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Resumo

Obijetivou-se avaliar os efeitos da inclusdo de glicerina bruta sobre a morfologia testicular de touros Nelore.
Para isso, foram utilizados 35 bovinos com peso corporal inicial de 428,0 £ 32,11 kg e aproximadamente 22
meses, distribuidos em delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e sete repeticdes,
suplementados durante 88 dias, com 14 dias de adaptacdo. Os tratamentos consistiram na inclusao de glicerina
de baixa pureza nos niveis de 0, 3, 6, 9 e 12% da matéria seca total dos suplementos. Foi realizado uma coleta
de sémen no 88° dia experimental, posteriormente os animais foram pesados, abatidos e tiveram os testiculos
coletados, pesados e amostrados. A inclusdo da glicerina bruta influenciou a motilidade e o vigor espermético
(P<0,05). O peso corporal ao abate e perimetro escrotal ndo foram influenciados (P>0,05) pelos niveis de
glicerina. Observou-se comportamento quadratico (P<0,05) para o indice Leydigossomatico, com ponto de
minima de 6,66% e para a proporcao volumétrica das células de Leydig (CL), com ponto de minima de 5,41%.
N&o foram observadas alteracGes histopatolégicas testiculares nos bovinos. A glicerina de baixa pureza
promove modificacGes na motilidade e vigor espermatico, no indice leydigossomatico e no volume das células
de Leydig. Portanto, ndo se recomenda a adicdo de glicerina bruta no suplemento de touros em atividade
reprodutiva.

Palavras-chave: biodiesel; circunferéncia escrotal; fertilidade de ruminantes; glicerol.

Abstract

This study aimed to evaluate the effects of the inclusion of crude glycerin on the testicular morphology of
Nellore bulls. For this, 35 bovines with initial body weight of 428.0 + 32.11 kg and approximately 22 months
of age were used, distributed in a completely randomized design, with five treatments and seven repetitions,
supplemented during 88 days, with 14 days of adaptation. The treatments consisted of the inclusion of low
purity glycerin at levels 0, 3, 6, 9, and 12% of the total dry matter of the supplements. Semen collection was
performed on the 88" experimental day, after which the animals were weighed, slaughtered, and had their
testicles collected, weighed, and sampled. The inclusion of crude glycerin influenced motility and sperm vigor
(P<0.05). Slaughter body weight and scrotal circumference were not influenced (P>0.05) by glycerin levels.
Quadratic behavior (P<0.05) was observed for the leydigosomatic index, with a minimum point of 6.66% and
for the volumetric proportion of Leydig cells (LC), with a minimum point of 5.41%. No testicular
histopathological changes were observed in the cattle. Low purity glycerin promotes changes in sperm motility
and vigor, leydigosomatic index and Leydig cell volume. Therefore, the addition of crude glycerin is not
recommended to supplement bulls in reproductive activity.
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Introducéo

A glicerina bruta € um coproduto da
inddstria  do biodiesel, resultado  da
transesterificacdo  de  gorduras  utilizando
catalizadores quimicos. Tem aspecto fisico de um
liquido viscoso e apresenta na sua composicdo
quimica principalmente glicerol e &cidos graxos,
além de quantidades variaveis de NaCl e metanol
(Beatriz et al., 2013; Oliveira et al., 2013).

Devido a riqueza em glicerol e gordura, a
glicerina bruta vem sendo utilizada na alimentacéo
animal como fonte de energia, substituindo o grdo
de milho nas races (Silva et al., 2014; Lage et al.,
2017). No metabolismo animal, o glicerol é
convertido em glicose no figado, via
gliconeogénese, elevando o aporte energético para
o animal (Ladeira et al., 2016). Em vacas, a oferta
de glicerol incrementou a producdo de insulina e,
consequentemente, as taxas de concepc¢do (Leodn et
al., 2010). Em machos mamiferos, no entanto, o
proprio glicerol presente na glicerina bruta vem
sendo descritos na literatura como inibidor da
espermatogénese (Lopes e Silva, 2014).

O uso de glicerina bruta até 24% da matéria
seca da dieta parece ndo provocar lesdes
histopatoldgicas no sistema nervoso central,
rumen, figado, rins e intestinos de novilhos (Leé&o
et al., 2012). Em relacdo ao sistema reprodutivo, a
inclusédo de até 7,5 % de glicerina bruta na dieta de
machos ovinos parece segura, por ndo provocar
lesGes histopatologicas nos testiculos de ovinos
(Santos et al., 2016). No entanto, estudos avaliando
a morfologia e patologia testicular de bovinos

alimentados com niveis mais elevados de glicerina
bruta s@o escassos na literatura.

Desta forma, objetivou-se avaliar o efeito da
inclusdo de glicerina bruta sobre a morfologia
testicular de touros Nelore terminados em
pastagem.

Materiais e Métodos

O estudo foi realizado no Setor de Bovino
de Corte da Universidade Federal do Recbncavo
da Bahia (UFRB), Campus de Cruz das Almas —
BA, em uma area de 35 hectares (ha) formada de
Urochloa decumbens, dividida em cinco piquetes
com aproximadamente sete ha cada, com acesso ao
cocho para suplementacao.

Utilizou-se 35 bovinos touros Nelore, com
peso corporal inicial médio de 428,0 + 32,11kg e
aproximadamente 22 meses de idade, distribuidos
em um delineamento inteiramente casualizado,
com cinco tratamentos e sete repeti¢cGes cada. O
periodo experimental foi 88 dias, sendo os
primeiros 14 dias destinados a adaptacdo dos
animais ao manejo e as dietas experimentais.

Os animais foram suplementados na
propor¢do de 1,0% do peso corporal. Os
suplementos continham 0, 3, 6, 9 e 12% de
inclusdo de glicerina de baixa pureza na matéria
seca total, sendo formuladas segundo o NRC
(2000) (Tabela 1), para atender as exigéncias de
mantenca e ganho médio diario (GMD) de 1,2 kg
e fornecidos diariamente as 11 horas.

Tabela 1. Composicéao percentual dos suplementos com base na matéria seca e composi¢ao quimica dos suplementos e pasto

ofertados.
Niveis de inclusdo de glicerina (%MS)

Urochloa 3 6 9 12

decumbens
Ingredientes (%)
Milho Grao Moido 79,35 70,91 62,30 53,53 44,58
Farelo de Soja 17,30 18,95 20,64 22,35 24,10
Glicerina - 6,76 13,65 20,68 27,85
Ureia 1,85 1,87 1,88 1,90 1,92
Mistura Mineral* 0,99 1,00 1,00 1,02 1,02
Calcario 0,51 0,51 0,52 0,52 0,53
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Componentes (%)
Matéria seca 31,60 85,81 87,52 86,00 84,49 85,36
Matéria mineral 8,30 3,06 3,30 3,53 3,49 3,81
Matéria organica 91,70 96,94 96,70 96,47 96,51 96,19
Proteina bruta 13,10 24,39 24,69 24,29 22,33 23,54
Extrato etéreo 2,98 3,13 5,39 6,23 6,62 8,56
Fibra em detergente neutro 69,61 25,49 25,01 25,25 18,98 18,51
Carboidratos totais 75,55 69,42 66,62 65,95 67,56 64,09
Carboidratos nao fibrosos 5,94 43,93 41,61 40,70 48,58 45,58
Nutrientes digestiveis totais 56,87 89,00 85,84 84,87 92,13 92,66

L Composicdo em 100g: Cloreto de sédio (NaCl) - 47,15g; Fosfato bicélcico - 50g; Sulfato de zinco - 1,5g; Sulfato de cobre- 0,75g; Sulfato de cobalto -

0,059; lodato de potassio -0,05g; Sulfato de magnésio- 0,5g.
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Para evitar possiveis efeitos dos piquetes,
especialmente quanto a disponibilidade e qualidade
da forragem e a eliminagdo de possiveis efeitos de
ambiente sobre os tratamentos, o0s animais
juntamente com os tratamentos foram rotacionados
entre 0s piquetes a cada sete dias.

As amostras da forragem e dos suplementos
foram analisadas para a determinagdo dos teores de
matéria seca (MS), proteina bruta (PB) e extrato
etéreo (EE) segundo Silva e Queiroz (2002); fibra
em detergente neutro (FDN) e matéria mineral ou
cinzas, segundo Van Soest et al. (1991). O teor de
matéria organica (MO) foi estimado a partir da
subtracdo do teor de cinzas do valor de MS.

A composicao fisico-quimica da glicerina
foi realizada pelo método de Karl Fischer no
Instituto de Tecnologia do Parand — TECPAR,
Curitiba - PR. Os resultados em porcentagem na
matéria natural foram: 43,9% de glicerol, 6,0 % de
metanol, 33,6 % de acidos graxos totais, 9,0% de
agua e 7,3 % de matéria mineral.

Ao 88° dia experimental, os animais foram
contidos no centro de manejo e foram retiradas
amostras de sangue, sémen e medicdo da
circunferéncia escrotal. As amostras de sangue
(5mL) foram obtidas por venopuncdo jugular,
utilizando tubos a wvacuo contendo como
anticoagulante EDTA. Apds a coleta, em
temperatura ambiente, o sangue foi centrifugado a
3.000 rpm, por 15 minutos, e o plasma sanguineo
foi armazenado e congelado a -20°C, até a
realizacdo da dosagem de testosterona pelo método
de quimioluminescéncia, utilizando o kit comercial
Access Testosterone da Beckman Coulte®,
seguindo as orientacdes recomendadas pelo
fabricante. Para avaliacdo da qualidade fisica e
morfoldgica seminal, a coleta foi realizada por
meio da eletroejaculacdo (Torjet 65, Eletrovet, Sdo
Paulo). Ap6s a coleta, o tubo coletor foi
acondicionado em banho-maria, a 37°C, e
submetido a exame para determinacdo do volume
do ejaculado (mL), aspecto  seminal,
turbilhonamento (0-5), motilidade progressiva (0-
100%), vigor (0-5) e concentragdo espermatica. A
avaliacdo da concentracdo espermaética, foi
determinada em camara de Neubauer (Henry e
Neves, 1998), enquanto a morfologia espermatica
foi avaliada ap0s adi¢do de uma aliquota de sémen
fresco a solugdo formol salina (Hancock, 1957) em
microscopia (Microscopio Olympus BX53F —
Tokyo Japdo) de interferéncia diferencial de fase.
A afericdo da biometria testicular, em centimetros,
foi obtida com fita métrica metalica, tomada na

regido de maior envergadura com os testiculos
posicionados simetricamente na bolsa escrotal,
conforme o CBRA (1998).

Ao final do periodo experimental os animais
foram pesados, apés um jejum de sélidos de 14
horas, e destinados a um frigorifico comercial para
a realizacdo do abate. Ap6s o abate, os testiculos
foram coletados, identificados como direito e
esquerdo, removendo-se o epididimo, e pesados em
balanca digital. Foram coletadas trés amostras de
parénquima testicular esquerdo, medindo 1,0 x 1,0
x 0,5cm, nas regifes apical, média e distal; em
seguida, as amostras foram acondicionadas em
recipiente plastico contendo formol tamponado a
10%, para avaliagdo histopatolégica. O
processamento histologico foi realizado segundo
Luna (1998).

Para determinacdo dos parametros de
morfometria testicular foi utilizado a média das trés
amostras colhidas. O diametro tubular médio foi
obtido a partir da mensuracdo de 20 secGes
transversais do tdbulo seminifero por animal,
independentemente do estadio do ciclo do epitélio
seminifero. As se¢Bes foram escolhidas ao acaso
mediante varredura horizontal, sendo utilizadas
para mensuracdo do didmetro tubular aquelas que
apresentavam o contorno o mais circular possivel.
As mensuracdes foram feitas com o auxilio de
ocular micrométrica 10X e objetiva de 10X em
microscopio éptico (Microscdpio Olympus BX53F
— Tokyo Japdo) conforme metodologia descrita por
Silva et al. (2015).

O indice gonadossomético (IGS), que
representa o percentual da massa corporal alocado
em testiculo, foi calculado dividindo-se o0 peso
médio dos dois testiculos pelo peso corporal. Os
indices leydigossomatico (ILS) e tubulossomatico
(ITS) representam o percentual da massa corporal
alocado, respectivamente, em células de Leydig e
tibulos seminiferos. Os quais foram calculados
inferindo-se do IGS o percentual do parénguima
testicular ocupado pelas células de Leydig e pelos
tibulos seminiferos. ILS=(vtcl/pc)x100. Em que
ILS = indice leydigossomatico; vtcl = volume total
de células de Leydig; e pc = peso corporal. Os
resultados referentes aos IGS, ILS e ITS foram
expressos em percentual.

Os dados foram avaliados por meio de
andlises de varidncia através do teste F e os
modelos de regressdo a analisados pelo teste t,
utilizando-se o programa de andlises estatisticas
SAS. Os modelos estatisticos foram escolhidos de
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acordo com a significAncia dos coeficientes de
regresséo ao nivel de 5% de probabilidade.

Resultados

Considerando o consumo de suplemento e o
teor de glicerina no mesmo, a quantidade
consumida de glicerina bruta pelos animais foi de
0 g; 0,31 kg; 0,53 kg; 1,0 kg e 1,1 kg/dia para os
niveis de 0, 3, 6, 9, 12% de glicerina na matéria
seca da dieta.

Com relacdo aos resultados dos aspectos
fisicos seminais, ndo foram observados efeitos
(P<0,05) da dieta sobre o volume seminal e

variaveis de motilidade espermatica progressiva e
vigor espermético, houve efeito quadratico
negativo (Tabela 2). A motilidade e o vigor
espermaticos apresentaram melhores respostas,
quando o nivel de glicerina foi de 5,38% e 5,56%,
respectivamente.

A inclusdo de glicerina ndo teve efeito
(P>0,05) sobre o peso corporal ao abate (PCA),
circunferéncia escrotal (CE), peso dos testiculos
(esquerdo e direito) ou sobre o indice
gonadossomaético. No entanto, observamos efeito
(P<0,05) da inclusdo do coproduto do biodiesel
sobre o indicie leydigossomaético (Tabela 3).

concentragdo espermatica. Entretanto, para as

Tabela 2. Aspectos fisicos e morfologicos do sémen fresco de touros suplementados com glicerina de baixa pureza em
pastagem de Urochloa decumbens.

Variaveis Niveis de inclusdo de glicerina (%MS) EPM? P Valor?

0 3 6 9 12 L Q
VOL (mL)* 7,60 8,07 11,94 8,23 6,52 0,33 0,70 0,34
TUR 0,71 0,53 1,10 0,67 0,17 0,08 0,15 0,08*
MOT (%) 64,42 71,42 86,78 75,35 48,57 3,79 0,33 0,008
VIG 3,35 3,10 4,53 3,89 2,42 0,19 0,47 0,02*
CON (x108sptz mL) 6190,27 2341,16 8345,20 5824,09 2907,90 855,40 0,24 0,1
DME (%) 10,57 3,85 13,50 2,85 11,85 2,17 0,87 0,94
DMA (%) 12,71 19,92 23,71 23,71 12,42 2,19 0,60 0,94
DT (%) 23,28 23,78 37,21 26,57 24,28 3,34 0,82 0,99

1EPM = erro padrao da média; 2L e Q: ordem dos efeitos linear e quadratico para a inclusdo da glicerina de baixa pureza na dieta; #*\VOL: volume; TUR:
turbilhonamento (escala de 0-5); MOT: motilidade esperﬁmética progressiva; VIG: vigor (escala de 0-5); CON: concentragdo espermatica; DME: defeitos
menores; DMA: defeitos maiores; DT: defeitos totais. "Y'= -0,74887x?+ 8,06020x + 61,39184 (R? = 25,0); ™Y=-0,03571x? + 0,39286x + 3,03571(R? =
21,0).

Tabela 3. Biometria e morfometria testicular de touros suplementados com glicerina de baixa pureza em pastagem de
Urochloa decumbens.

Variaveis Niveis de inclusdo de glicerina (%MS) EPM!? P Valor?
0 3 6 9 12 L Q

PCA (kg)* 508,57 494,71 529,71 531,57 526,28 7,72 0,199 0,30

CE (cm) 35,07 32,71 35,25 34,96 32,00 0,46 0,20 0,24
PTD (g) 289,0 212,0 262,0 279,0 248,0 9,28 0,90 0,38
PTE (g) 266,0 208,0 252,0 288,0 241,0 9,63 0,64 0,38
IGS (%) 0,10736 0,08501 0,09707 0,10881 0,09345 0,0032 0,89 0,38
ILS (%) 0,00295 0,00201 0,00185 0,00190 0,00275 0,0001 0,79 0,004%*
ITS (%) 0,04306 0,03411 0,03964 0,04361 0,03690 0,0013 0,79 0,93
CTT (m) 19.302,4 14.114,2 20.843,0 18.981,0 15.854,0 769,15 0,74 0,94
CTGT(m/g) 35,21 33,09 35,63 33,48 32,48 0,75 0,35 0,60
DTS (um) 273,33 259,00 273,14 261,66 257,57 4,28 0,30 0,59
AES (um) 70,33 67,00 72,71 68,83 68,00 1,30 0,77 0,86

'EPM = erro padrdo da média; °L e Q: ordem dos efeitos linear e quadratico para a inclusio da glicerina de baixa pureza na dieta; “PCA:
peso corporal ao abate; CE = circunferéncia escrotal; PTD = peso testiculo direito; PTE = peso testiculo esquerdo ; IGS = indicie
gonadossomatico; ILS = indicie leydigossomatico; ITS = indicie tubulossomético; CTT = comprimento total dos tibulos seminiferos;
CTGT = comprimento total dos tubulos seminiferos por grama de testiculo; DTS = didametro dos tdbulos seminiferos; AES= altura do
epitélio seminifero; Y = 0,000264999x2 - 0,00164x + 0,00430 (R2= 0,30).

A substituicdo do milho por glicerina bruta
nao influenciou (P>0,05) o indicie tubulossomatico
(ITS), comprimento total dos tabulos seminiferos
(CTT), didmetro dos tabulos seminiferos (DTS) ou
altura do epitélio seminifero (AES) dos testiculos
dos touros.

Similarmente ao indice leydigossomaético, a
proporcdo volumétrica de células de Leydig (CL)

foi influenciada (P<0,05) pelo uso da glicerina
bruta (Tabela 4).

Apesar da inclusdo da glicerina no
suplemento estar associada a redugdo do volume de
celulas de Leydig, a concentracdo plasmaética de
testosterona dos touros ndo foi afetada pelos
tratamentos (Figura 1).
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Tabela 4. Proporgao volumétrica (%) dos componentes do parénquima testicular de touros suplementados com glicerina de
baixa pureza em pastagem de Urochloa decumbens.

o Niveis de inclusdo de glicerina (%MS) EPM? P Valor?
Variaveis
0 3 6 9 12 L Q
Tunica propria 9,04 8,53 9,43 9,50 8,64 0,32 0,964 0,850
Epitélio seminifero 50,51 53,37 57,70 56,88 56,51 1,29 0,104 0,147
Ldmen tubular 24,71 24,20 19,53 21,41 19,36 1,07 0,075 0,193
Tubulo seminifero 84,27 86,10 86,67 87,79 84,52 0,75 0,665 0,061
Célula de Leyding 5,88 5,05 4,10 3,95 6,21 0,27 0,978 0,005"
Vasos sanguineos 0,42 0,36 0,24 0,26 0,30 0,02 0,089 0,053
Tecido conjuntivo 9,24 8,69 8,66 7,95 8,93 0,28 0,565 0,528
Espaco intertubular 15,54 14,11 13,00 12,18 15,45 0,75 0,664 0,057

1EPM= erro padrao da média; 2L e Q: ordem dos efeitos linear e quadratico para a inclusdo da glicerina de baixa pureza na dieta; TP = tlnica propria; ES
= epitélio seminifero; LUM = lmen tubular; TS = tdbulo seminifero; CL = células de Leyding; VS = vasos sanguineos; TC = tecido conjuntivo; El =
espaco intertubular; *Y = 0,21016x3- 1,39423x2+ 1,93310x + 5,12251 (R?=0,35).
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Figura 1. Concentragdo plasmatica de testosterona (ng/mL) de
touros a pasto alimentados com niveis crescentes de
glicerina bruta no suplemento. N&o foi verificada
diferenga  significativa  (P>0,05) entre o0s
tratamentos. Os dados estdo expressos em médias e
possuem um erro padrdo de 0,63.

Discusséo

A motilidade e o vigor espermaticos
apresentaram melhores respostas, quando o nivel
de glicerina foi de 538% e 5,56%,
respectivamente. Dessa forma, niveis superiores a
5,4% de glicerina bruta na dieta de touros podem
reduzir a fertilidade por comprometer o vigor e a
motilidade espermética. Gomes (2009) também
observou que a inclusdo da glicerina na dieta
comprometeu 0 vigor espermatico do sémen de
carneiros.

O PCA e a CE dos touros tiveram média de
518 kg e 34 cm, respectivamente, e ndo foram
influenciados (P>0,05) pela inclusdo da glicerina
bruta na dieta. Existe correlacdo alta e positiva
(0,71) entre o peso corporal e a circunferéncia
escrotal de touros (Dias et al., 2008). O peso dos
testiculos direito e esquerdo juntos equivaleu, em
média, a 0,51 kg e nédo diferiu (P>0,05) entre as
dietas. O indice gonadossomaético (IGS) — que
representa a massa corporal alocada nos testiculos
— teve média de 0,098% e também ndo foi

influenciado (P>0,05) pela adicdo de glicerina
bruta na dieta dos touros.

A incluséo da glicerina bruta na dieta dos
touros influenciou (P<0,05) de forma quadratica (Y
= 0,000264999x2 - 0,00164x + 0,004 30, R?=0,30)
o0 indice leydigossomético (ILS). Considerando a
auséncia de efeito da inclusdo da glicerina sobre o
PCA pode-se entdo atribuir o efeito sobre ILS ao
volume total de células de Leydig no testiculo dos
bovinos. Sugere-se que o incremento no teor de
gordura das dietas (saindo de 3,13% para 8,56%) e,
segundo Cui e Guam (2016) o excesso de gordura
dietética reduz a capacidade de proliferacdo das
células de Leydig.

O excesso de gordura dietética também foi
apontado por Campos-Silva et al. (2015) como
responsaveis pela reducdo da altura do epitélio do
tubulo seminifero e do didmetro dos tubulos
seminiferos. No entanto, ndo observamos efeito
(P>0,05) da inclusdo da glicerina bruta sobre o
didmetro ou altura do epitélio dos tubulos
seminiferos do testiculo de bovinos. Resultado
similar foi relatado por Santos et al. (2016) que
reportaram auséncia de efeito da glicerina bruta
sobre didametro ou altura do epitélio dos tubulos
seminiferos no testiculo de ovinos

O glicerol € conhecido pelo seu efeito
esclerosante (formacdo de tecido cicatricial
conjuntivo no parénquima tissular) quando
aplicado diretamente nos testiculos de mamiferos
(Lopes e Silva, 2014). Aqui o0s animais
consumiram o maximo de 1 kg de glicerina bruta e
440 g de glicerol (considerando teor de 44% de
glicerol na glicerina). Esse alcool é rapidamente
fermentado pelos micro-organismos ruminais em
propionato (van Cleef et al., 2015). O glicerol pode
ainda ser absorvido diretamente pela mucosa
ruminal e, dessa forma, ser metabolizado no tecido
hepético a glicose (Kozloski et al., 2001). Nesse
contexto, é pouco provavel que o glicerol tenha
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alcancado o testiculo dos bovinos e provocado
lesdo apenas nas células de Leydig. Essa hipdtese é
validada pela auséncia de efeito das dietas (P>0,05)
sobre a proporcdo de tubulos seminiferos e espaco
intertubular do testiculo dos bovinos.

O nivel de testosterona plasméatica dos
touros apresentou media de 12,74 ng/mL e néo foi
influenciado (P>0,05) pela adicdo de glicerina
bruta as dietas. A aplicacdo intratesticular de
glicerol em garanhdes reduziu a espermatogénese,
porém, de forma similar a nossas observagdes, ndo
influenciou os niveis plasmaticos de testosterona
(Jung e Yoon, 2017). Podemos inferir que, apesar
da reducdo no volume ocupado de células de
Leydig promovido pelas células de gordura, esse
decréscimo ndo foi suficiente para interferir na
producéo de testosterona dos touros.

Concluséo

A inclusdo de glicerina de baixa pureza no
suplemento de touros promove modificacbes na
motilidade e vigor espermatico, no indice
leydigossomético e no volume das células de
Leydig. N&o se recomenda a adicdo de glicerina
bruta na dieta de touros em atividade reprodutiva.
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