UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

CENTRO DE ENERGIA NUCLEAR NA AGRICULTURA

EGON HION IEDA

Analise multielementar por ativacdo neutrénica e microfluorescéncia de
raios X com seus respectivos mapas de distribuicdo em testiculos de

cordeiros oriundos de ovelhas alimentadas com caroc¢o de algodao

Piracicaba
2018






EGON HION IEDA

Analise multielementar por ativagdo neutrénica e microfluorescéncia de
raios X com seus respectivos mapas de distribuicdo em testiculos de

cordeiros oriundos de ovelhas alimentadas com carogo de algodao

Versao revisada de acordo com a Resolugcdo CoPGr 6018 de 2011

Dissertacdo apresentada ao Centro de Energia
Nuclear na Agricultura da Universidade de Sao
Paulo para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias

Area de Concentracdo: Biologia na Agricultura e
no Ambiente

Orientador: Prof. Dr. Helder Louvandini

Piracicaba
2018



AUTORIZO A DIVULGAGAO TOTAL OU PARCIAL DESTE TRABALHO, POR QUALQUER
MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO, PARA FINS DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE
QUE CITADA A FONTE

Dados Internacionais de Catalogagéo na Publicagéo (CIP)
Secdo Técnica de Biblioteca - CENA/USP

leda, Egon Hion

Anélise multielementar por ativagdo neutronica e microfluorescéncia de raios X
com seus respectivos mapas de distribuigdo em testiculos de cordeiros oriundos de
ovelhas alimentadas com carogo de algodao / Egon Hion leda; orientador Helder
Louvandini. - - versdo revisada de acordo com a Resolugdo CoPGr 6018 de 2011. - -
Piracicaba, 2018.

67 p. :il.

Dissertagdo (Mestrado — Programa de Pds-Graduag&o em Ciéncias. Area de
Concentragdo: Biologia na Agricultura e no Ambiente) — Centro de Energia Nuclear na
Agricultura da Universidade de Sao Paulo.

1. Alimentacdo animal 2. Analise alimentos para animal 3. Cordeiros 4. Nutricao
animal 5. Oligoelementos 6. Ovinos 7. Subprodutos para animais I. Titulo

CDU (636.087 + 636.3) : 591.16

Elaborada por:
Marilia Ribeiro Garcia Henyei
CRB-8/3631
Resolucdo CFB N° 184 de 29 de setembro de 2017



Dedico este trabalho aos meus pais, Jodo e Cida,
pelo amor, educacdo e formacdo que me
proporcionaram, e por estarem ao meu lado em
todas as minhas escolhas, amo vocés!






AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, pela vida, saude, fé e forca para superar as

dificuldades e as oportunidades que tem me proporcionado.

Agradeco a meus pais, Jodo José e Cida, aos meus irm&os laro, Enzo e Isis, por todo o
incentivo, apoio e suporte para a realizagdo deste projeto, isso foi possivel por causa de voces,

muito obrigado!

Agradeco a Bianca por ser minha namorada e principalmente amiga. Pelo incentivo,
companheirismo e carinho. Por estar comigo durante todos esses anos, vocé foi uma pessoa

muito importante para mim. Te amo muito!

Agradeco aos meus familiares e amigos, que sempre estdo torcendo e acompanhando

direta ou indiretamente, muito obrigado!

Agradeco ao Professor Helder Louvandini, pela oportunidade que me proporcionou
desde o tempo da minha graduacdo, onde me aceitou como orientado. Pela paciéncia,
confianca, conselhos, aprendizado e pelas oportunidades de crescer como pessoa. Tenho

muito orgulho de ter sido seu aluno e ter feito parte de sua equipe. Obrigado por tudo!

Agradeco ao Professor Adibe Luiz Abdalla, por abrir a porta do Laboratdrio de

Nutricdo Animal, foi onde eu descobri e aprendi a ciéncia e pesquisa.

Agradeco aos amigos Carolina Rodriguez Jimenez, Tairon Pannunzio Dias e Silva e
Paulo de Mello Tavares Lima pela ajuda na execucdo do projeto de pesquisa, pela lida diaria
com 0s animais e ensinamentos. Muito obrigado!

Agradeco aos técnicos do Laboratorio de Nutricdo Animal (LANA), Maria Regina
Santos Rodeiro Pecanha, Lécio Aparecido Castilho e Karinna Camargo Scotton e todos os
alunos, ex-alunos e colegas de trabalho, Adibe Luiz Abdalla Filho, Gabriel Sakita, Emiliana
Romagnol, Thiago Bompadre, Wilian Costa, Felipe Ortiz, Juliano Issakowicz, Ana Claudia
Koki Sampaio Issakowicz, Linander Campos, Andressa Santanna Natel, Pierre Crouzoulon,
Samy Emanuelle, Dineshkumar Dhanasekaran, Alessandra de Céassia Romero, Patricia
Pimentel dos Santos Righetto, Bernardo Berenchtein, além de todos os estagiarios do LANA.



Agradeco a toda equipe do Laboratdrio de Instrumentagdo Nuclear (LIN/CENA) pela
a possibilidade de realizar o trabalho de microfluorescéncia de raios X. Em especial, agradeco
ao Professor Hudson W. P. Carvalho, ao doutor Eduardo de Almeida e aos alunos Joyce R. P.
Santos e Eduardo S. Rodrigues, por me receber tdo bem no Laboratorio, pelos ensinamentos e
ajuda para realizar as anélises. Muito obrigado!

Agradeco a toda equipe do Laboratério de Radioisétopos (LRI/CENA) pela a
possibilidade de realizar o trabalho de ativacdo neutrdnica. Em especial, agradeco a
Professora Elisabete A. de Nadai Fernandes, ao técnico de laboratério Marcio Arruda Bacchi
e ao doutor Luis Gustavo Cofani dos Santos, por me receber tdo bem no Laboratorio, pelos
ensinamentos e ajuda para realizar as analises. Muito obrigado!

Agradeco a toda equipe do Laboratério de Anatomina e Fisiologia Animal
(LAFA/ESALQ) pela possibilidade de realizar o trabalho de microscopia de luz. Em especial,
agradeco ao professor Raul Machado Neto, por me receber tdo bem no laboratoério. Aos pés-
doutorandos Debora Botéquio Moretti e Wiolene Montanari Nordi, pelos ensinamentos e
ajuda para realizar as analises, muito obrigado!

Agradeco a Comissdo de Pds-Graduacdo e seus funcionarios, pela oportunidade,
apoio, pronto atendimento, dedicacdo, auxilio e atencdo durante todo o mestrado.

Agradeco a Coordenacdo de Aperfeicoamentto de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) e Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP - Processo
2016/09660-1) pela bolsa de estudo e suporte financeiro, sem 0s quais seria impossivel a

realizacdo deste projeto.

Agradeco ao Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA) e a Universidade de

Séo Paulo (USP) pela oportunidade de participar do programa de pds-graduacao.

Muito obrigado!



RESUMO

IEDA, E. H. Analise multielementar por ativagdo neutrénica e microfluorescéncia de
raios X com seus respectivos mapas de distribuicdo em testiculos de cordeiros oriundos
de ovelhas alimentadas com caroco de algoddo. 2015. 67 p. Dissertacdo (Mestrado) —
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2018.

Com este estudo, objetivou-se estudar o efeito da dieta de ovelhas com e sem caroco de
algodéo (gossipol) no desenvolvimento dos seus cordeiros do nascimento ao desmame por
meio das seguintes avaliacOes: peso corporal dos cordeiros, teores dos hormonios
(testosterona, triiodotironina (T3) e tiroxina (T4)) por radioimonoensaio, morfometria
histologica dos testiculos, concentraces dos elementos quimicos por ativacdo neutrdnica e
microfluorescencia de raios X e 0 mapa de distribuicdo multielementar nos testiculos. Foram
utilizados 18 cordeiros, com peso corporal médio ao nascimento de 3,94 + 0,81 kg,
descendentes de ovelhas Santa Inés, alimentadas com e sem caro¢o de algod&o, durante as
fases de acasalamento, gestacdo e lactacdo dos cordeiros, formando assim dois tratamentos:
grupo controle (CO), sem a incluséo do caro¢co de algoddo e com a inclusdo de carogo de
algoddo (CA). Do nascimento aos 60 dias de idade, em intervalo de 15 dias, os animais foram
pesados, realizadas a medicdo testicular e amostras de sangue foram coletadas para
quantificacdo dos teores dos hormonios. Aos 60 dias de idade, os cordeiros foram sedados e
em seguida orquiectomizados para a coleta de seus testiculos para analises de histologia,
ativacdo neutrdnica e microfluorescéncia de raios X. No leite, além da matéria seca (MS), os
teores de calcio (Ca) e potéassio (K) foram superiores nas ovelhas CO em relagdo as do CA.
Os cordeiros do tratamento CO apresentaram maior peso corporal a partir dos 45 dias em
diante em relacdo aos animais CA (P < 0,05), bem como maior ganho em peso diario (P <
0,05). Nos teores de testosterona ndo houve diferencas entre tratamentos (P > 0,05), somente
aumento destas variaveis ao final do experimento (P < 0,05). Nos teores T3 e T4 também néo
houve diferencas entre os tratamentos, porem ocorreu reducdo nos teores ao final (P < 0,05).
Os cordeiros do grupo CO apresentaram caracteristicas testiculares (peso, volume,
comprimento e largura) e histologicas (diametros do tabulo e 1amen), superiores aos CA (P <
0,05). Para a espessura do epitélio ndo houve diferencas entre tratamentos (P > 0,05). Na
analise multielementar por ativacdo neutrénica os teores de rubidio (Rb), selénio (Se) e césio
(Cs) foram superiores nos cordeiros CO e o teor de zinco (Zn) foi superior nos cordeiros CA
(P < 0,05). Na analise multielementar e mapa de distribuicdo dos elementos por
microfluorescéncia de raios X ndo houve diferencas entre os dois tratamentos. Por isso, pode-
se concluir que a dieta materna controle apresentou impacto positivo no desempenho e no
sistema reprodutivo dos cordeiros (descendentes), devido as melhores caracteristicas
nutricionais do leite (MS, Ca e K) destas ovelhas em relagdo ao grupo com caroc¢o de algodao.

Palavras-chave: Gossipol. Reproducdo. Elementos quimicos. Testiculos. Santa Inés.






ABSTRACT

IEDA, E. H. Multielement analysis by neutron activation and x-ray microfluorescence
and their distribution maps on lambs testicles from ewe fed cottonseed. 2018. 67 p.
Dissertacdo (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o
Paulo, Piracicaba, 2015.

The aim of this study was to investigate the effect of sheep diets, with and without cottonseed
(gossypol), in the development of their lambs from birth to weaning through evaluation of
the: body weight of lambs, levels of hormones (testosterone, triidohyronine (T3) and
thyroxine (T4)) by radioimmunoassay, histological morphology of testicles, concentration of
chemical elements by neutron activation and X-ray microfluorescence, and multielementary
map distribuition in the testicles. Eighteen lambs were used with an average body weight at
birth of 3.94 £ 0.81 kg, offspring of Santa Inés sheep, fed with and without cottonseed, during
mating, gestation and lactation of lambs, thus forming two treatments: control group (CO),
without the inclusion of cottonseed and with the inclusion of cottonseed (CA). From birth to
60 days of age, at 15 days intervals, the animals were weighed, testicular measure were took
and blood samples were collected to quantify the levels of hormones. At the age of 60 days,
the lambs were sedated and orchiectomized to collect their testicles for histological, neutral
activation and x-ray microfluorescence analysis. In milk, besides the dry matter (DM), the
levels of calcium (Ca) and potassium (K) were higher in sheep fed CO compared to CA.
Lambs from CO treatment presente higher body weight from 45 days onwards as well as
higher average daily gain when compared to CA treatment (P < 0.05). The treatments showed
no effect on levels of testosterone (P > 0.05) but these variables increased at the end of the
experiment (P < 0.05). Levels of T3 and T4 were not affect by treatment (P > 0.05) but at the
end of the experiment a reduction occurred (P < 0.05). Lambs from CO treatment presented
higher testicular weight, volume, length, width and tubule and lumen diameters compared to
lambs from CA treatment (P < 0.05). The treatments showed no effects in testicular
epithelium thickness (P > 0.05). Multielementary neutron activation analysis showed greater
levels of rubidium, selenium and caesium in the testicles of lambs from CO when compared
to CA treatment, while CA showed higher zinc levels (P < 0.05). No differences between
treatments were found when analyzing elements levels and distribution using the X-ray
microfluorescence analysis (P> 0.05). Therefore we conclude that the maternal control diet
(CO) positively affected the performance and the reproductive trait of their lambs due to
better nutritional characteristics of milk (DM, Ca and K) from these sheep when compared to
CA treatment.

Keywords: Gossypol. Reproduction. Trace-element. Testis. Santa Inés.
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1 INTRODUCAO

No Brasil e no mundo, a producdo animal atende parte significativa do abastecimento
global de alimentos e a busca por maneiras para diminuir os custos de produgéo e aumentar
sua rentabilidade é de suma importancia para os criadores. Ha varios fatores que atuam no
encarecimento da producdo animal e a alimentacdo animal ocupa posicdo de destaque na

composicao dos custos.

A producéo de ovinos no Brasil tem rebanho efetivo de mais de 18 milhdes de cabecas
distribuidas em todo territorio nacional (IBGE, 2017), e dentro do sistema de producéo eles
incorporam em suas dietas, concentrado proteico, considerados concorrentes com a
alimentacdo humana. Neste cenério, a utilizacdo de coprodutos da agroindustria € uma saida
para diminuir o custo e maximizar a producdo, contribuindo para a sustentabilidade e
viabilidade econémica da ovinocultura (LOUVANDINI et al., 2007). No Brasil, o setor da
agroindustria gera uma grande variedade de residuos, por meio do seu processamento.
Produtos provenientes da semente de algodao, através de seu alto valor proteico, estdo sendo
cada vez mais utilizados na alimentacdo de animais ruminantes em substituicdo ao farelo de
soja (ABDALLA et al., 2008).

O Brasil é considerado um dos maiores produtores de algoddo do mundo (CONAB,
2017), consequentemente torna simples e barato o uso desses coprodutos oriundos da
producdo de algoddo para a nutricdo de ruminantes, especialmente o carogo de algoddo. No
entanto, o caroco apresenta substancia antinutricional denominada gossipol, altamente reativa,
ligando-se rapidamente a diferentes substancias, incluindo os minerais, principalmente o Fe,
dando origem ao complexo gossipol-ferro. Além disso, pode causar sérios problemas como:
perda de apetite, hipertrofia do figado, necrose no musculo do coracdo, problemas
reprodutivos, morte stbita, edema pulmonar, anemia e problemas respiratérios (BULLOCK et
al., 2010). Sua acdo como agente de infertilidade no macho é amplamente conhecida por
afetar a espermatogénese de embrides, assim, tem sido avaliado como anticoncepcional
masculino (COUTINHO, 2002; PAIM et al., 2016), mas pouco se tem na literatura sobre o
efeito da alimentacdo materna com carogo de algoddo interferindo na saude de sua prole

(efeito materno-descendente).



20

Além disto, tendo em vista que o gossipol livre € uma substancia reativa e se complexa
com minerais, surge 0 questionamento se pode haver comprometimento da absor¢do destes
nutrientes pelo sistema digestivo, levando deficiéncia ao ruminante. O perfil de minerais nos
tecidos dos animais pode ser utilizado como parametro para avaliar sua higidez. Tendo em
vista a variedade de minerais e a quantidade traco de alguns deles presente nas células, ha a
necessidade de se buscar técnicas precisas e sensiveis, que possam corretamente realizar tal
avalicdo. Neste sentido tem-se a analise por ativacdo neutrdnica, que € um metodo de

determinacéo qualitativa e quantitativa com alta sensibilidade (IAEA, 1990).

Outra técnica também multielementar e com alta sensibilidade é a microfluorescéncia
de raios X, com a vantagem de se poder mapear a distribuicdo dos minerais no tecido e
verificando sua homogeneidade (WILL et al., 2010). A gama de diferentes aplicacGes de
microfluorescéncia de raios X vem crescendo durante os Gltimos 15 anos, e é considerada
uma ferramenta muito importante na analise elementar ao nivel de micrometros (HASCHKE,
2014).

Em ruminantes, trabalhos que avaliem o efeito materno sobre seus descendentes ainda
sdo incipientes. A nutricdo da mée durante o periodo gestacional e aleitamento é determinante
para 0 desenvolvimento do cordeiro e se na dieta materna existe ingrediente que possua acao
antinutricional, como no caso do caro¢o de algoddo (gossipol), tal situacdo deve ser melhor
avaliada. Os efeitos nocivos do gossipol nos parametros reprodutivos de ovinos machos ja sao
bem conhecidos. No entanto o teor na dieta para a ocorréncia destes efeitos ainda é
controverso e ndo se tem noticia sobre a influéncia do teor desta substncia na dieta da mée
sobre seus descendentes. Neste sentido a busca por técnicas nucleares, como por exemplo, a
ativacdo neutrdnica e microfluorescéncia de raios X, pode auxiliar na compreensdo dos
processos que estdo envolvidos, a fim de garantir de maneira confiavel a utilizacdo do carogo
de algoddo na dieta dos ruminantes, objetivando a diminui¢do dos custos de produgdo sem

afetar diretamente a reproducdo das matrizes e de seus descendentes.

1.1 Objetivos

Este trabalho foi realizado objetivando-se avaliar o efeito do consumo do caroco de
algodéo (gossipol) em ovelhas da raga Santa Inés sobre o desenvolvimento testicular de seus

descendentes do nascimento até o desmame aos 60 dias, por meio das seguintes avaliagdes:
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Periodo de aleitamento:
- Macroscopicamente avaliar a morfometria dos testiculos e peso dos cordeiros;

- Avaliar o teor dos hormonios: testosterona, tiroxina (T4) e triiodotironina (T3)

no soro sanguineo dos cordeiros por radioimunoensaio.
Desmama (castracao):
- Morfologia histoldgica dos testiculos;

- Avaliar o perfil e concentracdo dos elementos quimicos por ativacao neutrénica

e microfluorescéncia de raios X e o0 mapa de distribuicdo elementar nos testiculos.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Ovinocultura no Brasil e no Mundo

A ovinocultura no Brasil é formada por rebanho de, aproximadamente, 18,5 milhdes
de cabecas, com as regides Sul e Nordeste (Figura 2.1) responsaveis por mais de 80 % do
rebanho nacional (IBGE, 2017). Os principais estados produtores de ovinos sdo o Rio Grande
de Sul, Bahia, Pernambuco, Ceard e Piaui com aproximadamente 4, 3, 2, 2 e 1 milhdes,
respectivamente (IBGE, 2015).

Figura 2.1 - Distribuicdo do rebanho ovino no Brasil e suas divisGes regionais. Fonte:
Adaptado, IBGE 2015
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De acordo com a Organizagdo das Nacgdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo
(FAO, 2017b), existem mais de um bilhdo de ovinos em todo o mundo, produzindo,
aproximadamente, 13 milhdes de toneladas de carne e a producdo vem aumentando em alguns
paises. Enquanto a China possui 0 maior rebanho ovino, a Austrdlia e a Nova Zelandia
dominam o mercado de exportacdo mundial de cordeiro de corte e producdo de 1a, por
apresentarem sistemas de producgéo de alta produtividade e tecnologia de ponta (VIANA,
2008).
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O consumo de carne ovina no Brasil é em média de 0,62 kg/habitante/ano considerado
muito inferior comparado ao consumo de carne bovina (39 kg/habitante/ano), suina
(13 kg/habitante/ano) e aves (45 kg/habitante/ano) (FAO, 2017a). Esse baixo consumo pode
estar relacionado, principalmente, a qualidade do produto colocado a venda no mercado
brasileiro normalmente, com carcacas de baixa qualidade, originarias de animais velhos,
influenciando negativamente o consumo e habito alimentares entre a populacdo (ALMEIDA
JUNIOR et al., 2004). Aumentar a produtividade, reproducdo e a eficiéncia do sistema de
producdo de carne de cordeiro sdo fatores chaves para aumentar a competitividade da
indUstria ovina de carne no Brasil (MONTOSSI et al., 2013). A taxa de reproducdo, o
crescimento do cordeiro, e a qualidade da carcaca tém grande influéncia sobre o retorno

financeiro aos produtores.

No Brasil, a producéo de ovinos era voltada principalmente para comércio e producao
de 1&, no entanto, com o avanco da quantidade, qualidade e tecnologia a baixo custo do setor
da producdo de fibras sintéticas, trouxe ao mercado da & dificuldade de disputar a
concorréncia, havendo crise mundial no mercado (AVILA et al., 2013). De modo a minimizar
0s prejuizos da ovinocultura aos produtores no pais, houve a necessidade de se buscar novos
padroes de animais especializados, principalmente, na producdo de carne (AVILA et al.,
2013; MARTINS; GARAGORRY; FILHO, 2006) com ovinos deslanados. Neste sentido as
racas Santa Inés, Morada Nova e Rabo Largo (ZEN; SANTOS; MONTEIRO, 2014) sao
consideradas animais rusticos, capazes de adaptar em ambientes de altas temperaturas e baixa
umidade, por apresentarem mecanismos anatdmicos e fisioldgicos de extrema eficiéncia
(MCMANUS et al., 2010). O Brasil é considerado pais de grande extensdo territorial, com
diferentes tipos de clima; dessa forma, a criacdo de ovinos deslanados sdo considerados

favoraveis, de acordo com a genética desses animais e as condi¢fes climaticas e ambientais.

Destacando entre as racas, a Santa Inés despontou como excelente alternativa para o0s
criadores brasileiros, que buscavam animais de grande porte, produtivos e perfeitamente
adaptados as condi¢des de Brasil (CUNHA et al., 2003). No Brasil, os primeiros ovinos foram
trazidos pelos colonizadores, nos anos de 1550 (MALHEIROS; HOFLER; PATIAS, 2017), e
hoje em dia a raca Santa Inés e tem sido considerara uma alternativa propicia para o
cruzamento e producéo de cordeiros (MADRUGA et al., 2006).

E considerada uma raca de médio porte, a ovelha adulta pesa em torno de 60 kg
podendo alcangar até 70 kg, os carneiros machos tem um peso médio de 90 kg, podendo

alcancar 120 kg (COSTA, 2003). Pode-se identificar uma ovelha Santa Inés observando
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apenas algumas caracteristicas fenotipicas, tais como: pernas compridas, corpo grande, peito
largo, cabeca média, orelhas pendulares e longas, auséncia de chifres e apéndices na garganta
nos machos (RAMOS et al., 2007). Quanto sua pelagem pode ser branco, malhado, vermelho
e preto (COSTA, 2003).

No Brasil, a producéo de animais (bovinos, suinos e aves) em geral, j& é considerada
uma atividade solidificada, em que a oferta excede a demanda, isso se da ao potencial do
mercado e principalmente, ao ambiente, com condi¢cfes climaticas e ambientais favoraveis as
criagdes (MCMANUS et al., 2012). No entanto, ovinocultura no Brasil contribui com menos
de 1,0 % da producdo mundial de carne ovina, ndo conseguindo atender a demanda interna,
importando carne ovina de paises como Argentina, Uruguai e Australia (VIANA; MORAES;
DORNELES, 2015).

Neste cenério para o crescimento da ovinocultura é necessario que haja investimento
neste setor. Além disso, a producédo de ovinos é considerada uma boa opcao para 0s pequenos
e medios produtores, que integram a agricultura familiar e pode ser uma opcdo para
diversificar a fonte de renda nestas propriedades. Assim é de extrema urgéncia, encontrar
medidas que melhore o sistema produtivo, a fim de reverter a situacdo de oferta e demanda
para garantir a producdo autossustentavel até mesmo produzir excedente para exportacdo de
carne de origem ovina (MONTOSSI et al., 2013).

O principal objetivo da producdo animal é produzir alimento para a popula¢do mundial
em quantidade, qualidade e ao menor custo possivel. Mas a alimentacdo no setor de producao
de ruminantes no Brasil é considerada responsavel por uma grande parcela do custo total de
producdo, com isso a procura por alimentos mais eficientes e econdmicos a serem utilizados
na alimentacdo animal € constante, e dentre os alimentos para animais de producdo, 0s
proteicos sdo o0s de custo mais elevados, sendo considerados concorrentes com a alimentacéo

humana como, por exemplo o milho e a soja (PAIM et al., 2010)

Com isso a utilizacdo de produtos oriundos da agroindustria tém sido excelente
alternativa de alimentacdo, buscando a redugéo de custo (LOUVANDINI et al., 2007).
Produtos originados da semente de algodéo, devido o seu alto teor de gordura e proteina, estdo
sendo cada vez mais utilizados na alimentacdo de ruminantes em substituicdo ao farelo de
soja (ABDALLA et al., 2008; VIANA et al., 2015).
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2.2 Algodéo no Brasil

O setor agricola no Brasil, nos ultimos anos, vem comprovando seu potencial
crescimento e da claros sinais de que tal avanco esta relacionado com o investimento em
tecnologia e biotecnologia, e ao longo do tempo, a producdo vem crescendo em proporcgdes
superiores ao aumento da area, ou seja, o incremento da produgdo no setor agricola foi de
25,6 %, contra aumento de apenas, 3,7 % de area (CONAB, 2014). Hoje em dia, uns dos
produtos considerados de extrema importancia do setor agricola do Brasil é 0 algod&o, por sua
contribuicdo socioeconémica, garantindo o pais estar em um lugar privilegiado no cenério
internacional (CONAB, 2017).

No Brasil o algoddo ja era conhecido antes dos portugueses, ou seja, eram 0S
moradores locais, os indios que usavam e dominavam a producédo, sendo capazes de colher e
processar suas fibras, utilizando-as para confeccdo de redes e cobertores e também
empregando suas folhas na cura de feridas e doengas (COSTA; BUENO, 2004; ABRAPA,
2015).

Sua producdo comercial teve inicio nos estados da Regido Nordeste do Brasil e o
estado considerado o primeiro grande produtor foi o Maranhdo que, nos anos 60, exportou
para a Europa suas primeiras safras. Com o precgo das terras e a afluéncia de outras culturas,
como a soja, cana de acgucar, café e a laranja, obrigou a cultura de algod&o buscar novas areas
de producédo, como o Mato Grosso, Goias e Mato Grosso do Sul (AMPA, 2012).

A cotonicultura foi umas das primeiras atividades agricolas desenvolvidas no Brasil e
a producao brasileira de algod&o foi de 3.462.647 e 3.831.774 de toneladas em 2015/2016 e
2016/2017, respectivamente, ocupando uma area de 938,8 mil hectares e produtividade média
de 1585 kg/ha (CONAB, 2017; IBGE, 2017). Hoje em dia os
principais estados produtores sdo o Mato Grosso com 2.578.596 toneladas, Bahia com
833.490 toneladas e Mato Grosso do Sul com 127.433 toneladas (ABRAPA, 2015; IBGE,
2017) e sua producdo visa, principalmente, para extracdo da fibra, utilizada na inddstria téxtil
(GADELHA et al., 2014), vestindo grande parte de populacdo mundial e, no futuro, devera
ser bem mais expressivo, pois com a conscientizacdo da necessidade de preservacédo do meio
ambiente, falta de fontes ndo renovaveis (petrdleos) como no caso de fibras sintéticas e a

crescente procura por produtos naturais.



26

O Algodéo pertence a familia Malvaceae e dentre as espécies de algoddo, a mais
plantada é a Gossypium hirsutum, considerada responsavel por 90 % do algodao cultivado no
mundo todo, e que produz sementes com linter, porém o género Gossypium ssp. abrange
muitas espécies distribuidas, dentre elas, apenas quatro sédo responsavel pelo cultivo para
obtencdo de fibra de algod&o: Gossypium herbaceum L., Gossypium arboreum L., Gossypium
barbadense L. e Gossypium, hirsutum L. (ALEXANDER et al., 2009).

A producéo de algodao gera uma série de coprodutos da agroindustria, como o carogo,
farelo e a torta. Inicialmente a semente (caroco) sofre a separacdo da fibra longa, através de
maquinas dotadas de rolos ou serras, processo denominado descarocamento (ALMEIDA et
al., 2011; JERONIMO et al., 2014); apds esse processo, a semente é considerada um residuo
do seu processamento na industria téxtil. Como coproduto, o caroco pode ser destinado a
moagem, para extracdo do Oleo para consumo humano em dois diferentes processos.
Para a producdo do farelo de algoddo, o processo requer solventes quimicos e fisicos
(prensagem). Ja para a producdo da torta de algoddo, utiliza-se apenas a prensagem (PAIM et
al., 2010; PAIANO et al., 2014; VIANA et al., 2015).

Seus coprodutos sdo considerados ingredientes utilizados na alimentagdo animal,
principalmente de ruminantes, ocasionando a crescente atencdo de pesquisadores, pois seu
alto teor de lipideos favorece elevar a densidade energética da dieta sem atenuar os teores de
fibra e proteina da dieta (GADELHA et al., 2014).

O carogo de algoddo, por ser importante fonte de energia e proteina, pode suplementar
as forragens na alimentacdo de ruminantes (ABDALLA et al., 2008; PAIM et al., 2010;
LIMA et al., 2014; VIANA et al.,, 2015; JUNIOR et al., 2016), representando reflexos
positivos na produtividade de rebanhos (GOMES et al., 2014), devido ao teor de 6leo nas

sementes.

Apesar das prerrogativas observadas na utilizacdo de coprodutos originados da cultura
do algodéo, existem limitacGes para o uso do carogo de algodéo na alimentacdo de animais, 0

gossipol considerado fator antinutricional.

2.3 Gossipol

O gossipol (formula quimica: CgoH300g) foi sintetizado pela primeira vez por

EDWARDS (1958). E uma substancia toxica presente no carogo do algod&o, considerado um
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pigmento polifenodlico amarelo, produzido por glandulas encontradas nas raizes, caule, hastes
e sementes da planta de algod&o, e seu principal objetivo é proteger a planta contra pragas e
insetos (GADELHA et al., 2014; PAIM et al., 2010).

O gossipol (Figura 2.2) é dividido em duas formas: livre e conjugado. No caroco de
algoddo a forma livre é a mais predominante e apresenta importancia toxicoldgica.
O gossipol conjugado ndo tem importancia toxicoldgica, sendo considerado fisiologicamente
inativo (GADELHA et al., 2011).

Figura 2.2 - Estrutura quimica do gossipol (GADELHA et al., 2014)
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Ha diferencas nos teores de gossipol, em relacdo ao caroco de algoddo e no farelo de
algoddo. No caroco, o gossipol livre é de, aproximadamente, 13,2 mg/g, enquanto o gossipol
conjugado varia entre 7 a 8 mg/g. Ja no farelo de algoddo, o livre é de, aproximadamente,
10,6 mg/g e o conjugado entre 3 a 5 mg/g (RANDEL; CHASE; WYSE, 1992). Também, o
tempo de armazenamento do algod&@o pode diminuir o teor de gossipol presente no caroco de
algoddo (GADELHA et al., 2014).

Nas sementes do algodéao o gossipol aparece como granulos pigmentares apresentando
como minusculas particulas pretas quando a semente é partida ao meio (CUNHA et al., 2008).
A concentracdo de gossipol no algoddo esta sujeito & espécie, temperatura e indice
pluviométrico durante o crescimento da planta, apresentando correlagdo negativa com a

temperatura ambiente e positiva com o indice pluviométrico, ou seja, quanto maior o indice
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de chuva na regido, maior o teor de gossipol no caroco, e quanto maior a temperatura do
ambiente, menor o teor de gossipol (SANTOS et al., 2002; WILLARD et al., 1995).

Dentre as espécies e variedades da planta algoddo, a quantidade de gossipol pode
variar, com teores entre 0,6 % e 2 % (BENBOUZA et al., 2002) e essa substancia é
considerada uma barreira na utilizagdo do coproduto do algod&o na alimentacéo animal, j& em
ruminantes é ponderada e aceita em niveis na alimentacdo, pois todos 0s seres Vivos,

incluindo os humanos, sdo sensiveis ao gossipol.

Normalmente os efeitos toxicos s6 aparecem depois da exposi¢do a longo tempo ou
em grande quantidade do gossipol na dieta, muitas vezes depois de 20 a 30 dias, mas o efeito
toxico pode variar em funcdo teor consumo, idade do animal, periodo de consumo e
condicdes de vida desse animal (GAMBOA et al., 2001).

O gossipol tem efeitos na reproducao, afetando a gametogénese masculina e feminina,
promovendo degeneracdo embriondria (GADELHA et al., 2011; 2014; PAIM et al., 2016).
O efeito na reproducdo masculina é dose e tempo dependente, no entanto, tal sintoma pode ser
reverssivel quando a ingestdo do alimento contendo gossipol é interrompida (HASSAN et al.,
2004).

Na década de 1950, a populagdo de baixa renda da china, localizada em zonas rurais se
alimentava basicamente de 6leo extraido do algoddo, onde continha gossipol. Houve grande
reducdo na taxa de natalidade humana nessas regides e esta observacdo foi associada a
infertilidade masculina causada pelo gossipol ao consumir o 6leo da semente de algoddo
(QIAN; WANG, 1984). E consequentemente, esta substancia foi estudada para utilizacdo
como contraceptivo masculino em mdaltiplos estudos experimentais (QIAN; WANG, 1984;
YU; CHAN, 1998; COUTINHO, 2002; DODOU, 2005).

O gossipol é considerado uma molécula altamente reativa, podendo se ligar a minerais
e aminoacidos, com o mineral Fe, por exemplo, o gossipol pode se complexar tornando uma
ligagdo ferro-gossipol (GADELHA et al., 2014), inibindo a absor¢do desse metal, com isso ha
deficiéncia de Fe, prejudicando com o processo da eritropoiese (LINDSEY; HAWKINS;
GUTHRIE, 1980; RANDEL et al., 1996; MENA et al., 2004; ZHANG et al., 2007) e
colaborando com a anemia (ZBIDAH et al., 2012).
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2.4 Efeito Materno Descendente e a Importancia dos Minerais

Antigamente, acreditava-se que a producdo de carne de qualidade se restringia
principalmente nos Ultimos meses de vida do animal, em que os animais recebiam alimento
proteico em confinamento para posteriormente a terminacdo. Hoje em dia, sabe-se que a
producdo de carne com qualidade e até quantidade, inicia-se desde a fase inicial de vida do
animal, no utero da mée. Quando a alimentacdo materna é o ponto chave, e vem sendo
abordada como estratégia para se obter excelente resultado no abate de seus descendentes e

produzir carne com maior qualidade (DUARTE et al., 2013).

Nas primeiras horas de vida do cordeiro, 0 peso ao nascer, 0 ato de amamentar e 0
vinculo (afeto) entre a mée e o filho sdo as maiores influéncias sobre a sobrevivéncia dos
filhotes. E eles estdo interligados entre o ambiente e 0s gendtipos e nutricdo materna
(OLDHAM et al, 2011). Em mamiferos, existem diferentes tipos de placenta e
particularmente nos ruminantes (sindesmocorial), ela protege o feto contra possiveis infecgdes
bacterianas ou virais, mas impede, por sua vez, a passagem de proteinas da circulacdo materna
para o feto. O recém-nascido ruminante € carente de anticorpos e por isso, sensivel a
infeccbes, sendo apods a ingestdo do colostro nas primeiras horas de vida, sua principal
protecdo imunoldgica (FEITOSA, 1999).

Principalmente em mamiferos, a nutricdo materna durante a gestacdo e lactacdo tem
grande importancia no desenvolvimento do seu descendente, tanto na fase fetal e inicial de
vida (amamentacdo), mas pouca informacao na literatura sobre o impacto da nutricdo materna
na saude e produtividade de seus descendentes ao longo da vida (CAMPOS; PALANCH,
2017).

A alimentacdo e reproducdo sdo consideradas de grande importancia no parametro da
producdo animal e um dos principais problemas da produtividade deve-se ao consumo
inadequado de energia e proteina. E conseguentemente as exigéncias de minerais na
alimentacdo animal, variam de acordo com o nivel de produgdo, idade do animal, raca e
ambiente. Todos os serem vivos precisam de minerais para o perfeito funcionamento dos
processos metabolicos e a falta ou excesso na alimentacdo de ruminantes contribuem para

baixa produtividade do rebanho, causando perdas econdmicas (MCDOWELL, 1996).
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Os minerais podem ser classificados em macrominerais e microminerais e os dois
correspondem, aproximadamente a, 3,5% do peso vivo do animal. Ao longo do corpo, sua
distribuicdo ndo € considerada uniforme, pois cada tecido precisa de concentracao distinta de
elementos especificos para perfeito funcionamento. Os microelementos estdo representados
por, aproximadamente, 0,3% do peso vivo do animal (COZZOLINO, 2007).

Quando sdo exigidos em quantidade da ordem de g/dia pelo organismo sdo chamados
de macrominerais, englobando os elementos: potassio (K), enxofre (S), célcio (Ca), fosforo
(P), magnésio (Mg), cloro (Cl); Quando sdo exigidos em quantidades de mg/dia s&o
classificados em microminerais: zinco (Zn), ferro (Fe), selénio (Se), molibdénio (Mo),
manganés (Mn), cobalto (Co), cobre (Cu), iodo (1), fldor (F) (MCDOWELL, 1996).

Os minerais ndo podem ser sintetizados pelo ver vivo, sendo através da alimentacéo o
principal método para obtencdo. Os animais possuem a capacidade de acumular reservas de
minerais e utiliza-las em épocas de restri¢cdo. Quando se tem deficiéncia de mineral na dieta, o
animal consegue permanecer em bom estado por alguns dias, mas depende do grau de

deficiéncia, suas reservas e o ambiente (WILL et al., 2010).

A inadequada passagem de minerais essenciais da mae para o filho pode resultar na
deficiéncia desses nutrientes para o filhote, causando danos no seu crescimento,
anormalidades no metabolismo, sistema nervoso central e nos ossos. No terco final da
gestacdo e aleitamento, 0s requisitos de nutrientes sdo aumentados pelas crias devido ao
crescimento e proliferacdo celular, aumentando também as exigéncias nutricionais da méae
(NICODEMO; SERENO; AMARAL, 2008).

O perfil de minerais nos tecidos dos animais pode ser utilizado como pardmetro para
verificar o estado de sua saude. A nutricdo materna € o ponto chave neste quesito,
principalmente quando na sua dieta exista uma molécula considerada antinutricional como no
caso do caroco de algodédo (gossipol). Como os sinais clinicos sdo muitos tardios, sobre o
processo deletério que esta ocorrendo nas células em virtude do gossipol, torna-se necessario
buscar ferramentas sensiveis, que possam elucidar precocemente a ocorréncia de tais efeitos.
Neste sentido a busca por técnicas nucleares, como por exemplo, microfluorescéncia de raios

X e ativagdo neutrénica.
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2.5 Microfluorescéncia de raios X

A descoberta dos raios X e a origem da analise da fluorescéncia de raios X foram
iniciadas pelo desenvolvimento da teoria moderna da estrutura atbmica em 1895 (SIEGEL,
1981) pelo fisico Wilhelm Conrad Rontgen no laboratério de fisica, no Instituto de
Julius-Maximilians, na Universidade de Wuzburg na Bavaria, Alemanha. Desde ent&o o ponto
comum entre todos os tipos de equipamentos para analise de fluorescéncia de raios X é que

nos ultimos 100 anos a técnica é absolutamente a mesma (BERTIN, 1975).

No dia a dia, os raios X s8o amplamente usados e auxiliam médicos e dentistas em
diagnostico de doencas e tratamento dentario, fraturas Osseas, finalidade terapéutica e
esterilizacdo de material para fins médicos. Na industria, eles também sdo empregados para
visualizar rachaduras e defeitos ndo visiveis em materiais de interesse, em teste de qualidade

de produtos em série, e segurancas em aeroportos do mundo todo, e etc.

A anélise por fluorescéncia de raios X pode ser dividida em dois tipos de andlises: 0s
portéateis e fixos, que utilizam tubos de raios X, como fonte de excitacdo e capilares 6pticos
como condensadores do feixe incidente; e a analise que se utiliza uma fonte de Luz Sincroton
para exercer a excitacdo, considerado com altas energias (INJUK; VAN GRIEKEN, 2003;
KANNGIESSE, 2003).

A fluorescéncia de raios X é uma técnica, onde sua metodologia esta baseada na
producdo e deteccdo de raios X caracteristicos emitidos pelos elementos da amostra. A
microfluorescéncia de raios X € considerada uma variante da fluorescéncia de raios X, que é
utilizada como método analitico para determinacdo da composicdo de elementos quimicos do
material a ser analisado em muitos laboratérios no mundo ha muito tempo (BECKHOFF et
al., 2006). Entre as duas analises, a diferenca basica esta na geometria e dimensdes dos feixes.
E considerada uma técnica ndo destrutiva, utilizada para analise quantitativa e qualitativa de

varios numeros de elementos quimicos (HASCHKE, 2014).

Seu principio de funcionamento é a excitagdo da amostra, quando um atomo em seu
estado normal fica sob a acdo de uma fonte externa de radiacao (raios X), ele absorve energia,
liberando elétrons de suas camadas a niveis mais energéticos. Na transicdo de um estado
menos energético para 0 mais energético, o elétron ira liberar seu excesso de energia atraves
da radiacdo eletromagnética especifica, ou seja, 0 atomo estara numa condi¢do instavel ou
excitado (BECKHOFF et al., 2006), que quando detectada pode caracterizar o elemento

quimico que a emitiu.
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Na natureza, a tendéncia é de se buscar a condigdo de equilibrio para tudo, assim o
atomo excitado, tende a retornar ao seu estado normal, naturalmente. Ocorrendo assim uma
emissao de energia e todos os elementos emitem picos de raios X caracteristicos, permitindo

sua identificacdo e posteriormente a quantificacdo (BECKHOFF et al., 2006).

Durante os Ultimos anos, a anélise por microfluorescéncia de raios X tem aumentado e
descrita por muitos autores, pois € uma técnica bem estabelecida para se determinar as
concentragdes de elementos quimicos em tecido bioldgico. A microfluorescéncia de raios X €
comprovadamente analise promissora para a aquisicdo de imagens de elementos quimicos a
nivel celular. Além disto, a utilizacdo dessa andlise abre vérias frentes para a determinacgéo
e/ou mapeamento elementar em amostras com diferentes caracteristicas fisicas (LEITAO et
al., 2015a).

Como a perda 6ssea é um dos possiveis efeitos colaterais da quimioterapia, Pickler et
al. (2015) utilizaram a técnica de microfluorescéncia de raios X no fémur de ratas tratadas
com diferentes farmacos, submetidas a dois regimes de quimioterapia utilizados para o
tratamento de cancer de mama, avaliando as concentracdes de Ca, Fe e Zn para investigar
possiveis alteracbes elementares no 0sso causado pela quimioterapia. Os resultados
mostraram que houve diminuicdo significativa especialmente nas concentracdes de Ca ao

comparar o grupo tratado com o controle.

Will et al. (2010) utilizaram o método de microfluorescéncia de raios X para
caracterizar a placenta bovina, sendo considerada importante tecido que conecta a mae e o
filho e através da alimentacdo inadequada pode alterar as condicdes do tecido e sua funcéo.
Eles utilizaram a técnica para mapear a placenta e determinar a concentracdo de elementos
quimicos em diferentes fases da gravidez permitindo contribuir para um melhor entendimento
sobre a nutricdo, reproducdo e qualidade de vida de seus descendentes. Os resultados
mostraram que elementos como Fe, Cu e Zn ndo estavam uniformemente distribuidos na

placenta e que a maior concentracao foi observada na regido de interface materno-fetal.

Serpa et al. (2008) utilizaram a técnica de mapeamento multielementar a partir da
microfluorescéncia de raios X para mapear o Fe, Zn e Cu em seccles de cérebro de ratos

Wistar fémeas de diferentes idades. Ela observou que a distribuicdo de Fe e Zn foi mais
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notdvel na area cortical e hipocampo, respectivamente. E que os niveis dos elementos
aumentavam conforme o avango da idade desses animais, reforcando que esses elementos

estdo envolvidos nos mecanismos do cérebro induzindo doencas neuroldgicas.

Leitdo et al. (2015b) investigaram a distribuicdo de Zn nos esferoides celulares na
hiperplasia benigna da prostata (HBP) e cancer de prostata (PCa) e analisaram diferencas na
resposta com o tratamento com Zn usando 0 mapeamento elementar a partir da
microfluorescéncia de raios X. Os resultados mostraram distribui¢do uniforme de Zn em todos
os esferoides analisados com resposta diferente de Zn nas duas células, concluindo que o
Zn pode ter um papel importante na célula PCa.

2.6 Ativacdo Neutronica

Historicamente, a analise por ativacdo neutrénica (NAA) teve sua primeira aplicacao
em 1936 e com o passar dos anos essa técnica vem crescendo nas determinac@es a nivel
elementar. Dois grandes momentos marcaram a histéria, onde em 1950 e 1960, surge e
dissemina pelo mundo toda a tecnologia de reatores nucleares; e em 1970 passa a existir
detectores de germanio, mais sensiveis que os utilizados anteriormente, tornando
definitivamente a técnica de ativacdo neutrbnica, conhecida atualmente como multielementar
(SANTOS, 2004).

A andlise por ativacdo neutrbnica € uma técnica para se determinar quantidades de
elementos quimicos de uma amostra, e se baseia na producdo e posterior identificacdo de
radionuclideos artificiais a partir de elementos quimicos que estdo estaveis naturalmente. O
principio do método se baseia na exposicdo da amostra a fluxo de néutrons
(bombardeamento), cujos elementos quimicos ficam instaveis emitindo radiacBes ionizantes
caracteristicas, que possibilitam a sua identificacdo e quantificagio (HAMIDATOU et al.,
2013).

A analise instrumental por ativacdo neutrénica (INAA) é quando a amostra nao sofre
tratamento quimico, conhecido por sua alta precisdo, sensibilidade, livre de contaminagéo
cruzada e preparagdo minima da amostra e tem sido amplamente aplicada na pesquisa de
caracterizagdo de material biolégico presente em tecidos e a processos patoldgicos
(WASIM; ARIF; IQBAL, 2014). Em uma Unica analise, 0 método permite a determinacéo
simultanea de diversos elementos quimicos com elevada precisdo (BACCHI; FERNANDES;
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DE OLIVEIRA, 2000), mas a numero de elementos que se determina na analise, depende da
matriz da amostra, qualidade do preparo, irradiacdo e deteccdo (IAEA, 1990).

No meétodo por ativacdo neutrénica, trabalhos que avaliem tecido animal ainda séo
incipientes. No entanto existem pesquisas que tem avaliado amostras biolégicas, como por
exemplo, o leite. Santos et al. (2012) avaliaram a qualidade do leite de uma das principais
regibes leiteiras do Brasil, localizadas no Rio Grande do Sul e Minas Gerais, pela

determinacéo de elementos quimicos a partir da ativagcdo neutrénica.

Gil et al. (2004) analisaram atraves da ativacdo neutrénica os niveis de Se no solo,
forragem e plasma dos animais de uma determinada fazenda de cria de gado de corte. Os
animais analisados apresentaram niveis de Se abaixo do normal, em decorréncia a
concentragdo de Se da forragem consumida e feno de palha de trigo, utilizados como
suplemento. Confirmando-se que a deficiéncia de Se nos animais é atribuida por uma
determinacdo direta do mineral; os resultados indicam que pode existir relacdo entre a baixa

concentracdo de Se na forragem e no suplemento e sua deficiéncia nos animais.

Elias et al. (2015) avaliaram por meio a quantificacdo dos elementos quimicos com
funcédo nutricional e com potencial toxico presentes nas racoes para caes adultos e filhotes, os
elementos quimicos Al, As, Br, Ca, Cl, Co, Cr, Cs, Cu, Fe, I, K, La, Mg, Mn, Na, P, Rb, Sbh,
Sc, Se, Ti, U e Zn foram determinados pela andlise por ativagdo neutrdnica instrumental
(INAA). E a homogeneidade de distribuicdo dos elementos quimicos nas ra¢des foi avaliada
pela analise de amostras grande (LS-NAA). E para o controle da qualidade do procedimento

analitico, foi incluido material de referéncia certificados de figado bovino (SEM 1577c).

Wasim, Arif e Igbal (2014) utilizaram o método de ativacdo neutrdnica instrumental
para verificar a distribuicdo de microelementos em sete regides diferentes em cérebro de
cabra. Um total de 14 elementos foi analisado em todas as partes: Br, Co, Eu, Fe, Hg, K, Na,
Rb, Sh, Sc, Se, Tb e Zn. E ao comparar os resultados analiticos com os dados saudaveis de
cérebro humano, mostrou que oito elementos (Eu, K, Na, Rb, Sb, Sc, Se, Th) foram

encontrados com concentraces elementares relativamente maiores no cérebro humano.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local

O experimento foi desenvolvido nos Laboratérios de Nutricdo Animal (LANA),
Instrumentacdo Nuclear (LIN) e Radioisétopos (LRi) do Centro de Energia Nuclear na
Agricultura (CENA), no campus Luiz de Queiroz, Universidade de Sdo Paulo (USP), situado
na cidade de Piracicaba, S30 Paulo, e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
para Experimentacdo (CEUA-CENA/USP) com Protocolo n° 008/2015.

3.2 Animais e tratamentos experimentais

Foram utilizados 18 cordeiros machos com peso corporal ao nascer de 3,94 + 0,81 kg,
descendentes de ovelhas da raca Santa Inés, mantidas em piquetes com gramineas de Panicum
maximum Jacq. cv. Aruana e Brachiaria debumbens cv. Basilisk, a partir das 8:30 horas.
Diariamente, as 16:00 horas as ovelhas eram recolhidas para o pernoite em baia coletiva.
Neste momento, em cochos individuais e prezas por canzil, elas recebiam suplementa¢do com
dois tipos de concentrados diferentes (Tabela 3.1), um contendo soja em gréo, sendo 0 grupo
controle (CO) e outro com caroco de algodao (CA). Além disso, havia acesso livre ao feno de
Tifton (Cynodon ssp.), dgua e sal mineral. A suplementacdo iniciou-se durante a fase de
adptacdo (15 dias), acasalamento (3 meses), gestacao (5 meses) e lactacdo/desmame (2 meses)

dos cordeiros.

Do nascimento ao desmame, os cordeiros foram mantidos em baias coletivas com
acesso ad libitum a &gua, feno Tifton (Cynodon ssp.), sal mineral, e concentrado (70 % milho

e 30 % farelo de soja) fornecido em creep feeding (Tabela 3.1).

Diariamente, ap6s o fornecimento da suplementacdo dos concentrados, as sobras
foram coletadas e pesadas, a fim de aferir o consumo destes por parte das ovelhas. Durante as
fases do experimento (adaptacdo, acasalamento, gestacéo e lactacdo/desmame) houve ajustes
na dieta a fim de proporcionar as exigéncias nutricionais das ovelhas em proteina e energia
metabolizavel para ganho médio diario animal (GMD) de 150 g, de acordo com o Nacional
Research Council (2007) e limite maximo 7 % de extrato etéreo (EE) permitido na dieta de

ruminantes.
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As amostras dos concentrados e das gramineas (Tabela 3.1) foram submetidas as
andlises de matéria seca (MS), matéria organica (MO), proteina bruta (PB), fibra em
detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA), extrato etéreo (EE) e matéria
mineral (MM), segundo recomendacGes da Association of Official Analytical Chemists
(AOAC, 2010). Para determinar o teor de gossipol no caroco de algoddo foram realizadas
andlises segundo metodologia adaptada de Botsoglou (1991).

Tabela 3.1. Quantidade oferecida e composi¢do bromatoldgica e teor de gossipol livre dos
volumosos e concentrados

Volumoso Concentrado
Parametros

Pasto Feno CO CA Cordeiro
Oferecido (g) Ad libitum Ad libitum 500-600 500-600  Ad libitum
Matéria Seca (g/kg) 924,80 899,78 932,40 939,87 876,95
Matéria organica (g/kg) 899,01 940,55 961,33 964,10 965,62
Proteina bruta (g/kg) 169,63 65,31 249,64 199,51 218,19
Fibra em detergente neutro (g/kg) 671,13 808,63 476,72 586,26 402,01
Fibra em detergente acido (g/kg) 379,61 449,02 128,81 425,64 67,30
Extrato etéreo (g/kg) 16,55 19,77 193,20 209,70 -
Matéria mineral (g/kg) 100,99 59,45 38,68 35,90 34,38
Lignina (g/kg) 68,42 90,07 9386 157,98 67,30
Gossipol Livre (mg/kg) - - - 600,00 -

3.3 Amostragem da dieta dos cordeiros para analises multielementar e bromatoldgica

As amostras do concentrado, feno e leite consumido pelos cordeiros foram submetidas
a analises multielementar por ativagdo neutrénica e bromatoldgica, realizada na Clinica do
Leite, da ESALQ/USP. Para a coleta do leite, do nascimento ao desmame, em intervalos de 15
dias, as ovelhas foram ordenhadas manualmente, e posteriormente realizadas um pool
individual dos intervalos. As amostras foram submetidas a analises de matéria seca (MS),
matéria mineral (MM), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE). Para analise de ativacéo
neutrdnica as amostras foram armazenadas em temperatura de -20 °C, liofilizadas e moidas

com pistilo, para posterior analise multielementar.
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3.4 Avaliacéo do ganho em peso e hormonio dos cordeiros

Do nascimento ao desmame com intervalos de 15 dias os cordeiros foram pesados
para determinar o ganho em peso. Amostras do sangue foram colhidas por meio de puncéo da
veia jugular, utilizando-se tubos com vécuo, sem anticoagulante nos dias 15, 30, 45 e 60 apds
0 nascimento dos animais. Imediatamente ap0s as colheitas, as amostras de sangue foram
centrifugadas (durante 10 min, a 1310 g e 4 °C) para separacdo do soro sanguineo, que foram
armazenadas em temperatura de -20 °C para posterior analise. A quantificacdo dos teores de
testosterona, tiroxina (T4) e triiodotironina (T3) no soro sanguineo dos cordeiros foram
realizadas por radioimunoensaio (RIA), em duplicata por amostra, utilizando-se o contador
automatico Gama (Wizard 2; Perking Elmer, Downs Grove, IL. USA), com Kits comerciais

especificos, segundo as instrucbes do fabricante.

3.5 Amostragem e mensuragdes dos testiculos

Aos 60 dias de idade os cordeiros foram sedados com aplicacdo de cloridrato de
xilazina na dose de 0,1 mg/kg por via intramuscular (Rompum Bayer Saude Animal,
Leverkusen — Alemanha) em seguida foi realizada a aplicacdo de anestesia local infiltrativa
com 2 mL de cloridrato de lidocaina 2 % com epinefrina (Anestésico L, Pearson Salde
Animal - Brasil) distribuidos na regido do corddo espermatico e por¢do ventral do escroto.
Posteriormente foi feita incisdo no escroto e sutura do corddo espermatico
(fio de naylon) para retirada dos dois testiculos. Na sequéncia os testiculos foram pesados,
medidos o volume com auxilio de proveta, o comprimento e largura, com paquimetro.
Logo apods a realizacdo das medidas o testiculo direito foi dividido ao meio por corte
transversal na regido mediana do 6rgdo, sendo que a metade inferior foi reservada para
histologia e a superior para ativacdo neutronica. O testiculo esquerdo inteiro foi destinado

para microfluorescéncia de raios X.

3.6 Morfologia microscopica dos testiculos

A seccdo inferior do testiculo esquerdo foi fixada em formol 10 % tamponado durante
24 horas e, posteriormente, armazenado em etanol 70 %. O tecido foi desidratado em
concentragcdes crescentes de etanol (80%, 90% e 95%, uma vez por trinta minutos e

finalmente 100%, duas vezes por 30 minutos).
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Na etapa seguinte, o testiculo foi pré-infiltrado por quatro horas numa solucdo de
resina diluida em etanol 100% na proporcdo 1:1, por 4 horas. Apds pré-infiltragdo, o tecido
foi submergido em resina pura durante a noite. Em seguida, foi embebido em resina plastica,
refrigerado em geladeira. Os blocos foram seccionados por navalha de agco em micrétomo
Leica RM 2125RT (Leica Microsystems), obtendo-se corte de 3 um de espessura. Foram
obtidos 8 cortes por animal. Os cortes foram entdo estirados na agua e colocados em laminas e
coradas com hematoxilina e eosina. A captura de imagem digital foi realizada com aumento
de lente de 40x no microscopio AxioSkop (Zeiss), juntamente com camera CCD digital
colorida (Sony, modelo I DXC-107%). Um total de cinco imagens foi obtido por animal e em
cada imagem foram analisados cinco tdbulos seminiferos escolhidos aleatoriamente,
totalizando 25 tubulos por animal. O didmetro do tubulo e lumen foram medidos em dois
pontos de cada tdbulo seminifero, utilizando o software BELmicro®. A espessura do epitélio
seminifero foi calculada pela diferenca entre o diametro do limen e do tabulo, segundo Paim
(2012).

3.7 Preparacdo da amostra para Microfluorescéncia de raios X

Para a realizagdo das analises de microfluorescéncia de Raios X, a fim de preservar a
integridade do tecido bioldgico, o testiculo esquerdo foi fixado por criofixacdo (imerso em
isopentano e em seguida congelado em nitrogénio liquido), com o objetivo de evitar a
formacdo de cristais de gelo e mantidos a -80 °C até o momento da sec¢do dos cortes. Foram
selecionados cortes histoldgicos de, aproximadamente, 5 mm de espessura, na regiao de maior
didmetro do 6rgdo, com sec¢do manual com auxilio de [amina de bisturi. Em seguida os cortes
foram transferidos para porta amostra (cubeta) montada com filme para raios X de poli-imida
do tipo Kapton®, e levados para liofilizacdo (Figura 3.1).
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Figura 3.1 — Corte transversal do testiculo acondicionado no porta amostra (cubeta) com
filme para raios X de poli-imida do tipo Kapton®

3.7.1 Andlises Microfluorescéncia de raios X

As medidas de microfluorescéncia de raios X foram realizadas no Laboratorio de
Instrumentagdo Nuclear (LIN) no CENA/USP, no equipamento Orbis PC, com tubo de Radio.
Para a aquisi¢cdo dos espectros, utilizou-se um feixe de radiagdo com faixa de energia
de 30 kW de tensdo, 400 pA de corrente e dimensdo de feixe de 30 um para excitar as
amostras. Para a deteccdo dos raios X fluorescentes emitidos pelas amostras, utilizou-se um
detector de Silicio (SDD). Todas as medidas foram feitas a vacuo, sobre condi¢Bes normais de

temperatura e com geometria de excitagdo padrao.

Nas sec¢Oes dos testiculos, foram realizadas anélises de microfluorescéncia de raios X
em linha comecando da extremidade externa até o interior do tecido (Figura 3.2), a fim de
verificar sua homogeneidade. A determinacdo quantitativa dos elementos efetivou-se por

meio de espectros em 16 pontos em cima da linha.
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Figura 3.2 — Posicionamento da sec¢éo histoldgica do testiculo no equipamento para a analise
de microfluorescéncia de raios X em linha (determinacdo dos elementos em 16 pontos em
cima da linha vermelha)

Para a realizacdo dos mapas de distribuicdo elementar, foi utilizado um feixe de
radiacdo, na horizontal para que as amostras sejam mapeadas, com faixa de energia de 30 kW
de tens&o, 800 YA de corrente e dimenséo de feixe de 1 mm para excitar as amostras. Para a
detec¢do dos raios X fluorescentes emitidos pelas amostras, utilizou-se um detector de Silicio
(SDD). Todas as medidas foram feitas a vacuo, sobre condi¢cdes normais de temperatura e

com geometria de excitacao padréo.

3.8 Ativacéo Neutronica

As analises de Ativacdo Neutrénica foram realizadas no Laboratério de Radiois6topos
no CENA/USP. Os testiculos foram congelados em nitrogénio liquido e refrigerados em
temperatura de -80 °C. Posteriormente, as amostras dos testiculos e leite foram liofilizadas,
moidas manualmente em pistilo, acondicionadas (aproximadamente 150 mg) em céapsulas de
polietileno do tipo T com 9 mm de altura, de alta pureza fabricadas pela Vrije Universiteit,
Amsterdd, Holanda, especialmente fabricadas para irradiacdo com néutrons e lacradas com

bastdo de quartzo sob aquecimento.

Fragmentos de, aproximadamente, 9 mg de fio de liga Ni-Cr, foram preparadas e
colocados na parte inferior e superior de cada capsula, no coelho, para monitorar o fluxo de
néutrons. Além dos monitores de fluxo, foram colocadas em cada lote, 3 materiais de

referéncias certificados (MRCs) para o controle da qualidade do procedimento analitico,
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e um branco analitico (capsula vazia) para detectar elementos quimicos interferentes presentes
na sua composicdo, ou seja, sendo necessaria a correcdo dos seus valores nas amostras
(ELIAS, 2008; SANTOS, 2009).

O “coelho” contendo as amostras, materiais de referéncia certificados, branco analitico

e monitores de fluxo de néutrons, esta ilustrado na Figura (3.3).

Figura 3.3 - Distribui¢do das amostras, materiais de referéncia certificados, branco analitico e
monitores de fluxo de néutrons nos recipientes de irradiacéo (“coelho™) no lote a ser irradiado
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Para determinacdo de elementos que geram radionuclideos de meias-vidas longas
(maior que 12 h) os testiculos foram transportados para o instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares, da Comissdo Nacional de Energia Nuclear (IPEN/CNEN) irradiados com fluxo de

néutrons térmicos, por periodo de 4 h no reator nuclear de pesquisa IEA-R1.

Para a deteccdo, no laboratério de Radioisotopos (LRi) CENA/USP, a fim de
minimizar a exposi¢do do usuario as radiages emitidas pelo material radioativo, todas as
amostras foram desembaladas e preparadas para a detec¢do da radioatividade induzida dentro

da Glove Box.
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A medicdo da atividade induzida por espectrometria gama de alta resolucdo foi
realizada por meio de detectores de germanio hiperpuro do tipo coxial. A deteccdo da
radioatividade das amostras e materiais de referéncia sucedeu em quatro dias distintos:
4,7, 15 e 30 dias de decaimento, com tempo de contagem de 15 minutos, 30 minutos, 1 hora e
2 horas, respectivamente. Os monitores de fluxo foram mensurados em dois dias,

aproximadamente, 60 e 62 dias apos as irradiacdes.

Foram calculadas as concentracdes dos elementos pelo método de padronizacéo ko
(BACCHI; FERNANDES; DE OLIVEIRA, 2000) através do pacote computacional Quantu
(BACCHI; FERNANDES, 2003). Esse método utiliza apenas um elemento quimico como
comparador. Com esse procedimento, foram determinados os elementos: Br, Ca, Cs, Co, Fe,

K, Rb, Na e Zn para o testiculo; e os elementos: Br, Cs, Co, Fe, K, Rb, Na, e Zn para o leite.

3.9 Analise Estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com dois tratamentos (com e
sem caroco de algodao) e 9 repeticbes (cordeiros) por tratamento. A analise estatistica dos
dados obtidos foi realizada por meio do programa SAS®9.2. (SAS Institute Inc., Cary NC,
EUA). Sendo que para as variaveis (peso corporal, testosterona, T3 e T4), que foram
avaliadas por vérias vezes no tempo foi utilizado o procedimento de medidas repetidas no
tempo por meio do proc mixed. Para avaliar os elementos quimicos obtidos por meio da
metodologia da ativagdo neutrbnica e as médias dos resultados da microfluorescéncia de raios
X foi utilizado a procedimento proc anova. Em todos os procedimentos adotou-se o nivel de

significancia de 5 %.
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Os teores dos elementos quimicos (Br, Ca, Cs, Co, Fe, K, Rb, Na e Zn) determinados

por ativacdo neutrénica encontrados no leite, concentrado e feno disponiveis para o0s cordeiros

estdo apresentados nas Tabelas 4.1 e 4.2, respectivamente. Os teores de Ca e K foram

superiores no leite das ovelhas CO em relagcdo ao CA (P < 0,05), para os demais elementos

quimicos ndo foram observadas diferencas entre tratamentos (P > 0,05). Na composicado

bromatoldgica (Tabela 4.1) o teor de MS foi superior no leite das ovelhas CO (P < 0,05).

Tabela 4.1 — Médias dos elementos quimicos (mg/kg de matéria seca) em analise de ativacdo
neutrénica e composicdo bromatoldgica do leite de ovelhas alimentadas com caroco de

algodéo (gossipol) e controle

. Tratamentos
Leite Controle  Algodéao Valor de P
Bromo 14,60 13,38 0,6301
Calcio 11213,80°  9748,90° 0,0110
Césio 0,12 0,12 0,7800
Cobalto 0,04 0,04 0,4960
Ferro 4,15 4,29 0,7564
Potéassio 9132,20° 7892,50" 0,0440
Rubidio 39,42 38,92 0,9152
Sédio 2233,00 2121,50 0,7581
Zinco 35,20 36,69 0,4912
Matéria seca (g/kg) 155,32° 143,91° 0,0398
Proteina bruta (g/100 mL) 4,50 4,21 0,7468
Extrato etéreo (g/100 mL) 5,75 5,30 0,0600
Matéria mineral (g/kg) 56,24 56,25 0,9960

b etras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (P < 0,05).

Tabela 4.2 — Médias dos elementos quimicos (mg/kg) determinados por ativacdo neutrénica
no concentrado e feno consumidos pelos cordeiros

Elementos Concentrado Feno
Bromo 1,28 15,14
Césio 0,06 0,10
Cobalto 0,06 0,20
Ferro 65,7 124
Potassio 9680 12700
Rubidio 10,5 28
Sodio 2,8 50,96
Zinco 28,58 31,14
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A evolucédo dos pesos dos cordeiros durante o nascimento até o desmame, aos 60 dias,
esta representada na Figura 4.1. Os cordeiros CO demostraram peso superior a partir dos

45 dias até o final do experimento em comparacdo com os CA (P < 0,05).

Figura 4.1 — Peso corporal dos cordeiros cujas maes foram alimentadas com caroco de
algodao e controle durante o periodo experimental
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As médias do ganho em peso diario (GMD) foram de 189 e 123 g/animal/dia para o
CO e CA, respectivamente. Verificou-se que o GMD foi superior nos cordeiros do CO em
relacdo aos CA (P < 0,05).
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As médias das avaliagOes realizadas nos testiculos, apos castracdo, estdo descritas na
Tabela 4.3. Verificou-se que o peso, volume, comprimento e largura foram maiores nos

cordeiros CO em relacéo aos CA (P < 0,05).

Tabela 4.3 — Médias da morfometria testicular de cordeiro oriundo de ovelhas alimentadas
com carogo de algodao (gossipol) e controle

) o Tratamentos
Medicdes (direito e esquerdo) _ EPM Valor de P
Controle  Algodao
Peso (Q) 7,57 3,54 1,93 0,0002
Volume (mL) 4,50 2,83° 1,36 0,0186
Comprimento (mm) 26,772 20,86° 3,29 0,0009
Largura (mm) 18,66° 14,36° 2,48 0,0012

a0 _"Médias. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (P < 0,05).
EPM — Erro padrdo da média

As médias das medidas histologicas dos diametros do tubulo e lmen, e espessura do
epitélio estdo representadas na Tabela 4.4. Verificou-se que os diametros do tabulo e lGmen
foram maiores nos cordeiros CO em relacdo aos CA (P < 0,05), ndo havendo diferenca para a

espessura do epitélio entre os tratamentos (P > 0,05).

Tabela 4.4 — Diametro do tGbulo e limen e espessura do epitélio seminifero (um) em
testiculos de cordeiros oriundos de ovelhas alimentadas com caroco de algoddo (gossipol) e
controle

Tratamentos

Variaveis Controle Algodao Valor de P
Tabulo 39,18%+ 11,57 34,05°+ 14,23 0,0001
LGmen 25,87°+ 8,24 20,76°+ 9,79 0,0001
Epitélio 13,3+4,85 13,28 £ 4,90 0,9479

2" _Médias + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (P < 0,05).

Os teores de testosterona no soro dos cordeiros estdo apresentados na Figura 4.3.
Né&o houve diferenca entre tratamentos (P > 0,05), durante o periodo experimental, mas houve
aumento da testosterona aos 60 dias, em todos os cordeiros em relacdo aos dias 15 e 30
(P <0,05).
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Figura 4.2 — Teores de testosterona no soro de cordeiros nos dias 15, 30 e 60, ap6s o
nascimento, oriundos de ovelhas alimentadas com caroco de algod&o (gossipol) e controle.
AB _ Letras diferentes representam diferencas no tempo para os dois tratamentos
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Os teores dos hormonios tiroxina (T4) e triiodotironina (T3) no soro de cordeiros dos
tratamentos controle e algoddo estdo apresentados na Figura 4.4. Houve diferenca (P < 0,05)

apenas no tempo, com diminuicdo dos teores aos 60 dias em relacdo aos 15 e 30 dias.
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Figura 4.3 — Concentra¢c6es dos hormonios tiroxina (T4) (a) e triiodotironina (T3) (b) no soro
de cordeiros nos dias 15, 30 e 60 oriundos de ovelhas alimentadas com caro¢o de algod&o
(gossipol) e controle. B — Letras diferentes representam diferencas no tempo para os dois
tratamentos
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As Figuras 4.5 e 4.6 ilustram os espectros médios dos mapeamentos em analise de
microfluorescéncia de raios X de duas amostras de testiculos; a primeira do cordeiro CO
(animal 1537) e a segunda do cordeiro CA (animal 1501). Foi possivel detectar segundo as

condicdes experimentais, os elementos: K, P, S, Fe, Ca e Zn.

Figura 4.4 — Espectro médio do mapeamento por analise de microfluorescéncia de raios X do
testiculo de cordeiro do CO (1537)
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Figura 4.5 — Espectro médio do mapeamento por analise de microfluorescéncia de raios X do
testiculo de cordeiro do CA (1501)
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As médias das contagens dos elementos quimicos (P, S, K, Ca, Fe e Zn) analisados
por microfluorescéncia de raios X nos testiculos estdo apresentadas na Tabela 4.5, sendo que

ndo houve diferencas entre os tratamentos (P > 0,05).

Tabela 4.5 — Médias das contagens em segundos (cps) dos elementos quimicos detectados
por microfluorescéncia de raios X em testiculos de cordeiros oriundos de ovelhas alimentadas
com carogo de algodao (gossipol) e controle

Tratamentos
Elementos Controle Algodao Valor de P
Potassio 655,25 603,65 0,2319
Faésforo 64,36 65,33 0,8622
Enxofre 55,83 51,61 0,1852
Ferro 25,18 26,56 0,9062
Calcio 15,09 13,91 0,4318
Zinco 14,00 11,64 0,3018

A Figura 4.7 apresenta os testiculos selecionados para 0 mapeamento e 0S mapas
bidimensionais da concentracdo elementar dos elementos K, P, S, Fe, Ca e Zn em testiculo do

cordeiro CO (1537) e CA (1501), esquerda e direita, respectivamente.
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Figura 4.6 — Fotos dos testiculos dos cordeiros 1537 (controle) e 1501 (caroco de algoddo) com

mapeamentos bidimensionais das concentra¢fes dos elementos: K, P, S, Fe, Cae Zn

Intensidade Intensidade
138.0 133.0
120.9 116.6
103.8 100.3
86.63 83.88
69.50 67.50
52.38 51.13
35.25 34.75
o 18.13 18.38
Potassio 1000 2000
Potassio
Intensidade Intensidade
18.00 15.00
15.88 13.25
13.75 11.50
11.63 9.750
v 9.500 8.000
7.375 6.250
5.250 4.500
B 3.125 2.750
Fésforo 1.000 1.000
Intensidade Intensidade

12.00 13.00

10.63 11.63
9.250 10.25
7.875 8.875
6.500 7.500
5.125 6.125

3.750 4.750

2.375 3.375

Enxofre

1.000 2.000

Enxofre
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Intensidade Intensidade
26.00 - 18.00
22.88 15.88
19.75 13.75
16.63 11.63
13.50 9.500
10.38 7.375
7.250 5.250
4.125 3.125
Ferro 1.000 1.000
Ferro

Intensidade Intensidade

11.00 11.00
9.750 9.875
8.500 8.750
7.250 7.625
6.000 6.500
4.750 5.375
3.500 4.250
2.250 3.125

1.000 2.000

Intensidade Intensidade

22.00 - 21.00
19.38 18.63
16.75 16.25
14.13 13.88
11.50 11.50
8.875 9.125
6.250 6.750
3.625 4.375
1.000 2.000

Zinco

As médias das concentragdes de Br, Cs, Co, Fe, K, Rb, Se, Na e Zn em mg/kg nos
testiculos de cordeiros, analisados por ativagdo neutronica estdo apresentados na Tabela 4.6.
O teor de Zn foi superior nos cordeiros CA em relagdo aos CO (P < 0,05) e os teores de Rb,
Se e Cs, ao contrario foram maiores nos cordeiros CO (P < 0,05). Para os demais elementos

quimicos (K, Na, Fe Br e Fe) ndo houve diferenca entre tratamentos (P > 0,05).
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Tabela 4.6 — Médias dos teores dos elementos quimicos (mg/kg) determinados por ativacédo
neutrénica nos testiculos de cordeiros oriundos de ovelhas alimentadas com carogo de
algoddo (gossipol) e controle

Tratamentos
Elementos Controle Algodo REF Valor de P
Bromo 19,60 21,17 - 0,3388
Césio 0,17 0,11° 0,10 0,0164
Cobalto 0,11 0,13 0,08 0,3152
Ferro 166,00 205,11 200,00 0,4228
Potassio 18144,40  16744,40 - 0,1487
Rubidio 79,22° 56,71° 53,00 0,0059
Selénio 1,85 1,65 6,80 0,0222
Sodio 9776,80 10173,40 - 0,4301
Zinco 83,75" 89,72 180,00 0,0183

b _ | etras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (P < 0,05).
REF. = Valores de referéncia em testiculo de ratos em analise por INAA segundo Maziére et
al. (1977)
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5 DISCUSSAO

Poucas informacgdes estdo disponiveis na literatura da utilizacdo de algoddo na
nutricdo materna de ruminantes, podendo interferir na satde da sua prole. O teor de gossipol
consumido diariamente pelas ovelhas foi de 300 a 360 ppm/animal/dia (Tabela 3.1), ou seja,
dentro do valor recomendado na literatura de 900 ppm/animal/dia para ruminantes (ROGERS;
POORE; PASCHAL, 2002). Além disso, ndo houve comprometimento da salde das ovelhas
do presente experimento, conforme resultados apresentados por Jimenez et al. (2017)
confirmando que nao houve efeito toxico do teor de gossipol presente na dieta, 0 que pode ser
extrapolado para os cordeiros, pois a Unica fonte possivel de gossipol na dieta dos cordeiros
seria através do leite materno. No entanto, cabe ressaltar que ruminantes jovens devido
auséncia do rumen desenvolvido e funcional, com a presenca de micro-organismos que
podem inativar o gossipol, sdo mais sensiveis ao teor de gossipol na dieta (GOMES et al.,
2014). As principais manifestagdes clinicas da intoxicacdo por gossipol observados em
ruminantes sao: diminui¢cdo do consumo de alimento, redugdo do ganho em peso, respiracéo
ofegante, aumento da taxa de batimentos cardiacos, falhas na concepcéo, e alguns casos mais
extremo, morte subita (ROGERS; POORE; PASCHAL, 2002). As mées, e 0s cordeiros do
nascimento até o desmame, foram acompanhados diariamente e ndo foram observadas

alteraces clinicas que demonstrassem patologia associada a quadro de intoxicacao.

Observou-se variagdo na qualidade do leite (Tabela 4.1) das ovelhas CO com maior
teor de MS, Ca e K em relacdo ao leite das ovelhas CA, o que pode ter contribuido pelo maior
ganho em peso dos cordeiros CO, a partir de 45 dias (Figura 4.1), quando comparado com 0s
CA. Estas alteragdes no leite sugerem estar associada a qualidade nutricional intrinseca dos
dois grdos utilizados. O de soja com menores teores de FDN e FDA, indicam melhor
degradabilidade ruminal da fracdo fibrosa levando a producdo lactea de melhor qualidade. Por
outro lado, a reducdo da MS, Ca e K no leite das ovelhas CA, pode estar associada ao fato do
gossipol ter alta afinidade com minerais, tornando estes minerais menos disponiveis,
reduzindo sua presenca no leite, acdo indireta do gossipol. A formacdo do complexo gossipol-
ferro € bem conhecida, tanto que uma das maneiras de neutralizar o gossipol livre no caroco
de algodao é a utilizagdo do Fe (GADELHA et al., 2011; GOMES et al., 2014), mas os teores
deste mineral no leite das ovelhas em ambos os tratamentos foram semelhantes (P > 0,05),
sugerindo que o gossipol presente na dieta ndo interferiu na disponibilidade de Fe para sintese

lactea.
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Desta maneira os teores superiores de MS, Ca e K no leite das ovelhas CO pode ter
sido determinante para melhor desenvolvimento dos seus cordeiros em detrimento dos
cordeiros CA, conforme observado na Figura 4.1, sinalizando que maiores estudos devem ser
realizados a fim de melhor avaliar o efeito do gossipol sobre os elementos Ca e K. O Ca além
de participar da formagdo e constituicdo do tecido 6sseo, promove a coagula¢do sanguinea,
ativando a proteina fibrina, e juntamente com o K atuam como constituintes dos liquidos
corporais como eletrdlitos (liquido que irriga o coracdo) (TIZIOTO et al., 2014; WILL et al.,
2010) auxiliando na regulacdo do batimento cardiaco, contragdo muscular e conducdo do
impulso elétrico na célula nervosa (KOOHMARAIE, 1996). O K é considerado um cétion
intracelular, desempenhando importantes funcbes na geracdo de membranas celulares,
osmolaridade intracelular e sintese de proteina (GEESINK; KOOHMARAIE, 1999).

Houve diferenca nas avaliacGes dos testiculos realizadas ap0s a castracdo, sendo que
os cordeiros CO apresentaram, tanto nas avaliagdes macroscépicas, como peso, volume,
comprimento e largura dos testiculos (Tabela 4.3); quanto na histologia nos diametros do
tibulo e lumen (Tabela 4.4) valores superiores aos cordeiros do CA. Verifica-se assim que 0s
teores superiores de MS, Ca e K no leite das ovelhas CO pode ter sido determinante para
melhor desenvolvimento dos testiculos dos cordeiros CO em relacdo aos cordeiros CA
conforme observado na Tabela 4.1.

Os teores de testosterona dos animais ndo foram afetados pela dieta materna
(P > 0,05). No entanto, numericamente os cordeiros do CO apresentaram valores maiores
durante todo o periodo experimental, o que pode estar relacionado com as medidas superiores
do testiculo e peso corporal (Figura 4.3). Esta situacdo deve estar vinculada a qualidade
superior de MS, Ca e K do leite de suas mées e a que tudo indica ndo acao direta de toxidade
do gossipol, mas sim sua afinidade de se ligar a outros nutrientes. Além disso, destaca-se
que o tecido funcional avaliado pela espessura do epitélio do tdbulo seminifero ndo foi
influenciado pelos tratamentos, indicando sua higidez, nas duas situacbes e que a
producdo maior de testosterona pode estar associada ao didmetro do tabulo superior nos

cordeiros CO, com maior quantidade de tecido funcional.

Avaliando a acgdo direta do gossipol no desenvolvimento da puberdade em ovinos
Santa Inés, recentemente, Paim et al. (2016) estudaram o caroco, a torta e o farelo de algodao
na dieta destes animais e observaram que, cordeiros alimentados com coprodutos da indudstria

de algodéo, especialmente a torta, apresentaram menores teores de testosterona em relagéo ao



55

grupo controle e, consequentemente no final do experimento, maiores defeitos totais dos
espermatozoides, menor turbilhdo e menores medidas do epitélio seminifero em comparacéo
aos animais controle. Varios estudos mostraram que o gossipol reduziu a fertilidade sem
alterar o teor de testosterona, tornando o efeito do gossipol no sistema enddcrino controverso
(SHANDILYA et al., 1982; SOUFIR et al., 1989; WANG et al., 1984). Segundo Gizejewski
et al. (2008) o gossipol pode ter efeito inibitdrio sobre a producgdo de testosterona pela célula
de Leydig, através de méa formacdo celular. As células de Leydig sdo células secretoras de
horménios (testosterona, androstediona e dehidroepiandrosterona), localizadas entre 0s
tibulos seminiferos, formam-se durante a gestacdo, mas ficam inativadas até a puberdade e
sua funcéo é excretar hormonios andrégenos (HAFEZ; HAFEZ, 2016).

No presente experimento, ndo foi verificado que a dieta materna com gossipol
interferiu nos teores de T3 e T4 dos cordeiros (Figura 4.4), como foi evidenciado em estudo
utilizando a alimentagéo direta de gossipol em ratos (TANG; WONG, 1984). O gossipol na
alimentacdo é considerado composto que pode afetar a tireoide, pois em ratos houve reducéo
nos teores sanguineos séricos de T4 e T3, tanto em machos (RIKIHISA; LIN, 1989) como em
fémeas (LIN; CHITCHAROENTHUM; RIKIHISA, 1990). Em coelhos, foi observado
diminuicdo dos niveis sanguineos de T4 e T3, mas essa reducdo foi revertida quando foi
suprimido o gossipol da dieta (TAHA et al., 2006). Por outro lado, em estudo utilizando
cordeiros machos de 1,5 a 2 anos, observou-se que o0 gossipol na dieta resultou em aumento
do teor sérico de T3 e diminuicédo do teor de testosterona (EL-MOKADEM et al., 2012).

As concentracdes superiores de T3 e T4 aos 15 dias observadas no presente estudo
estdo relacionadas com o nascimento, que é considerado momento critico em que 0s animais
estdo sujeitos as alteragOes de temperatura, necessitando utilizar a termogénese para evitar a
hipotermia progressiva e mortalidade, bem como garantir o crescimento. Com o passar do

tempo os teores de T3 e T4, caem ap6s o desafio inicial do parto (WU et al.,, 1991).
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Além disso, no colostro e no leite da ovelha nos primeiros dias de lactagdo ha elevada
concentragdo de T3 e principalmente de T4, pois no colostro ocorre grande quantidade de
globulinas transportadoras dos hormonios tireoidianos, que diminuem com a secrec¢do lactea,
pela desiodacdo de T3 e T4 na glandula mamaria, até produtos inativos (AKASHA,
ANDERSON, 1984). Em estudo realizado por Wells, Hallford e Hernandez (2003) utilizando
cordeiros com aproximadamente 180 dias, para examinar o efeito da tireoide antes, durante e
apos a puberdade, inicialmente foram, observaram valores de T3 de 4,93 nmol/L e T4 de

79,80 nmol/L, estando proximos aos valores aqui encontrados (Figura 4.4).

Na andlise de microfluorescéncia de raios X, foi possivel determinar K, P, S, Fe, Ca e
Zn nos testiculos (Tabela 4.5) e ndo houve diferencas nestes elementos quimicos entre o0s
tratamentos. Pela ativacdo neutrénica foram avaliados K, Na, Fe, Zn, Rb, Br, Se Cs e Co
(Tabela 4.6), sendo que os teores de Rb, Se e Cs foram superiores nos cordeiros CO e Zn nos
cordeiros CA (P < 0,05). Os teores maiores de Ca e K no leite das ovelhas dos cordeiros CO
ndo interferiram na incorporagdo destes minerais em seus testiculos. Para os demais elementos
quimicos avaliados ndo houve diferencas entre o leite das ovelhas CO e CA (P > 0,05),
indicando que os valores superiores de Rb e Cs nos CO, podem ter origem no concentrado e
feno consumido, com bioacumulacdo acentuada para 0 Rb e menos para o Cs, pois nos
alimentos o teor de Rb variou de 10,5 a 39,4 mg/kg e nos testiculos foram de 79,2 (CO) e
56,7 (CA) mg/kg (P < 0,05). Os teores de Cs nos alimentos foram de 0,06 a 0,12 mg/kg e nos
testiculos 0,17 e 0,11 mg/kg para os CO e CA respectivamente. O Rb e Cs sdo considerados
elementos sem funcéo bioldgica (MAZIERE et al., 1977), mas pelo experimento evidenciou-
se que, principalmente, para 0 Rb, houve deposicdo deste mineral no tecido testicular que

merece ser melhor avaliada em trabalhos futuros.

O Zn é um elemento necessario para o crescimento e essencial para a vida de qualquer
ser-vivo. Nos tecidos dos animais, especial em ruminantes, o Zn é o microelemento mais
abundante e por isso participa em todas as fases do ciclo celular, mantém a estrutura de
proteinas, regula a expressdao génica e € o componente essencial de, aproximadamente,
300 enzimas que participam em diversas vias metabdlicas (INSTITUTE OF MEDICINE,
2001).

Houve também concentracdo de Zn nos testiculos, os teores nos alimentos foram de
28,5 a 36,7 mg/kg e nos testiculos dos cordeiros CO 83,7 mg/kg e nos CA 89,7 mg/kg

(P < 0,05). Embora nédo tenho havido diferenca no teor de Zn entre o leite das ovelhas dos
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tratamentos (P > 0,05), a diferenca a mais de 1,49 mg/kg no leite das ovelhas CA pode ter
contribuido para maior concentracdo de Zn no testiculo do CA (Tabela 4.6). Tal situacdo
chama atencdo, pois 0 Zn é essencial para o desenvolvimento dos testiculos e sistema
reprodutivo dos machos, que estd vinculado particularmente a secrecdo de testosterona. Na
deficiéncia deste mineral pode haver comprometimento dos mecanismos das células de
leydig, que controla o armazenamento e a liberagéo de testosterona. Entéo a deficiéncia de Zn
estd diretamente correlacionada a redugdo na secrecdo de testosterona apresentando testiculos
menores com menos concentracio de testosterona (BECHET, 1986). No entanto, no

tratamento CA no qual poderia haver comprometimento reprodutivo o teor de Zn foi superior.

O Se € um elemento traco essencial para muitos processos fisioldgicos, especialmente
para as fungdes dos sistemas reprodutivo, imunoldgico e metabolismo dos hormonios
tireoidianos (T3 e T4) (IRVINE, 1996). O teor deste mineral nos alimentos fornecidos para 0s
cordeiros ficou abaixo do limite de detecgdo, mas houve sua concentracdo nos testiculos
enfatizando sua atividade bioldgica neste tecido. Como nos alimentos seu teor ndo foi
detectado fica dificil compreender, o que pode ter ocorrido para maior concentracdo no CO.
No entanto, se sabe que as células testiculares, principalmente apds a maturacdo sexual com
atividade intensa na producdo dos espermatozoides sdo bastante sensiveis ao processo de
oxidacdo, que ocasiona degeneracdo causada por espécies reativas de oxigénio (ROS), que
interferem na atividade bioldgica dos lipideos e das proteinas essenciais para o metabolismo
celular. O Se age em conjunto com a vitamina E, que atua como antioxidante lipossoluvel na
membrana celular e o Se compde a enzima glutationa peroxidase que neutraliza os ROS
(XAVIER et al., 2008). O aumento da formacdo do ROS pode diminuir a fertilidade, ja que os
ROS reagem com as membranas dos espermatozoides e assim diminuem sua motilidade
(IRVINE, 1996).
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6 CONCLUSAO

Houve efeito materno-descendentes superior das ovelhas controle em relacdo as do
caroco de algoddao em decorréncia das caracteristicas nutricionais qualitativas superiores de
MS, Ca e K do seu leite, que foram determinantes para melhor desenvolvimento corporal e
dos testiculos dos seus cordeiros em comparacdo aos do caroco de algoddo. Tais efeitos
podem estar associados a caracteristica do gossipol em formar complexos com minerais na
dieta de suas maes. Houve maior bioacumulacdo de Se, Rb e Cs nos testiculos dos cordeiros
controles e maior de Zn nos cordeiros caro¢o de algoddo na andlise de ativacdo neutrénica.
Pela microfluorescéncia de raios X nédo foram verificadas diferencas nas concentracdes de K,
P, S, Fe, Ca e Zn e no mapeamento destes elementos, bem como alteracdes nos metabolismos

da tireoide e testosterona dos cordeiros em ambos os tratamentos.
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