo ocorreu no Rio Grande do Sul, por
intermédio do Uruguai e da Argentina. Ha também evidéncias de que imigrantes
italianos e alemées tenham trazido sementes diretamente da Europa para o Brasil,
cultivando-as nos vales de rios e regides coloniais, nos quais a fertilidade natural do
solo permitiu sua expansdo (NUERNBERG, 1986).

Botanicamente, trata-se de herbacea perene, que apresenta folhas

trifolioladas dispostas de forma alternada nas hastes, essas folhas tem forma
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ovalada ou arredondada, com bordas serrilhadas (TEUBER & BRICK, 1988) . O
sistema radical € pivotante, com raiz principal e coroa profundas. Tais estruturas sao
de extrema importancia na fisiologia do crescimento da alfafa, uma vez que
armazenam reservas organicas (MONTEIRO, 1999).

Bastante utilizada na alimentagdo de ruminantes, por reunir um grande
namero de caracteristicas desejaveis. Se comparada as gramineas, ressaltam-se o
seu conteudo de carboidratos solluveis, de parede celular e alto contetdo de
proteina verdadeira digestivel. Pode ser cultivada em regides temperadas, tropicais
e subtropicais gracas a sua caracteristica cosmopolita. (WALDO & JORGENSEN,
1981; BALLet al.,, 2007). Por seruma leguminosa, apresenta uma menor
digestibilidade potencial apresentada pelas leguminosas devido ao maior teor de
lignina, que, segundo Detmannet al. (2012), € o principal componente indigestivel da

planta.
2.3 Reproducéao de ovinos

O testiculo dos mamiferos é subdividido em dois compartimentos, baseados
em suas caracteristicas morfolégicas e funcionais (MURTA, 2013), uma é o
compartimento tubular, que ocupa de 85 a 86% do volume testicular ovino (Queiroz
& Cardoso, 1989; Wrobelet al., 1995) sendo constituido por estruturas enoveladas
contendo em seu interior, o epitélio germinativo (MURTA, 2013) o outro
compartimento € o espaco intertubular, formado por tecido conjuntivo, onde se
localizam os vasos sanguineos, linfaticos, nervos e as células de Leydig
(SETCHELL, 1991).

Para os ovinos, nas fasespré-pubere e pubere,a circunferéncia escrotal
aumenta rapidamente (HOCHEREAU-DE-REVIERS et al.,, 1990) praticamente ao
mesmo passo do aumento do peso do animal, ja na fase de pGs puberdade esse
crescimento é lento (SOUZAet al.2000).A puberdade ocorre muito cedo,nas racas
deslanadas, por volta do quarto ao sexto més de idade e tem maior relagdo com o
peso do animal do que com a idade. Segundo McManus (2010) a deteccdo da
puberdade se da pela andlise dos espermatozoides, para serem considerados em
puberdade os carneiros precisam possuirespermatozoides com taxa de motilidade

acima de 10% e concentracéo de no minimo 50x10°espermatozéides ml-*.
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Os ovinos apresentam algumas caracteristicas externas que muito informam
sobre a condicao reprodutiva do animal, se torna, pois, importante a selecado de
reprodutores, uma vez que carneiros que apresentem alto desempenho reprodutivo
muito provavelmente servirdo a um maior numero de ovelhas em um breve periodo
de tempo, aumentando a disseminagdo de material genético desejavel. As medidas
testiculares, especialmente o perimetro escrotal € bastante avaliado, pois, € de facil
realizacdo e um Otimo indicativo de caracteristicas reprodutivas e produtivas
(SNOWDER et al., 2002). Frequentemente analisa-se também aqualidade seminal e
comportamento reprodutivo (PACHECO & QUIRINO, 2010)

Quanto as caracteristicas pertinentes ao sémen, tem a cor pérola e o volume
do ejaculado é considerado pequeno variando de 0,5 a 2,0 ml. Ja a concentracao
espermatica varia de dois a cinco bilhdes de espermatozoides/mL. Se o animal
estiver saudavel e bem nutrido, € bem comum encontrar ejaculados com 90% ou
mais de motilidade e concentracdo esperméatica acima de trés bilhdes (MAIAet
al.2011).

2.3.1Espermatogénese

Segundo Hess (1999) a espermatogénese € um processo bioldgico pelo qual
células germinativas se transformam em espermatozoides ao longo de um
determinado periodo de tempo, este processo ocorre dentro dos limites do tubulo
seminifero presente nos testiculos e é regulado através de uma rede de interacdo
enddcrina, paracrina e autécrina que ocorre entre os diversos tipos celulares
existentes (ROSER, 2008). Envolve mitose celular, duplicacdo de cromossomos,
recombinacdo genética, divisdo meibtica reducional para produzir espermatides
haploides e por fim a diferenciacdo delas em epermatozoides (ROSER, 2008). Todo
este processo tem duracao entre 30 e 75 dias nos mamiferos (FRANCA et al., 1998)
e de 42,28 dias nocarneiro (CARDOSO &QUEIROZ, 1988).

As células germinativas se organizam no interior dos tubulos seminiferos em
associacOes distintas que podem ser classificadas através do método de morfologia
tubular (estadios) (FRANCA & RUSSELL, 1998) para o carneiro esses estadios sédo
em numero de 8(CARDOSO & QUEIROZ, 1988). Além das células germinativas, as

células de Sertoli e Leydig tem papel indispensavel na espermatogénese (FRANCA
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& RUSSEL, 1998). Uma das principais funcdes da célula de Sertoli é a de gerar um
ambiente adequado para a proliferacdo e a maturagdo das células germinativas
(RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2012), além de participar da formac&o do testiculo,
as células de Sertoli fornecem fatores indispensaveis para a transformacéo das
células germinativas em espermatozoides, esses fatores podem ser: suporte fisico,
constituindo a barreira hemato-testicular, ou na estimulagdo bioquimica na forma de
fatores de crescimento ou nutrientes (GRISWOLD, 1998).

A Dbarreira hemato-testicular divide o tdbulo seminifero em dois
compartimentos; basal e apical (adluminal), no primeiro ocorrem a renovacgéo
espermatogonial e progressdo das espermatogbnias em pre-leptdéteno, ja no
compartimento apical ocorrem meiose le I, espermiogénese e espermiacao.Tal
barreiraé muito importante uma vez que regula a entrada de substancias para o
compartimento apical, tanto nutritivas, quanto aquelas que podem ser
toxicas(CHENG & MRUK, 2012).

No intersticio, as células de Leydigsdo o tipo celular mais abundante, sua
populacdo é de aproximadamente 22 milhdes de células por grama de testiculo,
podendo variar de acordo com a idade e a espécie, formando grupos irregulares
entre os tubulos seminiferos (RUSSELL &FRANCA, 1995).0 citoplasma das células
de Leydigé rico em reticulo endoplasmatico liso, mitocdndrias e peroxissomos,
organelas envolvidas na biossintese de hormonios esteroides, e o principal hormdnio
secretado pelas células de Leydig € a testosterona (Mendis-Handagama, 1988;
Mendis-Handagama, 1998a), de grande importancia na espematogénese, pois ha
estadios do ciclo que dependem dele para serem completados (SHARPE, 1994;
O’'DONNEL et al., 2001).

2.4 Fitoestrégenos

Os fitoestrogenos sado substancias estrogénicas que algumas plantas
apresentam em sua composicao, similares ao 173-estradiol e devido a presenca de
anéis fendlicos em sua estrutura séo capazes de se ligar a receptores de estrégeno
(REa e REPB)KUIPER et al. 1998) e desempenhar efeitos estrogénicos
(CHERDSHEWASART & SRIWATCHARAKUL 2008). Fazendo uma analogia entre
as afinidades do 17B-estradiol e do fitoestrogenocoumestrol com receptor de
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estrogeno (REa) e (RER), tem-se que, o coumestrol apresenta a mesma afinidade
que o 17B-estradiol com RES e trés vezes menos afinidade com o REa (KUIPER et
al. 1998).

Os fitoestrogenos podem ser classificados em trés principais classes:
Isoflavonas, Lignanos e Cumestanos (ZIEGLER, 2004). Dentre os coumestanos o
principal € o coumestrol (CLAPAUCHet al., 2002)que tem potencial estrogénico in
vitro similar ao estradiol e é o mais potente fitoestrogeno conhecido (WHITTEN
&PATISAUL, 2001). Uma caracteristica quimica importante para a atividade
estrogénica € a posicado do grupo hidroxila (ADAMS, 1995). Em comparacao com a
atividade do 17 B-estradiol, os coumestanos tem uma estrogenicidade 1/1000
enquanto que as isoflavonas 1/10000 (ADAMS, 1995). Os fitoeestrogenos podem
atuar como agonistas ou antagonistas estrogénicos (WHITTENet al., 2002)

Em humanos uma alta ingestéo de fitoestrégeno € associada com reducéo da
incidéncia de cancer de mama e de prostata em populacdes cuja dieta é rica em
soja (ADLERCREUTZet al., 1991), neste caso sugere-se que o fitoestrégeno
estimule a atividade anti-estrogénica, j& em ovinos, sugere-se que os fitoestrogenos
desempenhem acdo estrogénica (ADAMS, 1995), uma vez que 0s niveis do
esterdide estrogeno sdo altos na circulagdo sanguinea em humanos, aumentando
essa concentracdo por fonte exdgena, ocorre o um feedback negativo e os niveis de
estrogeno diminuem (ADLERCREUTZ et al., 1991) no caso dos ovinos, ja que 0s
niveis de estrogeno circulante sdo relativamente baixos, sugere-se portanto que
efeito final seja estrogénico (ADAMS, 1995).

Segundo Moravcovaet al. (2004) os niveis de coumestrol presentes na alfafa
podem aumentar por alguns fatores incluindo idade da planta, condigGes climaticas,
ataque de patdégenos e a forma como a ensilagem foi processada. Ataques por
patdbgenos estimulam a planta produzir fitoalexinascoumestan estrogénicas,
incluindo o coumestrol e o coumestrol4'methoxy, um metabdlito do coumestrol.
Efeitos ambientais como umidade, idade da planta, quantidade de fertilizante ou
temperatura, afetam a concentracdo de coumestanos para que a planta se torne
mais resistente a esses patdgenos. Da mesma forma plantas com resisténcia

genética ao ataque de patdgenos sofrem menos dano e, por conseguinte, possuem
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menos atividade estrogénica (LOPER et al., 1967). As plantas que tem maiores
niveis de fitoestrogenos sao alfafa, soja e o trevo (SHOREget al., 1995).

2.5 Mecanismo de acéo dos estrégenos

Dentre muitas outras funcdes, os estrégenos favorecem a diferenciacao
celular e crescimento dos testiculos, epididimo e prostata (ROSSELLI et al. 2000).
Os receptores de estrégenos (RE) pertencem a superfamilia de receptores
nucleares, apresentam-se sob duas formas (REa e RES) que se diferenciam apenas
pela sequéncia de aminoacidos que os compdem, exibindo 96% de semelhanca
(WEIHUA et al., 2003).

Os estrégenos circulantes penetram nas células-alvo de diversos tecidos,
como Utero, glandula mamaria, sistema nervoso central, dentre outros, tais tecidos
apresentam em sua composicdo muitos receptores de estrégeno do tipo a.
(MOSSELMANEet al., 1996; WEIHUA et al., 2003). Muitos outros tecidos apresentam
menos REa, porém maior quantidade de REB, a exemplo tem-se os testiculos,
prostata e varios outros(JACOBet al., 2001).

Os RE séao receptores nucleares que modulam a transcri¢éo ligando-se a uma
sequéncia especifica do genoma. Uma vez ligado ao estrégeno, o RE sofre
modifica¢cdes conformacionais que lhe permite se dissociar do co-repressor e se ligar
a um complexo co-ativador simultaneamente, tal evento permite a atividade de
transcricdo dos genes que contém elementos de resposta ao estrogeno, seguindo o
mesmo raciocinio, na auséncia de estrébgeno, 0S CcoO-repressores permanecem
associados aos RE e a atividade de transcricao fica inibida (MANIATIS & REED,
2002; HEWITT & KORACH, 2003).

2.6 Papel dos estrogenos no sistema reprodutor masculino

Wotizet al. em (1955) e Rabinowitz (1956) realizaram estudos que se
complementaram em provar que os testiculos sdo capazes de produzir estrégeno.
Estes estudos sugeriram existir um elo comum na biossintese de andrégenos e

estrogenos. Pouco tempo depois Baggettet al. (1959) num estudos com testiculo de
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cavalos, descobriu uma evidéncia direta para a conversao de testosterona em
estradiol.

A aromatase € uma enzima responsavel pela transformacdo de androgeno
em estrégeno, e é produto de um Unico gene denominado CYP19, o qual pertence a
familia de genes citocromo P450 (SIMPSON et al. 1994). Em 1993, Nittaet al.
demonstraram pela primeira vez que células germinativas de ratos adultos
expressam uma aromatase funcional. Tal enzima foi encontrada na células de Sertoli
e Leydig em trabalho escrito por Simpson et al (1994). Corroborando tais trabalhos
Roselli e colaboradores (1997), relataram que pelo menos trés células do sistema
reprodutor masculino sintetizam estrogenos: Células de Sertoli, células de Leydig e
células germinativas.

Fisher et al. (1998) realizaram experimento utilizando ratos deficientes para
aromatase e verificaram que a anatomia interna dos animais era aparentemente
normal, porém numa analise mais cuidadosa foi verificado um aumento do peso das
vesiculas seminais, bexiga e prOstata, que parece ser devido ao acumulo das
secrecbes. Segundo Levalletet al. (1998), as células germinativas de ratos adultos
sdo importante fonte estrégenos, pois a atividade da aromatase nelas presente
responde pela metade do total. Gistet al. (2006), num experimento em que se
realizou aimuno-histoquimica para deteccdo de aromatase, em tartarugas macho,
comprovou a presenca da enzima no testiculo e epididimo, mais precisamente na
regido perinuclear das células de Sertoli, no citoplasma das células de Leydig e
proximidades das células germinativas.

Estudos mostram que mais de 90% dos fluidos secretados pelo epitélio
seminifero sdo reabsorvidos nos ductos eferentes Crabo (1965). Os estrégenos
estdo presentes em abundancia nos ductos eferentes de varias espécies estudadas,
tais tlbulos sdo ductos bem finos que se ramificam da retetestis, e vao até o
epididimo (ILIO & HESS, 1994) tem a funcdo de reabsorver fluidos luminais
(CLULOWEet al., 1998; ILIO & HESS, 1994). Para corroborar tal afirmacéo, tem-se o
estudo realizado por Hesset al. (1997a), no qual foi observado que ratos deficientes
para receptor de estrogeno apresentaram um aumento no peso testicular, seguido
por uma reducéo neste, sugerindo que a longo prazo ocorra uma atrofia em resposta
ao acumulo de fluido gerando pressao negativa contra o epitélio germinativo. Ductos

eferentes e segmento inicial do epididimo foram dilatados em ratos deficientes para
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o receptor de estrégeno, além da reducdo em 48% das alturas das células epiteliais
dos ductos eferentes (HESSet al., 2000). Tais trabalhos levaram a conclusédo de que
0s estrogenos estdo envolvidos na regulacdo de transporte de fluido no sistema
reprodutor masculino (HESS, et al., 2001).

Como ja escrito, tanto estrégenos quanto seus receptores sao produzidos no
testiculo (O'DONNELLet al., 2001; PIERANTONI et al., 2003) e a exposicao a estas
substancias, tem sido responsabilizada pela diminuicho na quantidade de
espermatozoides em humanos, ao longo dos ultimos 50 anos (SHARPE &
SKAKKEBAEK, 1993; AUGER et al., 1995; TOPPARI et al., 1996). A administracéo
de estrogenos prejudica a producdo e maturacdo de espermatozoide em ratos
(STEINBERGER&DUCKETT, 1965; MEISTRICTH et al., 1975).

Os receptores de estrégenos sao cruciais para regulacdo da fertilidade
masculina, ja que, uma vez destruido o gene que codifica tais receptores, 0
camundongo macho teve sua fertilidade significativamente reduzida (LUBAHNet
al.,1993). Em tartarugas macho a expressdo de REB foi observadaem todo o
sistema reprodutivo, de forma intensa nos ductos eferentes, epididimo,
espermatogbnias e nas células de Leydig ao passo que nas células de Sertoli a
expressao foi mais branda (GIST et al., 2006).

2.7 Os fitoestrogenos e suas acdes no sistema reprodutivo

Diversos estudos conduzidos em humanos e animais relataram varios efeitos
dos fitoestrogenos sobre o desenvolvimento de anormalidades e até mesmo
infertilidade nos tratos reprodutivos femininos e masculinos (BURTON & WELLS,
2002). Ao administrar o coumestrol via oral uma vez por semana durante um més
em céaes, Pérez-Riveroet al. (2009) observaram que, comparados ao grupo controle,
0Ss animais que receberam o0 coumestrol apresentaram redugcdo do epitélio
germinativo, aumento do numero de espermatozoides anormais no ejaculado e
menor concentragdo espermatica.

Achados clinicos confrmam um negativo impacto do coumestrol na
reproducdo de éguas, assim como ocorreu em numerosas espeécies, 0s altos niveis
plasmaticos de coumestrol e seu metabdlito, o methoxycoumestrol, foram

associados com a infertilidade temporaria nesses animais (FERREIRA-DIAS, 2013).
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Segundo Woclawek-Potockaet al (2005), os fitoestrogenos podem competir
com os estrogenos enddgenos podendo assim desregular varios mecanismos
endocrinos durante o ciclo estral. Ferreira-Dias (2013) realizaram trabalho com
éguas que receberam quantidades crescentes de alfafa, e verificaram que as
quantidades plasméaticas de coumestrol aumentaram apos a ingestdo do feno
quando comparadas com o grupo controle, atingiu seu maior nivel no intervalo entre
1.5 e 4 horas. Shemeshet al, (1972) também verificaram que no experimento
realizado em cabras nutridas com dieta contendo alfafa, foram encontrados niveis de
coumestrol no sangue.

Diversas patologias reprodutivas tém sido citadas em carneiros e ovelhas
alimentados com dieta contendo principalmente alfafa (CANTERO et al., 1996).
Nestes animais o efeito dos fitoestrogenos na reproducdo depende do estagio da
estacdo de monta, idade do animal e tempo de exposi¢cdo. Taxas de ovulacdo e
concepcao foram reduzidas em ovelhas mantidas em pastagem estrogénica na
época do acasalamento, enquanto que a exposicdo prolongada pode causar
infertilidade permanente (ADAMS, 1995).

Em rato Wistar, Atanassovaet al. (2000), concluiram que a exposi¢ao
neonatal de ratos a baixos niveis de estrogenos pode antecipar a primeira onda de
espermatogénese na puberdade, porém ainda ndo estdo muito claros se tais efeitos
estdo ligados diretamente aos niveis de estrégeno. Estes mesmos autores
concluiram também, que a presenca ou auséncia de soja ou genisteina na dieta tem
efeitos nos machos tanto a curto quanto a longo prazo, no primeiro caso com
relacdo a antecipacdo da espermatogénese e no segundo caso, acerca do peso

corporal, tamanho dos testiculos, niveis de FSH.

2.8Metabolismo dos fitoestrégenos nos ruminantes

Os fitoestrogenos podem ser metabolizados no rimen, de modo que 0s
compostos estrogénicos em plantas forrageiras dependem do seu destino
metabolico (COX E BRADEN, 1974). O coumestrol é ingerido em sua forma inativa,
0 4’methoxy-coumestrol (WANG et al., 1990; FRANKE et al., 1994) e sO depois de
sofrer a desmetilacdo, que ocorre no ramen, libera o coumestrol, que é mais potente

gquanto a estrogenicidade. Tal potencializagdo ocorre porque depois da
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desmetilacdo, o grupo hidroxila se torna capaz de se ligar ao receptor de estrogeno,
ao contrario do que acontece com as isoflavonas que podem ser quebradas no

rimen em substancias sem atividade estrogénica (COX &BRADEN, 1974).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliaros diferentes niveis de feno de alfafa sobre parametros morfométricos
e qualitativos do parénquima testicular e niveis séricos de testosterona em
ovinos (ovis aries)sem raca definida

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar o pesoepididiméario, biometria testicular e calcular o indice
gonadossomatico (IGS) dos ovinos;

Medir altura e area do epitélio seminifero, didmetro tubular, e comprimento

total dos tubulos seminiferos;

Determinar o volume de cada componente dos testiculos;

Realizar a contagem da populacao celular dos epitélios seminiferos;

Calcular a populacéo das células de Sertoli;

Calcular a producéo espermatica diaria por testiculo e por grama de testiculo;

Calcular o volume celular, o namero de células de Leydig por testiculo e por

grama de testiculo;

Dosar a concentracdo de testosterona sérica.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local do Experimento

O experimento foi realizado no Galpao de Confinamento do Setor de Caprinos
e Ovinos do Departamento de Zootecnia (DZ), no Laboratério de Histopatologia e
imuno-histoquimica do Departamento de Medicina Veterindria (DMV) e no
laboratorio de Central Analitica do Cenapesq, todos pertencentes a UFRPE

(Universidade Federal Rural de Pernambuco).

4.2 Animais

Foram utilizados 40 carneiros sem padrao racial definido com oito meses de
idade. Os animais foram alojados em baias individuais (1,0 m x 1,8 m), providas de
comedouro e bebedouro e distribuidos em delineamento experimental inteiramente
casualizado com quatro tratamentos e dez repeticdes. As tratamentos consistiram
em racBes com relacdo volumoso-concentrado 60:40, com incluséo do feno de alfafa
em até 60% (0%; 20%; 40% e 60%) (Tabela 1). As racdes foram formuladas para
atender ganhos de peso de 200 g/dia (NRC, 2007).

Os animais foram tratados previamente com anti-helmintico e receberam
complexo vitaminico ADE. Apés periodo adaptativo, os animais foram alocados aos
seus respectivos tratamentos, cujas racdes foram ofertadas duas vezes ao dia (8 e
15 horas), na forma de mistura completa, sendo ajustadas a cada trés dias, mas,
guando necessério, diariamente, em funcdo do consumo do dia anterior, permitindo
sobras de 10,0%.
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Tabela 1. Composi¢do percentual e quimica das dietas experimentaisde carneiros
SRD (Ovis aries) submetidos a dietas com diferentes niveis de alfafa

Niveis de Feno de Alfafa (%)

0 20 40 60
Ingredientes (g/kg de MS)
Feno de Tifton 600 400 200 0
Feno de alfafa 0 200 400 600
Farelo de milho 220 252 291 328
Farelo de soja 165 133 95 58
Nucleo mineral 6 8 10 12
Calcério calcitico 4 2 0 0
Fosfato bicalcico 5 5 4 2
Composicao quimica (g/kg de MS)
Matéria Seca (g/kg de MN) 858 855 851 847
Matéria organica’ 920 917 915 905
Matéria mineral* 80 83 85 88
Proteina bruta® 143 149 152 157
Extrato etéreo’ 23 23 24 24
Fibra detergente neutro* 478 405 332 260
Carboidratos nao fibrosos® 271 332 397 460
Carboidratos totais® 748 736 729 719
Nutrientes digestiveis totais* 603 604 581 584

MS = matéria seca; MN = matéria natural; *= g/kg de MS.

ApoOs pesagem, identificacdo, tratamento contra ecto e endoparasitas e
vacinacdo contra clostridiose, o0s animais foram alojados no Galpdo de
Confinamento do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal Rural de
Pernambuco. Passaram por um periodo de adaptacdo, sendo alimentados duas

vezes ao dia (oito e dezesseis horas) e o fornecimento de agua foi a vontade.
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4.3 Eutanasia dos animais

Ao final do confinamento (60 dias), os animais foram submetidos a jejum de
sélidos por 16 horas e, em seguida, pesados para obtencdo do peso corporal final
(PCF), o abate foi realizado por concusséo cerebral por meio de pistola pneumatica,
seguido de exsanguinacdo, através de corte da carétida e jugular, o complexo
testiculo-epididimo (CTE) foi removido dois minutos apds o inicio da exsanguinacéo
(Diretrizes da pratica de eutanasia da CONCEA, 2013).

4.4 Peso testicular, epididimario e biometria testicular

Apés a eutanasia, o complexo testiculo-epididimo (CTE) foi removido. O
testiculo e o epididimo foram pesados individualmente em balanca digital (modelo
Kern 410) com precisédo de quatro casas decimais e o testiculo foi mensurado (altura

e largura) com auxilio de paguimetro.

4.5 indiceGonadossomatico

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).

4.6 Processamento histolégico dos testiculos

Apbs as mensuracgles, os testiculos e epididimos foram seccionados em
fragmentos de até 2 mm de espessura os quais foram submetidos a fixacdo em
solucéo de glutaraldeido a 4% em tampéao fosfato de sodio, 0,01 M e pH 7,2 .

Para os estudos ao microscépio 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 vezescada) com trocas a
cada 15 minutos, apos a desidratacdo, os fragmentos foram incluidos em resina
plastica a base de glicol metacrilato (GMA, Leica). Foram obtidos cortes histolégicos
de 4 um de espessura, em microtomo automatico com navalhas de vidro para
historresina (marca Reichert-Jung). Os cortes foram corados em Hematoxilina-
Floxina e Azul de Toluidina, montados com Entelan (Merck) e analisados
morfologicamente e morfometricamente em microscopio Zeiss binocular (modelo
axiostar), na area de Histologia do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal
da UFRPE.
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4.7 Histomorfometria testicular

O diametro tubular médio por animal foi obtido a partir da mensuracdo ao
acaso de 15 seccbes transversais de tubulos seminiferos que apresentaram
contorno o mais circular possivel. Estas medidas n&o levaram em consideracdo o
estadio do ciclo e foram realizadas com auxilio do programa Image J, as fotos

obtidas para mensuracdo com o programa citado foram na objetiva de 10x.

As mesmas seccoes utilizadas para medir o diametro tubular foram utilizadas
para mensurar a altura e area do epitélio seminifero, o valor encontrado para o
didmetro de cada tubulo representou a média de duas retas tomadas de forma
diametralmente opostas, para a altura do epitélio, tragcou-se uma reta partindo da
tunica prépria até o lamem tubular, j& a area de epitélio foi mensurada através de
ferramenta que circunda o corte transversal por completo na linha da tanica propria,
e logo depois seu lumem, a &rea foi determinada subtraindo a segunda medida da

primeira.

O comprimento total dos tubulos seminiferos (CTTS) por testiculo expresso
em metros foi calculadopela divisdo do volume total dos tubulos seminiferos (VTS)
no testiculo por R? (R = didmetro / 2) e o valor de 1: CTTS = VTS/TTR2.

Os volumes dos diferentes componentes do parénquima testicular foram
calculados utilizando-se um reticulo com 21 linhas e 21 colunas cruzando-se em 441
intersecdes (pontos) associado a ocular em aumento de 400x. Para cada animal
foram analisados 15 campos, escolhidos ao acaso, resultando em um total de 6.615

pontos por animal.

Foram escolhidos 5tubuloscom perfil mais redondo possivel no estadio | do
ciclo do epitélio seminifero, e contabilizados, espermatdcitos primarios em pré-
leptéteno/leptoteno e paquiteno,espermatides arredondas e nucléolos de células de
células de Sertoli,A populacdo dessas ultimas foi obtida através da contagem
daquelas com o nucléolo visivel. Apés isso, foi realizada a corregdo do numero
obtido utilizando a formula de Abercrombie (1946), modificada por Amann (1962),

conforme segue:
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Espessura do corte

Espessura do corte + (ME) (DME
2 4

O didmetro nucleolar médio (DM) representa a média dos diametros de 05

MNimero comgido = contagem obtida x

nucléolos de células de Sertoli para cada animal dos grupos. A populagéo foi
calculada através do resultado da multiplicacdo do numero corrigido pelo
comprimento total dos tubulos seminiferos em micrémetros (um) e dividido pela

espessura do corte.

O indice de células de Sertoli (ICS) foi calculado a partir da divisdo do nUmero
corrigido de espermatides arredondadas pelo numero também corrigido de células
de Sertoli.

O calculo da producéo espermatica diaria (PED) por testiculo e por grama de
testiculo foi realizado de acordo com Silva Janior et al. (2006): PED = N° total de
células de Sertoli por testiculo X a proporcdo de espermatidesarrredondadasno
estadio | x estadio | com frequéncia relativa / duracdo do estadio (dias). A duracéo
do estadio 1 utilizada foi aquela obtida por Cardoso& Queiroz (1988).

O volume nuclear das células de Leydig foi obtidoatravés da medicdo do
diametro nuclear de 30 células por animal e da utilizacdo da formula do volume da
esfera, 4/3MR3. A proporcao volumétrica nucleo/citoplasma de tais células foi obtida
através da contagem de 1000 pontos sobre o citoplasma e ndcleo, utilizando-se um
reticulo com 441 intersec¢fes sob o aumento de 1000x. A partir dessa proporgéo foi

calculado o volume citoplasmatico e o volume celular:

Volume citoplasmatico = % citoplasma x volume nuclear / % nucleo
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Volume celular = volume nuclear + volume citoplasmatico

Com os resultados do volume de uma célula de Leydig e do volume total de
células de Leydig por testiculo, obteve-se o niumero total destas células por testiculo.
A divisao desse valor pelo peso liquido do testiculo forneceu o nimero de células de

Leydig por grama de testiculo.

4.8 Niveis séricos de testosterona

A dosagem sérica de testosterona foi realizada por
eletroquimioluminescéncia, utilizando-se analisador automatizado Access 2
(BeckmanCoulter, Califérnia, USA), com uso do kit para dosagem de testosterona de

acordo com o fabricante supracitado.

4.9 Andlise Estatistica

O delineamento utilizado foi bloco casualizado, sendo quatro tratamentos com
10 repeticdes. Os dados foram interpretados, fazendo uso de andlises de variancia e
regressao por meio do pacote estatistico SAS (1999), e o critério para a escolha do
modelo foi o coeficiente de determinacgéo, calculado pela relacdo entre a soma do
guadrado da regressédo e soma de quadrado de tratamento e a significancia obtida
por meio do teste F em nivel de 5% de probabilidade.

Os resultados obtidos foram também analisados com o auxilio do programa
SIGMASTAT for Windows verséo 2.0. Foram realizados os testes ANOVA e Kruskal-
Wallis e os dados representados como média e desvio padrdo. Os valores de p<0,05

foram considerados significantes.
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5 RESULTADOS

Os pesos corporais (PC) eepididimarios (PE), assim como as alturas
testiculares (AT) dos animais alimentados com os diferentes niveis de alfafa néao
apresentam efeito de regresséo. Ja os pesos testiculares (PT) e larguras testiculares
(LT) revelaram efeito quadratico para os animais que receberam 20% de alfafa na
dieta. Os niveis de alfafa oferecidos aos ovinos ndo causouefeito de regressdonos
valores do IGS (0,95%). N&o houve diferenca estatistica entre 0os grupos para o peso
corporal, biometria testicular e IGS (Tabela 2).
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Tabela 2. Biometria Testicular e IGSde carneiros SRD (Ovis aries) submetidos a dietas comdiferentes niveis de alfafa.

Paramétros Niveis de Feno de Alfafa (%) Tipo de Efeito deRegressao

0 20 40 60 L Q C
PC (kg) 39,10 + 2,66 39,18 £ 2,05 39,22 £2,89 39,70 £ 3,74 ns ns ns
PT (9) 351,47 +60,54 401,10 59,89 386,89 +71,35 353,88 +52,88 ns 0,0461 ns
AT (cm) 9,32+0,74 9,33+0,51 9,34 £ 0,87 9,14 £ 0,66 ns ns ns
LT (cm) 6,21 + 0,51 6,59 + 0,31 6,51 +0,42 6,31 £ 0,37 ns 0,0379 ns
PE (9) 48,56 + 6,83 51,59 £5,08 47,07 + 6,42 46,73 + 8,29 ns ns ns
IGS (%) 0,90 £ 0,16 1,03+0,17 0,99 £0,19 0,90 £ 0,16 ns ns ns

PC = Peso Corporal; PT = Peso Testicular Total; AT = Altura do Testiculo; LT = Largura do Testiculo; PE = Peso Epididimario
Total; IGS=indice Gonadossomatico.
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Na analise de regressdo dos parametros tubulares dos testiculos dos
ovinosndo houve efeito de regressao entre 0s grupos experimentais paradiametro
tubular e comprimento total do tdbulo seminifero, porém houve um efeito linear
decrescente sobre a altura de epitélioseminifero (P =0,0180), assim como sua area
(P = 0,0442)de modo que, quanto maior a proporcao de alfafa nas dietas menor a
altura e &rea do epitélio. Nao houve diferenca estatistica entre os parametros

descritos acima (tabela 3).

Para os dados de proporcao volumétrica,apenas o volume das células do
conjuntivo apresentou diferenca estatistica entre os grupos experimentais (P =
0,044). A respeito da andlise de regressdo, no compartimento tubulardo parénquima
testicular néo foi observadoefeito de regressao entre os volumes tubulares totais dos
grupos, assim como nos volumes do lumen tubular e epitélio seminifero. Constatou-
se um efeito de regressao linear crescente no volume da tunica propria. No espaco
intertubular ndo foi observado efeito e regressdo entre os volumes intersticiais
totais,no volume do espaco linfatico, nem no volume das células do conjuntivo,
porém, notou-se um efeito de regressao linear crescente no volume total das células
de Leydige no volume dos vasos sanguineos, ou seja, uma relacao diretamente
proporcional ao aumento dos niveis de alfafa nas dietas. J& a producao espermatica
diaria por grama de testiculo (PED/g/T)houve efeito de regressao linear decrescente

com o aumento dos niveis de alfafa(Tabela 3).
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Tabela 3. Parametros tubulares, proporcao volumétrica, populacdo de células de Sertoli, PED/T e PED/g/Tde testiculos de carneiros SRD (Ovis aries) submetidos a

dietas com diferentes niveis de alfafa.

Parametros

Niveis de Feno de Alfafa (%)

Tipo de Efeito de regresséo

Diametro tubular(pum)
Altura do epitélio (um)
Area de epitélio x10° (um?)
Comp. Total Tabulo Seminifero X 10° (m)
Peso liquido testiculo (g)
Volume tubular total (mL)
Tunica Propria tubular (mL)
Ldmen Tubular (mL)
Epitélio Seminifero tubular (mL)
Volume intersticial total (mL)
Céls de Leydig (mL)
Céls do Conjuntivo (mL)
Vasos Sanguineos (mL)
Populagio de Célula de Sertoli /T (x10°)
PED/T (x10°%)
PED/g/T (x10°

0 20 40 60 L Q C
297,51+25,17 297,96+25,47 303,68+0,78 288,97+17,46 ns ns ns
81,85+11,57 77,32+10,71 74,87+5,97 70,35+8,17 0,0180 ns ns
62,84+10,68 60,27+10,76 59,37+7,47 53,87+6,91 0,0442 ns ns
21,55+ 3,58 2425+ 4,74 21,44 + 2,68 22,72 4,79 ns ns ns
165,32+29,11 186,64+30,43 179,30+36,50 167,57+26,10 ns ns ns
148,54+24,75 166,78+26,78 156,17+28,88 147,04+22,93 ns ns ns

4,31+0,94 5,28+0,98 5,64+1,16 5,38+1,62 0,0443 ns ns
33,25+9,92 37,57+4,79 39,61+11,40 34,49+7,81 ns ns ns
110,97+£23,33  123,94+25,03 110,92+19,79 107,17£21,41 ns ns ns
16,7846,01 19,93+4,96 23,15+8,65 20,53+5,40 ns ns ns
3,95+1,29 4,14+1,23 5,79+2,56 5,29+1,93 0,0427 ns ns
0,28+0,17° 0,29+0,15° 0,51+0,32° 0,24+0,16° ns ns ns
0,80+0,43 1,13+0,50 1,59+0,89 1,40+0,80 0,0255 ns ns
28,53 5,62 35,05+ 12,33 28,28 +7,12 29,34 + 8,83 ns ns ns
32,56 + 8,23 34,80 + 10,88 30,88 +£7,29 28,25+ 6,78 ns ns ns
19,76 + 3,65 18,33 + 3,23 17,42 + 3,13 16,78 + 2,87 0,0424 ns ns

Letras distintas na mesma linha indicam diferenca estatistica (p<0,05).
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Tabela 4. Proporcdo volumétrica em porcentagem (%) de testiculos de carneiros SRD (Ovis

aries) submetidos a dietas com diferentes niveis de alfafa.

Parametros

Niveis de Feno de Alfafa (%)

Peso LiquidoTesticulo (g)
Volume Tubular Total (%)
Tdnica Propria (%)

Ldmen Tubular (%)

Epitélio Seminifero (%)
Volume Intersticial Total (%)
Células de Leydig (%)

Células do Conjuntivo (%)
Vasos Sanguineos (%)

Espaco Linfatico (%)

0 20 40 60
165,32+29,11 186,64+30,43 179,30+36,50 167,57+26,10
90,00 89,47 87,16 87,67
2,62+0,00 2,89+1,00 3,21+0,00 3,26+1,00
20,35+5,00 20,45+3,00 21,58+4,00 21,18+6,00
67,03+5,00 66,06+4,00 62,36+4,00 63,23 + 5,00
10,00 10,63 12,84 12,32
2,38+0,00 2,21+0,00 3,24+1,00 3,08+1,00
0,17+0,00 0,16+0,00 0,24+0,00 0,15+0,00
0,47+0,00 0,58+0,00 0,85+0,00 0,84+0,00
6,99+2,00 7,68+2,00 8,50+2,00 8,26+2,00

Segundo os dados descritos na tabela 5, a populacédo de célula de Leydig por

grama de testiculo diferiu estatisticamente entre os grupos estudados (P = 0,007).

Quanto a analise de regressdo, o volume individual das células de Leydig,

apresentou efeito linear positivo com o aumento dos niveis de alfafa, enquanto a

populacdo das células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo assim como o

didmetro dessas células e os niveis séricos de testosterona dos grupos estudados

nao apresentaram efeitode regressao.
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Tabela 5.Populacéo, diametro e volume individual da célula de Leydig e niveis séricos de testosterona de carneiros SRD (Ovis aries) submetidos

a dietas com diferentes niveis de alfafa.

Parametros Niveis de Feno de Alfafa (%) Tipo de Efeito de regressao
0 20 40 60 L Q C
Populacéo de Célula de Leydig /T (x10°%) 10,78 £ 2,21 8,53+291 13,29 £ 5,62 10,92 £ 3,72 ns ns ns
Populacdo de Célula de Leydig /g/T (x10°) 66,43 +1549% 4517+1123° 71,68 + 18,33 63,66 + 14,04° ns ns ns
Volume Individual da Céls de leydig (um’) 362,58+76,43  499,42+71,74 448,68+81,43 4952749509  0,0074 ns ns
Diametro Célula de Leydig (um) 6,38 + 0,49 6,41 + 0,36 6,44 + 0,51 6,75 + 0,52 ns ns ns
Testosterona (ng/mL) 4,70 £ 2,85 6,37 £ 2,50 7,46 + 2,37 6,52 + 2,48 ns ns ns

Letras distintas na mesma linha indicam diferenca estatistica (p<0,05).

Tabela 6. Populacéo celular por sec¢do de testiculos de carneiros SRD (Ovis aries) submetidos a dietas com diferentes niveis de alfafa.

Parametros Niveis de Feno de Alfafa (%)  Tipo de Efeito de Regressdo
0 20 40 60 L Q C
Célula Sertoli por Seccéo 543+£149 569+161 527+105 523+1,31 ns ns ns
Célula espermétide Arredondada por Secgéo 81,57£18,21 77,52+15,75 77,45+16,16 66,4+8,38  0,0453 ns ns
Célula em Pré-Leptdteno por Secgédo 12,36+3,75 11,16 +2,26 11,04+1,72 10,73+3,13 ns ns ns

Célula em Paquiteno Seccdo 27,49+7,67 27,11+519 31,06+5,48 26,66+3,79 ns ns ns
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A histologia quantitativa para determinar a populagéo celular por seccao
transversal revelou que a célula espermétide arredondada por seccao sofreu efeito
de regressao linear negativo com o aumento dos niveis de alfafa, ou seja, quanto
maiores 0S niveis de alfafa oferecidos aos animais,
menosespermatidesarredondadas por seccado foram contabilizadas, as demais
células (Sertoli, espermatdcito em pré-leptéteno e paquiteno) ndo apresentaram
efeito de regressao (Tabela 6).

Na analise qualitativa do parénquima testicular foi possivel observar que os
grupos apresentaram alteracbes comuns, o que mudou foi a intensidade com que
elas ocorreram ficando mais intensas a medida que os niveis de alfafa foram
aumentados, as alteracdes foram: descamacao do epitélio seminifero, vacuolizacéo
das células de Sertoli e reducao da altura do epitélio germinativo (Figuras 1, 2 e3).

O grupo que ndo recebeu acréscimo de alfafa em sua dieta (0% alfafa)
apresentou as lesdes acimas descritas de forma bastante discreta (Figuras 1 A, 2 A
3A). No grupo que recebeu 20% de alfafa na dieta (Figuras 1 B, 2 B €3 B), houve
alteracdes comuns aos grupos de forma mais intensa do que as observadas no
grupo anterior, com espermatoécitos em paquiteno sofrendo processo de necrose
celular ( Figura 3 B).

Para o grupo que recebeu 40% de alfafa na dieta (Figuras 1 C,2 C e 3 C), as
alteracdes foram ainda mais severas, apresentando alguns espermatécitos em
paquiteno sofrendo processo de necrose celular (Figura 3 C).O grupo nutrido com
60% de alfafa exibiu todas as alteracdes acima descritas para os demais grupos de
forma ainda mais acentuada, com estado de degeneracdo testicular altamente
avancado (Figuras 1 D, 2 D e 3 D) além de presenca de inUmeros espermatocitos

em paquiteno em processo de necrose celular (Figura 3 D).
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Figura 1. Fotomicrografias da seccdo transversal do testiculo de carneiros SRD

(Ovis aries) submetidos a dietas de diferentes niveis de alfafa. 0% de alfafa (A), 20%
de alfafa (B),40% de alfafa (C) e 60% de alfafa (D). Observar descamacéo de
epitélio (seta vermelha), vacuolizacdo das células de Sertoli (seta preta) e reducao
da altura do epitélio germinativo (Asterisco). aumento de 100x. Barra de 200 pm.
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Figura 2. Fotomicrografias da seccdo transversal do testiculo de carneiros SRD

(Ovis aries) submetidos a dietas de diferentes niveis de alfafa. 0% de alfafa (A), 20%
de alfafa (B),40% de alfafa (C) e 60% de alfafa (D). Observar descamacéo de
epitélio (seta vermelha), vacuolizacdo das células de Sertoli (seta preta) e reducao

da altura do epitélio germinativo (Asterisco). aumento de 400x. Barra de 50 pm.
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Figura 3. Fotomicrografias da seccdo transversal do testiculo de carneiros SRD

(Ovis aries) submetidos a dietas de diferentes niveis de alfafa. 0% de alfafa (A), 20%
de alfafa (B),40% de alfafa (C) e 60% de alfafa (D). Observar descamacéo de
epitélio (seta vermelha), vacuolizacdo das células de Sertoli (seta preta) e reducao
da altura do epitélio germinativo (Asterisco). Paquiteno em necrose celular (seta
amarela). aumento de 1000x.Barra de 4 pm.
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6 DISCUSSAO

De acordo com a Tabela 2, os pesos corporal e epididimario, além do IGS e
altura testicular ndo apresentaram efeito de regressao entre os grupos. O peso
testicular (PT) assim como a largura testicular (LT) apresentaram efeito de regresséo
quadratico para os animais que receberam 20% de alfafa em suas dietas. Portanto
quanto maior o peso testicular maior sera sua biometria.

Conforme os dados inseridos na Tabela 3, a substituicdo de Tifton-85 por alfafa
na dieta dos ovinos ndo provocou efeito de regressdo nos valores de diametro
tubular e comprimento total dos tubulos seminiferos (P>0,05), no entanto na altura e
area de epitélio, nota-se um efeito de regressao linear negativo entre os grupos. Tal
resultado pode ser explicado pela descamacdo observada no epitélio germinativo
gque se tornou mais pronunciada a medida que os niveis de alfafa foram
aumentando.

A diminuicdo na altura do epitélio do parénquima testicular de ovinos foi
descrito por Bezerra et al (2008) como um indicativo de degeneracgéo testicular e
segundo Cavalcante et al. (2014) dentre as lesdes tipicas de degeneracao testicular
estdo perdas de epitélio germinativo. A presenca de vacuolos e infiltrado inflamatorio
intersticial também sdo comuns nas células epiteliais de tdbulos seminiferos
alterados (SILVA et al 2013). E importante ressaltar que todos 0s grupos sofreram
lesBes e que estas, ndo atingiram o testiculo como um todo, no entanto tais lesdes
se tornaram mais pronunciadas a medida que os niveis de alfafa foram aumentados
principalmente com relacdo a perda de epitélio germinativo.

Provavelmente a causa deste efeito decrescente na altura e area de epitélio
esteja relacionada ao fitoestrégeno encontrado na Alfafa, o coumestrol, que por ter
estrutura quimica semelhante ao 17 B-estradiol, € capaz de se ligar aos receptores
de estrégeno (KUIPER et al. 1998). Kulaet al. (2001) observaram que a
administragdo de estradiol exégeno em ratos diminuiu notavelmente o numero de
células germinativas em estadio mais avancado do tubulo seminifero, com cerca de
40% de decréscimo em relacdo ao grupo controle, sugerindo que o0s estrOgenos
desempenham papel regulatorio na maturacao testicular e seu excesso impeca que
as células germinativas amadurecam em seu curso normal. Tais resultados sé&o

semelhantes aos de nosso estudo, uma vez que 0s animais que receberam maiores
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niveis de alfafa em suas dietas apresentaram uma significativa reduc¢édo da altura do
epitélio germinativo, tal reducdo ocorreu justamente porque as células néo
amadureciam no epitélio uma vez que eram destacadas deste, antes que
progredisse de estadio.

A administracdo do coumestrol em cées, uma vez por semana durante um
més provocou reducdo do epitpelio germinativo, aumento do numero de
espermatozoides anormais no ejaculado e menor concentragcdo espermatica
(PEREZ-RIVERO et al. 2009). Nossos resultados sdo semelhantes aos
encontrados pelo autor, uma vez que quanto maiores os niveis de alfafa oferecidos
aos animais, menor foi a altura e area de epitélio germinativo. Ja que no presente
estudo ndo se avaliou o sémen, ndo podemos comparar alteracbes sobre este
parametro, porém € valido ressaltar que em nosso estudo houve um efeito linear
decrescente na producdo espermatica diaria por grama de testiculo (PED/g/T), a
medida que os niveis de alfafa aumentaram.

Leniset al. (2010), concluiram que a ingestdo de altas quantidades de
coumestrol causa metaplasia na préstata e na glandula bulbo-uretral em bovinos.
Alteracdes ultra-estruturais em testiculo de morcego observadas por Serrano et al.
(2007). Portanto, a reproducéo dos animais descritos neste paragrafo foi prejudicada
em Varios aspectos com a administragdo do coumestrol. Nossos dados somam 0s
ovinos ao grupo de animais passiveis de sofrer alteraces com a administracdo de
coumestrol.

Faz-se importante salientar que os niveis de coumestrol na alfafa podem
aumentar por fatores como: idade da planta, condi¢cdes climaticas, ataque de
patdogenos e a forma como a ensilagem foi processada. O ataque de patdgenos
estimula a planta a produzir coumestrol para que assim se torne mais resistente
(MORAVCOVA et al., 2004).

Dentre os componentes tubulares, os Unicos que apresentaram efeito de
regressao, que no caso foi linear crescente, foram os valores de tunica propria. Esse
aumento pode dever-se a um espessamento da tlnica propria dos animais a medida
gue os niveis de alfafa aumentaram. Segundo Bustos-Obregon&Holstein (1973) o
espessamento da tunica propria € tipico de distarbios na espermatogénese em
humanos, fendmeno também conhecido como esclerose tubular e tem sido
observado em homens com alteracdes degenerativas testiculares. Esse

espessamento provavelmente ocorreu por haver uma possivel degeneracdo nos
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testiculos dos animais alimentados com maiores niveis de feno de alfafa provocada
pelos maiores niveis de coumestrol ingeridos pelos animais.

No espaco intertubular, os dados para volume de células de Leydig
registrados pelo atual estudo sofreram um efeito linear crescente revelando que
guanto maior a proporcao de alfafa nas dietas, maior o volume ocupado por essas
células no intersticio. Nossos valores sdo semelhantes aqueles encontrados por
Lunstra e Schanbacher (1988) que estudaram testiculos normais e criptorquidicos
de ovinos adultos, no trabalho citado, pdde-se observar que o0s testiculos
criptorquidicos apresentaram degeneragdo nos tubulos seminiferos acompanhada
de aumento no volume ocupado pelas células de Leydig, situacdo semelhante a
encontrada em nosso trabalho, uma vez que quanto maior o nivel de alfafa, maior o
volume ocupado pelas células de Leydig e mais intensas as lesées observadas nos

tubulos seminiferos.

Outros dados que apresentaramefeito de regresséao linear crescente dentre os
componentes do espaco intersticial foi o volume dos vasos sanguineos. Os valores
para este dado registrados por Bielliet al (2001) e Sousa (2010) sdo préximos,
porém inferiores aos do presente experimento, que por sua vez expressaram efeito
linear crescente, diretamente proporcional ao aumento dos niveis de alfafa na dieta,
no caso do primeiro autor citado, a diferenca pode estar no fato dos ovinos por ele
ultilizados serem bem mais jovens. Pisseletet al (1984) encontrou 13,5ml para a
soma dos vasos sanguineos com o espaco linfatico, somados tais dados de nosso
estudo, tem-se valor equivalente, no entanto, Lunstra e Schanbacher (1988)
descreveram valores superiores. Para o volume ocupado pelo espaco linfatico ndo

houve disparidade entre os grupos analisados.

O volume ocupado pelas células do conjuntivo apresentou diferenca
estatistica no grupo que recebeu 40% de alfafa na dieta. A diferenca estatistica pode
ser explicada por uma tentativa do tecido em compensar a perda de epitélio

germinativo.

Segundo os dados descritos na tabela 5, a populacdo de célula de Leydig por
grama de testiculo apresentou diferenca estatistica no grupo que recebeu 20% de
alfafa. Outro dado que se deve destacar € o volume individual das células de Leydig,

gue por sua vez, apresentou efeito de regresséo linear crescente com o aumento
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dos niveis de alfafa. Ao comparar a populacdo de células de Leydig por grama de
testiculo e o volume individual dessas células, percebe-se que o0 grupo que
apresentou diferenca estatistica por ter o menor valor de populacéo, foi 0 mesmo
que apresentou o maior volume individual de célula de Leydig. Tal fato é
completamente compreensivel, pois & medida que a popula¢do da célula diminui,
seu volume aumenta num sistema de compensag&do. A0 mesmo passo que, embora
nao tenha apresentando diferenca estatistica, o grupo que apresentou maiores
niveis séricos de testosterona foi o que revelou maior populacéo de célula de Leydig
e um volume individual dessas células um pouco menor do que o observado no

grupo de 20%.

Conforme os dados inseridos na tabela 6 o0 numero de espermatide
arredondada sofreu um efeito linear decrescente & medida que os niveis de alfafa
aumentaram, simultaneamente foi observado a acentuada degeneracao testicular
comprovados pelo grau de descamacdo das células germinativas, o niumero de
espermétides foi reduzido nos grupos que receberam maiores niveis de alfafa
provavelmente porque as células antes mesmo de sofrer o processo de

diferenciacdo eram destacadas do epitélio.

A analise qualitativa da histologia dos testiculos dos ovinos revelou que
apesar de o0s grupos terem apresentado algumas lesbes comuns, um fator
diferencial foi a intensidade com que tais altera¢cdes ocorreram, se tornando mais
intensas quanto maiores os niveis de feno de alfafa inclusos nas dietas. Tendo os
altos niveis de alfafa, portanto, um papel decisivo para determinacdo de

degeneracdo do parénquima testicular.
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7 CONCLUSAO

Concluiu-se quea incluséo a partir de20% de feno de alfafa na dieta de ovinos
reprodutores ndo €é recomendada, pois compromete o parénquima testicular

consequentemente na producdo espermatica dos animais.
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