UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
ESCOLA DE VETERINARIA
Colegiado dos Cursos de Pos-Graduaciao

COMPORTAMENTO SEXUAL, CONCENTRACOES PERIFER[CAS DE
TESTOSTERONA E PERFIL CROMATOGRAFICO DE PROTEINAS DO
SEMEN COM AFINIDADE A HEPARINA, EM TOUROS JOVENS DA RACA
GUZERA

JULIANO CESAR DIAS

BELO HORIZONTE
ESCOLA DE VETERINARIA - UFMG
2008



JULIANO CESAR DIAS

COMPORTAMENTO SEXUAL, CONCENTR}A(;()ES PERIFER[CAS DE
TESTOSTERONA E PERFIL CROMATOGRAFICO DE PROTEINAS DO
SEMEN COM AFINIDADE A HEPARINA, EM TOUROS JOVENS DA RACA
GUZERA

Tese apresentada a Escola de Veterindria da
Universidade Federal de Minas Gerais, como
requisito parcial para obten¢do do grau de Doutor em
Zootecnia.

Area de Concentracio: Producio Animal.

Orientador: Prof. Venicio José de Andrade
Co-Orientador: Prof. Martinho de Almeida e Silva
Co-Orientador: Prof. Vicente Ribeiro do Vale Filho

Belo Horizonte
Escola de Veterinaria - UFMG
2008



D541c Dias, Juliano Cesar, 1977-
Comportamento sexual, concentragdes periféricas de testosterona e perfil
cromatogréfico de proteinas do sémen com afinidade a heparina, em touros jovens
da raca Guzerd / Juliano Cesar Dias. — 2008.
110 p. :il.

Orientador: Venicio José de Andrade

Co-orientadores: Martinho de Almeida e Silva, Vicente Ribeiro do Vale Filho
Tese (doutorado) — Universidade Federal de Minas Gerais, Escola de
Veterinaria

Inclui bibliografia

1. Guzerd (Zebu) — Reproducdo — Teses. 2. Comportamento sexual dos animais
— Teses. 3. Sémen — Proteinas — Teses. 4. Andrologia veterindria — Teses. 1.
Andrade, Venicio José de. II. Silva, Martinho de Almeida e. III. Vale Filho,
Vicente Ribeiro do. IV. Universidade Federal de Minas Gerais. Escola de
Veterindria. V. Titulo.

CDD - 636.291 082




Tese defendida e aprovada em 30 de junho de 2008, pela comissdo examinadora constituida por:

Prof. Venicio José de Andrade
(Orientador)

Prof. Luiz Altamiro Garcia Nogueira

Prof. Elmo Gomes Diniz

Prof. Vicente Ribeiro do Vale Filho

Prof. Jonas Carlos Campos Pereira






A minha esposa, Suzete, e a minha filha, Luiza,
que com amor, carinho, paciéncia e compreensdo estiveram sempre proximas
e souberm entender as dificuldades encontradas durante este periodo.

A minha mde, Ivete, pelo carinho, apoio e constante incentivo.
A meu pai, Paulo.

Dedico.






AGRADECIMENTOS

A Deus.

Ao Prof. Venicio José de Andrade, pela orientagdo, confianca, ensinamentos, amizade e
compreensdo. Serei sempre grato.

Ao Prof. Vicente Ribeiro do Vale Filho pela co-orientagdo, amizade, conhecimentos e grande
auxilio.

Ao Prof. Martinho de Almeida e Silva pela co-orientacdo e inestimavel colaboracdo na
elaboragdo dos dados.

Aos Professores Elmo Gomes Diniz e Luiz Altamiro Garcia Nogueira pelas valiosas sugestdes.
Ao Prof. Helton Mattana Saturnino pelos conhecimentos transmitidos e colaboracao.
Ao Prof. Alan Maia Borges pela colaboragio na coleta de dados.

Agradecimento muito especial a minha esposa Suzete e a minha filha Luiza, pelo incondicional
apoio.

A minha mae Ivete, e aos meus irmaos, Alex e Tiago, pela amizade, carinho, forga e incentivo.

Agradecimento especial ao Senhor Paulo Emilio de Almeida Carneiro, proprietario da Fazenda
Palestina, por permitir e muito contribuir na realizacdo deste trabalho.

Aos funcionarios da Fazenda Palestina, em especial: Luciano, Dinei, Dinelson, Z¢ Brasil e Kid,
pelo auxilio sempre disponivel.

Aos amigos de pés-graduagio, Jorge e Lucas, pelo convivio, paciéncia e auxilio na coleta e
andlise dos dados.

Ao Prof. Marcelo Matos Santoro por permitir a utilizagdo do Laboratério de Enzimologia e
Fisico-Quimica de Proteinas do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG, e pelas valiosas
sugestoes.

Aos bidlogos, Jamil e Janine, pelo auxilio na realizag@o das andlises.

A professora Adelina Martha dos Reis por permitir a utilizacdo do Laboratério de
Endocrinologia e Metabolismo do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG, e pelas valiosas
sugestoes.

A bolsista de iniciagao-cientifica, Thais, pela realiza¢do das anélises.

Ao amigo Ddrio Dias pelo excelente convivio e ajuda sempre que necessario.



Aos demais professores e funciondrios da Escola de Veterinaria pelos ensinamentos, atengao,
ajuda e amizade.

A todos os colegas da pds-graduacio.

A Escola de Veterindria da UFMG pela acolhida e oportunidade de realizacdo deste trabalho.
Ao CNPq pela bolsa concedida.

A FAPEMIG pelo financiamento da pesquisa.

A todos aqueles que de alguma forma contribuiram para a realizagdo deste trabalho.

Muito Obrigado.



“Dé-me, Senhor,

agudeza para entender,
capacidade para reter,

método e faculdade para aprender,
sutileza para interpretar,
graga e abunddncia para falar.
Dé-me, Senhor,

acerto ao comegar,

direcdo ao progredir

e perfeicdo ao concluir.”

Sdo Tomds de Aquino

"E injusto e imoral tentar fugir as consegqiiéncias dos proprios atos.
A natureza é inexordvel, e vingar-se-d completamente de tal violagdo de suas leis."
Ghandi

"Uma poderosa ferramenta para nos ajudar a gerir com habilidade a nossa vida é perguntar
antes de cada ato se isso nos trard felicidade.”
Dalai Lama



10



LISTA DE TABELAS............
LISTA DE FIGURAS.............
LISTA DE ANEXOS..............

SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS . ......eotiitititetetnne ettt e

CONSIDERACOES GERAIS

CAPITULO 1.
ReSUMO...ccovveeeeeeiiieeeeeeee,
ADSracCt..c.eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen.
1. INTRODUCAO..................

2. REVISAO DE LITERATURA........oouimieeeeeeeeeeeeeeeteeee e
2.1. Mecanismos de Controle do Comportamento Sexual..................coceeerveeeveenenn.
2.2. Testes de Comportamento SeXUAL................ccoceeceeveivveiniinseesinieieiieeneeeieneen

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Caracterizag@o da Propriedade............cooeveviininineniniineneeee e
3.2. Animais e Metodologia Experimental..........c..ccccoveveninneeninininenencncciene

3.3. Analise dos Dados....
4. RESULTADOS E DISCUS
5.CONCLUSOES..................

SAO .

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ... e ee e

CAPITULO ..o
Resumo........oeeeviiiiiiiiiiieeiins
ADSIract..c.eeeeeeeeeeeeeeeeeeenn.
1.INTRODUCAO..................

2. REVISAQO DE LITERATURA . ....ooeeeeeeeeeeeeee oo e es v s s e eseseseseseseeseseseens
2.1. SiN1ESE A@ TOSIOSIETONU.unnneeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeee e e e e eeeeeeeeens
2.2. Controle Hormonal da TeStOSIeTrONG..........cccueveeeeeeieeeeceeeeeeeeeeeeeeiieeeeeeeeeeens

2.3. Principais A¢oes dos
3. MATERIAL E METODOS

ANATOZENOS. ..o eeeeecieeeiie e

3.1. Caracterizac@o da Propriedade.............cocceveviininineniniinieneetee e
3.2. Animais e Metodologia Experimental...........cc.cccocoviiniiiiiiniininniiniecceneeee,

3.3. Analise dos Dados....
4. RESULTAQOS E DISCUS
5. CONCLUSOES..................

SAO ..

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ... oo ee e

CAPITULOS3.......oooveee
ReSUMO...ccoivieeeeeeiieeeeeeeee
ADSIIACE....ccoveeeieieiiiiieeiieeeeeeees
1. INTRODUCAO..................

2. REVISAO DE LITERATURA........oovieeieeeeeeeeeeeeeteeeeeeveeee s
2.1. Glicosaminoglicanos (GAGS) € Heparind..............cccoueeeeeeccueecireeeieeecrvenenenns

2.2. Proteinas do Plasma

Seminal e Membrana ESpermatica.................oceeeuenn...

2.3. Relagdo da Fertilidade com as Proteinas do Sémen...............cccccovveecuenncnne.

3. MATERIAL E METODOS

13
15
16
17
19

21
21
22
23
24
24
25
27
27
27
30
30
45
46

51
51
52
53
53
53
54
56
57
57
57
58
59
68
69

75
75
76
77
77
78
78
81
81

11



3.1. Coleta e Armazenamento do Sémen para Analise.........cccceevvereeerieneenieeneennen.
3.2. Andlises BIOQUIMICAS. ....ccc.eeruiiriiniiniieiee ettt
3.3. Teste de Fertilidade...........cceverieiiiiininiiiiiiitceececteeeesee e
3.4. Andlise dos Dados......ccc.cevuiriiiiniiniiniieeenieteteeeee e
4. RESULTADOS E DISCUSSAQ.........couriiriieriineeiieceisseesseeesesiaeseessseeseesseeeeons
4.1. Perfil por gel filtracdo de proteinas do plasma seminal...........cc.cevceerieneannene
4.2. Proteinas do plasma seminal com afinidade a heparina..............ccccvecvrrerennen.
4.3. Proteinas com afinidade a heparina aderidas a membrana espermitica...........
4.4, Proteinas do sémen e fertilidade a campPO..........cccvevveeiierieeniieneeiieieeieeieeneenn
5. CONCLUSOES.........oevuumiuimriimimieneeeeeisceease e sease s
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........cocivrireimmrriieesissessssssssnessssssssssnnesees
ANEXOS ...ttt ettt e e

12

82
82
83
84
84
86
91
95
98
99
99



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 1

Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

Tabela 9 -

Tabela 10 -

Tabela 11 -

Tabela 12 -

Médias e desvios-padrio da idade, peso corporal, circunferéncia escrotal e
caracteristicas seminais em touros da raca Guzerd, submetidos a avaliacdo
da libido em curral € PIQUELE.........cooueerueerieriiniierie ettt
Distribui¢@o de touros jovens Guzerd, como resultado de sua classificacio
em teste da libido por 15 MInutos.........ccoceeieniiiiiiiiiiieeeeeeeee e
Meédias e desvios-padrido dos escores da libido, em avaliacdo individual e
coletiva, em curral e piquete, com diferentes tempos de observacdo em
touros jovens da raga GUZETA.......c..ccovevveeeiieneeniiniieeienteeeeeee et
Meédias e desvios-padrdo da idade, peso corporal, circunferéncia escrotal,
caracteristicas seminais e concentragdes plasmaticas de testosterona em
touros jovens da raca Guzerd, com diferentes manifestacdes da

Meédias e desvios-padrdo da freqiiéncia de eventos sexuais em touros da
raca Guzerd em avaliag@o individual em curral...........cccoeceeveniniiieninennene.
Médias e desvios-padrdo da freqiiéncia de eventos sexuais em touros da
raca Guzerd em avaliag@o coletiva em curral........c..ccoceeveerieeiieneeninneennene
Meédias e desvios-padrdo da freqiiéncia de eventos sexuais em touros da
raca Guzerd, em avaliacdo individual em piquete...........cocceeveereeninneennenne.
Meédias e desvios-padrdo da freqiiéncia de eventos sexuais em touros da
raca Guzerd em avaliag@o coletiva em PIqUEete.........coceerueeruierienierneenieniens
Correlagdes de Spearman entre a freqiiéncia dos eventos de
comportamento sexual em touros Guzerd em teste da libido em avaliagdo
INAIVIAUAL ..ottt ettt st
Correlagdes de Spearman entre a freqiiéncia dos eventos de
comportamento sexual em touros Guzerd em teste da libido em avaliagdo
COLBLIVAL ..ttt ettt ettt et e sa e st en st ne e
Correlagdes de Spearman entre a libido individual e coletiva, e idade, peso
corporal, caracteristicas seminais, classificagdo androldgica por pontos e
concentracdes séricas de testosterona em touros jovens da raca
GUZETA. ..ottt ettt ettt sttt et sa st st se e st eae
Correlagdes de Spearman entre a libido, segundo o método de avaliagdo, e
idade, peso corporal, caracteristicas androldgicas, classificagdo
androlégica por pontos e concentragdes séricas de testosterona em touros
da 1ACA GUZETA. ...c.eeeietiiiieiieeeteee ettt ettt et st

CAPITULO 2

Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Médias e desvios-padrdo da idade, peso corporal, caracteristicas fisicas e
morfolégicas do sémen e classificacdo androlégica por pontos (CAP) de
touros jovens da 1aga GUZETA..........coeueriirieeniinie et
Médias e desvios-padrdo da concentracdes séricas de testosterona em
touros jovens da raga Guzerd, em diferentes horarios de coleta.....................
Meédias e desvios-padrdo da idade, peso corporal, caracteristicas seminais e
classificacdo androldgica por pontos (CAP) em touros jovens da raca
Guzerd, com concentracdes séricas de testosterona acima e abaixo da
média (1,36 £ 1,12 0N@/MI)..ccuiiiiiiieiieiieeie ettt e ens

42

42

43

45



Tabela 4 -

Correlacdes de Pearson (paramétricas) e de Spearman (ndo paramétricas)
entre concentragdes séricas de testosterona e idade, peso corporal,
circunferéncia escrotal, caracteristicas fisicas e morfoldgicas do sémen e
classificacdo androlégica por pontos em touros jovens da raca
GUZETA. ..ottt sttt sttt sttt bbb st s ee

CAPITULO 3

Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

Tabela 9 -

Tabela 10 -

Tabela 11 -

Tabela 12 -

Tabela 13 -

14

Correlagdes de Pearson entre as concentracdes de proteinas do plasma
seminal e idade, peso corporal, concentracdes séricas de testosterona e
caracteristicas seminais pré e poés-congelacdo, em touros da raca
GUZETA. ..ottt ettt sttt ettt st sae s et ene
Variagdo do tempo (minutos) de retencdo em coluna de Superose 12 e suas
estimativas de pesos moleculares, em oito picos cromatograficos
identificados no plasma seminal de touros GUZera.........cc.cceeceevveeneeneenneennen.
Valores minimos, méaximos e médios das dreas dos oito picos
cromatograficos identificados no plasma seminal de touros jovens Guzerd,
€ SUas reSpectivas freqUENCIAS. ......evvieriiereeiierieeie ettt
Correlagdes de Pearson entre as concentracdes de proteinas do plasma
seminal e os diferentes picos de identificagfo........c.cceevuerueeieeneeniieneenienieens
Correlagdes de Pearson entre as dreas do picos de proteinas do plasma
seminal e idade, peso corporal, concentracdes séricas de testosterona e
caracteristicas seminais pré e poés-congelacdo, em touros da raca

Descricdo dos picos cromatograficos de acordo com o grau de afinidade a
heparina, em funcdo das concentragdes de NaCl (0 a 1,5 M) das proteinas
do plasma seminal de touros GUZETA...........covueruereenienerenienieeieeiesenie e
Médias e desvios-padrdo das concentracdes (mg/ml) das proteinas
doplasma seminal, com afinidade a heparina, nos cinco picos identificados
€ SUAS FTEQUENCIAS. ...eouviiutieiieite ettt
Correlagdes de Pearson entre as concentracdes de proteinas do plasma
seminal e os diferentes picos com afinidade a heparina do plasma seminal
€ da membrana eSPErMALICA. ........cceeerueeruieeeieeeiieeteeetie et e eaeeeeaeeesareeeaeeeeee
Correlagdes de Pearson entre as concentragdes de proteinas com afinidade
a heparina, do plasma seminal e da membrana espermdtica, em touros
JOVENS da 1aga GUZETA......cccueeiuieiiiiiiiiieste ettt st ettt
Correlagdes de Pearson entre as concentragdes de proteinas do plasma
seminal e da membrana espermdtica, com afinidade a heparina e idade,
peso corporal, concentracdes séricas de testosterona e caracteristicas
seminais pré e pés-congelagdo, em touros da raga GUZera............ccceevereenee
Estatistica descritiva da é4rea total (%) e dos picos cromatogriaficos das
proteinas aderidas a membrana espermdtica, com afinidade a
REPATINA. ...ttt e st et et st
Descricdo do grau de afinidade a heparina e da freqiiéncia de aparecimento
das proteinas aderidas a membrana espermatica, com afinidade a heparina,
para 0s trés PiCOS rEEISIAdOS. c...eerueeruieiieeieeie ettt ettt ettt
Médias e desvios-padrdo da concentracdo de proteinas do s€men de touros
jovens da raga Guzerd, conforme o indice de fertilidade..............ccccecueneenee.

63

. 85

86

88

89

90

91

92

93

93

94

96

96

98



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1

Figura 1l -  Freqiiéncia de eventos de comportamento sexual em touros jovens da raca
Guzerd em teste da libido individual em curral, com diferentes tempos de
AVALTACAO. 1.ttt ettt ettt ettt ettt et b e ea et sh bttt eab et eeat e e ene
Figura2 -  Freqiiéncia de eventos de comportamento sexual em touros jovens da raca
Guzerd, em teste da libido coletivo em curral, com diferentes tempos de
A 2Tt T PSSR
Figura3 -  Freqiiéncia de eventos de comportamento sexual em touros jovens da raca
Guzerd, em teste da libido individual em piquete, com diferentes tempos
dE AVAIIAGAOD. ... eenete ettt et
Figura4 -  Freqiiéncia de eventos de comportamento sexual em touros jovens da raca
Guzerd, em teste da libido coletivo em piquete, com diferentes tempos de
A 2Tt T J PSSR
Figura5 -  Freqiiéncia de eventos de comportamento sexual em touros jovens da raca
Guzera, em teste da libido individual e coletivo, em curral e
PLQUELC. ...ttt ettt ettt ettt ettt et ee et e s te e bt eeeateessteeeseeeenneeenes
CAPITULO 2
Figural - Concentragdes séricas médias de testosterona em touros da raca Guzera,
em diferentes hordrios de Coleta...........oeueverinieiinenienienecieeeeeneeeeeene
Figura2 -  Regressdo das concentragdes séricas de testosterona em funcdo do horério
de coleta, em touros da raga GUZETA.........coceeeveereereeneenieneereenecreeeeee e
Figura3 - Regressdo das concentragdes séricas de testosterona em fungdo da idade,
em touros jovens da raga GUZETA...........coceereenienieriieniienieeneeeeeeee et
Figura4 - Regressdo das concentracdes séricas de testosterona em fung¢do do peso
corporal, em touros jovens da raca GUZETA.........c.cccouerveenieriieniieeninieeseeeienne
Figura5- Regressdo das concentragdes séricas de testosterona em funcdo da
circunferéncia escrotal, em touros jovens da raga GUZEra........cccceevueeueennnne
Figura6 - Regressdo da concentragdo espermdtica do sémen em funcdo da
concentracio sérica de testosterona, em touros jovens da raga Guzerd..........
CAPITULO 3
Figura 1 -  Perfil padrio de picos cromatograficos de proteinas do plasma seminal, por
gel filtracdo em coluna de Superose — 12, de touros jovens da raca
GUZETA. ...ttt ettt et st st st sttt et eares
Figura2 -  Perfil padrdo de picos cromatogrificos de proteinas com afinidade a

N

heparina, aderidas 2 membrana espermatica, em touros jovens da raca
GUZETA. ...ttt et ettt s sttt sttt eanes

41



Anexo 1 -

Anexo 2 -

Anexo 3 -

16

LISTA DE ANEXOS

Indice pluviométrico (mm) mensal observado na sede da Fazenda
Palestina, municipio de Unai — MG, nas estagcdes dos anos 2004/2005 e
2005/2000........ccueeeeieeeetetetint ettt sttt eneen
Indice pluviométrico (mm) observado na sede da Fazenda Palestina,
municipio de Unai — MG, nos dez anos anteriores ao periodo
EXPEITMENLAL ....eeiiiiiiitiieeee ettt sttt
Composicdo quimica de alimentos fornecidos aos animais, no periodo
seco da estaga@o 2005/2006..........coceererreenirniriireesrte st

109

109



LISTA DE ABREVIATURAS

ACTH = hormdnio adreno-corticotréfico

AMPc = adenosina monofosfato ciclica

ATP = adenosina trifosfato

BSP = bovine seminal plasma proteins

CAP = classificacdo androldgica por pontos

CE = circunferéncia escrotal

CCol = curral coletivo

Clnd = curral individual

Conc = concentracdo espermatica

CRP = cheirar a regido perineal

DHEA = de-hidroepiandrosterona

DHT = dihidrotestosterona

DM = defeitos espermatico maiores

Dm = defeitos espermaticos menores

DMPés = defeitos espermatico maiores pos-congelacdo

DmPés = defeitos espermaticos menores pds-congelagio

DT = total de defeitos espermaticos

DTPés = total de defeitos esperméticos pds-congelagio

FAA = fertility associated antigen

FPLC = cromatografia liquida de performance rapida

FSH = hormonio foliculo estimulante

GAGs = glicosaminoglicanos

GnRH = hormdnio liberador de gonadotrofinas

GTP = guanosina trifosfato

HBP = heparin binding protein

HDL = lipoproteinas de alta densidade

HPLC = cromatografia liquida de alta performance

IM = impulso de monta

LA = livro aberto

LH = hormdnio luteinizante

MC = monta completa

MH (1, 2, 3) = picos de proteinas com afinidade a heparina aderidas a membrana espermatica
Mot = motilidade espermatica

MotPés = motilidade espermatica pds-congelagdo

NAD" = nicotinamida-adenina-dinucleotideo

NADPH = nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato-hidrogénio
P(1,2,3,4,5,6,7, 8) =picos de proteinas do plasma seminal por gel filtracao
PCol = piquete coletivo

PH (1, 2, 3, 4, 5) = picos de proteinas com afinidade a heparina do plasma seminal
PInd = piquete individual

PO = puro de origem

ProtPico 3 = proteinas do plasma seminal do pico trés

ProtPlasma AHe = proteinas do plasma seminal com afinidade a heparina
PPS = proteinas do plasma seminal

P, = progesterona

RF = reflexo de Flehmen

17



ST = solucdo tampao

Testost = concentragdes séricas de testosterona
TM/MA = tentativa de monta ou monta abortada
Vigor = vigor espermatico

Vol = volume seminal.

18



Comportamento sexual, concentracgoes periféricas de testosterona e perfil
cromatografico de proteinas do sémen com afinidade a heparina, em touros jovens
da raca Guzera

(Sexual behaviour, peripheral concentrations of testosterone and chromatographic
profile of heparin binding proteins, in young Guzerat bulls)

CONSIDERACOES GERAIS

A adaptacdo dos zebuinos ao clima tropical
possibilitou sua rapida e crescente dispersao
por todo o territério nacional, estimando-se
que do efetivo de 185 milhdes de bovinos
(IBGE, 2004), os zebuinos e seus
cruzamentos representem cerca de 80% ou
mais do efetivo do rebanho nacional.

Dentre as racas zebuinas, a raca Guzerd é
uma das que apresentam boa aceitacdo nas
condicdes de criagdo brasileira, gragas a sua
rusticidade e boa adaptabilidade as
condi¢des adversas (Cartaxo, 2001). No
Brasil, o Guzeré foi a raca predominante até
a década de trinta, sendo a partir dai,
utilizada em cruzamentos representando
importante papel na formacdo de novas
racas, e influenciado a populagdo mestica
(Melo & Penna, 2000). Desta forma, se
tornou importante para a pecudria nacional
por sua adaptacdo e como fonte de
cruzamento com racas européias,
necessitando mais estudos quanto aos seus
pardmetros reprodutivos (Camargo et al.,
2000).

A reprodugcdo pode ser considerada o
principal pilar da cadeia produtiva, no
entanto, no Brasil ainda existem inumeros
pontos de estarngulamento no processo
reprodutivo da bovinocultura de corte: taxas
de  gestagdo, paricio e desmama
relativamente baixas, apesar do enorme salto
que deu na ultima década (Costa e Silva,
2000).

Considerando que 55% do rebanho
brasileiro € composto de fémeas em idade
reprodutiva (Anualpec, 2002) e que apenas

7% dessas fémeas sdo inseminadas (Asbia,
2003), pode-se afirmar que 93% das fémeas
sdo servidas em manejo de monta natural
(Oliveira et al., 2007). Considerando ainda
que somente 2% da demanda de
reprodutores zebuinos ¢é atendida por
animais com registro definitivo junto a
associacdo de criadores, o que ndo certifica a
qualidade do animal (Pereira, 2000),
reconhece-se que hd enorme déficit de
qualidade genética para atender a demanda
de touros para criadores comerciais.

Dessa forma, o touro apresenta grande
relevincia no  processo  reprodutivo,
principalmente se considerarmos que a
grande maioria dos reprodutores utilizados
na pecudria bovina brasileira ndo sdo
animais selecionados e testados quanto a
capacidade reprodutiva (Oliveira et al.,
2007).

Na busca de touros com alto potencial de
fertilidade, ddvidas ainda permanecem
quanto ao melhor método para avaliacdo da
capacidade reprodutiva e predicio da
fertilidade de reprodutores zebuinos em
condicdes tropicais. O exame androldgico
completo dos animais, que potencialmente
serdo usados em monta natural, inclui as
avaliagdes clinica e da biometria testicular,
das caracteristicas espermaticas (aspectos
fisicos e morfolégicos do sé€men), além da
libido e da capacidade de monta, que sdo
fatores altamente ligados a fertilidade e ao
melhoramento genético de rebanhos bovinos
(Vale Filho et al., 1989; Chenoweth, 2000;
Pereira, 2000).

A alta variabilidade da eficiéncia nos
processos de fertilizacdo, principalmente na
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congelacdo de sémen e fecundacdo “in
vitro”, tem levado as  avaliacdes
androlégicas as técnicas mais apuradas, no
que diz respeito a identificacdo do potencial
fecundante do espermatozéide do touro no
trato genital feminino. Neste contexto, a
avaliacdo do perfil bioquimico do sémen
tem aberto novas fronteiras como avaliacdes
reprodutivas complementares (Ax et al.,
2002).

O fato de existir grande variabilidade na
eficiéncia dos touros enfatiza a necessidade
de se selecionarem animais geneticamente
superiores, capazes de influenciar
parametros associados a uma melhor

20

performance do rebanho (Moura et al.,
2002).

O desempenho dos reprodutores depende do
aprimoramento de técnicas de manejo e
alimentacdo, mas € fundamental também o
conhecimento da fisiologia do
desenvolvimento testicular e ponderal, além
dos processos que potencialmente interferem
com estes processos (Moura et al., 2002).

Portanto, este trabalho tem como objetivo
avaliar o comportamento sexual, os niveis
séricos de testosterona e o perfil protéico do
sémen de touros jovens da ragca Guzerd, e
correlaciond-los com caracteristicas
reprodutivas indicativas de fertilidade e peso
corporal.



CAPITULO 1

Comportamento sexual, durante o teste da libido, de touros jovens da raca
Guzera, sem experiéncia sexual, e suas associacoes com caracteristicas
reprodutivas, peso corporal e niveis séricos de testosterona

(Sexual behaviour during libido test in young Guzerat bulls with no previous sexual
experience and their associations with reproductive traits, body weight and serum
testosterone levels)

Resumo

Um total de 24 touros da raca Guzera, de 24 a 34 meses de idade, avaliados andrologicamente,
foram submetidos a teste da libido com o objetivo de estudar o comportamento sexual, em
curral e em piquete, por cinco, 10 e 15 minutos de observacdo; e associar com caracteristicas
androldgicas (aspectos fisicos: motilidade, vigor, turbilhonamento e concentragdo espermaticos,
e volume do sé€men; e morfoldgicos: defeitos espermdticos maiores, menores e totais, do
sémen), circunferéncia escrotal (CE), classificacdo androlégica por pontos (CAP), peso
corporal, idade e concentragdes séricas de testosterona. Os comportamentos avaliados foram: 0)
o touro ndo mostrou interesse sexual pela fémea; 1) interesse sexual mostrado apenas uma vez
(ex: cheirar a regido perineal); 2) positivo interesse pela fémea em mais de uma ocasido (ex:
reflexo de Flehmen); 3) ativa perseguicdo da fémea com persistente interesse sexual (ex:
impulso de monta); 4) uma monta ou tentativa de monta, mas nenhum servico; 5) duas montas
ou tentativas de monta, mas nenhum servigo; 6) mais de duas montas ou tentativas de monta,
nenhum servigco; 7) um servico (monta completa ou cépula) seguido por nenhum interesse
sexual; 8) um servigco seguido por interesse sexual, incluindo montas ou tentativas de monta; 9)
dois servigos seguidos por nenhum interesse sexual; 10) dois servigos ou mais seguidos por
interesse sexual, incluindo montas, tentativas de monta e servigos; dividindo os touros em trés
categorias: alta libido — comportamentos 7, 8, 9 e 10; média libido — comportamentos 4, Se 6 e
baixa libido— comportamentos 0, 1, 2 e 3. Observou-se, de forma geral, baixa resposta dos
animais aos testes, uma vez que menos da metade dos animais foi classificada com libido média
ou alta. Verificou-se menor variacdo na pontuagdo entre os tempos, no teste individual em
curral com escore 3,0 em cinco minutos e 3,3 em 15 minutos de avalia¢do (p>0,05); ja a maior
variagc@o ocorreu no teste coletivo em curral com escore 2,0 em cinco minutos de avaliagdo e
3,6 com 15 minutos (p<0,05). Quando se comparou os animais pela libido, constatou-se
diferenca (p<0,05) no peso corporal entre os animais de alta e baixa libido sugerindo efeito de
ambiente na manifestacdo do interesse sexual e dos eventos comportamentais do cortejo, em
touros jovens Guzerd. Encontrou-se diferenga (p<0,05) nos niveis séricos de testosterona em
touros com alta e média libido, quando comparados a touros de baixa libido. Buscou-se também
associacdo entre os diferentes eventos de comportamento nos testes e tempos de avaliagdo
utilizados, observou-se, de forma geral, associacdes favordveis e de alta magnitude entre os
eventos, sugerindo que touros que mais manifestam eventos em teste da libido sdo os com
maiores chances de realizar a c6pula. A associacdo entre a libido e idade, peso corporal e
concentracdes séricas de testosterona, independente do sistema de avaliagdo, reforcam o achado
de influéncia direta destas caracteristicas na expressdo do interesse sexual em touros jovens
Guzerd.

Palavras-chave: comportamento sexual, Guzerd, libido, testosterona, zebu.
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Abstract

Twenty four Guzerat bulls from 24 to 34 months olds, andrologically evaluated as normal were
submitted to a libido test, to study sexual behaviour in pen and pasture conditions, for periods
of 10 and 15 minutes of observations and associate with andrologic (physic aspects, motility,
vigour, sperm mass motility and concentration, semen volume; and morphologic aspects:
major, minor and total sperm defects), scrotal circumference, breeding soundness evaluation
for Zebu, body weight, age and serum testosterone concentrations. The evaluated behaviors
were: 0) the bull did not show sexual interest for the female; 1) sexual interest shown only one
time (example: smelling the perineal region); 2) positive interest for the female in more than an
occasion (example: Flehmen reflex); 3) active persecution of the female with persistent sexual
interest (example: mounting impulse); 4) one mount or attempt to mount, but no service; 5) two
mounts or attempts to mont, but no service; 6) more than two mounts or attempts to mount, no
service; 7) one service (complete mount or mating) followed by no sexual interest; 8) a service
followed for sexual interest, including mounts or attempts to mount; 9) two services followed
for no sexual interest; 10) two or more services followed by sexual interest, including mounts,
attempts to mount and services, classifying the bulls in three categories: high libido - behaviors
7, 8, 9 and 10; average libido - behaviors 4, 5 and 6 and low libido behaviors 0, 1, 2 and 3. It
was observed, in a general way, low reply of the animals to the tests, once that half of them
were classified with average or high libido. Lower variation in the punctuation between the
observation times was verified, in the individual or pen test with score 3.0 in five minutes and
3.3 in 15 minutes of evaluation (p>0.05). Otherwise, the biggest variation was registered in the
collective pen test, with score 2.0 in five minutes of evaluation and 3.6 with 15 minutes
(p<0.05). When the animals were compared in agreement with their libido classifications,
evidenced difference (p<0.05) in the corporal weight between high and low libido, suggesting
environment effect in the manifestation of the sexual interest and the sexual behavior events of
courtship, in young Guzerat bulls. Difference (p<0.05) in the serum testosterone levels in bulls
with high and average libido, when compared the bulls of low libido were observed. It was
recorded, in a general way, favorable associations and of high magnitude among the events,
suggesting that bulls that showed more events in the libido test are those with higher change to
carry through matings. The association between the libido and age, body weight and serum
testosterone concentrations, independent of the evaluation system, strengthens the finding of
direct influence of these characteristics in the expression of the sexual interest in young
Gugzerat bulls.

Keywords: Guzerat, libido, sexual behavior, testosterone, zebu.
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1. INTRODUCAO

O comportamento sexual do touro, que
sabidamente exerce importante influéncia
na fertilidade do rebanho, tem sido avaliado
pela intensidade da libido (Hultnds, 1959;
Rupp et al., 1977; Chenoweth et al., 1984;
Vale Filho et al., 1994; Costa e Silva et al.,
1999), da capacidade de servico (Rupp et
al., 1977; Blockey, 1978; Blockey, 1981;
Chenoweth et al., 1979; Chenoweth et al.,
1984) e do comportamento sexual a campo
(Costa e Silva et al., 1998; Zuin, 2000;
Santos, 2001).

A libido é o momento em que o macho
demonstra o interesse sexual, podendo ser
caracterizado como a espontaneidade ou
avidez para montar e a habilidade de
completar o servico em uma fémea
(Hultnas, 1959).

Desde as primeiras tentativas de Hultnas
(1959), de desenvolver uma prova confiavel
e padronizada para avaliagdio do
comportamento sexual dos touros, varios
esquemas para avaliagdo da libido vém
sendo propostos, tanto para touros europeus
(Osborne et al., 1971; Chenoweth et al.,
1979; Chenoweth et al., 1984), como para
zebuinos (Pineda et al., 1997; Vale Filho et
al., 1994).

Comparando-se os testes de libido,
capacidade de servico e tempo de reagdo
para primeiro servico em touros de corte
jovens, Chenoweth et al. (1979) concluiram
que o teste da libido apresenta vantagens
por avaliar e refletir melhor o
comportamento destes animais. Os autores
ressaltaram ainda o fato do teste de libido
tratar de uma avaliagdo de menor duracdo e
maior praticidade que o teste de capacidade
de servico.

Apesar dos esforcos de pesquisadores
brasileiros (Barbosa, 1987; Pinto et al.,
1989; Crudeli, 1990; Silva, 1994; Vale
Filho et al., 1994), ainda existem muitas

ddvidas com relacdo aos critérios de
execucdo dos testes de avaliacdo do
comportamento sexual dos zebuinos e do
real potencial reprodutivo da espécie em
condi¢des extensivas de criacgao.

Resultados de pesquisa com touros Bos
taurus indicus indicam que esta avaliagdo
deve ser realizada em locais apropriados,
semelhantes aos ambientes onde os touros
serdo utilizados, sem comprometimento da
observagdo daquelas atitudes realmente
importantes, bem como valorizacdo de
alguns comportamentos espécie especificos,
de forma diferenciada em relagdo aos touros
europeus.

Avaliando o comportamento em teste da
libido de touros Nelore e Pantaneiro (Bos
taurus taurus), criados extensivamente,
Costa e Silva et al. (1999) evidenciaram
baixas freqii€ncias de comportamentos
copulatérios, de impulso e tentativa de
montas, e de servicos completos, sugerindo
associacdo da baixa freqiiéncia destes
comportamentos com a adaptacdo dos
animais para menor desgaste nas montas a
campo em condicdes tropicais. O efeito de
ano influenciou (p<0,05) a maioria dos
comportamentos  observados, sugerindo
baixa repetibilidade de tais observacdes em
teste realizados em curral.

Santos (2001), analisando o comportamento
sexual de touros Nelore a pasto, observou
que o comportamento de reflexo ou impulso
de monta foi o evento de maior importancia
na conduta sexual dos touros, sugerindo ser
este um comportamento estratégico para se
testar a receptividade das fémeas. O autor
ressalta ainda que o periodo de maior
atividade sexual foi observado entre as 18 e
24 horas e que o estado reprodutivo da
fémea foi determinante como estimulo ao
comportamento sexual do touro.

Tem sido demonstrado que touros que

apresentam altas classificagcdes quanto a
libido, capacidade de servico e de razoaveis
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a alta pontuacdes nos sistemas de
classificagdo androlégica, podem servir a
maior nimero de fémeas durante a estag@o
de monta, possibilitando assim maior
pressdo de selecdo (Vale Filho, et al., 1994;
Fonseca, et al., 1997; Salvador, et al., 2003),
aliado a reducdo dos custos com 0s mesmos
(Neville et al., 1988; Fonseca, 2000).

O objetivo deste estudo foi avaliar o
comportamento sexual de touros jovens
Guzerd, sem experiéncia sexual, e associa-
lo com caracteriticas reprodutivas, niveis
séricos de testosterona e peso corporal.

2. REVISAO DE LITERATURA
Controle do

2.1. Mecanismos de
Comportamento Sexual

O sucesso do acasalamento, indispensavel
para a fertilizacdo e a sobrevivéncia dos
recém-nascidos, depende da conduta sexual
dos pares atraidos pela sua condigdo
hormonal (Fonseca, 2000).

As fases de abordagem sexual s@o
estereotipadas e ndo influenciadas pela
experiéncia, isto €, todos os machos das
espécies domésticas antes de realizar a
copula passam por etapas comuns,
independente da espécie ou da experié€ncia
sexual. Os recursos fisioldgicos acionados,
bem como as categorias comportamentais
utilizadas em cada etapa, podem apresentar
variagcdes de acordo com a espécie, raga e
ambiente (Blockey, 1976; Chenoweth,
1981; Costa e Silva, 2000).

Virios padrdoes de cortejo, ostentagdo,
atividades motoras e atitudes, sdo
direcionados a fim de aproximar os gametas
masculino e feminino com o objetivo de
assegurar a fertilizacdo, a gestacdo e a
sobrevivéncia da espécie (Hafez, 1995;
Costa e Silva, 2000; Fonseca, 2000).

A conduta sexual envolve uma seqiiéncia de
manifestacdes a partir do despertar sexual e
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seguida pelo cortejo (exibicdo sexual),
erecdo, protusdio do pénis, monta,
introducdo (procura), ejaculagdo (arranque
final), desmonta e refratariedade (saciedade)
(Hafez, 1995; Fonseca, 2000). Todos os
machos passam por estas etapas até alcancar
o acasalamento, no entanto, variagdes
dentro de cada etapa podem ser observadas
entre as subespécies bovinas, entre ragas e
individuos, quanto a duragdo, categorias
comportamentais, mecanismos fisiolégicos
e estruturais envolvidos (Costa e Silva,
2000).

O comportamento sexual é desencadeado a
partir de estimulos sensoriais que ativam os
centros superiores, principalmente a regido
hipotalamica, desencadeando uma série de
alteracdes neuro-enddcrinas que resultam na
expressdo de comportamentos (Costa e
Silva, 2002).

Os recursos sensoriais sdao de extrema
importancia na busca do parceiro, na
identificacdo do estado fisiolégico da
fémea, no cortejo (caracterizando o periodo
de excitagdo), na erecdo e monta. Destaca-
se a visdo como o sentido mais importante
para a detec¢do da fémea em cio e cortejo,
seguido da olfacdo (Hale, 1966; Geary &
Reeves, 1992; Chenoweth, 2000; Costa e
Silva, 2002). Outros sentidos (auditivo,
gustativo e tactil) estariam presentes, mas
utilizados em diferentes niveis (Costa e
Silva, 2000; Costa e Silva, 2002).

Em machos adultos mamiferos, o controle
enddcrino do comportamento sexual € feito
pela testosterona, no entanto existem
evidéncias de que o estrogeno e a di-
hidrotestosterona também participam da
funcdo erétil em algumas espécies (Henney
et al., 1990; Parvizi, 2000; Pinckard et al.,
2000). Alguns trabalhos (Henney et al.,
1990; Pinckard et al., 2000) sugerem que a
diferenciagéo sexual encontra-se
relacionada com a atividade da aromatase
cerebral, muito mais que com a testosterona
ou o estrégeno, embora se reconhegca a



participacdo efetiva da testosterona na
diferenciacdo dimorfica sexual cerebral.

A organizacdo sensitiva da conduta sexual
envolve interacdes de conduta que levam a
copula e que podem ser divididas, conforme
a seguir (Hafez, 1995; Chenoweth, 2000;
Fonseca, 2000):

a) a procura mutua do parceiro sexual: nos
bovinos, da-se pela visdo do grupo
sexualmente ativo ou pelo olfato
(feromdnios), ou por ambos, o que € mais
comum. O touro aproxima-se da vaca em
cio, ou por vé-la assediada por outros touros
e pelas companheiras de rebanho;

b) identificacio do estado fisiologico da
parceira: € de iniciativa do touro que esta
sempre disponivel para o sexo identificar a
parceira em cio. Uma vez proximo, ele
explora todas elas até identificar aquela em
cio mais positivo. Havendo outros touros no
grupo, 0 dominante exerce
preferencialmente esta atividade.
Entretanto, se houver muitas fémeas
receptivas, as atividades sdo divididas com
os subordinados e vdrias vacas sdo
cortejadas ao mesmo tempo;

) seqiiéncia de intervengodes
comportamentais que resultam na adocdo da
posicdo de cobricio pela fémea: € o
momento em que ela se entrega ao macho,
influenciada pelas altas concentracdes de
estrogeno circulante que a levam ao
maximo do desejo, submissa aos caprichos
do touro cortejador;

d) reacdo de monta pelo touro: a reacdo de
monta ocorre dentro da seqiiéncia da
conduta sexual e culmina com a cépula que
pode ser imediata ou demorar algum tempo,
dependendo do estado de saciedade do
touro. Quanto maior o tempo de repouso
sexual, mais avido estara e mais montas
realizard.

O sistema de acasalamento dos bovinos é
similar ao da maioria dos mamiferos, ou
seja, € descrito como  poliginico
(Chenoweth, 1981; Chenoweth, 2000;
Paranhos da Costa & Costa e Silva, 2007),

com competi¢do entre machos, sendo que as
fémeas providenciam o maior investimento
parental (Costa e Silva, 2002).

2.2. Testes de Comportamento Sexual

Costa e Silva (2002) caracterizou o
comportamento social dos zebuinos como
agrupamentos com varios machos num
sistema de acasalamento promiscuo, com
touros compartilhando o espaco fisico e
também as atividades sexuais de cortejo,
sendo o acasalamento garantido ao
dominante, quando a oferta de cio for baixa
e, conseqiientemente, maior competicdo
entre os touros. Observou ainda o
compartilhamento do cortejo das fé€meas
entre dominantes e subordinados, no entanto
o servigo era realizado exclusivamente pelo
dominante quando a oferta de incidéncia de
cio era baixa.

Os testes desenvolvidos para avaliar o
comportamento sexual enfatizam métodos
cuja finalidade compreende a quantificagdo
do desejo e da capacidade sexual na
tentativa de classificar os reprodutores
(Santos, 2001). Entretanto, 0
comportamento sexual envolve fatores
sociais, hormonais, nutricionais, ambientais,
individuais, idade, experiéncia e hierarquia
social (Chenoweth & Osborne, 1975;
Blockey, 1979; Chenoweth, 1981), além do
componente genético (Chenoweth, 1981;
Hohenboken, 1986; Quirino et al., 2004).

Hultnas (1959) desenvolveu um teste para
avaliar a libido e a capacidade reprodutiva
de touros em centrais de inseminagdo
artificial, com vacas contidas fora do estro.
Posteriormente, Osborne et al. (1971)
sugeriram um teste que utilizou o mesmo
conceito da libido, para avaliar touros. Os
autores utilizaram f€meas estrogenizadas
livres como estimulo, em um teste de cinco
minutos, € classificavam os touros em
escores de zero a quatro, conforme a
manifestacdo sexual: (0) nenhum interesse
sexual; (1) algum interesse sem tentativas
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de monta; (2) montas ou tentativas de monta
ao menos uma vez; (3) montas ou tentativas
de monta mais de uma vez; (4) um servigo
completo.

Posteriormente, este teste sofreu
modificagdes aumentando o tempo de cinco
para 10 minutos de observagdo, e 0 aumento
do escore, inicialmente até quatro, para 10
niveis (Chenoweth, 1981). Esse escore é
obtido a partir de observacdes da atividade e
conduta do reprodutor de acordo com a
escala abaixo:

0) o touro ndo mostra interesse sexual
pela fémea;

1) interesse sexual mostrado apenas
uma vez (ex: cheirar a vulva);

2) interesse sexual mostrado em mais
de uma ocasiao;

3) ativa perseguicdo da fémea com
persistente interesse sexual;

4) uma monta ou tentativa de monta,
mas nenhum servigo;

5) duas montas ou tentativas de monta,
mas nenhum servigo;

6) mais de duas montas ou tentativas
de monta, nenhum servico;

7) um servico seguido por nenhum
interesse sexual;

8) um servico seguido por interesse
sexual, incluindo montas ou
tentativas de monta;

9) dois servicos, seguidos por nenhum
interesse sexual;

10) dois servigos ou mais, seguidos por
interesse sexual, incluindo montas,
tentativas de monta e servigos.

Outros testes foram desenvolvidos para
avaliar o nimero de servicos completos,
conhecidos como teste de capacidade de
servico. Esse teste permite a avaliacdo
simultdnea da capacidade de servigo do
reprodutor e da hierarquia de dominéncia do
grupo, uma vez que as provas sdo realizadas
com vdrios touros ao mesmo tempo, durante
40 minutos, promovendo a competi¢do pela
oferta de uma fémea a menos que o nimero
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de touros em teste (Blockey, 1976; Blockey,
1978).

Foram observadas correlacdes significativas
entre os testes da libido e capacidade de
servigco, trabalhando com fémeas contidas
em estro (0,45; p<0,01) ou ndo (0,63;
p<0,01), sugerindo ser o teste de libido
como melhor op¢do por requerer menor
tempo de avaliacdio que os testes de
capacidade de servico (Chenoweth et al.,
1979).

Além das pontuagdes aferidas durante os
testes da libido, tem sido usado o tempo de
reacdo de cada touro para avaliar seu
desempenho sexual caracterizado pelo
intervalo de tempo entre o inicio do teste até

a realizacdo do servico completo (Fraser,
1960).

A avaliacdo do comportamento de zebuinos
no Brasil tem sido feita, principalmente, por
teste da libido; entretanto, os resultados das
avaliacdes desses reprodutores nos testes
idealizados para touros europeus nao sio tao
eficientes, devido a dificuldade de
adequacdo dos  testes para  esses
reprodutores (Silva, 1994; Pineda et al.,
1997; Costa e Silva, 2002). As interacdes
sexuais propostas nos testes para touros Bos
taurus taurus, comentadas anteriormente,
ndo se aplicam totalmente para reprodutores
Bos taurus indicus, pelo fato, em parte, do
comportamento sexual dos reprodutores
dessas subespécies serem distintos (Santos,
2001).

Os touros zebuinos apresentam baixa
freqiiéncia de monta durante a realizagdo
dos testes (Chenoweth & Osborne, 1975;
Silva, 1994; Pineda et al., 1997; Salvador et
al., 2003), o que interfere diretamente na
pontuacdo alcancada no teste por estes
animais. O fato de apresentarem pequeno
nimero de servicos completos durante o
teste tem sugerido a adocdo de critérios que
déem maiores pesos a outros tipos de



condutas relacionadas ao interesse sexual
(Santos, 2001).

O local de realizacdo do teste pode ser fator
limitante devido ao possivel estresse
causado nos touros zebuinos (Fraser, 1960).
A hierarquia social que atua de forma
acentuada nos teste de capacidade de
servico, devido a inibicdo do
comportamento dos touros na presenca de
um touro dominante, parece ser outro fator
(Santos, 2001; Costa e Silva, 2002). Outro
aspecto de grande importincia € a
necessidade de fémeas em cio durante o
teste de touros Bos taurus indicus
(Chenoweth, 1981; Santos, 2001; Torres
Junior, 2004), sendo que estas devem estar
soltas para que ndo haja interferéncia nos
resultados (Fonseca, 2000).

Costa e Silva & Encarnacgdo (1995), citados
por Costa e Silva (2002), fizeram
consideragdes sobre o uso dos testes
comportamentais em  touros Nelore:
“durante os testes pdde ser observado,
inegavelmente, que o touro zebu comporta-
se com restricoes em currais fechados.
Entretanto, a tentativa de realizar estes
testes em ambiente mais natural, como
piquetes de dimensdes de aproximadamente
um hectare, resultou em fracasso, pois as
vacas, apd6s duas ou trés montas,
demonstraram cansaco e passaram a fugir
sistematicamente do touro em teste”.

Diante de tantas dificuldades, alguns
trabalhos tém sugerido adaptacdes no teste
da libido, no sentido de adequéa-lo ao zebu
quanto ao tempo, utilizacdo de fémeas em
cio e soltas e, de certa forma, ja respeitando
algumas diferencas bdsicas entre o
comportamento das duas subespécies,
modificando os critérios de pontuagdo
(Pineda et al., 1997).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Caracterizacdo da Propriedade

O trabalho foi desenvolvido na Fazenda
Palestina, de propriedade da Palestina
Agropastoril Ltda., municipio de Unai,
noroeste do estado de Minas Gerais, situada
as margens da rodovia MG-188, na regido
conhecida como “Serra do Bebedouro”,
tendo como coordenadas geograficas
46°47°S de latitude e 16°35°W de longitude,
situada em 4rea de Cerrado.

A regido apresenta clima descrito como
quente e imido tipo AW de Koéeppen, com
temperaturas méaxima e minima de 30,8° e
17,2°C, respectivamente, com precipitagio
pluviométrica média anual de 1437 mm,
registrada nos dltimos dez anos (Anexos 1 e
2). Dois periodos climaticos  sdo
observados, o seco que se estende de abril a
setembro e o chuvoso de outubro a margo.

A fazenda possui 4drea total de 1800 ha, com
pastagens predominantes de Brachiaria
decumbens,  Brachiaria  brizantha e
Panicum maximum, rebanho de
aproximadamente 1500 animais da raga
Guzerd, “PO”, sendo aproximadamente 600
fémeas em reproducdo, servidas em sistema
de inseminagdo artificial, de onde sdo
obtidos os tourinhos para reposi¢do anual
dos reprodutores do rebanho comercial e
venda. A propriedade faz ainda a aquisig@o,
de animais jovens que s3o recriados e
vendidos como reprodutores.

O sistema de manejo é extensivo, € 0
rebanho € mantido em regime de pastejo,
com suplementacio volumosa a base de
silagem de milho, e concentrado protéico
(Anexo 3) no periodo seco, e suplementacio
mineral ad libitum o ano todo.

3.2. Animais e Metodologia Experimental

Foram inicialmente examinados
andrologicamente, um total de 150 touros
da raca Guzerd, com idades variando entre
18 e 37 meses. Dentre os animais
previamente avaliados e clinicamente
normais, 24 touros com idades variando de

27



24 a 34 meses, sem experiéncia sexual
prévia, foram selecionados para avaliacdo
do comportamento sexual, em teste da
libido, em curral e em piquete.

Avaliaram-se 0s aspectos clinico-
andrologicos, circunferéncia escrotal (CE) e
biometria testicular (comprimento e largura),
além dos aspectos fisicos e morfoldgicos do
sémen, conforme recomendacgdo do Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal (1998),
sendo entdo os animais submetidos a
classificagdo androldgica por pontos (CAP),
segundo (Vale Filho, 1989).

As medi¢oes de circunferéncia escrotal (CE)
foram obtidas por meio de fita métrica
posicionada na regido de maior didmetro da
bolsa escrotal; e a biometria testicular:
comprimento (comprimento dos testiculos
direito e esquerdo) e largura (largura dos
testiculos direito e esquerdo), foram obtidas
com o auxilio de paquimetro, sendo cada
testiculo medido individualmente.

Foi realizada, também, a verificacio da
consisténcia testicular, pontuada em uma
escala de um a cinco, conforme proposto por
Vale Filho (1997), sendo a consisténcia
cinco a ideal, sugerindo produgdo
espermadtica normal. A consisténcia quatro
indicada por menor tensdo superficial nos
testiculos, representando um  quadro
espermadtico normal ou recuperagdo de leve
degeneracdo testicular. A consisténcia trés
indicada por elasticidade dos testiculos,
representativa de degeneracdo testicular de
leve a moderada, e, por fim, as consisténcias
um e dois indicadas por flacidez dos
testiculos, indicativas de degeneragdes
graves.

Quanto ao sémen foram avaliados os
aspectos  fisicos (volume seminal,
turbilhonamento, motilidade, vigor e
concentracdo espermaticos) e morfoldgicos,
classificados em defeitos maiores (DM),
menores (Dm) e totais (DT) (Blom, 1973).
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As colheitas de sémen foram realizadas com
auxilio de aparelho de eletroejaculacgdo e as
avaliagdes fisicas do sémen realizadas
imediatamente apés as colheitas. Para a
avaliacdo morfoldgica, o sémen foi fixado
em solucdo de formol salina (Hancock,
1957) e transportado em temperatura
ambiente até os laboratérios de andrologia
da Escola de Veterindria da UFMG.

O esquema de teste da libido utilizado foi o
proposto por Vale Filho et al. (1994), no
qual os autores sugerem que a libido seja
avaliada num lote de 20 fémeas soltas no
curral, das quais trés em estro. Neste teste, o
animal a ser avaliado permanece por
aproximadamente 15 minutos, em lotes de
tr€s touros, em curral adjacente ao local do
teste da libido, para observag¢do das fémeas
em cio (pré-estimulacdo coletiva); sendo
posteriormente colocado individualmente
em  curral anexo (pré-estimulagdo
individual), e em seguida, colocado em teste
para observacdo do comportamento sexual.

Os touros foram divididos em dois grupos,
tendo cada grupo 12 animais que foram
avaliados em curral ou piquete, sendo cada
animal submetido ao teste da libido
individual e coletivo, conforme descrigdo
abaixo:

Teste da libido individual em curral: neste
teste, os animais apds pré-estimulagdo
coletiva e individual, foram colocados
individualmente junto com as fémeas (20
vacas, trés em cio), em curral com
aproximadamente 225 m? (15 x 15 m),
sendo observados por cinco, 10 e 15
minutos seqiienciais.

Teste da libido coletivo em curral: neste
teste, os animais apds pré-estimulagdo
coletiva, foram colocados em grupos de trés
junto com as fémeas (20 vacas, cinco em
cio), em curral com aproximadamente 225
m? (15 x 15 m), sendo todos os animais
observados por cinco, 10 e 15 minutos
seqiienciais.



Teste da libido individual em piquete: neste
teste, os animais apds pré-estimulagio
coletiva e individual em piquetes anexos ao
local do teste, foram colocados junto com as
fémeas (20 vacas, com trés em cio), em
piquete com aproximadamente 900 m” (30 x
30 m), sendo observados por cinco, 10 e 15
minutos seqiienciais.

Teste da libido coletivo em piquete: neste
teste, os animais apds pré-estimulagio
coletiva em piquetes anexos ao local do
teste, foram colocados em grupos de trés
junto com as fémeas (20 vacas, com cinco
em cio), em piquete com aproximadamente
900 m? (30 x 30 m), sendo observados por
cinco, 10 e 15 minutos seqiienciais.

Os principais comportamentos padronizados
para observacdo durante a avaliagdo foram
os descritos por Chenoweth (1984):

0) o touro ndo mostrou interesse
sexual pela fémea;

1) interesse sexual mostrado apenas
uma vez (ex: cheirar a regido
perineal);

2) positivo interesse pela fémea em
mais de uma ocasido (ex: reflexo de
Flehmen);

3) ativa perseguicdo da fémea com
persistente interesse sexual (ex:
impulso de monta);

4) uma monta ou tentativa de monta,
mas nenhum servigo;

5) duas montas ou tentativas de monta,
mas nenhum servigo;

6) mais de duas montas ou tentativas
de monta, nenhum servico;

7) um servico (monta completa ou
copula) seguido por nenhum
interesse sexual;

8) um servico seguido por interesse
sexual, incluindo montas ou
tentativas de monta;

9) dois servigos seguidos por nenhum
interesse sexual;

10) dois servigos ou mais, seguidos por
interesse sexual, incluindo montas,
tentativas de monta e servigos.

As observagdes/anotagdes foram realizadas
por quatro observadores posicionados em
pontos distintos do curral, escondidos e
interferindo o minimo possivel no
comportamento dos animais.

Para cada atitude dos touros frente as vacas
foi atribuida uma pontuagdo, e apds o
término do teste da libido, foi feita a leitura
complementar ou média entre as planilhas
dos observadores, sendo o0s touros
classificados em trés categorias:

- Baixa libido — comportamentos 0, 1, 2 e 3;
- Média libido — comportamentos 4, 5 e 6;

- Alta libido— comportamentos 7, 8,9 e 10.

Realizou-se, ainda, a anotacdo de todo
evento comportamental realizado pelos
touros durante os testes, para a verificagdo
da freqiiéncia de cada comportamento nos
diferentes testes e diferentes tempos de
observagao.

Os touros foram reavaliados
andrologicamente apds os testes, para a
tomada das caracteristicas androlégicas dos
animais préximo a realizacdo dos testes;
foram ainda, submetidos a coleta de sangue
por puncdo da veia jugular, para avaliacdo
das concentracdes séricas de testosterona
(Capitulo 2), na busca de associagdes entre
a libido, as caracteristicas androlégicas e a
concentracdo sérica de testosterona.

As vacas utilizadas no teste foram avaliadas
ginecologicamente e tiveram o estro
induzido por hormonioterapia, com
aplicacdo intramuscular de 5 ml de
cipionato de estradiol (E.C.P.%") e 3 ml de
prostaglandina sintética (Ciosin®"). As
fémeas eram substituidas constantemente,
ou a cada duas montas completas, para
evitar recusa a novos Servicos.

Para a comparagdo das freqiiéncias de
manifestacoes dos diferentes

*'Laboratério Pfizer
“Laborat6rio Schering-Plough
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comportamentos dos touros frente as vacas,
e a associagdo entre os eventos e entre estes
e diferentes caracteristicas androldgicas,
agrupou-se 0s eventos em basicamente
cinco eventos:

- Cheirar a regido perineal (CRP);

- Reflexo de Flehmen (RF);

- Impulso de monta (IM);

- Tentativa de monta ou monta abortada
(TM/MA);

- Monta completa (MC).

3.3. Analise dos Dados

As comparagdes da classificacdo final dos
animais nos diferentes testes e nos
diferentes tempos, assim como  as
freqiiéncias dos comportamentos dos touros
foram feitas como andlises ndo paramétricas
usando-se o teste de Wilcoxon, para pares
ordenados, e testes de Kruskall Wallis e
Mann-Withney, para grupos diferentes de
animais, segundo proposi¢do de Sampaio
(2002). Para a andlise de comparacdo das
freqiiéncias dos eventos entre os testes, foi
adotado o teste de maior duracdo (15
minutos).

Para a andlise das correlagdes entre os
eventos comportamentais utilizou-se a
correlacdo de Spearman, recomendada para
dados nfo paramétricos, também segundo
Sampaio (2002). Para o cédlculo das
correlacoes entre 0s eventos
comportamentais; e entre estes e as
caracteristicas androlégicas, peso corporal e
idade dos animais, o escore utilizado para o
célculo foi o da pontuagdo maxima de cada
animal no teste individual de maior duracio.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tab. 1 sdo apresentadas as médias e
desvios-padrao da idade, peso corporal, CE,
caracteristicas fisicas e morfolégicas do
sémen e CAP para touros Guzerd,
submetidos a teste da libido em curral e
piquete. Observou-se, que ndo houve
diferengas (p>0,05) entre as caracteristicas
avaliadas sugerindo uniformidade entre os
grupos, e auséncia de influéncia destas
caracteristicas no desempenho dos animais.
Os resultados encontrados sdo semelhantes
aos descritos para touros Guzerd por
Troconiz et al. (1991) e Torres Junior
(2004).

Tabela 1 — Médias e desvios-padrdo da idade, peso corporal, circunferéncia escrotal e
caracteristicas seminais em touros da raca Guzerd, submetidos a avalia¢do da libido em curral e

piquete
Idade Peso CE Mot Vigor* DM DT Vol Conc CAP*
(meses) (Kg) (cm) (%) (%) (%) (ml) (xlO“sptz/ml) (0-100)
Curral 29,8 £ 463,5 + 319+ 583% 7.8 + 195+ 90+ 2844 + 66,5 +
3,1 97.4 2,6 8,3 52 6,4 14 102,1 13,8
Piquete 289 + 464,6 + 327+ 620z 7,1+ 195+ 90+ 2845 + 74,8 +
32 105,7 2,6 5.8 3,0 6,6 1,5 1844 15,6

Nio houve diferencas significativas (p>0,05) entre as caracteristicas pelo teste de Fisher (caracteristicas paramétricas) e pelo teste
de Mann-Whitney (caracteristicas ndo paramétricas)*. OBS: Peso = peso corporal; CE = circunferéncia escrotal; Mot = motilidade
espermatica; Vigor = vigor espermdtico; DM = defeitos espermdticos maiores; DT = total de defeitos espermdticos; Vol = volume
seminal; Conc = concentrac@o espermatica; CAP = classificacdo androldgica por pontos.

Observou-se, de forma geral, baixa resposta
dos animais aos testes, uma vez que menos
da metade dos animais foi classificada com
libido média ou alta (Tab. 2). Apenas no
teste coletivo em curral, a maioria dos
animais (58,3%) respondeu adequadamente
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ao teste; entretanto, notou-se aumento
apenas no nimero de animais classificados
com libido média. No teste individual em
piquete, ndo foram classificados animais
com libido alta.



Tabela 2 — Distribui¢do de touros jovens Guzerd, como resultado de sua classificacdo em teste

da libido por 15 minutos

Curral (%) Piquete (%)
Individual Coletivo Individual Coletivo
Alta 16,7 16,6 0,0 16,7
Média 16,7 41,7 25,0 16,7
Baixa 66,6 41,7 75,0 66,6

De forma geral, observou-se que,
independentemente da metodologia
utilizada para avaliacdo do comportamento
sexual, os eventos foram realizados por uma
porcentagem similar de machos. Os
resultados foram  semelhantes aos
encontrados por Jiménez-Severiano (2002),
que reportaram menos de 20% de montas
completas em machos das racas Holandés e
Pardo-Sui¢o, com idades variando de seis a
16 meses.

Fonseca et al. (1997), avaliando touros
adultos da raca Nelore por 10 minutos,
observaram resultados semelhantes, com
50,8; 45,6; 3,6 e 0,0%, de animais
classificados como questiondveis, bons,
muito bons e excelentes, respectivamente.
Ja Santos et al. (2004) observaram, em teste
de libido por 10 e 15 minutos, também com
animais adultos, 32,1; 42,9; 21,4 € 3,6%, e
26,8; 25,0; 42,8 e 5,4%, respectivamente,
utilizando o mesmo critério de classificagio
descrito anteriormente. Os autores alegaram
que o aumento no tempo de avalia¢do de 10
para 15 minutos reduziu o percentual de
touros classificados como de boa ou
questionavel libido e elevou o de touros
com libido muito boa e excelente.

Os resultados obtidos nos testes mostram
inibicdo dos animais na manifestacdo dos
eventos comportamentais € sugerem que
tais resultados devem-se, provavelmente, a
baixa idade, aliada a inexperiéncia sexual
dos animais avaliados, semelhante aos
descritos por Torres Junior (2004) que,
trabalhando com machos jovens Guzerd,
observou que o aumento da freqiiéncia de
eventos  sexuais, em machos sem

experiéncia sexual, ocorreu em funcdo da
idade.

Segundo Hafez (1995), a eficiéncia da
copula de machos e fémeas é melhorada
pela experiéncia e contatos individuais antes
da puberdade podem proporcionar um efeito
organizador sobre o desempenho sexual
subseqiiente.

Phillips (1993), citado por Quirino et al.
(2004), sugeriu que, em touros de racas
européias variacdes quanto a classificagdo
da libido poderiam existir em funcdo da
inexperiéncia sexual, quando comparados
aos animais mais velhos. Entretanto, Zuin
(2000), ao estudar o comportamento de
touros Nelore aos dois, e posteriormente aos
trés anos de idade, ndo observou qualquer
efeito da experiéncia sexual prévia nos
diversos comportamentos avaliados.

Na Tab. 3 encontram-se as médias e
desvios-padrao dos escores classificatdrios
da libido em touros Guzera, em diferentes
sistemas e tempos de avaliacdo. Observou-
se menor variacdo na pontuacdo entre oS
tempos, no teste individual em curral com
escore 3,0 em cinco minutos e 3,3 em 15
minutos de avaliacdo (p>0,05). A maior
variag@o ocorreu no teste coletivo em curral
com escore 2,0 em cinco minutos de
avaliacdo e 3,6 com 15 minutos (p<0,05).
As menores notas foram registradas nos
testes coletivo em curral e piquete, ambos
com escore 2,0 em cinco minutos de
avaliac@o, e a maior pontuagdo ocorreu no
teste coletivo em curral com escore 3,6 em
15 minutos.
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Tabela 3 — Médias e desvios-padrao dos escores da libido, em avaliagdo individual e coletiva,
em curral e piquete, com diferentes tempos de observacdo em touros jovens da raca Guzera

Tempo de avaliacio (minutos)

Tratamento 10 15
Curral Individual 30+2,3% 3,023 33+23%
urra Coletivo 20+3,1% 2,8 2,8 3,6+2,6"
Piquet Individual 2,1 £12% 234 1,5% 2,54 1,4%
'quete Coletivo 2,0 £1,8% 2,6+2,5™ 2,9 +2,7%

Letras mindsculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Wilcoxon e letras maidsculas
semelhantes na mesma coluna ndo diferem estatisticamente (p>0,05) pelos teste de Mann-Whitney e Wilcoxon.

No teste coletivo em piquete as avaliacdes
por 10 e 15 minutos mostraram-se
superiores a avaliacdo por cinco minutos
com escores de 2,6; 29 e 2,0,
respectivamente.

Pineda et al. (1997) observaram em touros
Nelore, com 96 meses de idade, pontuagdo
média de 4,5 em avaliacdo por 10 minutos,
semelhante ao descrito por Santos et al.
(2004) utilizando touros da mesma raga e
mesmo tempo de avaliagdo.

Chenoweth et al. (1979) encontraram em
touros jovens Bos taurus taurus, em teste da
libido por 10 minutos, pontuacdo média de
5,7 e sugeriram que embora a pontuagdo no
teste possa ser um método ttil de avaliagdo
da conduta sexual dos animais, isso nio
quer dizer que seja o método mais
adequado.

Santos et al. (2004) encontraram diferenca
na pontuagdo de touros Nelore adultos em
dois tempos de avaliagdo, sugerindo que o
tempo de 10 minutos poderia interferir
negativamente no desempenho sexual dos
touros, quando comparado a avaliacdo por
15 minutos (4,5 vs 5,5). Oliveira et al.
(2007) também questionam o tempo de
avaliacio de 10 minutos em curral,
sugerindo ser insuficiente para expressao do
potencial sexual dos animais.

Quando se compararam o0s testes nos
tempos de avaliagdo, observou-se n@o
existir diferencas (p>0,05) entre os métodos
utilizados, indicando que,
independentemente do método proposto
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para avaliar o comportamento dos touros
frente a vacas em estro, a resposta obtida
ndo mudard a classificagdo dos animais. Os
resultados sugerem que os métodos
utilizados mostraram-se eficientes em
detectar a expressdo de interesse sexual,
bem como avaliar ~ os  padrdes
comportamentais durante o cortejo sexual
em machos jovens Guzerd, sem experiéncia
sexual.

Observou-se que ndo houve diferenca
(p>0,05) entre idade, CE, caracteristicas
seminais e CAP entre os animais
classificados com alta, média e baixa libido,
indicando ndo haver influéncia dessas
caracteristicas na classificacdo final desses
animais (Tab. 4).

Chenoweth et al. (1984) encontraram
resultado semelhante sobre a influéncia da
idade na libido dos animais, trabalhando
com touros jovens das racas Angus e
Hereford, alegando  auséncia  desta
influéncia, pela relativa inexperiéncia na
habilidade de monta em touros jovens.
Pineda et al. (2000) verificaram efeito da
idade afetando significativamente a libido
que, segundo os autores, se deve ao fato
deste efeito estar associado ao
desenvolvimento/maturidade  sexual do
animal; de acordo com o modelo utilizado
pelos autores para descrever este efeito,
para cada més de aumento na idade houve
acréscimo de 0,16 + 0,03 pontos na libido.
Os autores registraram ainda, efeito da CE
aos 12 e 18 meses de idade sobre a libido
dos animais, que segundo 0s mesmos
acrescia a cada centimetro de aumento na



CE em 0,06 + 0,04 e 0,16 £ 0,06 pontos na
libido, respectivamente. Estes resultados
nido foram encontrados neste trabalho

devido, provavelmente, a homogeneidade
dos animais estudados.

Tabela 4 — Médias e desvios-padrdo da idade, peso corporal, circunferéncia escrotal,
caracteristicas seminais e concentragdes plasmadticas de testosterona em touros jovens da raca

Guzerd, com diferentes manifestacdes da libido

Idade Peso CE Mot DM DT Vol Conc CAP* Testost

(meses) (Kg) (cm) (%) (%) (%) (ml) (xlO"sptz/ml) (0-100) (ng/ml)

Alta 314 + 616,5 + 358 + 65,0 + 40+ 13,0+ 10,5+ 3775+ 84,0 + 297 +
1,5* 61,5* 2,3* 7,12 1.4 2,8° 0,7* 46,0 11,3 0,03*

Média 30,7 £ 5144 + 322+ 60,0 + 58+ 20,0 + 9,7+ 380,0 + 68,8 + 2,34 +
3,0 116,7® 3,3* 12,2 1,6* 9.4% 1,9* 165,7* 15,3 1,27

Baixa 28,7 + 4313+ 31,9+ 59,7 £ 84+ 20,2 + 8,6+ 240,8 + 69,6 + 091 +
3,2% 75,7° 2,3 5,7 4,6 5.4° 1,2% 137,4* 15,3* 0,82°

Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,05), pelo teste de SNK e Kruskal-Wallis (caracteristicas ndo
paramétricas)*. OBS: Peso = peso corporal; CE = circunferéncia escrotal; Mot = motilidade espermadtica; Vigor = vigor
espermatico, DM = defeitos espermdticos maiores; DT = total de defeitos espermdticos; Vol = volume seminal; Conc =
concentracdo espermatica; CAP = classifica¢@o androldgica por pontos; Testost = testosterona.

Nao se encontraram diferencas (p>0,05)
entre as  caracteristicas  fisicas e
morfolégicas do sémen e CAP em touros
com libido alta, média e baixa. Os
resultados concordam com os descritos na
literatura (Barbosa, 1987; Salvador, 2001;
Salvador et al. 2003).

Tais resultados reforcam a importancia da
avaliacdo clinica dos Orgdos genitais e
anélise do sémen na selecdo androldgica dos
reprodutores, mostrando ser a libido um
teste complementar importantissimo no
sentido de aumentar a seguranga na
avaliacdo do potencial reprodutivo dos
touros para uso com maiores proporgdes
touro:vaca, durante a estacio de monta,
conforme sugerido por Salvador et al.
(2003). O fato da CAP nao diferir entre os
grupos, pode ser explicado por ser este um
método de selecdo de reprodutores que leva
em consideracdo a CE e as caracteristicas
fisicas e morfoldgicas do sémen, aspectos
estes que ndo diferiram neste estudo.

Constatou-se diferenca (p<0,05) no peso
corporal entre os animais de alta e baixa
libido sugerindo efeito de ambiente na
manifestacdo do interesse sexual e dos
eventos comportamentais do cortejo (Tab.
4). Chenoweth et al. (1979) estudando o

comportamento sexual de touros jovens Bos
taurus taurus, registraram diferencas na
manifestacdio dos eventos sexuais entre
grupos, sugerindo que tais diferencgas
poderiam ser devido aos fatores raca e
nutricional.

Pruitt & Corah (1985) comentam que a
ingestdo de baixos niveis de energia pode
ser prejudicial ao desempenho reprodutivo
de touros jovens por atrasar a puberdade e
reduzir a libido. De acordo com Quirino et
al. (2004) a libido  pode ser
significativamente  afetada pelo peso
corporal em qualquer idade, indicando
cuidado com a alimentacdo dos animais.
Chenoweth (1986) sugere que alguns
touros, particularmente o Bos taurus
indicus, podem apresentar deficiéncia
tempordria na libido por influéncia
ambiental.

Registraram-se diferencas (p<0,05) nos
niveis séricos de testosterona em touros com
alta e média libido, quando comparados a
touros de baixa libido, semelhante ao
descrito por Smith et al. (1981). Entretanto,
os resultados sdo diferentes da maioria dos
registrados na literatura (Chenoweth et al.,
1979; Barbosa, 1987; Price et al., 1986;
Santos et al., 2004a) que ndo reportaram
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associacdo entre os niveis circulantes de
testosterona e o desempenho sexual de
touros. Price et al. (1986) concluiram que as
diferencas individuais no comportamento
sexual ndo podem ser previstas com base
nos niveis circulantes de testosterona e
hormonio luteinizante (LH).

Pode-se  especular que a  menor
concentracdo  sérica de  testosterona
encontrada em touros com baixa libido, seja
reflexo da pior condi¢do corporal destes
animais, jd que oS mesmos apresentaram
menor peso corporal que os animais de alta
libido. Entretanto, Hafez (1995) sugere
certa especificidade sexual de hormdnios
esterdides, levantando a questdo da
influéncia direta do hormonio sobre o
comportamento sexual; e Smith et al. (1981)
concluiram que as diferencas na capacidade
de servico de touros com diferentes
concentracdes de testosterona, foram
resultados da resposta dos érgdos alvo aos
niveis deste hormonio.

A seguir serdo apresentados os resultados
das freqiiéncias médias dos eventos
comportamentais em touros Guzera,
manifestados durante os testes da libido;
sendo os comportamentos de cheirar e
lamber a regido perineal (CRP), reflexo de
Flehmen (RF), impulso de monta (IM),
tentativa de  monta/monta  abortada
(TM/MA) e monta completa (MC) descritos
para touros de alta; os comportamentos
CRP, RF, IM e TM/MA para os de média; e
os comportamentos CRP, RF e IM para os
de baixa libido. Esses eventos de
manifestacdo sexual podem, ainda, ser
divididos em  comportamentos  de
identificacdo (CRP, RF), pré-copulatérios
(IM, TM/MA) e copulatérios (MC) (Santos,
2001; Torres Junior, 2004).

Na Fig. 1 € apresentada a freqiiéncia dos
eventos de comportamento sexual, em
touros da raca Guzerd, em teste da libido
individual em curral.

Teste da Libido Individual em Curral
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5,50 -
5,00 -
4,50
4,00
3,50 b
3,00 |
2,50 - b
2,00 -
1,50 1
1,00 1
0,50 -
0,00 1

Freqliéncia

CRP RF

IM

TMMA MC

Eventos Comportamentais

Figura 1 — Freqiiéncia de eventos de comportamento sexual em touros jovens da raca Guzera

em teste da libido individual em curral, com diferentes tempos de avaliagdo.

OBS: Letras diferentes nas colunas diferem (p<0,05) pelo teste de Wilcoxon.

CRP = cheirar a regido perineal; RF = reflexo de Flehmen; IM = impulso de monta; TM/MA = tentativa de monta/monta abortada;
MC = monta completa; 5” = cinco minutos; 10’ = 10 minutos; 15’ = 15 minutos.
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Observou-se que 0s eventos com maior
freqiiéncia de manifestacio foram os de
identificacdo, principalmente os eventos
CRP e RF, independentemente do tempo de
avaliacdo. Registrou-se baixa incidéncia dos
eventos de impulso de monta (IM) e,
tentativa de  monta/monta  abortada
(TM/MA), com incidéncia minima para o
evento de monta completa (MC), conforme
relatado por Torres-Jinior (2004). Quando
se comparou a freqiiéncia de manifestacio
dos eventos entre os tempos de avaliagdo,

eventos CRP e RF, com o RF aumentando
juntamente com o aumento no tempo de
avaliag@o.

Nao se registrou diferenca entre os eventos
nos animais com alta, média e baixa libido,
em avaliacdo individual em curral (Tab. 5);
constatou-se que os eventos indicativos de
interesse sexual ou reconhecimento da
fémea em estro foram manifestados por um
maior ndmero de animais, independente de
sua classificagao final.

registrou-se diferenca (p<0,05) apenas nos

Tabela 5 — Médias e desvios-padrdo da freqiiéncia de eventos sexuais em touros da raca Guzerd
em avaliacdo individual em curral

Eventos Sexuais

CRP RF IM TM/MA MC
Alta 35+0,7 75+49 35+49 25+0,7 1,0+0,0
Média 45+21 40+1,4 40+5,6 45+49 -
Baixa 3,1+3,0 25+1,6 - - -

Naio houve diferencas significativas (p>0,05) entre as caracteristicas pelos testes de Kruskal Wallis e Mann-Whitney. OBS: CRP =
cheirar a regido perineal; RF = reflexo de Flehmen; IM = impulso de monta; TM/MA = tentativa de monta/monta abortada; MC =
monta completa.

Na Fig. 2 é apresentada a freqiiéncia dos
eventos de comportamento sexual, em

touros da raca Guzerd em teste da libido
coletivo em curral.

Teste da Libido Coletivo em Curral
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Figura 2 — Freqii€ncia de eventos de comportamento sexual em touros jovens da raca Guzera

em teste da libido coletivo em curral, com diferentes tempos de avaliacdo.

OBS: Letras diferentes nas colunas diferem (p<0,05) pelo teste de Wilcoxon.

CRP = cheirar a regido perineal; RF = reflexo de Flehmen; IM = impulso de monta; TM/MA = tentativa de monta/monta abortada;
MC = monta completa; 5° = cinco minutos; 10’ = 10 minutos; 15’ = 15 minutos.
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Semelhante ao encontrado na avaliagdo
individual, os eventos com maior freqiiéncia
de manifestacdo foram os de identificagdo
CRP e RF, com baixa ocorréncia de
realizacdo de MC. Quando se comparou a
freqiiéncia de manifestacdo dos eventos
entre os tempos de avaliagdo, registrou-se
diferenca (p<0,05) nos eventos CRP, RF e
TM/MA. O evento TM/MA ¢ classificado
como evento pré-copulatdrio, o que sugeriu

maior disposi¢cdo dos animais em realizar
servigo completo, com o aumento no tempo
de observagdo, neste sistema de avaliacdo.

Quando se divide os animais avaliados no
sistema coletivo em curral (Tab. 6) pela
classificagdo no teste (alta, média e baixa
libido), ndo se encontram diferencgas
(p<0,05) entre a freqiiéncia de manifestacio
dos eventos.

Tabela 6 — Médias e desvios-padrao da freqii€ncia de eventos sexuais em touros da raca Guzerd
em avaliacdo coletiva em curral

Eventos Sexuais

CRP RF IM TM/MA MC
Alta 55+6,3 50+14 8,5+6,3 35+2,1 1,0£0,0
Média 32+2,6 38+37 0,8+1,7 18+1,3 -
Baixa 12+1,3 0,8 +0,8 - - -

Nio houve diferencas significativas (p>0,05) entre as caracteristicas pelos testes de Kruskal Wallis e Mann-Whitney. OBS: CRP =
cheirar a regido perineal; RF = reflexo de Flehmen; IM = impulso de monta; TM/MA = tentativa de monta/monta abortada; MC =

monta completa.

Nas Figuras 3 e 4 sdo apresentadas as
freqiiéncias dos eventos de comportamento
sexual em teste da libido individual e
coletivo, em piquete. Observou-se, assim
como nos testes em curral, que os eventos
com maior freqiiéncia de manifestagdo
foram os de identificacdo, principalmente os
eventos CRP e RF, independentemente do
tempo de avaliacdo. Constatou-se ainda,
baixa incidéncia de MC nos testes, com
freqiiéncia menor que as observadas nos
testes em curral; sendo que, no teste
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individual, nenhum reprodutor realizou
servico completo e, no teste coletivo, isto
ocorreu somente apds 0s cinco minutos
iniciais de observagao.

Quando se comparou a freqiiéncia de
manifestacdo dos eventos entre os tempos
de avaliacdo no teste individual em piquete
(Fig. 3), registrou-se diferenca (p<0,05)
para os eventos CRP e RF, que aumentaram
juntamente com o tempo, diferindo entre
cinco, 10 e 15 minutos de avaliag@o.
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Figura 3 — Freqii€ncia de eventos de comportamento sexual em touros jovens da raca Guzera

em teste da libido individual em piquete, com diferentes tempos de avaliacao.

OBS: Letras diferentes nas colunas diferem (p<0,05) pelo teste de Wilcoxon.

CRP = cheirar a regido perineal; RF = reflexo de Flehmen; IM = impulso de monta; TM/MA = tentativa de monta/monta abortada;
MC = monta completa; 5* = cinco minutos; 10’ = 10 minutos; 15’ = 15 minutos.
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Figura 4 — Freqii€ncia de eventos de comportamento sexual em touros jovens da raca Guzera

em teste da libido coletivo em piquete, com diferentes tempos de avaliagdo.

OBS: Letras diferentes nas colunas diferem (p<0,05) pelo teste de Wilcoxon.

CRP = cheirar a regido perineal; RF = reflexo de Flehmen; IM = impulso de monta; TM/MA = tentativa de monta/monta abortada;
MC = monta completa; 5’ = cinco minutos; 10’ = 10 minutos; 15’ = 15 minutos.
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No teste individual em piquete ndo foi
encontrado animal classificado como de alta
libido (Tab. 7). Apesar de ndo existir
diferenca entre a freqii€ncia dos eventos
CRP e RF nos animais de média e baixa
libido, observou-se maior incidéncia destes

nos touros de média libido; registrou-se
diferenca (p<0,05) na ocorréncia de IM
entre as categorias da libido, sendo este um
evento auxiliar na identificagdo das fémeas
em estro, conforme Santos (2001) e Oliveira
et al.(2007).

Tabela 7 — Médias e desvios-padrdo da freqiiéncia de eventos sexuais em touros da raga

Guzerd, em avaliacdo individual em piquete

Eventos Sexuais

CRP RF IM TM/MA MC
Alta - - - - -
Média 8,0+4,5 83+25 3,6+2,0° 1,6 +1,1 -
Baixa 45+45 36+3,5 0,2 +0,6° - -

Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste Mann-Whitney. OBS: CRP = cheirar a regido
perineal; RF = reflexo de Flehmen; IM = impulso de monta; TM/MA = tentativa de monta/monta abortada; MC = monta completa.

Assim como observado nos demais sistemas
de avaliacdo da libido, as freqii€ncias dos
eventos diferiram apenas nos
comportamentos CRP e RF, no teste
coletivo em piquete (Fig. 4), mostrando a
importancia desses eventos na manifestagdo
do interesse sexual e no cortejo.

Quando se comparou a freqiiéncia de
manifestacio dos eventos de
comportamento sexual em touros Guzerd
com diferentes classificacdes quanto a
libido, em sistema coletivo em piquete (Tab.
8), observou-se maior incidéncia dos
eventos nos animais de alta libido, a
excecdo da TM/MA, maior nos animais de
média libido (p>0,05).

Tabela 8 — Médias e desvios-padrao da freqii€ncia de eventos sexuais em touros da raca Guzerd
em avaliacdo coletiva em piquete

Eventos Sexuais

CRP RF IM TM/MA MC
Alta 5521 8,5+0,7 1,521 1,5+£0,7 1,0£0,0
Média 3,0+0,0 30+1,4 0,5+0,7 6,5+3,5 -
Baixa 1,3+27 1,6 +4,2 0,1+0,3 - -

Nio houve diferencas significativas (p>0,05) entre as caracteristicas pelos testes de Kruskal Wallis ¢ Mann-Whitney. OBS: CRP =
cheirar a regido perineal; RF = reflexo de Flehmen; IM = impulso de monta; TM/MA = tentativa de monta/monta abortada; MC =

monta completa.

Os resultados apresentados indicam que
machos jovens da raca Guzerd, sem
experiéncia  sexual  prévia,  podem
manifestar interesse sexual por fémeas em
estro, em teste da libido. Apesar da menor
freqiiéncia na manifestacdo dos eventos,
quando comparados com Bos taurus taurus
(Chenoweth et al., 1979; Neville Jr. et al.,
1988) e com Bos taurus indicus, em idades
mais avancadas e experientes sexualmente
(Santos, 2001; Salvador et al., 2003; Santos
et al., 2004; Costa e Silva, 2002), pdde-se
constatar certa eficiéncia nos testes na
detecgdo de animais com maiores potenciais
de cobrigao.
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Crudeli (1990) sugeriu que o teste da libido
ndo estd perfeitamente adequado ao
temperamento dos zebuinos, bastante
nervoso e sensivel ao estresse em ambiente
diferente ao que se encontra acostumado.
Silva (1994) enfatizou que o touro zebu
comporta-se com restricdes em currais
fechados; entretanto destacou que a
tentativa de realizar estes testes em
ambiente mais natural como piquetes,
resultou em fracasso, principalmente por
problemas relacionados as fémeas.

A utilizacdo de fémeas em estro, juntamente
com as fora de estro, durante a realizagdo



dos testes foi importante para comprovar
que os machos foram atraidos as fémeas em
estro, concentrando o0s eventos sexuais,
quase em sua totalidade, sobre estas;
semelhante ao descrito na literatura para
avaliacdo em zebuinos (Silva, 1994; Torres
Janior, 2004); indicando que o estado
reprodutivo da fémea foi determinante
como estimulo ao comportamento sexual do
touro (Santos, 2001).

Observou-se que os eventos classificados
como de identificacdo foram os com maior
incidéncia neste trabalho, com os eventos de
cheirar e lamber a regido perineal (CRP) e
reflexo de Flehmen, com ocorréncia
variando de 50 a 100% e 33,3 a 91,6%,
respectivamente, nos sistemas testados para
avaliacdo dos animais, mostrando a
importancia de tais eventos na manifestagdo
do desejo sexual nesses animais, fato
também reportado por outros pesquisadores
(Costa e Silva et al, 1999; Santos, 2001;
Salvador et al., 2003).

Silva (1994) levanta a questdo dos valores
atribuidos a cada atitude do comportamento
sexual, onde as mais importantes sdo 0s
servigos completos, seguidos das tentativas
de monta e montas; entretanto cita fatos que
contradizem a valorizacdo destas atitudes na
subespécie zebuina, onde o cortejo € mais
demorado e envolvente, resultando em
menor numero de montas, conforme
observado neste estudo.

Salvador (2001) ao estudar 0
comportamento sexual de touros Nelore
adultos, observou que touros de alta libido
foram mais diretos ou mais rdpidos na
realizacdo dos comportamentos
copulatérios, com menor freqiiéncia de RF
que os touros classificados como de baixa
libido, fato ndo observado neste estudo. O
autor sugeriu ainda que touros com
comportamentos mais diretos durante os
testes da libido em curral, podem também
ser os de maior domindncia a campo,
semelhante ao descrito por Costa e Silva

(2000) ao observar que, em touros Nelore,
em acasalamentos multiplos, 0
estabelecimento da relagdo de dominéncia,
determinava que 0s subordinados
praticavam com maior freqiiéncia os
comportamentos de identificagdo de fémeas
no cio e os dominantes mostrando-se mais
rapidos em atingir os eventos copulatdrios.

O impulso de monta (IM), evento
caracterizado como um leve e sudbito
movimento do touro em direcdo a fémea,
com a retirada ou ndo dos membros
anteriores do solo, sem apoio sobre a fémea;
e a tentativa de monta/monta abortada
(TM/MA), foram eventos com ocorréncia
semelhante neste trabalho, diferente do
registrado por varios outros pesquisadores
(Santos, 2001; Costa e Silva, 2002; Torres
Junior, 2004). Estes autores encontraram
maior ocorréncia de IM, alegando que este
evento esta associado a uma forma de
excitagdo, assim como, a uma forma de
identificar a receptividade da fémea e
eventual melhor momento para realizagdo
da cépula. Ja Santos (2001), caracteriza a
TM/MA como evento pouco expressivo
para expressar o comportamento de touros
zebuinos, diferentemente do exposto por
Chenoweth (1974) para touros taurinos.

Torres Juinior (2004) trabalhando com
touros jovens da raga Guzerd, em avaliagdo
individual e coletiva, observou que
comportamentos de identificacio (CRP e
RF) tenderam a ser mais freqiientemente
manifestados quando os animais foram
avaliados coletivamente e o IM foi
discretamente mais freqiiente quando
avaliados individualmente, o que ndo
ocorreu no presente estudo.

O comportamento de MC foi o evento de
menor ocorréncia nos sistemas de avaliagdo
utilizados, com freqiiéncia de 0 a 16,6%
entre os animais avaliados. Chenoweth et al.
(1996) também trabalhando com machos
zebuinos (Brahman e Nelore x Brahman),
de até 20 meses de idade, ndo reportaram a
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ocorréncia de montas completas, em teste
com 10 minutos de duragdo, porém
utilizando  fémeas contidas e sem
manifestacdo do estro.

Na Fig. 5 encontram-se as freqiiéncias de
manifestacdo de eventos de comportamento
sexual entre diferentes sistemas de
avaliacdo. Observa-se diferenga apenas no
evento CRP entre os testes individual e
coletivo em piquete; o que sugere nao
existir diferenca na manifestacio dos
eventos pelos animais, quando em
avaliagdes individual e coletiva, em curral e
piquete. Torres Junior (2004) ndo encontrou
diferenca entre os sistemas de avaliagdo
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individual e coletivo, em avaliacdo de
comportamento sexual de tourinhos Guzera
em piquete, sugerindo que ambos foram
eficazes em detectar a expressio do
interesse sexual.

Desta forma, pode-se especular que ndo ha
diferenca entre os métodos de avaliagdo,
curral ou piquete, em touros jovens Guzera,
e que talvez o maior entrave na avaliagdo do
comportamento desses animais seja a
inexperiéncia sexual, reforcando ainda mais
o que sugeriu Salvador (2001), que a libido

¢ um teste complementar na avaliacdo de
reprodutores para alto potencial de cobricdo.
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Figura 5 — Freqiiéncia de eventos de comportamento sexual em touros jovens da raca Guzerd,
em teste da libido individual e coletivo, em curral e piquete.

OBS: Letras diferentes nas colunas diferem (p<0,05) pelo teste de Mann-Whitney.

CRP = cheirar a regido perineal; RF = reflexo de Flehmen; IM = impulso de monta; TM/MA = tentativa de monta/monta abortada;
MC = monta completa; CInd = curral individual; CCol = curral coletivo; PInd = piquete individual; PCol = piquete coletivo.
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Observaram-se, de forma geral, associacdes
favoraveis entre os eventos em teste da
libido individual (Tab. 9), sugerindo que
touros que mais manifestam eventos em
teste da libido sdo os com maiores chances
de realizar a cépula.

Estes resultados concordam com relatos de
Costa e Silva et al. (1998) e Salvador
(2001), que utilizando touros Nelore,
observaram que o comportamento de IM ¢é
uma atitude importante e estd ligada ao
inicio das atitudes de monta.

Tabela 9 - Correlagdes de Spearman entre a freqiiéncia dos eventos de comportamento sexual
em touros Guzerd em teste da libido em avaliacdo individual

CRP ™ TM/MA
0.72

RF (0,0005)* - -
0,59

M (0,0044) - -
0.47 0.83

TM/MA (0,0242) (<0,0001) -

e 0.40 0,67 0,75

(0,0497) 0,0012) (0,0003)

OBS: * = nivel de significincia. CRP = cheirar a regido perineal; RF = reflexo de Flehmen; IM = impulso de monta; TM/MA =

tentativa de monta/monta abortada; MC = monta completa.

Assim como descrito para touros em teste
da libido individual, observaram-se
associacOes favordveis entre os diferentes

eventos manifestados no teste da libido
coletivo (Tab. 10).

Tabela 10 - Correlagdes de Spearman entre a freqiiéncia dos eventos de comportamento sexual
em touros Guzerd em teste da libido em avaliagdo coletiva

CRP ™ TM/MA
0.75

RF (0,0003)* . .
0,52

M 0,0126) - -
0,60 0.67

TM/MA (0,0038) 0,0011) -

MO 0,56 0.78 0,65

(0,0067) (0,0002) (0,0018)

OBS: * = nivel de significancia. CRP = cheirar a regido perineal; RF = reflexo de Flehmen; IM = impulso de monta; TM/MA =

tentativa de monta/monta abortada; MC = monta completa.

Constatou-se, ainda, semelhanca entre os
valores observados no teste individual (Tab.
9), que somado a correlagdo favoravel
(0,83) entre os testes (Tab. 11), sugerem nao
existir influéncia da presenca de mais de um
reprodutor na manifestacdo dos eventos e,
conseqiientemente, na classificacdo final
dos animais durante a realizacdio da
avaliag@o.

A maior incidéncia dos eventos de
identificacio (CRP, RF e IM), aliada as
associacdes favordveis entre estes, ou entre
estes e a monta completa, concordam com
os resultados descritos por Costa e Silva
(2002), que sugere relagdo de dependéncia
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entre IM e CRP com a ocorréncia de MC,
em touros Nelore, mostrando que o IM,
comportamento  descrito  apenas em
zebuinos, € uma atitude importante e esti
ligada ao inicio das atitudes de monta,
conforme relataram Costa e Silva et al.
(1998) e Salvador (2001), em touros Nelore.

Costa e Silva (2002) relatou ainda que tal
dependéncia traz nova informagdo sobre o
perfil comportamental desses animais, onde
CRP além de ser componente de
identificacdo da fémea em cio, parece ter
importancia fundamental na excitagcdo do
touro, classificando a olfacdo como um
recurso sensorial tdo fundamental quanto a



visdo para determinar o momento da
finalizagdo do cortejo.

Os resultados sugerem que os eventos de
identificacdo  deveriam  ser = melhor
pontuados durante a realizacdo dos testes
utilizados na avaliagdo do comportamento
sexual de zebuinos, principalmente em
touros jovens e sem experi€ncia sexual;
devendo levar em consideragdio o
comportamento adaptativo, tipico desta
subespécie. Mader & Price (1984) citaram
que, em situacdo de acasalamento natural,
comportamentos sexuais que ndo culminem
com servico completo ndo necessariamente
representam desperdicio de tempo e energia.

Costa e Silva (2002) sugere revisdo nas
metodologias dos testes comportamentais,
indicando adequagdo aos mesmos de forma
a privilegiar eventos importantes para o
sucesso reprodutivo dos touros a campo.
Sugere ainda, mais estudos para confirmar a
hipétese de que comportamentos como CRP
e IM, importantes na determinagcdo da
copula em touros Nelore, tém componentes
adaptativos e se sdo herddveis, com
possibilidade de selec@o.

Constatou-se que as correlagdes entre a
libido e as caracteristicas seminais, foram
mais favoraveis na avaliacdo individual,
sendo tais resultados de dificil interpretacdo
(Tab. 11).

Tabela 11 - Correlagdes de Spearman entre a libido individual e coletiva, e idade, peso
corporal, caracteristicas seminais, classificagdo androldgica por pontos e concentragdes séricas

de testosterona em touros jovens da raga Guzera

Idade (meses)

Peso corporal (Kg)

Circunferéncia escrotal (cm)
Motilidade espermaética (%)

Vigor espermatico (0-5)
Turbilhonamento espermatico (0-5)
Volume do sémen (ml)

Defeitos espermatico maiores (%)
Defeitos espermaticos menores (%)
Total de defeitos espermaticos (%)
Concentracio espermatica (sptz/ml)
Consisténcia testicular (1-5)
Classificacdo androlégica por pontos (0-100)
Testosterona (ng/ml)

Libido coletiva

Avaliacao
Individual Coletiva
0,44 (0,0337)* 0,41 (0,0461)
0,56 (0,0065) 0,46 (0,0247)
0,39 (0,0568) 0,27 (0,1961)
0,44 (0,0325) 0,25 (0,2182)
0,35 (0,0892) 0,23 (0,2615)
0,41 (0,0495) 0,24 (0,2354)
0,47 (0,0263) 0,31 (0,1459)

-0,08 (0,6698)
0,16 (0,4209)
-0,61 (0,7703)

0,07 (0,7230)
0,02 (0,9236)
-0,25 (0,9037)

0,54 (0,0218) 0,33 (0,1519)
0,50 (0,0155) 0,44 (0,0319)
0,33 (0,1070) 0,01 (0,9286)
0,70 (0,0008) 0,51 (0,0132)
0,83 (<0,0001) -

OBS: * = Nivel de significancia

Observou-se associa¢do favordvel da libido
com idade (0,44 e 0,41) e peso corporal
(0,56 e 0,46), respectivamente, nos sistemas
de avaliagdo individual e coletivo,
sugerindo  influéncia  direta  destas
caracteristicas na manifestacdio do desejo
sexual em touros jovens Guzerd, e ainda,

possivel influéncia de ambiente nesta
manifestacao, conforme comentado
anteriormente (Tab. 4). Pineda et al. (1997)
e Salvador et al. (2003) encontraram
resultados diferentes, ndo observando
associacdo entre a libido e essas
caracteristicas, em touros Nelore adultos.
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Observou-se ainda correlacdo favordvel
entre libido e CE (0,39) no teste de
avaliacdo individual, ndo se repetindo na
avaliacdo coletiva. Silva (1994) encontrou
associacdo desfavoravel entre libido e CE (-
0,22), sugerindo ndo ser possivel a selecdo
da libido, por meio da CE. No entanto,
Sarreiro et al. (2000) avaliando a associacdo
genética entre a libido e caracteristicas
androlégicas, observaram que a CE era
favoravelmente associada a libido (0,59),
sugerindo que a selecdo para CE poderia
levar a resposta correlacionada para libido.

Pineda et al. (2000) sugerem que a
correlacdo entre a libido e o peso corporal
decorre do fato de que o peso corporal e a
idade sdo correlacionados entre si. Os
autores afirmam ainda que a idade
determina a maior libido, pois com seu
avanco caminha-se na direcdo da
maturidade sexual, quando a libido atinge
sua expressdo maxima. Quirino et al. (2004)
ao encontrarem correlacio de alta
magnitude entre a libido e o peso corporal
(0,69) constataram que a libido, em
zebuinos, ¢é altamente influenciada pelo
sistema de manejo.

A libido em avaliacdo individual apresentou
associacdo favoravel com motilidade (0,44),
vigor (0,35), turbilhonamento (0,41) e
concentracdo (0,54) espermdticas e volume
seminal (0,47). Resultados semelhantes
foram encontrados por Sarreiro et al. (2002)
que encontraram associacdo  genética
favoravel entre a libido e caracteristicas
seminais, com excecdo do  vigor
espermadtico, indicando que a sele¢do para
maior libido levaria a selecdo indireta para
concentracdo (1,00) e motilidade (0,57)
espermadticas e defeitos espermdticos totais
(-1,00), sendo esta dltima nao confirmada
neste trabalho.

Encontrou-se ainda, associagdo favoravel
entre libido e concentragdes séricas de
testosterona, em ambos os sistemas de
avaliacdo, sugerindo influéncia direta deste
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hormdnio na manifestacio do
comportamento  sexual dos  animais,
corroborando  os  resultados  descritos

anteriormente (Tab. 4).

Alguns trabalhos tém sugerido que, em
machos adultos mamiferos, o controle
end6crino do comportamento sexual é feito
pela testosterona, entretanto evidéncias
indicam que estrogeno e di-
hidrotestosterona também participam da
funcio erétil e do comportamento sexual em
algumas espécies (Henney et al., 1990;
Parvizi, 2000; Pinckard et al., 2000).

Henney et al. (1990) descrevem que a
testosterona liga-se a drea pré-Optica do
hipotdlamo onde € convertida em estradiol
pela enzima aromatase, com o estradiol
afetando positivamente o comportamento
sexual masculino. Hormonios androgénios
estimulam a atividade da enzima aromatase
e, maiores niveis circulantes de testosterona,
disponiveis para aromatizacdo no cérebro,
afetam a libido.

Foote et al. (1976) alegaram que se a
associacdo entre a libido e a testosterona,
existir dentro de uma populacido de touros,
resultados adversos podem ser provenientes
de variagbes no complexo globulina-
testosterona, nos receptores hormonais ou
na inabilidade do tecido neural alvo em
converter a testosterona circulante para uma
forma mais ativa. Entretanto, em bovinos, a
testosterona nio tem sido associada a
diferencgas na libido (Barbosa, 1987; Santos
et al., 2000) sugerindo que a concentragdo
para manter o comportamento sexual
masculino seja menor que a capacidade
secretora dos  testiculos, fato nao
confirmado neste estudo.

Niao se encontraram associacdes favoraveis
entre a libido e defeitos espermaticos
maiores, menores e totais, e CAP,
reforcando a importancia da andlise do
sémen na selecdo androlégica de
reprodutores.



Na Tab. 12 encontram-se correlagdes
simples entre a libido em curral e piquete, e
idade, peso corporal, caracteristicas
androlégicas, CAP e concentracdes séricas
de testosterona em touros da raca Guzera.

Observou-se que as associacdes
apresentaram, em sua maioria, valores mais
elevados e significativos na avaliagdo em
piquete, sendo os resultados de dificil
interpretagao.

Tabela 12 - Correlacdes de Spearman entre a libido, segundo o método de avaliagdo, e idade,

peso corporal, caracteristicas androldgicas,

classificacdo androlégica por pontos e

concentracdes séricas de testosterona em touros da raca Guzerd

Idade (meses)

Peso corporal (Kg)

Circunferéncia escrotal (cm)
Consisténcia testicular (1-5)
Motilidade espermaética (%)

Vigor espermatico (0-5)
Turbilhonamento espermatico (0-5)
Volume do sémen (ml)
Concentracio espermética (sptz/ml)

Defeitos espermaticos maiores (%)

Curral Piquete
Individual Coletivo Individual Coletivo
0,41 (0,1676)* 0,25 (0,4070) 0,49 (0,1045)* 0,62 (0,0379)
0,55 (0,0652) 0,36 (0,2212) 0,61 (0,0407) 0,65 (0,0297)
0,31 (0,2993) 0,18 (0,5465) 0,44 (0,1377) 0,37 (0,2147)
0,44 (0,1440) 0,40 (0,1804) 0,63 (0,0358) 0,60 (0,0436)
0,34 (0,2509) -0,03 (0,9031) 0,63 (0,0348) 0,64 (0,0319)
0,16 (0,5778) -0,17 (0,5738) 0,60 (0,0448) 0,66 (0,0268)
0,24 (0,4203) 0,03 (0,9169) 0,61 (0,0424) 0,45 (0,1347)
0,26 (0,3844) -0,09 (0,7498) 0,85 (0,0069) 0,73 (0,0199)
0,50 (0,1505) 0,45 (0,2031) 0,51 (0,1201) 0,23 (0,4783)
-0,24 (0,4270) -0,07 (0,7986) 0,13 (0,6553) 0,24 (0,4136)
0,12 (0,6806) 0,02 (0,9307) 0,22 (0,4650) 0,06 (0,8256)

Defeitos espermaticos menores (%)

Total de defeitos espermaticos (%) -0,24 (0,4236)
CAP (0-100) 0,46 (0,1258)
Testosterona (ng/ml) 0,78 (0,0097)
Libido coletiva 0,76 (0,0109)

-0,12 (0,6806)

0,11 (0,7063) 0,29 (0,3271) 0,07 (0,8031)

0,61 (0,0430) 0,65 (0,0292) 0,46 (0,1230)
- 0,91 (0,0025) -

0,15 (0,6018) 0,11 (0,6934)

OBS: * = nivel de significincia. CAP = classificacdo androlégica por pontos.

Observou-se alta correlagdo entre os testes
individual e coletivo (Tab. 11 e 12),
independentemente do sistema de avaliagdo,
sugerindo que a resposta final na avaliacdo
do comportamento sexual de touros jovens
Guzerd, independe do sistema utilizado.

5. CONCLUSOES

Cheirar a regido perineal e reflexo de
Flehmen foram os principais eventos
manifestados no teste de libido em touros
jovens da raga Guzera.

A avaliagdo do comportamento sexual pela
libido, pode ser realizada em curral ou em
piquete, em avaliagdes individuais ou
coletivas, sem prejuizo para os animais
avaliados, entretanto, a praticidade da

realizacdo do teste em curral indica este
sistema para avaliagdo do comportamento
sexual.

A avaliacdo do comportamento sexual, em
teste da libido, por cinco, 10 e 15 minutos
se mostrou eficiente na manifestacdo do
desejo sexual.

As correlagdes favoraveis entre a libido e a
circunferéncia escrotal, peso corporal e
caracteristicas fisicas do sé€men sugerem
que a selecdo pela libido pode levar a
resposta correlacionada nestas
caracteristicas.

Alteracdes nos niveis circulantes de

testosterona podem ser responsaveis por
diferencas na manifestacio do
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comportamento sexual em touros jovens
Guzera.

O teste da libido deve ser uma avaliagdo
complementar ao exame androldgico na
avaliacdo do potencial reprodutivo de
touros.
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CAPITULO 2

Concentracoes séricas de testosterona, em touros jovens da raca Guzera, e suas
associacées com peso corporal e caracteristicas reprodutivas

(Serum testosterone concentrations in Guzerat young bulls and their correlations
with body weight and reproductive traits)

Resumo

Foram avaliados 24 touros da raca Guzerd, de 24 a 34 meses de idade, criados extensivamente,
com o objetivo de avaliar o perfil das concentracdes séricas de testosterona, e associd-las com
caracteristicas androldgicas (aspectos fisicos: motilidade, vigor, turbilhonamento e concentragdo
espermaticos, e volume seminal; e aspectos morfoldgicos: defeitos espermaticos maiores,
menores e totais, do s€men), circunferéncia escrotal (CE), classificagdo androldgica por pontos
(CAP), libido, peso corporal e idade. A concentragdo média de testosterona foi de 1,36 ng/ml,
com influéncia do horéario de coleta nos niveis circulantes, com maior concentragdo ocorrendo
as sete horas e menor as 19:00 horas; observou-se estabilizagdo na concentracdo de testosterona
circulante a partir das 13:00 horas. Observaram-se diferencas (p<0,05) entre idade e peso
corporal entre os animais com concentragcdes séricas de testosterona acima e abaixo da média
registrada para o grupo dos animais. A equacdo de regressdo da concentracdo sérica de
testosterona em fungdo do hordrio de coleta (SA( = 668,8117*X'2'8922, p<0,0001, R’ = 0,39),
apresentou efeito geométrico, com redu¢do média de -0,184 ng/ml a cada hora; e a regressao da
testosterona em funcdo da idade dos animais (SA( = 0,00000012#X*8%42 p<0,01, R’ = 0,32),
também apresentou efeito geométrico, constatando-se que para cada més a mais na idade de
touros, ocorreu acréscimo médio de 0,199 ng/ml nas concentragdes séricas de testosterona. A
equacdo de regressdo da concentracdo sérica de testosterona em funcfo do peso corporal dos
animais (SA( = -2,4404+0,0082*X, p<0,01, R’ = 0,52), apresentou efeito linear, sugerindo que,
para cada quilograma a mais no peso corporal, ocorre acréscimo de 0,0082 ng/ml nas
concentracdes séricas de testosterona; e a regressdo da concentracdo sérica de testosterona e a
CE, também apresentou efeito linear (SA( =-6,144+0,2319*X, p<0,01, R> = 0,30). Os resultados
mostram que para cada centimetro a mais na CE nos touros Guzerd, ocorreu aumento de 0,2319
ng/ml na concentragdo sérica de testosterona. A regressdo da concentracdo espermdtica do
s€émen em funcdo da concentracdo sérica de testosterona, apresentou efeito linear N =
143,2567+92,703*X, p<0,01, R’ = 0,55), os resultados mostram que para cada 0,1 ng/ml a mais
na concentracio média de testosterona circulante, ocorreu aumento de 9,29 x 10°
espermatozodides/ml de sémen. As correlagdes fenotipicas observadas entre as concentragdes
testosterona e a idade (0,53), peso corporal (0,72), CE (0,55), volume de sémen (0,56),
concentracdo espermdtica (0,71), consisténcia testicular (0,40), CAP (0,46) e libido (0,70)
sugerem associacdo favordvel entre as caracteristicas. Os resultados indicam compatibilidade
entre crescimento corporal, fertilidade com as concentracdes séricas de testosterona; e, que os
niveis circulantes de testosterona podem auxiliar na identificacdo e selecdo de touros Guzerd,
com maior potencial reprodutivo.

Palavras-chave: andrologia, correlagdes fenotipicas, Guzerd, s€émen, testosterona, zebu.
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Abstract

Twenty-four Guzerat bulls, raised extensively, were evaluated from 24 to 34 months of age,
aiming to determinate the bulls serum testosterone concentration profile and associate it with
andrological characteristics (physical aspects: sperm motility, vigor, mass motility, sperm
concentration and semen volume; and morphological aspects: major, minor and total sperm
defects) scrotal circumference (SC) Breeding Soundness Evaluation for Zebu (BSEz), libido,
body weight and age. The average of testosterone concentration was 1.36 ng/ml, with influence
of time at harvest on circulating levels, with the higher concentration occurring at 7:00 am and
the lowest at 7:00 pm. There was differences (p<0.05) between age and body weight among
animals with serum testosterone concentrations above and below average for the group of
animals. The regression equation of serum testosterone concentration according to the time at
harvest (Y=66.8117+X*%%, p<0.0001, R?=0.39), showed geometric effect, with an average
reduction of -0.184 ng/ml each hour; and the regression of testosterone according to animals
age ( Y'=0.00000012%x*%%, p>0.01, R?=0.32), also showed and geometric effect, affirming that
for each month of age of the bulls an increase of 0.199 ng/ml on serum testosterone
concentration. The regression equation of testosterone according to body weight ( Y=-
2.4404+0.0082X, p<0.01, R?=0.52) showed linear effect, suggesting that for each kilogram
added to the body weight, an increase of 0.0082 ng/ml on serum testosterone concentrations
occurs; and the regression of testosterone according to SC also showed linear effect (Y=-
6.144+0.2319X, p<0.01, R?=0.30). The results shows that for each centimeter added to SC in
Guzerat bulls, an increase of 0.2319 ng/ml on testosterone concentrations occurs. The
regression of sperm concentration according to serum testosterone showed a linear effect
(?:]43.2567+92. 703X, p<0.01, R?=0.55), the results show that for each 0.1 ng/ml added to
serum testosterone concentration, an increase of 9.29x10° spermatozoa/ml of semen occurs. The
phenotypic correlations observed between testosterone and age (0.53), body weight (0.72), SC
(0.55), semen volume (0.56), sperm concentration (0.71), testis consistence (0.71) BSEz (0.46)
and libido (0.70) suggest favorable associations among those characteristics. The results
indicate compatibility between body growths, fertility with serum testosterone concentrations;
and also indicate that circulating levels of testosterone may help on identification and selection
of Guzerat bulls with major reproductive potential.

Keywords: andrology, Guzerat, phenotypic correlation, semen, testosterone, zebu.
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1. INTRODUCAO

A selecdo androlégica envolve um grande
universo de caracteristicas a ser analisadas e
selecionadas, que v@o desde os aspectos
mais badsicos, mas também fundamentais,
como o exame clinico e da biometria
testicular, passando também pela avaliago
dos aspectos fisicos e morfolégicos do
sémen, classificacdo androldgica por pontos,
chegando até mesmo aos parametros de
avaliacdes funcionais e bioquimicas ligados
a capacidade de fecundagdo espermatica.

A avaliacdo da capacidade reprodutiva do
touro é de fundamental importancia para a
eficiéncia reprodutiva do rebanho, uma vez
que, em funcdo da representatividade
numérica na usual relagdo touro: vaca, eles
sdo responsdveis pela cobri¢do de grande
ndmero de fémeas, transmitindo suas
caracteristicas genéticas a um grande
nimero de descendentes podendo, desta
forma, interferir na fertilidade e qualidade
do rebanho. Neste sentido, € necessario

considerar alguns fatores ligados a
reproducdo como: nutricdo, condigdo
corporal, desenvolvimento testicular,

producdo e viabilidade espermatica, libido e
outros parimetros que comprometem a
fertilidade do reprodutor (Santos, 1996).

A endocrinologia da reproducdo trata de
bioquimica, fisiologia, farmacologia e
biologia molecular dos hormoénios e seus
receptores. Os hormodnios sintetizados e
secretados pelas glandulas enddcrinas sdo
transportados pela circulagdo sangiiinea para
estimular, inibir ou interagir com a atividade
funcional ou 6rgdo-alvo  especificos
produzindo  grande  variabilidade de
respostas fisiologicas (Hafez, 1995).

O estudo de niveis de testosterona no
zebuino tem sido pouco enfatizado,
entretanto, Post et al. (1987) descreveram
que medidas de testosterona circulante
podem ser tteis para melhorar a fertilidade
de um rebanho de tal modo que a resposta da

testosterona em touros jovens pode ser um
preditor efetivo da fertilidade, além de
também ser favoravelmente relacionada com
a idade a puberdade em tourinhos.

A testosterona € essencial a fungdo
reprodutiva dos machos, pois atua
estimulando os  estidios finais da
espermatogénese, prolonga a vida uttil dos
espermatozoides no epididimo e estimula o
crescimento, o desenvolvimento € a
atividade secretora dos 6rgdos sexuais do
macho, bem como as caracteristicas sexuais
secunddrias; o comportamento sexual ou a
libido do macho também s3o controladas
pelos andrégenos (Hafez, 1995).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi o de
descrever o perfil das concentragdes séricas
de testosterona em touros jovens da raca
Guzerd e buscar suas associagdes com
parametros androlégicos e peso corporal.

2. REVISAO DE LITERATURA

Os hormodnios da reproducdo sdo derivados
primariamente de quatro sistemas principais:
vérias dreas do hipotdlamo; lobos anterior e
posterior da hipéfise; gonadas; ttero e
placenta. Sdo também classificados em dois
grupos, de acordo com seu modo de acdo:
horménios primdrios que controlam os
varios processos reprodutivos e hormdnios
metabdlicos que influem indiretamente na
reproducdo (Hafez, 1995).

2.1. Sintese de Testosterona

A fonte primdria dos esterdides (andrégenos,
estrogenos e progesterona) € o colesterol,
um esterdide de 27 carbonos sintetizado a
partir de acetil-CoA no figado e intestino, e
transportado até as células esteroidogénicas
pelas lipoproteinas, sendo entio
armazenados na forma de gotas de lipideos
(Hafez, 1995; Lehninger et al., 1995).

As células intersticiais ou de Leydig,
localizadas nos testiculos, secretam os
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andrégenos, dos quais o mais importante € a
testosterona e seu produto biologicamente
mais ativo, a 5S-dihidrotestosterona (DHT);
tem-se, ainda, uma quantidade limitada
desses andrégenos sendo produzida pelo
cortex da adrenal (Lise et al., 1999;
Gonzalez, 2002).

O depdsito de colesterol existente nas gotas
lipidicas do citoplasma das células de
Leydig, ird originar os andrégenos, sendo o
colesterol oriundo, principalmente, da
prépria célula e, em menor propor¢do, o
colesterol  plasmdatico. O  colesterol
armazenado em forma de éster € hidrolisado
pela enzima colesterol-éster hidrolase,
estimulada pelo horménio luteinizante (LH)
(Gonzalez, 2002).

A biossintese da testosterona € realizada no
reticulo endoplasmadtico da célula de Leydig
(Amann e Schanbacher, 1983), e a
conversdo a DHT ¢ realizada nos tecidos-
alvos por agdo da Sa-redutase, que requer
NADPH como coenzima. A afinidade do
receptor androgénico é maior pela DHT do
que pela testosterona (Lise et al., 1999).

A via de sintese dos andrégenos envolve a
conversdo de colesterol até testosterona;
iniciando-se com a conversido do colesterol
em pregnenolona, que ocorre na mitocondria
(Amann e Schanbacher, 1983). Esta
alterac@o € realizada por enzimas do grupo
dos citocromos P450, que tem fungdo
hidroxilase e liase. A enzima utiliza O,
unindo um 4atomo de oxigénio a um carbono
(C) para formar o grupo hidroxila (mediante
monoxigenagdo) e formando dgua (H,O),
com o outro idtomo de oxigénio e os
hidrogé€nios fornecidos pela coenzima
NADPH + H*. O citocromo P450 aplica
grupos hidroxila nos C de nimero 20 e 22 da
cadeia lateral do  colesterol, para
posteriormente romper a cadeia (liase) entre
os carbonos hidroxilados (Gonzalez, 2002).

A pregnenolona entra posteriormente nos
microssomos, e, a partir de entdo, duas vias
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s@o possiveis para formar a androstenediona:
a via da progesterona (A*) e a via da de-
hidroepiandrosterona (DHEA) (A%). Ha
considerdvel variacdo entre as espécies e o
tecido quanto as vias que sdo utilizadas. No
caso da via A’ atua a enzima desidrogenase-
isomerase que converte o grupo hidroxila do
anel A em grupo ceto, ao passo que transfere
a dupla ligacdo do Cs para o C, (A*) gerando
progesterona (P;). No caso da via A’ atua o
citocromo P450 com funcao hidroxilase no
Cl70 e funcdo liase, rompendo a cadeia
entre o C17 e o C20, para formar DHEA
(Amann & Schanbacher, 1983; Payne &
Youngblood, 1995; Stanbenfeld & Edqvist,
1996; Gonzalez, 2002).

No passo seguinte, as enzimas se alternam,
de forma que na via A* o citocromo P450
atua sobre a progesterona para formar
androstenediona, enquanto que na via A’ a
desidrogenase-isomerase atua sobre a
DHEA  para  também  formar a
androstenediona. A androstenediona pode
sofrer  interconversio a  testosterona
mediante a  17fB-desidrogenase = com
participa¢io de NAD" (Gonzalez, 2002).

2.2. Controle Hormonal da Testosterona

Nos mamiferos, a secre¢do de testosterona é
pulsatil e regulada por retroalimentacdo
negativa (Amann e Schanbacher, 1983).
Quando ha deficiéncia de testosterona,
ocorre estimulo do hipotdlamo que, através
da secrecdo de hormoénio liberador de
gonadotrofinas (GnRH), estimula a hipdfise
a liberar hormodnio luteinizante (LH) e
horménio foliculo estimulante (FSH),
aumentando a sintese de testosterona. O
excesso de testosterona suprime a secregdo
de ambas as gonadotrofinas, diminuindo a
producdo endégena do horménio (Lise et al.,
1999).

Entretanto, o controle mais importante da
sintese de andrégenos no testiculo é feito
pelo LH, que se une ao seu receptor nas
células de Leydig, sendo que cada célula



tem cerca de 20000 receptores. O receptor
de LH esta acoplado a enzima adenilciclase
mediante um sistema guanosina trifosfato
(GTP) estimulatério. A unido do receptor a
uma unidade de GTP ativa a adenilciclase,
que sintetiza adenosina monofosfato ciclica
(AMPc) a partir de adenosina trifosfato
(ATP). O AMPc se une a subunidade
regulatéria de uma proteina-quinase para
ativd-la. A tdnica agdo possivel da proteina-
quinase na célula de Leydig é a fosforilacao
da enzima colesterol-éster hidrolase que
desta forma € ativada para liberar colesterol,
o qual € direcionado para a mitocondria
através de microfilamentos. O aumento de
colesterol  causa estimulo da via
esteroidogénica através da clivagem da
cadeia lateral do colesterol (Gonzalez,
2002).

O AMPc ¢é metabolizado por uma
fosfodiesterase e aquele que ndo se une
imediatamente = a  proteina-quinase €
inativado, de forma que a duragio da
resposta ao LH pode ser controlado pela
prépria célula. O LH também provoca
aumento na sintese de proteinas especificas
que tem a ver com a atividade de clivagem
do colesterol que se observa com a agdo do
LH (Stanbenfeld & Edqvist, 1996;
Gonzalez, 2002).

Outros segundos mensageiros do LH, além
do AMPc, estio envolvidos, entre eles o
Ca™ e os derivados de fosfatidil-inositol
bifosfato. J4 os andrégenos atuam sobre suas
células-alvo por intermédio de receptores
intracelulares, modificando a velocidade de
transcricdo de genes (Gonzalez, 2002).

A regulacdo hipotalamica da secrecdo de
andrégenos estd determinada pela secrecdo
de GnRH. Fatores externos como a luz e/ou
estimulos olfatdrios (feromodnios) e visuais,
podem aumentar a secrecdo de GnRH via
sistema nervoso central, mediante neuro-
receptores que incluem a dopamina, a
norepinefrina e a serotonina. A fungdo
secretora das células de Leydig é estimulada

pela prolactina, favorecendo a sintese de
receptores para LH e, possivelmente,
melhorando a atividade enzimdtica da
sintese de testosterona a partir do colesterol.
O FSH também parece favorecer a presenca
de receptores para LH nas células de Leydig
(Hafez, 1995; Stanbenfeld & Edqvist, 1996;
Gonzalez, 2002).

O estresse ocasiona aumento da secre¢do de
hormoénio adreno-corticotréfico (ACTH), o
qual inibe a secre¢do de LH no macho, e,
portanto de testosterona, inibindo a
espermatogénese e a libido.Os
glicocorticdides secretados pela acdo de
ACTH também parecem ter ag@o inibitéria
direta sobre a secrecdo das gonadotropinas
(Gonzalez, 2002).

Existe uma relacdo entre a atividade
reprodutiva no macho e o funcionamento
tireoidiano. Em machos hipotireoideos, seja
por deficiéncia de iodo ou por ingestdo de
substncias bociogénicas, ¢é observado
depressdao da libido e da espermatogénese

(Gonzalez, 2002).

Outros fatores que podem afetar a sintese de
testosterona incluem os seguintes:

- GnRH hipotalaimico ou homdlogo
testicular que estimula a producdo de
testosterona nas células de Leydig. Este fator
ndo atua mediante AMPc, sendo
considerado a base da interacdo local entre
as células de Sertoli e as células de Leydig;

- Prostaglandinas. A prostaglandina E,
(PGE,) estimula a sintese de testosterona nas
células de Leydig, ao passo que
prostaglandina F,, (PGF,,) inibe a sintese de
esterdides em resposta a LH;

- Fluxo sangiiineo. A taxa de secrecdo de
testosterona esta relacionada diretamente
com o fluxo sangiiineo da artéria
espermatica;

- Sistema nervoso. A adrenalina diminui a
concentracdo de testosterona plasmatica,
talvez por diminuir o fluxo sangiiineo ao
testiculo. Por outro lado, a propria
adrenalina  estimula a secrecio de
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testosterona nos testiculos, quando se
considera constante o volume de sangue;

- Controle “down regulation”, considerado
como controle da secrecdo de testosterona,
mediante a diminuicdo do ndmero de
receptores para LH, quando ocorrem
aumentos importantes desse hormoénio. O
excesso de LH causa internalizagdo dos
receptores. Existem ddvidas sobre a
utilizacdo desse mecanismo nas condigdes
fisiolégicas;

- Estrégenos. A sintese de testosterona
parece ter também um controle paracrino
pois os estrogenos sintetizados pelas células
de Sertoli inibem a sintese de testosterona
nas células de Leydig por inibir a enzima
que cliva o colesterol, o citocromo P450
(Gonzalez, 2002).

2.3. Principais Acoes dos Andrégenos

A testosterona ndo € uma substincia ativa;
na circulagdo age como pré-hormoénio na
formagdo de duas classes de esterdides:
andrégenos 5-a-reduzidos
(dihidrotestosterona), que sdo mediadores
intracelulares da maioria das acdes
androgénicas, e estrégenos (estradiol), que
potencializam alguns efeitos androgénicos,
enquanto bloqueiam outros. A testosterona é
convertida em vdrios outros metabdlitos
ativos como estradiol, androsterona, 3-a-
hidroxi-5-B-androsta-17-ona e
androstenediona. As substancias ativas,
inclusive  metabdlitos reduzidos (5-o-
redutase), atravessam a membrana celular e
ligam-se com alta especificidade e baixa
afinidade a receptores citoplasmaticos para
esterdides. O complexo hormdnio-receptor é
translocado para o nucleo e liga-se a
cromatina, induzindo a transcricio do RNA
e a producdo de proteinas especificas e
ocasionando seus efeitos (Lise et al., 1999).

As principais acdes dos andrégenos nas
caracteristicas reprodutivas dos machos
envolvem:

- Diferenciacdo sexual. A diferenciacdo da
gbnada por efeito do antigeno codificado
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pelo gene sry (fator de determinagcdo de
testiculo) causa o inicio de produgdo de
testosterona, a qual promove a diferenciagdo
dos dutos internos (vaso deferente, vesicula
seminal, epididimo) a partir dos dutos de
Wolff. As células de Sertoli, por sua vez,
produzem o hormdnio anti-miilleriano
(AMH) que inibe o desenvolvimento dos
tibulos paramesonéfricos, os quais originam
o udtero e os ovidutos na fémea. A DHT
promove a diferenciacdo da uretra, a prostata
e os genitais externos (Gonzalez, 2002);

- Espermatogénese;

- Desenvolvimento e manutencdo dos 6rgaos
sexuais secundarios;

- Comportamento de combatividade e
dominancia no rebanho;

- Efeitos anabdlicos e promotores do
crescimento esquelético e muscular;

- Estimulo da libido, a erec@o e a ejaculacdo;
- Outros efeitos metabdlicos incluem a
redistribuicdo da gordura corporal, a maior
concentracdo de eritrécitos e a maior taxa
metabdlica (Hafez, 1995; Gonzalez, 2002).

Os niveis circulantes de testosterona em
machos bovinos tém sido estudados em
varias fases do desenvolvimento dos
animais, com variacdes na metodologia e
nos objetivos dos trabalhos (Sanwal et al.,
1974; Bindon et al., 1976; Lunstra et al.,
1978; Coser et al., 1981; Amann & Walker,
1983; Andersson, 1992; Aranguren-Méndez,
1995; Evans et al.; 1996; Moura &
Ericksson, 1997; Santos et al., 1997; Moura
& Ericksson, 1998; Sanches et al., 1998;
Moura et al., 2002; Jiménez-Severiano et al.,
2003; Aguiar et al., 2006).

Correlagdes t€m evidenciado associagdes
favoraveis entre os niveis periféricos de
testosterona, a fertilidade e a motilidade
espermdtica. Post & Christensen (1976)
constataram maiores taxas de fertilidade,
verificadas pelo indice de prenhez de fémeas
em estacdo de monta de 35 dias, em touros
com maiores concentracdes de testosterona;
j& Andersson (1992) encontrou correlagdao
positiva entre a concentragdo de testosterona



e a fertilidade de touros, avaliada pela taxa
de ndo retorno; verificou, ainda, associagdo
favordvel entre a motilidade espermadtica e
os niveis de testosterona.

As relagdes entre os niveis circulantes de
testosterona e a qualidade seminal em touros
foram estudadas por Thibier (1975) que
observou aumento na concentragdo e
motilidade espermadtica, com a progressdo da
idade, sem, no entanto verificar associagdo
com a concentracdo de testosterona.

Aguiar et al. (2006) evidenciaram a
existéncia de relagdo cronoldgica entre os
niveis periféricos de gonadotrofinas e
esterdides, a espermatogénese e O
desenvolvimento testicular em  touros
Angus. Observaram ainda, que as variagdes
nos niveis basais de testosterona e estradiol-
17 e a medida de peso testicular sdo
indicadores da evolucdo do processo
espermatogénico nos tibulos seminiferos.

Lunstra et al. (1978) ndo observaram
associacdo entre as concentracdes médias de
testosterona € o peso corporal, a
circunferéncia escrotal e a idade ao primeiro
interesse sexual; no entanto verificaram que
a correlacdo entre a média de testosterona e
a idade a puberdade foi favoravel (-0,51).

Barbosa (1987) trabalhando com touros das
racas Nelore e Canchim, registrou
correlacdes entre concentragdo plasmadtica
de testosterona com volume do ejaculado e
com circunferéncia escrotal nos touros
Canchim, e entre a testosterona e capacidade
de servico nos touros Nelore.

Alguns trabalhos tém procurado
correlacionar os niveis de testosterona com o
comportamento sexual em touros. Blockey e
Galloway (1978) afirmam que a testosterona
€ necessdria a manutengdo da capacidade de
Servico em touros.

Foote et al (1976) trabalhando com 197
touros da ragca Holandesa, em varias idades,

observaram efeito da época do ano,
provavelmente devido ao fotoperiodo; sendo
o nivel de concentracdo de testosterona
maior na primavera (8,0 ng/ml) que no
inverno (5,7 ng/ml). Observaram ainda
tendéncia de aumento nas concentragdes de
testosterona com o avanco da idade, e ndo
encontraram relacdo entre a testosterona, a
libido e a qualidade do sémen.

De forma generalizada, baseado nos dados
disponiveis na literatura, observa-se grande
variabilidade nos padrdes da concentragdo
de testosterona em bovinos, devido a
metodologia de avaliacdo, quanto a intervalo
e freqiiéncia de coleta, raca e idade dos
animais, utilizacdo ou n3o de GnRH,
condi¢des nutricionais a que o0s touros
estavam submetidos no periodo de
avaliagdo, entre outros.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Caracterizacio da Propriedade

O local da realizagdo do experimento e as
caracteristicas gerais e edafoclimdticas da
propriedade estdo descritas no Capitulo 1.

3.2. Animais e Metodologia Experimental

Dentre os animais previamente avaliados
andrologicamente e clinicamente normais
(Capitulo 1), 24 touros com idades variando
de 24 a 34 meses, foram selecionados ao
acaso, para andlise das concentragdes séricas
de testosterona.

As analises das concentragdes séricas de
testosterona foram realizadas no Laboratério
de Endocrinologia e Metabolismo do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais,
utilizando-se kits comerciais (Testosterona
Total COAT-A-COUNT®™™).

""DPC - Diagnostic Products Corporation, Los
Angeles, Califérnia, USA.
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Para avaliacdo das concentracdes séricas de
testosterona, os animais foram submetidos a
coletas de sangue, por pungdo da veia
jugular, utilizando-se o sistema de coleta a
vacuo, em tubos de vidro de cinco mililitros
(vacutainer), sem anticoagulante. As coletas
de sangue foram realizadas a cada duas
horas, por um periodo de 12 horas (07:00,
09:00, 11:00, 13:00, 15:00, 17:00 e 19:00
horas).

Para a coleta de sangue, os animais foram
divididos em dois grupos, com 12 animais
cada, sendo as coletas iniciadas sempre pelo
mesmo grupo, para que os intervalos de
coleta se mantivessem dentro de uma mesma
faixa de tempo.

Imediatamente apds a coleta, a amostra de
sangue era colocada em banho-maria a 4°C
por aproximadamente, 30 minutos, sendo
posteriormente centrifugada a 3500 rpm por
20 minutos. O soro sangiiineo, obtido apés a
centrifugacdo, era transferido para tubos
criogénicos  esterilizados,  devidamente
identificados, e colocados sob refrigeracio a
- 20 °C (Valle e Dode, 1991), para posterior
armazenamento em nitrogénio liquido (- 196
°C), até o momento da anélise.

A dosagem quantitativa das concentragdes
séricas de testosterona foi realizada em
radioimunoensaio de fase sdlida pelo
método direto, cujo principio baseia-se na
competicdo entre antigenos dos padrdes e
das amostras com quantidade constante de
antigeno marcado como tracador ('*’I), para
os sitios de ligacdo especificos dos
anticorpos. A quantidade de antigeno ndo
radioativo (testosterona) da amostra a se
dosar, ¢é inversamente proporcional a
quantidade de antigeno marcado. O
complexo antigeno anticorpo € precipitado
para separar a forma ligada da forma livre,
procedendo posteriormente a contagem em
contador gama; com determinacdo de uma
curva padrdo e a obtencdo dos resultados
expressos em nano gramas por mililitro de
soro sanguineo.
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Segue o procedimento para a dosagem sérica
de testosterona e leitura em
radioimunoensaio:

- descongelamento das amostras de soro
sangiiineo, mantendo-as sob refrigeracdo;

- pipetar 50 pl de cada amostra e de cada
padrdo nos tubos revestidos com anticorpos
de testosterona;

- adicionar um mililitro de testosterona total
15T em todos os tubos;

- homogeneizar em vortex;

- incubar por trés horas em banho-maria a
37°C;

- remover todo o liquido dos tubos por
aspiragdo, deixando os tubos invertidos por
dois ou trés minutos sobre papel absorvente
para eliminacgdo de gotas residuais;

- leitura em contador gama por um minuto.
Um sistema de espectrometria gama foi
utilizado para determinacdo da testosterona
circulante nas amostras (Rosa e Silva, 1999).

3.3. Analise dos Dados

Para analise dos dados, referentes aos niveis
de testosterona, procedeu-se a transformagao
utilizando Y = log (X + 1), devido ao alto
coeficiente de variacdo observado (Sampaio,
2002).

Para observacdo do efeito do horario da
coleta sobre as concentracdes séricas de
testosterona, fez-se comparacdo de médias
usando-se o teste de SNK, com 5% de
probabilidade. Buscou-se, ainda, o efeito das
concentracdes de testosterona sobre as
caracteristicas fisicas e morfologicas do
sémen e classificacdo androldgica por
pontos (CAP), comparando animais com
concentracdes de testosterona acima e
abaixo da média geral do grupo, também
pelo teste de SNK com 5% de probabilidade
(Sampaio, 2002) utilizando-se recursos do
pacote estatistico SAS (1996).

Foram também calculados os coeficientes de
regressdo da testosterona em fungdo do
hordrio da coleta, idade, peso corporal e
circunferéncia escrotal, e ainda, o



coeficiente de regressdo da concentragdo
espermadtica em funcdo da testosterona, por
meio do pacote estatistico BioStat. Buscou-
se, também, associacOes, através de
correlacdes de Pearson e Spearman, entre os
niveis séricos de testosterona e idade, peso
corporal, circunferéncia escrotal, motilidade,
vigor, turbilhonamento e concentragdo
espermaticos, volume do sémen, defeitos
espermdticos maiores, menores e totais,
consisténcia testicular e classificagdo
androlégica por pontos, com recursos do
SAS (1996).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tab. 1 sdo apresentadas as médias e
desvios-padrdo da idade, peso corporal,
circunferéncia escrotal, caracteristicas
seminais ¢ CAP de touros jovens da raga
Guzerd. Os dados sdo préximos daqueles
descritos na literatura para touros Guzer4, na
mesma faixa etaria (Pinto et al., 1989;
Torres Junior, 2004; Torres-Junior & Henry,
2005), se situando-se dentro do padrio
descrito para touros zebuinos (Vale Filho,
1989; Fonseca et al., 1997); sugerindo que
ndo ocorreu selecdo prévia na escolha dos
animais para a realizacdo do trabalho, o que
poderia influir nos resultados.

Tabela 1 — Médias e desvios-padrdo da idade, peso corporal, caracteristicas fisicas e

morfolégicas do s€men e classificagdo androldgica por pontos (CAP) de touros jovens da raca

Guzerd

Idade Peso CE Mot Vigor DM Dm DT Vol Conc CAP

(meses) (Kg) (cm) (%) (0-5) (%) (%) (%) (ml) (xlO"sptz/ml) (0-100)

294+ 4641+ 323  602x 42 75 121  196% 91z 284,5 % 70,7 +
32 99,5 2,7 73 0,7 42 55 6,4 15 147,1 15,1

OBS: Peso = peso corporal; CE = circunferéncia escrotal; Mot = motilidade espermadtica; Vigor = vigor espermatico; DM = defeitos
espermaticos maiores; Dm = defeitos espermdticos menores; DT = defeitos esperméticos totais; Vol = volume de sémen; Conc =
concentragio espermatica; CAP = classificagdo androlégica por pontos.

As amplitudes de variagdes das secrecoes de
testosterona no SOro sangiiineo,
determinadas por radioimunoensaio,
oscilaram desde niveis inferiores a 0,02
ng/ml até 12,84 ng/ml. Estes valores sao
inferiores aos descritos por Barbosa (1987),
e com limites de variacdo mais amplos que
os descritos por Santos (1996), ambos em
touros Nelore, mostrando a variabilidade
deste hormo6nio em machos zebuinos.
Barnabé et al. (1995) e Ohashi et al. (2007)
citam valores inferiores em machos
bubalinos, e afirmam que nestes animais a
concentracao de testosterona é
comparativamente menor que em bovinos.

Nio foram encontrados na literatura dados a
respeito da concentracdo de testosterona em
touros Guzera.

A média encontrada na concentragdo sérica
de testosterona foi de 1,36 ng/ml (Tab. 2),
valor superior aos encontrados por Barbosa
(1987) para touros Canchim (1,2 ng/ml) e
Santos (1996) para Nelore (1,24 ng/ml);
porém inferiores as encontradas por Barbosa
(1987) para touros Nelore (3,1 ng/ml),
Aguiar et al. (2006) para Angus e Coser et
al. (1981) em zebus (2,52 ng/ml), com
predominancia de animais da raga Gir.

Tabela 2 — Médias e desvios-padrdo da concentragdes séricas de testosterona em touros jovens

da raga Guzerd, em diferentes hordrios de coleta

Horirios de coleta (ng/ml)

7h 9h 11h 13h 15h 17h 1% Geral
442 + 229+ 1,00 = 0,55 + 0,41 = 0,44 + 0,36 + 1,36 +
3,65" 2,99 1,12¢ 0,57 0,43¢ 0,69 0,33¢ 1,12

Letras diferentes na mesma linha, diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de SNK.

OBS: 7h = sete horas; 9h = nove horas; 11h = 11 horas; 13h = 13 horas; 15h = 15 horas; 17h = 17 horas; 19h = 19 horas.
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Observaram-se diferencas (p<0,05) entre
hordrios de coleta, com concentragdo
maxima de testosterona nos niveis S€ricos,
as sete horas (4,42 ng/ml) e minima as 19

horas (0,36 ng/ml), com estabilizagdo na
concentracdo sérica basal ocorrendo a partir
das 13 horas (0,55 ng/ml) (Fig. 1).

Concentragdes séricas de testosterona

Testosterona (ng/mil)

[ 8 10 12

14 16 18 20

Horario de coleta (horas)
Figura 1 — Concentragdes séricas médias de testosterona em touros da raca Guzerd, em

diferentes horarios de coleta.

Verificou-se diminuicdo nos niveis séricos
de testosterona no transcorrer do dia, similar
ao relatado por Aranguren-Méndez et al.
(1995); sugerindo influéncia do periodo do
dia na concentragdo periférica desse
horménio.

Apesar de terem sido observadas variagdes
nas  concentracdes de  testosterona,
constatou-se apenas um pico hormonal as
sete horas, semelhante ao relatado por
Santos et al. (2000), que observou em touros
Nelore, um pico as nove horas. Ja Sanwal et
al. (1974), trabalhando com touros da raca
Noruegués Vermelho descreveram a
ocorréncia de trés picos durante o dia, as
seis, 12:00 e 22:00 horas, com reducdo
significativa nos niveis periféricos entre os
picos.

Barbosa (1987) descreve pico como toda

secre¢do com valor igual ou superior a duas
vezes a média registrada para o total das
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coletas, relatando trés picos em touros
Nelore, com ocorréncia as seis, 14 e 22
horas, diferentemente de Santos et al.
(2000a), que ndo observaram picos de
testosterona em touros Nelore.

No presente estudo, constatou-se 13 animais
apresentando pico de testosterona as sete
horas, cinco animais as nove horas, trés
animais as 11 horas e apenas um animal as
17 horas; nos demais horérios de coleta ndo
foram observados picos hormonais.

Barbosa (1987) descreve uma tendéncia de
ocorréncia de picos de testosterona a cada
seis horas em touros Canchim, e a cada oito
horas em touros Nelore. A metodologia e os
hordrios de coleta utilizados no presente
estudo ndo permitiram estabelecer tais picos
(Fig. 1), podendo-se especular que em
touros jovens Guzerd estes picos devem
ocorrer a intervalos maiores.



A equacdo de regressdo da concentragdo
sérica de testosterona em fungdo do hordrio
de coleta (Y = 668,8117*X %% p<0,0001,
R? = 0,39), apresentou efeito geométrico,

sugerindo que, das sete as 19 horas, houve
reducdo gradativa nos niveis -circulantes
deste hormonio, com queda de -0,184 ng/ml
a cada hora (Fig. 2).

—&— Y = 6688117 * x>0

3.0 1

2.5

2.0

1.5 1

Testosterona (ng/ml)

1.0 1

0.5

0.0 T T

<] 8 10

14 16 18 20

Horario de coleta (horas)
Figura 2 — Regressdo das concentragdes séricas de testosterona em fungdo do horério de coleta,

em touros da raca Guzera.

Pode-se observar maior queda entre sete e
oito horas (-0,77 ng/ml), com os niveis
basais de testosterona tendendo a
estabilizacdo na concentragdo circulante, a
partir das 13 horas, conforme sugerido na
Tab. 1. A manutencdo desses niveis €&
importante para a espermatogénese nos
testiculos, para a maturacdo  dos
espermatozodides nos epididimos e para o
desenvolvimento e funcgdes dos Orgdos
sexuais acessorios masculinos (Guerra,
1990; Gonzalez, 2002).

Considerando que os dados disponiveis na
literatura apresentam diferentes padrdes de
avaliacdo da concentracdo de testosterona
em bovinos, quanto a intervalo e freqiiéncia

de coleta, raca e idade dos animais,
utilizacdo ou ndo de horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH), métodos utilizados
para andlise e condi¢cdes nutricionais a que
os touros foram submetidos no periodo da
coleta, pode-se conjecturar que as
concentracdes aqui obtidas estdo dentro de
uma faixa normal.

Observou-se diferenca (p<0,05) entre a
idade nos animais com testosterona acima e
abaixo da média (Tab. 3). Barbosa (1987)
descreveu variacdo na concentracio média
de testosterona em touros Nelore (3,1 e 4,1
ng/ml) e Canchim (1,2 e 2,1 ng/ml) aos 27 e
39 meses de idade.
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Tabela 3 — Médias e desvios-padrdo da idade, peso corporal, caracteristicas seminais e
classificagdo androldgica por pontos (CAP) em touros jovens da raga Guzerd, com
concentracdes séricas de testosterona acima e abaixo da média (1,36 + 1,12 ng/ml)

Idade Peso CE Mot DM DT Vol Conc CAP

(meses) (Kg) (cm) (%) (%) (%) (ml) (xlO“sptz/ml) (0-100)

> média 312+ 525,0 * 32,8+ 61,0‘J_r 59+ 16,9 + 9,5+ 3577+ 742 +
1,9 122,9° 3,2% 8,7" 2,7 4.4 1,6* 166,9* 15,9*

< média 28,0 + 420,5 + 319+ 59,6 + 8,6+ 21,5+ 8,7+ 2185+ 68,1 +
3,2° 46,3 2,1° 6,3 4,7* 7,0 1,3* 91,2* 14,4°

Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de SNK.

OBS: Peso = peso corporal; CE = circunferéncia escrotal; Mot = motilidade espermadtica; Vigor = vigor espermatico; DM = defeitos
espermaticos maiores; Dm = defeitos espermaticos menores; DT = defeitos espermadticos totais; Vol = volume de sémen; Conc =
concentragio espermatica; CAP = classificagdo androlégica por pontos.

Avaliando o efeito da idade sobre a
concentracdo de testosterona em touros da
raca Holandesa, de quatro e seis anos de
idade, Katongole (1971) verificou médias de
20 = 0,15 e 2391 % 036 ng/ml,
respectivamente, diferenca essa altamente
significativa. Oba (1985), em revisdo de

A equacdo de regressdo da concentragdo
sérica de testosterona em fungdo da idade
dos animais (Y = 0,00000012%X*%*,
p<0,01, R® = 0,32), apresentou efeito
geométrico, sugerindo aumento gradativo
nos niveis circulantes deste hormoOnio, a
medida em que os animais ficam mais

literatura, mencionou que o perfil de
concentracdo de testosterona apresenta
crescimento linear com o avango da idade.

velhos (Fig. 3).

—e— ¥ = 000000012~ X“#0?

4.0

3.5 1

3.0 A

2.5 A

2.0 A

1.5 4

Testosterona (ng/ml)

1.0 A

0.5 A

00 T T T T T T T T 1
20 22 24 26 28 30 32 34 36 38

ldade (meses)

Figura 3 - Regressdo das concentracdes séricas de testosterona em funcdo da idade, em touros
jovens da raca Guzera.

Constatou-se que, para cada més a mais na
idade de touros Guzera de 24 a 34 meses,

ocorre acréscimo médio de 0,199 ng/ml nas
concentracdes séricas de testosterona; com o
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aumento miximo na concentrac¢do ocorrendo
entre 0 33° e 34°més (0,365 ng/ml).

Segundo Sanches et al. (1998) a
concentracdo de testosterona aumenta com a
idade, proporcionando um pico entre sete e
oito meses (Sundby & Velle, 1980); com
tendéncia a diminuir apds este periodo,
permanecendo estdvel até o inicio da
puberdade, quando apresenta um novo
aumento (Oba, 1985).

Renaville et al. (1983) e Moura & Ericksson
(1997) sugeriram que o aparecimento
precoce do perfil da testosterona poderia ser
indicativo do desenvolvimento testicular, do

inicio da puberdade e da maturidade sexual
dos machos; podendo, desta forma,
selecionar precocemente os animais que
entrardo na reprodugdo.

Constatou-se, ainda, correlacdo favordvel
(0,53) entre a idade e os niveis de
testosterona nos tourinhos Guzerd (Tab. 4),
reforcando a associagfo linear entre as duas
caracteristicas; confirmando as citagdes de
Oba (1985). Entretanto, Devkota et al.
(2008) citam baixa correlagdo entre a idade e
as concentragdes de testosterona em touros
Holandés, na puberdade e pds-puberdade,
0,23 e 0,13, respectivamente.

Tabela 4 — Correlacdes de Pearson (paramétricas) e de Spearman (ndo paramétricas) entre
concentracdes séricas de testosterona e idade, peso corporal, circunferéncia escrotal,
caracteristicas fisicas e morfoldgicas do sémen e classificacdo androldgica por pontos em touros

jovens da raga Guzera

Testosterona (ng/ml)

Idade (meses)

Peso corporal (Kg)

Circunferéncia escrotal (cm)
Motilidade espermatica (%)
Volume seminal (ml)
Concentraciio espermitica (x10°sptz/ml)
Defeitos espermaticos maiores (%)
Defeitos espermaticos menores (%)
Total de defeitos espermaticos (%)
Consisténcia testicular (0-5)

Vigor espermatico (%)
Turbilhonamento (0-5)

Classificaciio androlégica por pontos (0-100)

0,53 (0,0069)*
0,72 (<0,0001)
0,55 (0,0038)
0,32 (0,1283)
0,56 (0,0042)
0,71 (0,0003)
-0,32 (0,1251)
-0,10 (0,6323)
-0,30 (0,1542)
0,40 (0,0515)
0,30 (0,1433)
0,24 (0,2324)
0,46 (0,0260)

()* = Nivel de significancia.

Verificou-se, também, diferenca (p<0,05)
entre peso corporal nos animais com
concentracdes de testosterona acima e
abaixo da média geral (Tab. 3); tal diferenca
pode ser explicada pelo fato de a
testosterona ser um hormonio anabdlico, que
atua no desenvolvimento esquelético e
muscular dos animais (Gonzalez, 2002).

A associagdo entre a concentracdo sérica de
testosterona e peso corporal também foi
verificada pela correlagdo simples entre as
caracteristicas  (Tab. 4). Observou-se
correlacdo favoravel e de consideravel
magnitude (0,72) entre estas caracteristicas,
confirmando a ac@o de uma caracteristica
sobre a outra, nestes animais. Devkota et al.
(2008) encontraram correlagdes de 0,21 e
0,20, entre o peso corporal e a testosterona
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em touros Holandés, na puberdade e pOs-
puberdade, respectivamente.

A equacdo de regressdo da concentragdo
sérica de testosterona em funcdo do peso
corporal  dos  animais (Y = -
2,4404+0,0082*X, p<0,01, R* = 0,52),
apresentou efeito linear, sugerindo aumento

constante nos niveis circulantes deste
hormdnio, na medida em que os animais
ficam mais pesados (Fig. 4). Os dados
permitem afirmar que para cada quilograma
a mais no peso corporal, de touros Guzerd de
24 a 34 meses, ocorre um acréscimo de
0,0082 ng/ml nas concentracdes séricas de
testosterona.

Il
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Figura 4 - Regressdo das concentragdes séricas de testosterona em fungdo do peso corporal, em

touros jovens da raca Guzera.

Conforme ja comentado anteriormente, a
associacdo de peso corporal e testosterona
pode ser explicada pelos efeitos anabdlicos
deste hormoéOnio, onde destacam-se: o
aumento da massa  muscular, da
concentracio da hemoglobina, do
hematdcrito, da retencdo de nitrogénio, da
deposicdo de célcio nos ossos e diminui¢do
das reservas de gordura do corpo.

Dentre 0s mecanismos anabdlicos
desencadeados para aumento da massa
muscular, incluem-se: aumento da sintese
protéica via RNA mensageiro, balanco
nitrogenado positivo, inibicdo dos efeitos
catabdlicos na massa muscular esquelética,
estimulagdo da formacdo de osso, inibi¢do
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do catabolismo protéico e estimulo da
eritropoiese.

Os efeitos anabdlicos ocasionam retencao de
nitrogénio, um constituinte bdsico da
proteina, promovendo assim crescimento e
desenvolvimento de massa muscular pela
melhor utilizagdo da proteina ingerida (Lise
et al., 1999).

Outra forma de especular a associag@o entre
a melhor condicdo corporal e as
concentracdes de testosterona pode ser
encontrada nos resultados de Brito et al.
(2007), que observaram que a melhoria na
nutricdo dos animais resultou em aumento
nas concentragdes de testosterona, que foi



associado com uma maior concentracdo de
fator de crescimento semelhante a insulina -
I (IGF - 1), considerado importante
mediador da acdo metabdlica e de estimulo
ao crescimento, correlacionando-se
positivamente com a taxa de ganho de peso
vivo e eficiéncia alimentar (Stick et al.,
1998; Cervieri et al., 2005).

Para a verificacdo da possivel associagdo da
concentracdo sérica de testosterona e da
circunferéncia escrotal estabeleceram-se
modelos de regressdo (Fig. 5). Observou-se
efeito linear (SA( =-6,144+0,2319*X, p<0,01,
R? = 0,30), sugerindo aumento constante na

concentracdo de testosterona com o aumento
da CE, sem um limite maximo dentro da
faixa etaria avaliada. Os resultados mostram
que, para cada centimetro a mais na CE nos
touros Guzera, ocorreu aumento de 0,2319
ng/ml na concentragdo  sérica de
testosterona.

Courot & Ortovant (1981) descreveram que
o tamanho dos testiculos estd relacionado
com as concentragdes sangiiineas de FSH,
LH e testosterona, encontrando efeito linear
na relacdo entre o tamanho testicular e o
nivel circulante médio de LH e de
testosterona.

—— Y =-6.144 + 0.2319"X
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Figura 5 - Regressdo das concentracdes séricas de testosterona em fung@o da circunferéncia

escrotal, em touros jovens da raga Guzera.

Barbosa (1987) ndo encontrou associagdo
entre a concentracdo de testosterona e a CE
em touros Canchim e Nelore, estimadas pela
regressdo linear. Evans et al. (1996) e Moura
et al. (2002) observaram que, quando ocorre
elevagdo na sintese de testosterona na pré-
puberdade, ha também aumento
considerdvel no didmetro dos tdbulos

seminiferos, devido a multiplicacdo das
células germinativas e diferenciacdo das

células de Sertoli, com alteracdo no
desenvolvimento das goOnadas; fato este
semelhante ao observado neste estudo para
animais maturos sexualmente.

Os autores verificaram, ainda, que apds a
puberdade houve crescimento continuo das
medidas testiculares, e, como nesta fase nao
hd mais proliferacdo das células de Sertoli
este crescimento sugere aumento da
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populagdo de células germinativas no
interior dos tibulos seminiferos. Como estas
células sdo testosterona dependentes, o
aumento na CE pode ser explicado desta
forma.

Os achados de Brito et al. (2007) reforcam
estes resultados mostrando que a melhoria
nutricional precoce, resultou em maior peso
testicular e produgdo de espermatozdides na
maturidade, indicando que o aumento da
secre¢do de LH e das concentracdes de IGF-
I e de testosterona durante os periodos de
confinamento e  peripuberal,  foram
associadas a uma maior proliferacio e
aumento da fungo de células testiculares.

A associacdo entre a concentragio de
testosterona e a CE € confirmada pela
correlacdo entre as caracteristicas (Tab. 4),
que se apresentou favordvel e de
consideravel magnitude (0,55).

Lunstra et al. (1978) encontrou valor
semelhante em touros Hereford de sete a 13
meses de idade. Os autores descrevem ainda
correlacdes entre 0,09 e 0,47 para touros de
outras racas taurinas € seus cruzamentos.
Sajjad et al. (2007) também descreveram
correlacdo positiva entre testosterona ¢ CE
(0,41) em bubalinos e Aranguren-Méndez et
al. (1995) encontraram correlacdo de 0,47
em tourinhos puberes 5/8 Holandés e 5/8
Pardo Suico, o que confirma a andrégeno-
dependéncia da CE.

Ja Martin et al. (1994), estudando o efeito da
nutricilo no tamanho do testiculo de
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carneiros, verificaram que os efeitos da dieta
no crescimento testicular também envolve
mecanismos que sdo independentes das
mudancas na secrecdo de gonadotropinas e,
conseqiientemente, de esteréides gonadais.

Para a verificagdo da possivel associa¢do da
concentracdo sérica de testosterona e a
concentracdo  espermdtica do  sémen,
estabeleceram-se modelos de regressao (Fig.
6), sendo observado efeito linear (Y =
143,2567+92,703*X, p<0,01, R* = 0,55),
sugerindo aumento constante na produgdo
espermadtica com o aumento da concentragao
circulante de testosterona.

Os resultados mostram que, para cada 0,1
ng/ml a mais na concentragdo média de
testosterona circulante em touros da raca
Guzera, de 24 a 34 meses de idade, ocorreu
aumento de 9,29 x 10° espermatozoides/ml
de s€men, inferior aos descritos por Barbosa
(1987), que relatou aumento de 29,44 x 108
espermatozdides/ml para touros da raca
Nelore € de 149,11 X 10°
espermatozdides/ml para touros da raca
Canchim.

Amann (1983) e Amann & Schanbacher
(1983) afirmam que a produgdo espermadtica
didria aumenta por determinado tempo apds
a puberdade, podendo variar com a estagdo
do ano, e entre animais de uma determinada
raca ou espécie, devido a diferengas no
tamanho dos testiculos.



—8— Y = 1432567 + 92.703"X
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Figura 6 - Regressdo da concentragdo espermética do s€men em funcio da concentragdo sérica

de testosterona, em touros jovens da raca Guzera.

Verificou-se, também, correlacdo favordvel
e de considerdvel magnitude entre a
concentracdo espermdtica e a concentragdo
sérica de testosterona (0,71) nos animais
avaliados (Tab. 4), reforcando ainda mais a
associacdo entre estas caracteristicas.
Aranguren-Méndez et al. (1995) nao
encontraram  associagdo  entre  essas
caracteristicas em animais mesticos.

A elevacdo nos niveis basais de testosterona
€ conseqii€ncia da diferenciag¢do das células
de Leydig e estd associada a proliferacio das
células germinativas, eventos essenciais para
a puberdade (Amann & Schanbacher, 1983).
O processo de multiplicacdo, meiose e
diferenciacdo das células germinativas em
estadios mais avancados de
desenvolvimento estd sincronizado com as
mudangas morfoldgicas e a expressdo génica
nas células de Sertoli e Leydig e as
secrecdes hormonais.

As gonadotropinas (FSH e LH) controlam a
proliferacdo e diferenciacdo das células de
Sertoli e Leydig desde a fase pds-natal, de
modo que os esterdides e fatores de

crescimento secretados por estas células t&ém
acdo direta ou indireta sobre o
desenvolvimento das células germinativas
(Evans et al.,, 1996; Moura & Ericksson,
1997a; Moura & Ericksson, 1998; Anway et
al., 2003; Walker, 2003; Aguiar et al., 2006).

As acdes direta e indireta da testosterona na
multiplicacdo e diferenciacdo das células
germinativas, que irdo originar 0s
espermatozdides durante o processo da
gametogénese, podem ser a explicagdo da
associacdo  deste  hormdénio com a
concentracdo espermdtica nos touros ja
maturos sexualmente.

Courot & Ortavant (1981) verificaram, em
carneiros, que a espermatogénese ¢ sensivel
as variacdes nos niveis de hormdnios
circulantes, existindo correlacdo positiva
entre o nimero, a renovagdo ou a eficiéncia
da multiplicagdo das espermatogOnias e as
concentracdes de LH no sangue periférico
de carneiros adulto. Os autores verificaram,
ainda, que a testosterona tem efeito no inicio
do ciclo da espermatogénese e,
quantitativamente, mantém a meiose e a
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espermiogénese, mas a diferenciagdo das
espermatides € dependente da informagéo
armazenada no inicio da meiose e requer a
acdo da testosterona e de outros fatores.

As associagdes significativas encontradas
entre testosterona e idade, peso corporal,
circunferéncia escrotal e concentragdo
espermdtica do sémen, ja foram discutidas
anteriormente.

Observou-se associagdo favordvel entre
volume seminal e concentragio de
testosterona (0,56), em touros Guzera (Tab.
4); Sajjad et al. (2007) observaram resultado
semelhante em biifalos (0,34) com 14 anos
de idade, sugerindo esta associacio em
diferentes fases da vida reprodutiva.

Estes dados podem ser explicados, em parte,
pela associacdo encontrada entre a
testosterona e a produgdo espermatica, pela
maior concentracdo de espermatozdides no
ejaculado, e ainda pela acdo direta da
testosterona  nas  glandulas  sexuais
acessorias, com aumento no tamanho e
funcdo (Gonzalez, 2002); sendo estas
glandulas responsdveis pela maior fracdo do
ejaculado.

Constatou-se, ainda, correlacdo favoravel
entre os niveis séricos de testosterona e a
consisténcia testicular (0,40), sugerindo que
maiores  concentragdes circulantes de
testosterona levariam ao aumento na tensdo
superficial dos testiculos.

Vale Filho (1997), sugere associacdo entre a
consisténcia testicular e a produgdo
espermdtica normal em bovinos. Desta
forma, os resultados encontrados neste
estudo indicam que maiores concentragdes
sangiiineas de testosterona estdo associadas,
indiretamente, ao processo normal de
gametogénese; fato  reforcado  pelas
associacdes favoraveis deste hormdnio com

a concentracio espermatica,
semelhantemente  aos  resultados  de
Aranguren-Méndez et al. (1995) que
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descrevem a andrégeno-dependéncia de
alguns eventos em tourinhos mesticos.

A associacdo favoravel entre o indice de
classificagdo androlégica (CAP) e os niveis
periféricos de testosterona em touros Guzera
(0,46), pode ser explicada pelo fato da CE
ser responsdvel por até 40% na pontuagdo
méixima dos animais submetidos a este
indice; tendo a CE alta associagdo com a
testosterona neste estudo (Tab. 4).

Estes resultados sugerem que a selecdo de
touros baseada na CAP, levaria a sele¢do de
animais com maiores concentragdes séricas
de testosterona; e ainda, a selecdo indireta
para maiores peso corporal, circunferéncia
escrotal e concentracdo espermatica no
ejaculado, caracteristicas estas indicativas,
direta ou indiretamente, de fertilidade.

Nio foram encontrados na literatura, dados
referentes a associagdes entre concentragdes
de testosterona e consisténcia testicular e
CAP, sobretudo em touros jovens da raca
Guzera.

A concentragdo circulante de testosterona
ndo esteve corralacionada (p>0,05) com
motilidade, vigor, turbilhonamento e
defeitos espermaticos (maiores, menores e
totais), confirmando os achados de literatura
(Barbosa, 1987; Sajjad et al., 2007; Devkota
et al., 2008).

Abdel Malak & Thibier (1985) concluiram
que assim que os processos fisioldgicos da
espermatogénese sdo iniciados e controlados
pelas secrecdes hormonais, as variagdes
qualitativas e quantitativas do s€men sao
independentes das flutuagGes espontaneas da
testosterona, o que concorda parcialmente
com os dados encontrados neste estudo.

5. CONCLUSOES

A concentragdo circulante de testosterona
sofre variagdes, mantendo niveis basais com
o transcorrer do dia.



A concentragdo sérica de testosterona
aumenta com a idade, peso corporal e
circunferéncia escrotal, em touros jovens
Guzera.

A concentracdo sérica de testosterona se
apresenta  associada a  caracteristicas
indicativas de melhor desempenho e
fertilidade; com correla¢des favoraveis entre
a testosterona e o peso corporal, a
circunferéncia escrotal, a concentragdo
espermatica e o volume do s€men.

A testosterona pode ser um pardmetro
auxiliar na identificacdo e selecdo de touros
jovens da raca Guzerd, com maior potencial
reprodutivo.
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CAPITULO 3

Perfil cromatografico de proteinas do sémen com afinidade a heparina, em touros
jovens da raca Guzera e suas associacoes com caracteristicas androldgicas,
congelacao do sémen e indice de fertilidade

(Chromatographic profile of heparin binding proteins of semen from young Guzerat
bulls and their associations with andrologic traits, semen freezing and fertility index)

Resumo

Avaliaram-se os perfis cromatograficos por gel filtracdo e afinidade a heparina de proteinas do
plasma seminal e aderida a membrana espermética de 19 touros jovens da raca Guzerd e suas
associacdes com pardmetros androlégicos, congelagdo do s€men e fertilidade. A concentracio
de proteinas totais no plasma seminal variou de 2,86 a 78,82 mg/ml, com média de 17,18 +
20,49 mg/ml, com grande variabilidade entre os touros. Tais concentracdes estdo
correlacionadas (p<0,05) com peso corporal e niveis séricos de testosterona, mostrando a
influéncia da condi¢do nutricional, e a dependéncia por testosterona, na secrecdo dessas
proteinas; bem como com a concentragdo espermética e volume seminal sugerindo que a maior
parte das proteinas presente no plasma seminal tem como origem os testiculos e as glandulas
sexuais acessorias. O perfil por gel filtracdo das proteinas do plasma seminal apresentou oito
diferentes fracdes, com alguns picos se correlacionando com a idade, peso corporal,
circunferéncia escrotal, caracteristicas fisicas (motilidade e concentragdo espermaticos) e
morfologicas (defeitos espermaticos maiores) e congelabilidade do s€men (defeitos
espermaticos maiores, menores e totais pds-congelacido). No plasma seminal foram identificados
cinco picos de proteinas com afinidade a heparina, também testosterona dependentes, com
alguns apresentando correlacio com motilidade e concentracdo espermaticas. Dentre as
proteinas aderidas a membrana foram identificados trés picos de afinidade a heparina.
Observaram-se associacdes desfavordveis entre o pico dois e defeitos espermdticos maiores,
menores e totais pos-congelacdo, sugerindo que algumas proteinas presentes nesse pico agem
desfavoravelmente sobre a membrana espermética no processo de criopreservagdo. Ndo foram
encontradas diferengas entre as concentragdes de proteinas do plasma seminal, as presentes no
pico trés (33,5 a 11,6 kDa) e as com afinidade a heparina, no indice de fertilidade dos touros,
medido pela taxa de gestacdo apds inseminagdo artificial. Conclui-se que as avaliacdes das
concentracdes de proteinas do sémen de touros jovens da raga Guzerd mostraram-se
favoravelmente associadas com algumas caracteristicas seminais no momento da ejaculagdo, e,
também, com algumas caracteristicas pods-congelacdo, podendo atuar como marcadores
bioquimicos para selecdo de touros objetivando altas fertilidades.

Palavras-chave: cromatografia, fertilidade, Guzera, proteinas do sémen, s€men, zebu.

75



Abstract

Chromatographic profile of heparin binding proteins of semen from 19 young Guzerat bulls,
and their associations with andrologic traits, semen freezing and fertility were evaluated. Total
seminal plasma protein concentrations ranged from 2.86 to 78.82 mg/ml, average of 17.18 +
20.49 mg/ml. The seminal plasma protein profile by gel filtration showed eight different
fractions, being some of them correlated to age, body weight, scrotal circumference, physical
(sperm motility and concentration) and morphologic (mojar sperm defects) characteristics and
freezing of the semen (post-freezing major, minor and total sperms defects). These
concentrations were correlated (p<0.05) with body weight and testosterone serum levels,
showing the influence of the nutritional condition, and the dependence for testosterone, in the
secretion of those proteins; as well as with the sperm concentration and seminal volume
suggesting that most of the proteins present in the seminal plasma has as origin the testicles and
the accessory sex glands. Five different peaks of heparin binding proteins were identified in the
seminal plasma. Among the proteins stuck to the membrane, three peaks of heparin binding
proteins were identified. Unfavorable associations were observed between the peak two and
post-freezing major, minor and total sperm defects, suggesting that some proteins present in
that peak act unfavorable on the sperm membrane in the freezing process. No differences in
concentrations of seminal plasma proteins, presents in peak three (33.5 to 11.6 kDa) and with
afinity to heparin, in the index of fertility of the bulls, measured for the gestation rate after
artificial insemination was found. One’s can conclude that the evaluations of seminal proteins
concentrations of Guzerat young bulls shows favorably association with some seminal traits in
the moment of the ejaculation, and also, with some post-freezing characteristics, acting as
biochemical markers for selection of bulls aiming at high fertility.

Keywords: chromatographic, fertility, Guzerat, semen, semen of proteins, zebu.
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1. INTRODUCAO

Na selecio de reprodutores, além das
caracteristicas zootécnicas de desempenho,
deve-se dar énfase a saude reprodutiva dos
animais, com avaliagdes que mostrem a
normalidade dos Orgdos reprodutivos, a
capacidade quantitativa e qualitativa da
producio de espermatozdides aptos a
fertilizacdo, e a habilidade sexual, avaliada
por testes comportamentais (Fonseca, 2000;
Corréa et al., 20006).

Devido a problemas de baixo desempenho
em alguns touros utilizados a campo em
monta natural, ou em processos de
congelacdo do s€men, transferéncia de
embrido e fertilizagdo in vitro, e a tendéncia
atual da busca de marcadores bioquimicos
para alta fertilidade, que atuem em conjunto
a avalia¢do androlégica de rotina na selegdo
de touros para alta fertilidade, pesquisas vém
sendo realizadas avaliando as atividades de
proteinas presentes no plasma seminal e
ligadas a membrana espermadtica no processo
de fecundacdo (Bellin et al., 1998; Feliciano
Silva, 1998; Ollero et al., 1998; Sprott et al.,
2000; Camargo et al., 2002).

A fertilidade do espermatozdide é resultado
de uma soma de fatores, que vdo desde sua
producdo e transporte, até e maturagdo, em
diversas regides do trato reprodutivo
masculino (Killian, 1992).

Para que o espermatozdide realize a
fertilizacdo, torna-se necessario que possua
caracteristicas minimas essenciais, como:
alta motilidade, habilidade para a
capacitacdo, de expressdo da reagdo
acrossomica e de fusibilidade a zona
pelicida e oolema (Gordon, 1994; Hafez,
1995; Feliciano Silva, 1998).

Virios testes sdo utilizados para a avaliagao
da capacidade fecundante da célula
espermdtica nos exames androldgicos de
rotina; entretanto novos testes estdo sendo
desenvolvidos para melhorar a acuricia

desta predicdo, dentre eles a reagdo
acrossOmica induzida in vitro, ligagdo a zona
pelicida, integridade de membrana, teste
hiposmético, sondas fluorescentes,
citometria de fluxo entre outros (Didion &
Graves, 1986; Revell & Mrode, 1994,
Feliciano Silva, 1998; Rodriguez-Martinez,
2003; Celeghini et al., 2004; Balduzzi &
Galli, 2004).

Neste contexto, a avaliacdo do perfil de
proteinas do sémen de touros, tem aberto
novas fronteiras como avaliagcdo reprodutiva
complementar (Fazeli et al., 2000; Ax et al.,
2002).

Virios estudos t€m mostrado a existéncia de
proteinas do plasma seminal que sdo
fundamentais para os processos bioldgicos
da fecundacdo (Bellin et al., 1994; Killian et
al., 1993; Manjunath et al., 1993).

As proteinas do s€men dos animais sdo de
origem testicular, epididimaria e de
glandulas sexuais acessOrias, € tem como
funcdo basica, mas primordial ao processo
de fecundagdo, a modulacdo da maturagdo
espermdtica pods-testicular, auxiliar na
capacitacdo e reacdo acrossOmica e atuar no
transporte espermdatico e processo de
fertilizacdo no trato reprodutivo feminino
(Topfer-Petersen et al., 1998; Dacheux &
Dacheux, 2002).

O objetivo do presente estudo foi descrever
o perfil de proteinas do plasma seminal, e
daquelas aderidas a membrana espermatica,
em touros jovens da raca Guzerd, buscando
associacdes com caracteristicas
androlégicas, congelacdo do sé€men, niveis
séricos de testosterona e fertilidade a campo.

2. REVISAO DE LITERATURA

Diversos testes complementares véem sendo
utilizados para predizer a fertilidade de
reprodutores, tendo-se em vista as altas
correlagdes com o desempenho reprodutivo,
além dos diferentes aspectos da qualidade
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seminal mensurados em cada teste. Novas
técnicas tém sido desenvolvidas e avaliadas
juntamente com as andlises de rotina e os
testes complementares ji utilizados para a
avaliacdo androldgica, buscando maior
compreensdo de seus resultados (Lena,
1997; Martins et al., 2006).

Para identificacio de touros de alta
fertilidade torna-se necessario, além das
avaliagdes andrologicas de rotina, a
aplicagdo de técnicas mais sofisticadas
relacionadas a qualidade funcional do
espermatozoide, aos mecanismos
fisiol6gicos envolvidos na fertilizagdo e aos

processos  bioquimicos da fertilidade
(Blottner et al. 1990).
2.1. Glicosaminoglicanos (GAGs) e

Heparina

Os proteoglicanos, assim como outros
componentes da matriz  extracelular,
influenciam a adesao, motilidade,
proliferacdo, crescimento e diferenciacdo de
muitas células (Ratner et al., 1985). Estes
proteoglicanos da matriz extracelular tem
como parte central os glicosaminoglicanos
(GAGs), envolvidos também na fertilizagdo
na maioria das espécies. Em bovinos, os
GAGs presentes no fluido do oviduto,
implicam na capacitacio e reagdo
acrossomal do espermatozéide do touro
(Parrish et al., 1988; Parrish et al., 1989; Ax
& Lenz, 1987).

A capacitacdo espermdtica, que ocorre no
trato reprodutivo feminino, sempre diante de
altas concentragdes de GAGs do fluido
folicular ovariano ou de outras fontes, € pré-
requisito para a reacdo acrossOmica. A
heparina € estruturalmente similar aos GAGs
do fluido do oviduto, desempenhando
também estimulo fisioldgico semelhante
para  promover a  capacitacdo  do
espermatozdide bovino (Parrish et al., 1989).

A ligacdo da heparina ao espermatozdide é
saturdvel (receptor com pontos de ligacdo),
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reversivel e dependente do pH, temperatura
e nivel de Ca™. A concentra¢do de heparina
necessdria para a capacitacdo é semelhante
ao requerido para saturar os pontos de
ligacdo (Handrow et al., 1984; Miller et al.,
1990).

A capacitacdo do espermatozdide bovino
estimulada pelos GAGs, passa sem duivida
por um passo de maturacdo induzida pelo
plasma seminal (Lee et al., 1985; Florman et
al., 1988), visto que o plasma seminal
aumenta os locais de ligacdo da heparina no
espermatozoide epididimal (Lee et al.,
1985), além de possuir proteinas ligadoras
de heparina (Heparin Binding Proteins -
HBP) (Miller et al., 1987). Conclui-se
também através dos trabalhos acima citados,
que tais protefnas sdo essenciais no processo
de fecundagdo, com a sua presenca ou
auséncia interferindo na fertilidade do touro.

2.2. Proteinas do Plasma Seminal e
Membrana Espermatica

O plasma seminal é o fluido no qual os
espermatozdides  estdo  suspensos  na
ejaculacdo (Jobim et al., 2002). Seu volume
e composi¢do s@o varidveis entre as
diferentes espécies (Hafez, 1995), contendo
proteinas que podem influenciar na
fertilidade do macho (Ax et al., 1985; Miller
et al., 1990; Bellin et al., 1994, 1998; Killian
et al.,, 1993). Varios autores destacam o
papel positivo do plasma seminal na
capacitac@o do espermatozdide (Miller et al.,
1990; Bellin et al., 1994; Chandonnet et al.,
1999); além dos efeitos benéficos do plasma
seminal na motilidade espermédtica (Bass et
al., 1983).

Dentre um pool de proteinas presentes no
sémen, alguns grupos ou proteinas isoladas
apresentam destaque neste processo.

Dentre estas proteinas estdo as denominadas
HBP (Heparin Binding Proteins) com peso
molecular de 14 al8 kDa, 21,5 kDa, 24 kDa
e 30 kDa (Miller et al., 1990; Bellin et al.,



1994; McCauley et al., 1999). Em bovinos
os glicosaminoglicanos (GAGs), e em
especial a  heparina, promovem a
capacitagdo espermatozdide do touro,
entretanto, a capacitagdo dos
espermatozodides estimulada pelos GAGs,
necessita de maturagdo induzida pelo plasma
seminal, visto que proteinas presentes no
plasma seminal e que se aderem a
membrana, aumentam os locais de ligagado
da heparina no espermatozodide.

Neste grupo de proteinas denominadas HBP,
tém-se a proteina de 30 kDa, denominada
FAA (Fertility Associated Protein), descrita
como possivel marcador da fertilidade de
touros (Bellin et al., 1994). Posteriormente,
Bellin et al. (1998) citam a HBP de 30-31
kDa, como uma das de maior importancia
como marcador bioquimico para fertilidade.

Bellin et al. (1994) agruparam touros de
corte apenas em funcdo da presenca ou
auséncia de proteinas ligadoras de heparina
(HBP) na membrana espermadtica e fluido
seminal. As amostras foram analisadas
somente pela afinidade a heparina em
cromatografia liquida de alta performance
(HPLC), com cinco picos de proteinas
detectados. Os autores relataram diferengas
relevantes de até 17% nas taxas de
fertilidade alcancadas pelos diferentes
grupos de touros testados em funcdo do
perfil protéico, ao final do experimento.

Diante da sugestdo da influéncia do plasma
seminal na fertilidade do macho em varias
espécies, e diferencas encontradas na
fertilidade individual de touros de rebanhos
leiteiros, Killian et al. (1993) também se
propuseram a analisar as proteinas do
plasma seminal de 35 touros Holandeses.

Os touros foram agrupados de acordo com a
fertilidade alcancada em inseminagdes
artificiais. Pela andlise das bandas e
densitometria feitas por eletroforese uni e bi-
dimensional, sdo citadas duas proteina (55
kDa e 4,8 pl; 26 kDa e 6,4 pl) como mais

prevalentes em touros de alta fertilidade, e
duas outras (16 kDa e 4,1pl; 16 kDa e 6,7
pl) predominantes em touros de baixa
fertilidade.

Ja Chapman et al. (1998) estudando a
proteina de 26 kDa e 6,4 pl, descrita por
Killian et al. (1993), demonstraram que
esta proteina € 75% idéntica e 100%
homologa a proteina tipo lipocalina
prostaglandina-D-sintetase, sendo esta uma
das proteinas mais prevalentes nos touros de
alta fertilidade.

Killian et al. (1999) citam que as duas
proteinas com maior prevalé€ncia nos touros
de baixa fertilidade (16 kDa com 4,1 pl e 16
kDa com 6,7 pl), podem estar associadas
com Mycoplasma genitalium.

Roncoletta (1999) estudando o perfil
eletroforético das proteinas presentes no
plasma seminal e na membrana do
espermatozoide de touros zebuinos e
taurinos, doadores de s€émen nos grupos de
alta, boa, média e baixa congelabilidade,
mostrou que touros zebuinos apresentam
cerca de 20% a mais de proteinas totais do
que os taurinos. Outro achado foi que as
bandas 45, 24 e 10,8 kDa apresentaram
valores de densitometria significativamente
maiores nos grupos de alta e boa
congelabilidade, enquanto que a proteina de
14,4 kDa apresentou maior valor nos de
média e baixa. O autor também verificou
resultados de densitometria
significativamente diferentes para as bandas
95, 58, 54, 45 e 36 kDa entre os diferentes
grupos.

Marques & Goulart (1995) analisando o
perfil eletroforético de proteinas da
membrana de espermatozodides de touros de
racas zebuinas e européias observaram
diferengas quantitativas nos individuos
analisados. Em quatro touros houve
variagdes de intensidade de proteinas de
baixo peso molecular de 14 a 21 kDa, com
prevaléncia das bandas 16 e 18 kDa. Trés
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touros apresentaram menor intensidade da
banda de 30 kDa, e um da banda 32 kDa. J4
outros dois touros apresentaram maior
intensidade das bandas 45 e 40 kDa. Os
autores ressaltaram a possibilidade da
auséncia de certas proteinas devido a sua
incapacidade de ligagdo na membrana ou a
sitios de ligacdo saturados, apGs a passagem
do espermatozéide no epididimo.

Outro grupo de proteinas presente no plasma
seminal que possivelmente induzem
alteracdbes na membrana espermadtica,
essenciais ao processo de capacitacdo, sdo as
BSP (Bovine Seminal Plasma), que se
subdividem em BSP-A1l, BSP-A2, BSP-A3
e BSP-30kDa.

Manjunath & Sairam (1987) caracterizaram
e purificaram a familia de proteinas do
plasma seminal, designadas como BSP-Al,
BSP-A2, BSP-A3 e BSP-30 kDa. Este grupo
de proteinas € secretado pelas vesiculas
seminais, tendo as BSP-A1, BSP-A2, BSP-
A3 peso molecular entre 15 a 16,5 kDa e a
BSP-30 kDa com peso molecular entre 28-
30 kDa; estando todas elas agregadas a
superficie do espermatozdide apds a
ejaculacdo (Manjunath et al., 1993).

Alguns estudos também mostraram que estas
proteinas se ligam a apolipoproteinas (apo)
A-1, bem como a apoA-1 associada com
lipoproteinas de alta densidade (HDL),
calmodulin e heparina (Manjunath et al.,
1993).

Ja é comprovado também, a ligacdo destas
proteinas BSPs com os fosfolipidescolina,
que compreendem os principais lipideos da
membrana espermatica. Sugere-se assim que
estes lipideos sdo pontos de ligacdo das
proteinas BSPs com a membrana
espermdtica (Desnoyers & Manjunath,
1992).

A atuacdo das BSPs na capacitagdo

espermdtica ocorre de varias formas;
inicialmente, apds a ejaculacdo, as proteinas
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BSP se ligam aos fosfolipideos da cabeca
dos espermatozdides, promovendo o
controle da desestabilizacio da membrana
espermdtica, e conseqiiente decapacitagdo
espermatica, prevenindo reagdo acrossdmica
prematura, até o espermatozéide adentrar o
trato reprodutivo feminino e se encontrar
com 0s HDL (lipoproteinas de alta
densidade) ou com a heparina. Num segundo
momento, no trato reprodutivo feminino, as
HDL interagem com as BSPs ligadas a
membrana, e ainda as BSP’s seqiiestram
fosfolipideos e colesterol da membrana
espermatica, desencadeando a
permeabilidade da membrana, ativando as
aberturas dos canais de Ca™* e expondo os
sitios de ligacdo a heparina, a maior
permeabilidade da membrana e o influxo de
célcio ativam o mecanismo de fosfolipase A,
e conseqiiente reacao acrossomal
(Manjunath et al., 1993). Diante dessas
possibilidades as proteinas BSPs, ndo teriam
somente  fun¢do  decapacitante, mas
poderiam  eventualmente promover a
capacitacdo do espermatozéide (Salvador,
2005).

Em pesquisas anteriores os autores
concluiram que a mediacdo da capacitagdo
espermatica pode ser modulada tanto pela
ligacdo com a heparina (Thérien et al.,
1995), como pelas lipoproteinas de alta
densidade (Thérien et al., 1997) na presenca
das proteinas BSPs, mas promovidas por
diferentes mecanismos (Lane et al., 1999).

Outras proteina também ligadas ao processo
de fertilizacdo sdo: a lipocalina tipo
prostaglandina-D-sintetase, que esta
relacionada a maturagdo, motilidade e
alteracoes morfoldgicas do espermatozdide e
sua interacdo com o 6vulo (Gerena et al.,
2000); a proteina 4cida do plasma seminal
(aSFP) com fung@o decapacitante, na
preservacdo da integridade acrossomal e na
regulacio da motilidade espermdtica e
atividade mitocondrial (Schoneck et al.,
1996); a osteopontina com fungdo auxiliar
na capacitacao, pela facilidade de ligacdo ao



cédlcio, no trato reprodutivo feminino
interligando as membranas dos gametas,
aumentando a afinidade entre elas e
favorecendo a ligacdo de um maior nimero
de espermatozdides na zona peldcida
(Rodriguez et al., 2000; Killian, 2004).

Desta forma, a avaliacio do perfil de
proteinas do sémen vem se tornando uma
importante ferramenta na predicio da
fertilidade dos reprodutores.

2.3. Relacido da Fertilidade com as
Proteinas do Sémen

Poucas e iniciais pesquisas tem sido
realizadas correlacionando o perfil protéico
do sémen com a fertilidade de touros,
principalmente em animais zebuinos, mas o
resultados iniciais tem vislumbrado um
longo horizonte de utilizagdo de tais
proteinas como testes complementares aos
exames de rotina e até mesmo como
potenciais marcadores genéticos para alta
fertilidade.

Porém, avaliando a associagdo das
concentracdes de proteinas totais do s€émen
com a fertilidade, Roncoletta et al. (2004)
relataram associacdo desfavordvel (-0,34,
p<0,05), ou seja, a maior concentracdo de
proteinas totais do sémen esteve associada
com a baixa fertilidade.

Bellin et al. (1994) procuraram determinar a
relacdo entre o grupo das HBP (proteinas
com afinidade a heparina) com a fertilidade
de touros de corte das racas Red Angus,
Santa Gertrudes e Gelbvieh. As proteinas
foram identificadas por cromatografia
(HPLC), em coluna com afinidade a
heparina, sendo que nos lotes com
fertilidade testada, a diferenca foi de até
17% para os touros com HPB na membrana
espermdtica e ndo detectdveis no fluido
seminal.

Alguns anos mais tarde, Bellin et al. (1998)
demonstraram que a identificacio das

proteinas no sémen de touros,
principalmente as de 30 kDa ligadas a
heparina denominadas “fertility associated
antigen” (FAA), juntamente com as de 24 e
21,5 kDa, podem ser usadas como
indicadores da fertilidade de touros,
aparentemente  normais. Os  autores
registraram até nove pontos percentuais de
diferenca na taxa de fertilidade entre os
grupos, em favor dos touros com FAA,
acasalados a campo com relacdo touro:vaca
de 1:25.

Killian et al. (1993) analisaram o perfil
protéico do plasma seminal de 35 touros
europeus, com taxa de ndo retorno
conhecida, identificando algumas proteinas
relacionadas com a fertilidade. O resultado
do modelo de regressdo feito a partir da
densitometria das bandas de peso molecular,
das quatro proteinas identificadas foi linear e
favoravelmente correlacionada (0,89).

Alguns resultados mostram também que a
predicdo da fertilidade através da andlise das
proteinas do sémen poderia ser feita em
touros jovens. Usando um modelo multiplo
de regressdo linear, Killian et al. (2000)
acharam correlagées favordveis de 0,75
entre touros jovens e adultos, e de 0,90
comparando touros de seis meses € um ano
de idade.

3. MATERIAL E METODOS

Dentre os animais previamente avaliados
andrologicamente e clinicamente normais
(Capitulo 1), 19 touros com idades variando
de 24 a 34 meses, foram selecionados
aleatoriamente, para andlise do perfil de
proteinas do sémen.

Foram avaliados os perfis protéicos do
plasma seminal e das proteinas aderidas a
membrana espermdtica com afinidade a
heparina, utilizando-se dos procedimentos
bioquimicos de purificagdo e andlise de
proteinas,  estabelecendo-se o  perfil
cromatografico destas proteinas bem com
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suas correlagdes com os demais parametros
androlégicos, de congelacio do sémen e
concentracdes séricas de testosterona.
Avaliou-se ainda, o efeito das proteinas na
fertilidade dos reprodutores, através da
inseminacdo artificial de fémeas.

3.1. Coleta e Armazenamento do Sémen
para Analise

O sémen apdés ser coletado por
eletroejaculagdo, foi imediatamente
resfriado e transferido, para um laboratério
de campo. Para cada touro foi coletada uma
aliquota de um ml de sémen para as andlises.
No laboratério, a congelacdo da amostra foi
efetuada, apdés diluicio em uma solugdo
tampao (ST) (Tris base 40mM, CaCl, 2mM,
Azida Sédica 0,01%, Pepstatina A 1uM,
PMSF 1mM) com inibidores de protease na
propor¢ao de 1:1, com envasamento em
tubos criogénicos estéreis e congelacdo da
amostra em nitrogénio liquido (Bellin et al.,
1994).

3.2. Analises Bioquimicas

O material apés descongelagdo foi diluido
em ST (1:3) e centrifugado a 1200g por 15
minutos a 4°C, para retirada do plasma
seminal e separacdo dos espermatozdides
das amostras (Bellin et al., 1994).

O  material (pellet)  contendo  os
espermatozodides foi incubado com trés ml
de ST contendo Triton X-100 0,1% por um
periodo de uma hora a 4°C. Posteriormente o
material foi centrifugado em ultracentrifuga
a 50.000g por 30 minutos a 4°C, para
retirada das proteinas aderidas a membrana
espermdtica. Logo apds foram congeladas
em freezer para posteriores andlises
cromatogréficas (Miller et al., 1990; Bellin
et al., 1994).

Do plasma seminal foi retirada uma aliquota

para dosagem de proteinas totais (PT)
segundo a metodologia de Lowry et al.
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(1951) e imediatamente congelado em
freezer para posterior processamento.

As amostras de proteinas do plasma seminal
foram submetidas inicialmente a uma coluna
de Superose-12, em sistema de
cromatografia liquida de performance rapida
(FPLC), para verificacdo das diferentes
fracdes ou picos de proteinas presente no
material analisado. As dreas dos picos,
correspondente as representacoes graficas do
total de proteinas presentes, foram
registradas pelo programa do FPLC e
analisadas comparativamente entre touros.
Para verificacdo da estimativa dos pesos
moleculares em cada pico ou fragdo distinta
de proteina, foi feita a calibracdo da coluna
com seis diferentes proteinas de pesos
moleculares crescente. De acordo com a
regressdo logaritmica do valor do peso
molecular das proteinas em func¢io do tempo
de retencdo na coluna foi realizado o calculo
aproximado dos pesos moleculares das
proteinas de cada pico.

Com base na faixa de peso molecular mais
descrita na literatura (entre 10 e 60 kDa),
optou-se pela utilizagdo do material do pico
ou fracdo trés de proteinas do plasma
seminal (entre 25 a 31 minutos de retengdo,
que correspondem as protefnas de 33 a 11
kDa) para ser aplicado em uma coluna de
afinidade a heparina (Sigma), para andlises
destas e localizagdo das com maior grau de
afinidade.

Apés aplicagdo das amostras na coluna de
afinidade era feita uma programac¢do no
FPLC, onde o material era lavado por 20
minutos até a eliminacdo de todas as
proteinas sem afinidade a heparina. Somente
apds a leitura dptica (280 nm) retornar a
linha de base, o gradiente de NaCl (de O a
1,5 Molar) era iniciado, com fluxo de 0,5
ml/minuto e tempo de gradiente de 150
minutos. A sensibilidade de leitura do
sistema foi de 0,2.



Em funcdo do gradiente de NaCl as
proteinas aderidas a coluna pelo seu grau de
afinidade, foram separadas, em uma escala,
da menor até a de maior grau de afinidade a
heparina.

Posteriormente as fracdes de cada pico de
afinidade a heparina das proteinas do plasma
seminal foram dosadas pelo método
sugerido por Bradford (1976), para
comparagdo entre os touros.

O material com proteinas de membrana com
afinidade a heparina isolado, foi submetido
diretamente a coluna de afinidade a heparina
(Sigma), devido a sua menor concentragdo
protéica, tendo a partir dai o mesmo
processamento das proteinas do plasma
seminal, porém com sensibilidade leitura do
FPLC de 0,02.

A quantidade de proteinas de membrana
com afinidade a heparina encontrada foi
pequena, impossibilitando as dosagens de
cada fracdo. Diante disto procedeu-se o
célculo das dreas graficas dos picos dessas
proteinas, como um critério de comparacio
entre os touros. Este cdlculo foi realizado
pelas comparacdes entre o peso do papel
delimitado pela area do pico com o peso do
papel de area conhecida.

3.3. Teste de Fertilidade

Para verifica¢do dos efeitos das proteinas do
plasma seminal sobre a fertilidade, os touros
tiveram 0 sémen coletado por
eletroejaculagdo, e somente aqueles com
motilidade igual ou superior a 60% e vigor
igual ou superior a quatro tiveram o sémen
congelado e posteriormente submetidos a
teste de fertilidade a campo.

Para a congelacdo, apds as andlises dos
aspectos fisicos foi tomada uma aliquota do
sémen para diluicdo e envasamento em
palhetas de 0,5 ml com diluidor lactose-
gema (Nagase & Niwa, 1964) (74% de
solucdo de lactose a 11%; 6,0% de glicerina;

20% de gema de ovo e 10 mg/ml de
estreptomicina e 1 x 10° UI/ml de penicilina
potéssica), de acordo com Abreu (2002 —
comunicacdo pessoal). Apés diluicdo, o
sémen foi resfriado permanecendo em
equilibrio por um periodo de sete horas a
5°C. Posteriormente, as palhetas
permaneceram por 15 minutos em vapor de
nitrogénio (-80°C), com imersdao imediata,
apos este periodo, em nitrogénio liquido (-
196°C).

De acordo com a disponibilidade do s€émen
coletado, foi congelado para cada touro, um
numero variavel de 20 a 25 doses, do mesmo
ejaculado, com concentracao de
aproximadamente 80 x 10° espermatozéides
na palheta.

Os critérios para utilizacdo do sémen pos-
descongelacdo foram os recomendados pelo
Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal
(1998). O sémen foi considerado aprovado
desde que tivesse motilidade e viabilidade >
30% com vigor igual ou superior a trés;
aqueles touros que ndo atingiram estes
parametros foram classificados como
reprovados pds-descongelacdo. Doze touros
apresentaram sémen dentro dos padrdes
recomendados, sendo sete, escolhidos
aleatoriamente, submetidos ao teste de
fertilidade.

Para os testes de fertilidade a campo foram
utilizadas 73 fémeas multiparas, azebuadas,
num total de 10 a 12 fémeas por touro, todas
criadas nas mesmas condicdes de manejo
extensivo, com suplementa¢io mineral ad
libitum durante o ano todo, em boas
condi¢des reprodutivas, adequadas
condi¢des corporais e ciclando naturalmente.

As inseminacdes foram realizadas ao acaso,
ou seja, na medida em que apresentavam os
sinais caracteristicos de estro, observados
duas vezes ao dia, ndo tendo escolha do
touro ou da vaca. O periodo de realiza¢do do
teste foi de 01/02/2008 a 20/04/2008. A taxa
de prenhez foi aferida por palpagdo
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transretal com auxilio de aparelho de ultra-
sonografia.

3.4. Analise dos Dados

Os resultados obtidos com as dreas dos picos
cromatograficos da gel filtracdo e as areas
dos picos de afinidade a heparina foram
analisados de forma descritiva utilizando-se
dos recursos computacionais do pacote
estatistico SAS (1996).

As associagdes entre os perfis protéicos do
sémen dos touros com os parametros
reprodutivos, congelagdo do s€men e niveis
séricos de testosterona foram avaliadas por
correlacdes simples entre os dados (SAS,
1996).

As associagdes das concentracdes de
proteinas do plasma seminal, das proteinas
do pico trés (33,5 a 11,6 kDa) e das
proteinas do plasma seminal com afinidade a
heparina, foram realizadas pela comparagao
dos grupos de acordo com o grau de
fertilidade (alta - > 60% e baixa - < 60%). A
taxa de fertilidade foi comparada pelo
método do qui-quadrado; ja as médias das
concentracdes de proteinas do plasma
seminal, do pico trés e as proteinas do
plasma seminal com afinidade a heparina
foram comparadas pelo teste de Tukey
utilizando o método dos quadrados minimos
do procedimento GLM do SAS (1996).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
A concentragdo de proteinas totais no
plasma seminal variou de 2,86 a 78,82

mg/ml, com média de 17,18 £ 20,49 mg/ml,
com grande variabilidade entre os touros;
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assim como observado em touros da raca
Nelore (Assuncdo et al., 2003; Romitto,
2003; Salvador, 2005) e da raca Gir
(Folhadella, 2008).

Comparando-se a variagdo encontrada nos
resultados de proteina total do plasma
seminal dos animais da raca Guzerd, com
animais da ragca Nelore (Romitto, 2003;
Salvador, 2005) e Simental (Romitto, 2003),
criados em manejo extensivo e com oS
resultados descritos por Roncoletta (2003)
em touros doadores de sémen, em centrais
de coleta de sémen, observa-se que a
variabilidade nas  concentracbes  das
proteinas do plasma seminal é maior para
touros criados a pasto. Pode-se sugerir que
tal fato se deva ao efeito do manejo
nutricional, geralmente mais satisfatério e
controlado em centrais de coleta de s€émen.
Salvador (2005) sugeriu ainda, que a maior
concentracdo de proteinas totais no plasma
seminal descrito por Roncoletta (2005),
pode ser explicada pelo fato do autor ter
trabalhado com touros adultos.

Registrou-se  correlagdo  favoravel e
significativa (0,46) entre a concentragcdo de
proteinas do plasma seminal e o peso
corporal nos animais estudados (Tab. 1),
sugerindo que a condi¢do nutricional é fator
que influéncia diretamente as proteinas do
plasma seminal. Desta forma, pode-se
especular que o aumento na concentragdo
nas proteinas do plasma seminal, tenha
como origem o maior aporte de aminodcidos
aos testiculos, epididimo e glandulas sexuais
acessorias, pelo aumento desses
aminodcidos  circulantes na  corrente
sangiiinea em animais com melhor condi¢ao
nutricional (Gonzalez, 2000).



Tabela 1 — Correlagdes de Pearson entre as concentracdes de proteinas do plasma seminal e
idade, peso corporal, concentragdes séricas de testosterona e caracteristicas seminais pré e pos-

congelagdo, em touros da raga Guzera

PPS
Idade (meses) 0,27 (0,2523)*
Peso corporal (Kg) 0,46 (0,0462)

Circunferéncia escrotal (cm)

Motilidade espermaética (%)

Concentracfio espermitica (x 10° sptz/ml)

Volume seminal (ml)

Defeitos espermatico maiores (%)

Defeitos espermaticos menores (%)

Total de defeitos espermaticos (%)

Motilidade espermatica pés-congelagiio (%)
Defeitos espermatico maiores pés-congelacéo (%)
Defeitos espermaticos menores pés-congelacio (%)
Total de defeitos espermaticos pos-congelacio (%)

Testosterona (ng/ml)

0,34 (0,1505)
0,33 (0,1627)
0,65 (0,0025)
0,58 (0,0108)
-0,25 (0,2989)
-0,18 (0,4563)
-0,31 (0,1964)
0,08 (0,7245)
0,22 (0,3582)
-0,22 (0,3637)
-0,30 (0,2078)
0,70 (0,0008)

OBS: * = nivel de significancia. PPS = proteinas do plasma seminal.

Correlagdes favoraveis e significativas entre
a concentragdo de proteinas do plasma
seminal, o volume ejaculado (0,58) e a
concentracdo espermadtica (0,65), foram
registradas. Esses dados indicam que parte
dessas proteinas tem origem nas glandulas
sexuais acessorias, uma vez que estas sdo
responsaveis pela maior fracdo do ejaculado,
e nos testiculos, jd que o aumento na
concentracdo  espermdtica levaria  ao
aumento das proteinas do s€men.

A associagcdo com a concentragdo
espermdtica sugere que as proteinas de
origem testicular sejam sintetizadas por
células que participam do processo
espermatogénico, uma vez que o aumento na

producio de espermatozdides e,
conseqiientemente na concentracio
espermdtica, levaria ao aumento da

concentracdo de proteinas totais do plasma
seminal. Pode-se sugerir ainda, uma acio ou
efeito comum e sinérgico entre a produgao
espermdtica e a sintese de proteinas do
plasma seminal.

Estes dados indicam que as proteinas do
plasma seminal ndo t€m como origem
apenas as glandulas sexuais acessérias, mas
também os testiculos e os epididimos,
conforme ja sugerido por (Topfer-Petersen
et al., 1998; Sullivan, 1999; Yeung, 1999;
Dacheux & Dacheux, 2002).

Encontrou-se ainda, associacdo altamente
favordvel e  significativa entre a
concentracio de proteinas do plasma
seminal e a concentracdo sérica de
testosterona (0,70) em touros jovens da raca
Guzerd, similar ao descrito por Nass et al.
(1990) que observaram que a sintese de
algumas proteinas do plasma seminal de
ratos, produzidas pelas glandulas acessdrias,
responde a concentracdo de testosterona
circulante, ja que tiveram seus niveis
restabelecidos em ratos castrados tratados

com propionato de testosterona.

A concentracdo de proteinas totais do s€émen
nio esteve associada a nenhuma outra
caracteristica reprodutiva avaliada, e ainda,
as caracteristicas seminais pds-congelagdo,
semelhante ao encontrado por outros autores
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(Assuncgdo et al., 2003; Chacur et al., 2003;
Salvador, 2005; Martins et al., 2006;
Folhadella, 2008), porém divergindo de
outros (Moustafa & Mézaros, 1980; Wolfe
et al., 1993; Jobim et al., 2002; Roncoletta,
1999; Roncoletta, 2003; Folhadella, 2008)
que registraram  associacdes com a
congelabilidade e a fertilidade do s€men.

Os resultados das andlises da concentragdo
de proteinas totais do plasma seminal
realizadas neste estudo apresentaram pouca
relacio com caracteristicas do s€men in
natura, e auséncia de associagdo com
caracteristicas  seminais pés-congelagdo,
indicativas de fertilidade. Martins et al.
(2006) sugerem que a presenca de vdrias
substancias protéicas no plasma seminal,
com fungdes no metabolismo espermaético,
torna necessdrio mais estudos para
identificacdo, caracterizagdo e quantificagdo
dessas substancias.

4.1. Perfil por gel filtracao de proteinas do
plasma seminal

Para andlise do perfil por gel filtracdo de
proteinas do plasma seminal, foram
avaliadas as areas dos picos
cromatogréficos, utilizando um total de 10
touros.

O perfil cromatografico das proteinas do
plasma seminal apresentou oito diferentes
picos, na cromatografia de gel filtracdo em
coluna de Superose-12, com variagdo do
tempo de retengdo e estimativas de pesos
moleculares para cada pico, como descrito
na Tab. 2. Estes resultados sdo semelhantes
aos descritos por Salvador (2005) para
touros Nelore, e ainda, aos nove picos
descritos por Folhadella (2008) para touros
da raca Gir, sugerindo semelhanca nos
touros zebuinos.

Tabela 2 - Variacdo do tempo (minutos) de retengdo em coluna de Superose 12 e suas
estimativas de pesos moleculares, em oito picos cromatograficos identificados no plasma

seminal de touros Guzera

Picos Maximo Minimo

Tempo kDa Tempo kDa
1 13 3045,09 16 731,85
2 16 731,85 22 76,79
3 25 33,54 31 11,63
4 34 9,23 37 8,95
5 37 8,95 43 -
6 43 - 46 -
7 49 - 52 -
8 52 - 55 -

Os resultados encontram-se dentro dos
valores descritos por Mann & Mann (1981),
que observaram que as diferentes proteinas
presentes no plasma seminal se encontram
distribuidas entre quatro e dez diferentes
fragdes, variando individualmente entre
touros.

86

As estimativas dos pesos moleculares foram
obtidas por regressdo linear entre pesos
moleculares conhecidos de seis proteinas
aplicadas a coluna de gel filtracdo e seus
tempos de reten¢do, com variacdo de peso
molecular entre 200 a 6,5 kDa. O pico um, e
0S picos seis, sete e oito apresentaram pesos
moleculares estimados fora da curva padrao
(Tab. 2), ndo apresentando, portanto, valores



confidveis para este tipo de andlise
bioquimica, fato este também descrito por
Salvador (2005).

Apesar de alguns dos picos obtidos por
cromatografia do plasma seminal estarem
fora da faixa de abrangéncia da regressao,
bem como da faixa de separacdo da coluna,
que é de até 200 kDa, os mesmos foram

L= |
|

L ‘ |
p— \ I 1

Bicos I——2-1—3

=4

incluidos na Tab. 2 para efeito de
comparacgdo entre os touros, salientando-se
que para estes picos as faixas de pesos
moleculares estimados ndo apresentaram
exatiddo numérica adequada.

A Fig. 1 ilustra o perfil padrio de registro
das 4areas das fragdes e picos da
cromatografia de gel filtragao.

Figura 1 - Perfil padrido de picos cromatogrificos de proteinas do plasma seminal, por gel
filtracdo em coluna de Superose — 12, de touros jovens da raga Guzera.

Para cada pico descrito foram observadas
altas variabilidades entre touros, tanto na
freqiiéncia quanto nas suas respectivas areas
cromatograficas, as quais estimam a

concentracdo das proteinas do plasma
seminal, contidas nestes picos. Na Tab. 3
sdo apresentadas as andlises descritivas da
variabilidade dos picos.
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Tabela 3 - Valores minimos, maximos e médios das 4reas dos oito picos cromatograficos

identificados no plasma seminal de touros jovens Guzerd, e suas respectivas freqiiéncias

Picos

Valores médios das dreas (%) dos picos cromatogréificos

Minimo Miximo Média Desvio padrio Freqiiéncia (%)
1 5,22 31,68 15,31 8,32 10 (100%)
2 0,00 25,14 14,83 7,81 06 (60%)
3 0,00 25,84 13,41 8,28 08 (80%)
4 0,00 37,95 16,40 12,68 07 (70%)
5 0,00 13,96 4,54 5,32 05 (50%)
6 4,55 14,36 9,08 3,45 10 (100%)
7 0,00 3,11 2,47 0,69 04 (40%)
8 0,00 1,82 1,17 0,62 03 (30%)

Observa-se que as maiores médias de dreas
foram registradas para os picos um, dois e
quatro, indicando que estes representam a
maior fracdo de proteinas do plasma
seminal, ou seja, a maioria das proteinas
presentes no plasma seminal dos touros da
raca Guzera se encontrava dentro destas
faixas de pesos moleculares (Tab. 2);
semelhante aos descritos por Salvador
(2005) para touros Nelore, e por Folhadela
(2008) para touros Gir.

Os picos um e seis foram os mais freqiientes,
estando presentes em todos os touros
avaliados. O pico trés em 80% dos animais;
o pico quatro em 70%, o pico dois em 60% e
0s picos cinco, sete e oito foram detectados
em 50% ou menos dos animais avaliados.
Dos 10 touros avaliados, trés apresentaram
todos os oito picos relacionados, dois
animais apresentavam seis picos, do total de
oito  localizados; e cinco  animais
apresentaram perfil cromatografico distinto
em relacdo aos demais, apresentando apenas
cinco ou menos picos dentre os oito
identificados, com diferencas também em
relacdo as médias de concentragdo de
proteinas totais no plasma seminal.
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Observou-se associagdo favordvel entre a
concentracdo de proteinas do plasma
seminal e o pico quatro (0,92), e tendéncia a
correlacdes favoraveis com os picos dois
(0,74, p<0,0906) e trés (0,69, p<0,0568),
indicando que o aumento nas concentragdes
totais de proteinas do plasma seminal leva a
aumento na concentracdo de proteinas
nesses picos; ja a tendéncia de associagdo
desfavordvel com o pico oito (-0,99,
p<0,0525) (Tab. 4), sugere relacdo inversa,
com a concentragdo de proteinas totais do
plasma seminal.

Constataram-se também correlacdes
favordveis entre alguns dos  picos
encontrados (Tab. 4). O pico um esteve
altamente correlacionado com o pico cinco
(0,98), estando o pico cinco altamente
associado com o pico seis (0,94). Verificou-
se ainda tendéncia de associacdo entre os
pico cinco e sete (0,98, p<0,0978); as altas
correlacdes entre os picos sugerem que as
proteinas presentes nesses picos apresentam
origem comum.



Tabela 4 — Correlagdes de Pearson entre as concentragdes de proteinas do plasma seminal e os

diferentes picos de identificacdo

PPS P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7
0,34
P1 (0,3297)* ) ) ) ) ) - -
- 0,74 030
(0,0906) (0,5601) - - - - -
3 0,69 0,08 0,52 ] ] ] _ _
(0,0568) (0,8405) (0,2827)
- 0,92 0,56 045 0,53 ) ) ) )
(0,0033) (0,1821) (0,3630) (0,2210)
Ps 0,59 0,98 0,19 0,75 0,17 ) ) )
(0,2877) (0,0029) (0,8051) (0,2488) (0,8265)
P6 0,24 0,50 0,03 0,21 0,29 0,94 ] ]
(0,5000) (0,1363) (0,9468) (0,6162) (0,5139) (0,0158)
b7 0,45 0,66 0,52 0,87 0,49 0,98 045
(0,5412) (0,3300) (0,4733) (0,1256) (0,5059) (0,0978) (0,5473)
Ps -0,99 0,91 0,31 -0,92 0,66 0,84 0,35 0,91
(0,0525) (0,2721) (0,7960) (0,2396) (0,5395) (0,3607) (0,7719) (0,2628)

OBS: * = nivel de significincia. PPS = proteinas do plasma seminal; P (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8) = picos de proteinas do plasma seminal

de touros por gel filtragao.

Para verificac@o da possivel associagdo entre
os diferentes picos de proteinas presentes no
plasma seminal dos touros, e as
caracteristicas androldgicas, peso corporal,
idade, concentracdes séricas de testosterona
e caracteristicas seminais pés-congelagdo,
calcularam-se as correlagdes simples entre
as caracteristicas (Tab. 5).

A CE esteve correlacionada (p<0,05)
somente com o pico oito do plasma seminal
(0,99), ou seja, quanto maior a CE, maiores
foram as concentracdes protéicas neste pico;
a alta associacdo observada sugere que as
proteinas presentes nesse pico t€ém como
origem principal os testiculos.

Observaram-se correlacdes favordveis entre
0 pico quatro e idade (0,93), e peso corporal
(0,88) dos animais sugerindo que a medida
que os animais se tornam mais maturos, com
conseqiiente maturacdo dos 6rgaos sexuais,
ocorre aumento na producdo das proteinas
presentes  nesse  pico.  Observou-se,
influéncia da condicdo corporal nessas
proteinas, semelhante ao comentado
anteriormente para a concentracdo total de
proteinas do plasma seminal.

A correlacdo favordvel e de alta magnitude
entre o pico dois e o total de defeitos
espermaticos maiores (-0,91), mostra que as

proteinas  presentes neste
diretamente  associadas a
espermdtica, e que O

concentracdo  dessas  proteinas  estd
sinergicamente associada a reducdo dos
defeitos espermadticos; sugerindo que esse
pico possui proteinas que podem atuar como
marcadores para morfologia espermatica.
Pode-se especular uma possivel participagao
dessas  proteinas no  processo  de
espermiogénese, e/ou de  maturagdo
espermatica epididimadria, atuando de forma
direta nos espermatozéides até a ejaculagao.

pico, estdo
morfologia
aumento na

Ja as correlacbes favordveis e de
considerdvel magnitude entre os picos trés e
quatro e o volume de sémen, 0,72 e 0,84,
respectivamente; e entre o pico quatro e a
concentracdo espermdtica (0,94), sugerem
que estes picos de proteinas do plasma
seminal estariam ligados a ejaculagdo. Ou
seja, a producdo de plasma seminal pelas
glandulas  acessérias, e a produgdo
espermatica  pelos  testiculos,  sendo
constituidos de proteinas com origem nas
glandulas sexuais acessérias, como proteinas
de origem testicular e/ou epididiméaria, como
as descritas por Dacheux & Dacheux (2002).

A alta correlagdo entre o pico quatro e a

concentracdo sérica de testosterona (0,88)
reforca estes achados, ja que esse hormonio
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atua de forma direta na funcdo dos 6rgdos
sexuais do macho (Hafez, 1995; Gonzilez,

2002).

Tabela 5 — Correlagdes de Pearson entre as dreas do picos de proteinas do plasma seminal e
idade, peso corporal, concentragdes séricas de testosterona e caracteristicas seminais pré e pos-

congelagdo, em touros da raca Guzera

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8

Idade 0,19 0,54 0,13 0,93 0,38 0,24 0,44 0,59
(0,5806) (0,2678) (0,7517) (0,0017) (0,5200) (0,4876) (0,5536) (0,5958)

Peso 0,16 0,18 0,39 0,88 0,56 0,46 0,11 0,59
corporal (0,6569) (0,7303) (0,3321) (0,0089) (0,3252) (0,1735) (0,8888) (0,5987)

CE 0,43 031 0,42 041 0,50 0,04 0,40 0,99
(0,2088) (0,5428) (0,2960) (0,3504) (0,3806) (0,9076) (0,5915) (0,0477)

Mol 0,00 0,28 0,70 0,15 0,38 0,03 0,91 0,83
(0,9806) (0,5830) (0,0510) (0,7320) (0,5182) (0,9203) (0,0822) (0,3748)

c 0,09 0,50 0,68 0,94 0,06 0,00 0,24 0,94
one (0,8024) (0,3120) (0,0606) (0,0016) (0,9144) (0,9897) (0,7503) (0,2135)

Vol 0,11 0,76 0,72 0,84 0,15 0,19 0,79 -0,06
(0,7470) (0,0759) (0,0400) 0,0157) (0,8069) (0,5882) (0,2049) (0,9586)

DM 0,13 -0,91 0,41 0,46 0,17 0,04 -0,90 -0,89
(0,7052) (0,0115) (0,3077) (0,2973) (0,7804) (0,9086) (0,0932) (0,2919)

bm 0,43 0,03 0,40 0,51 0,19 0,24 0,89 0,17
(0,2146) (0,9510) (0,3150) (0,2419) (0,7558) (0,4886) (0,1042) (0,8870)

DT 0,44 0,19 0,23 0,58 0,11 0,24 0,91 -0,30
(0,1945) (0,7143) (0,5757) (0,1687) (0,8552) (0,4963) (0,0880) (0,7994)

MotPos 031 0,08 0,01 0,17 0,38 0,50 0,21 0,83
(0,3804) (0,8779) (0,9632) (0,7030) (0,5182) (0,1358) (0,7852) (0,3748)

DMPos -0,62 -0,10 0,55 0,00 0,71 0,18 0,75 -0,30
(0,0547) (0,8386) (0,1496) (0,9957) (0,1744) 0,6111) (0,2465) (0,8041)

DmPos 0,62 0,10 0,55 0,00 0,71 0,18 0,75 0,30
(0,0538) (0,8511) (0,1579) (0,9960) (0,2041) (0,6227) (0,3266) (0,9999)

DTPos -0,62 0,47 0,77 -0,10 0,68 0,37 0,69 -0,06
(0,0547) (0,3463) (0,0237) (0,8278) (0,1984) (0,2837) (0,3038) (0,9586)

Testost 0,08 0,38 0,69 0,88 0,06 0,12 0,02 0,97
(0,8179) (0,4472) (0,0562) (0,0075) (0,9216) (0,7394) (0,9730) (0,1331)

OBS: * = nivel de significincia. PPS = proteinas do plasma seminal; P (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8) = picos de proteinas do plasma seminal
de touros por gel filtragdo; Peso = peso corporal; CE = circunferéncia escrotal; Motil = motilidade espermadtica; Concent =
concentracdo espermdtica; Vol = volume do ejaculado; DM = defeitos espermdticos maiores; Dm = defeitos espermaticos menores;
DT = total de defeitos espermiticos; MotPos = motilidade espermadtica pés-congelacdo; DMPos = defeitos espermdticos maiores
pos-congelacdo; DmPos = defeitos espermaticos menores pos-congelagdo; DTPos = total de defeitos espermdticos pos-congelagio;

Testos = concentragio sérica de testosterona.

Registrou-se correlacdo favoravel entre a
concentracdo de proteinas do pico trés e o
total de defeitos espermaticos pOs-
congelacdo (-0,77), sugerindo que o
aumento na concentracdo dessas proteinas
no plasma seminal de touros, levou a maior
protecdo espermdtica nos animais que
tiveram s€men congelado.

Nesse pico encontram-se proteinas de baixo
peso molecular (Tab. 2), como as FAA
(Bellin et al., 1994) e as BSPs (Bovine
seminal plasma proteins) (Manjunath e
Sairam, 1987), que sdo proteinas ligadoras
de heparina e estdo associadas a fertilidade
do sémen. De acordo com Thérien et al.
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(1998, 1999) e Gasset et al. (2000), as BSPs
possuem papel atuante no processo de
criopreservacdo, por promover o efluxo de
colesterol e fosfolipideos, causando a
instabilidade da membrana, interferindo
assim, na permeabilidade da membrana
espermdtica, a qual ¢é crucial para a
sobrevivéncia celular durante os processos
de congelacgdo.

Jobim et al. (2004) verificaram que a
presenca de proteinas de baixo peso
molecular pode ser considerada marcadora
de s€men com alta qualidade a congelagdo.
De acordo com Garcia & Graham (1987),
apesar de estudos demonstrarem que a



retirada de proteinas de baixo peso
molecular (>12-14 kDa) é benéfica ao
processo de congelacdo, nesta faixa de peso
molecular existem proteinas de grande
importancia.

4.2. Proteinas do plasma seminal com
afinidade a heparina

As proteinas localizadas entre o tempo de
retencdo de 25 a 31 minutos na coluna de
Superose-12, identificado como pico trés na
Tab. 2, foram homogeneizadas e aplicadas
em coluna de afinidade a heparina (Sigma)
para localizacdo dos pools de proteinas de
interesse especifico.

A area do terceiro pico de proteinas, onde
estdo as proteinas descritas como FAA
(Bellin et al., 1994, 1998; McCauley et al.,
1999; Sprott et al., 2000; Liberda et al.,
2002) e outras proteinas associadas a
fertilidade (Ax & Lenz, 1987; Manjunath &
Sairam, 1987; Seidah et al., 1987; Killian et
al., 1993; Killian et al.,1999; Killian et al.,
2000; Gerena et al., 1998; Mattos et al.,
2004), representou em média 13,41 + 8,28%
do total de proteinas do plasma seminal,
com variagdo de 4,16 a 25,84%, nos animais
que apresentaram este pico.

Cabe ressaltar que as principais familias
protéicas associadas a fertilidade, ja
descritas na literatura, sdo proteinas com
peso molecular entre 12 a 30 kDa
(Einspaneir et al., 1991; Einspaneir et al.,
1994; Bellin et al., 1994; Cancel et al., 1997;
Desnoyers & Manjunath, 1992; Manjunath
et al., 1993; Manjunath et al., 2002; Calvete
et al., 1994; Calvete et al., 1995; Thérien et
al., 1997). Torna-se necessdrio reforcar as
pesquisas para melhor identificacdo dessas
proteinas.

Apds a lavagem do material do pool de
proteinas do terceiro pico, objetivando
retirar as proteinas sem afinidade a heparina,
foram identificados cinco diferentes picos
cromatograficos de acordo com o grau de
afinidade a heparina. Este resultado foi
semelhante ao encontrado por Bellin et al.
(1994), Salvador (2005) e Folhadella (2008),
que também descreveram a presenca de
cinco picos de afinidade a heparina, para o
plasma seminal de touros europeus e
zebuinos.

Na Tab. 6, sdo apresentados os graus de
afinidade, em func@o das concentracdes de
NaCl (0 a 1,5 M), bem como a freqii€éncia de
ocorréncia dos picos.

Tabela 6 - Descri¢@o dos picos cromatogréificos de acordo com o grau de afinidade a heparina,
em funcdo das concentragdes de NaCl (0 a 1,5 M) das proteinas do plasma seminal de touros

Guzerd
Picos Grau de afinidade* Fregiiéncia N (%)
1 10% (NaCl 0,150 M) 18 (94,73%)
2 13% (NaCl 0,195 M) 18 (94,73%)
3 23% (NaCl 0,345 M) 18 (94,73%)
4 29% (NaCl 0,435 M) 17 (89.47%)
5 33% (NaCl 0,495 M) 16 (84,21%)

*Definido pela concentracdo de NaCl em que ocorreu a elui¢do das proteinas (maiores concentragdes, maior grau de afinidade).

Salvador (2005) descreveu em touros
Nelore, nos cinco diferentes picos de
proteinas do plasma seminal com afinidade a
heparina, 16 bandas de proteinas com pesos

moleculares distintos, sendo as mais intensas
as de peso molecular 14, 18, 20, 21, 28,29 e
34 kDa, ou seja, aquelas que se
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apresentaram em maior concentragdo nos
respectivos picos.

Folhadela (2008) em touros Gir, encontrou
além das bandas protéicas descritas
anteriormente, as bandas de 13, 16 e 30 kDa,
mostrando semelhanca no perfil protéico do

plasma seminal nas diferentes racas
zebuinas.

Na Tab. 7 sdo apresentados os dados
descritivos das concentracdes de proteinas
(mg/ml) nos cinco picos de afinidade a
heparina.

Tabela 7 - Médias e desvios-padrdo das concentra¢des (mg/ml) das proteinas doplasma seminal,
com afinidade a heparina, nos cinco picos identificados e suas freqiiéncias

Pico Min. Max. Média + DP
1 0 0,163 0,049 + 0,050
2 0 0,404 0,061 +0,093
3 0 0,659 0,091 + 0,147
4 0 0,149 0,044 + 0,052
5 0 0,156 0,042 + 0,046

Para os cinco picos identificados, registrou-
se grande variabilidade dos resultados,
observada pelo alto desvio padrdo da média,
explicada em parte pelo perfil protéico
diferenciado entre os animais, uma vez que
todas as andlises bioquimicas foram
rigorosamente padronizadas.

Os resultados mostram a necessidade de
estudos criteriosos envolvendo bioquimica
do plasma seminal e dos espermatozdides,
uma vez que mesmo diante de um grupo
homogéneo de animais, como ocorreu no
presente estudo, a variabilidade entre os
touros manteve-se alta.

As proteinas do plasma seminal com
afinidade a heparina representaram 9,53%
do total de proteinas avaliadas no pico trés,
valor inferior ao descrito por Arangasamy et
al. (2005) e Folhadella (2008); e 1,68% do
total de proteinas encontradas no plasma
seminal, sendo este resultado superior aos
registrados pelos mesmos autores.
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Os picos um, dois e trés, estiveram presentes
em 94,7% dos animais avaliados, o pico
quatro em 89,4% e o pico cinco em 84,2%
dos touros; e representaram
aproximadamente 17,1; 21,3; 31,6; 154 e
14,6% do total de proteinas com afinidade a
heparina presentes no plasma seminal dos
touros Guzera.

As médias da concentracdo dos cinco picos
variaram de 0,0421 a 0,0913 mg/ml de
plasma seminal, com o terceiro pico
contendo a maior fragdo das proteinas com
afinidade a heparina, semelhante ao
encontrado por Folhadella (2008) para
touros da raga Gir.

Os picos dois e trés, de afinidade a heparina,
apresentaram correlagdes significativas com
a concentragdo total de proteinas do plasma
seminal, 0,57 e 0,63, respectivamente (Tab.
8), indicando que o aumento na
concentracio de proteinas no plasma
seminal, acarretou aumento na concentragao
de proteinas nesses picos.



Tabela 8 — Correlagdes de Pearson entre as concentragdes de proteinas do plasma seminal e os
diferentes picos com afinidade a heparina do plasma seminal e da membrana espermadtica

PPS P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
PHI 0,00 0,42 0,60 0,55 0,54 0,76 0,31 0,03 0,76
(0,9852) (0,2170) (0,2073) (0,1561) 0,2108) 0,1071) 0,3737) (0,9640) (0,4443)
PH2 0,57 0,34 0,53 0,58 0,47 0,43 0,33 0,15 0,82
(0,0108) (0,3271) (0,2753) (0,1309) (0,2849) (0,4693) 0,3501) (0,8435) (0,3877)
PH3 0,63 0,30 0,47 0,59 0,46 0,42 0,35 0,19 0,83
(0,0035) (0,3915) (0,3419) (0,1206) (0,2944) (0,4723) (0,3209) (0,8022) (0,3750)
PH4 -0,30 0,72 0,00 0,35 -0,44 0,97 0,49 0,14 0,11
(0,1970) 0,0177) (0,9857) (0,3834) 0,3135) (0,0045) (0,1475) (0,8594) (0,9257)
PHS5 0,26 0,67 0,34 0,06 -0,69 0,76 0,37 0,03 0,55
(0,2722) (0,0338) (0,4994) (0,8729) (0,0824) (0,1328) (0,2793) (0,9621) (0,6267)
MH1 -0,09 0,24 0,24 0,24 0,34 0,76 0,44 0,17 0,99
(0,8278) (0,5967) (0,6876) (0,5976) (0,5082) (0,4466) 0,3217) (0,8255) (0,0859)
MH2 0,13 0,70 0,60 0,81 0,81 0,51
(0,8230) (0,2905) (0,5882) (0,1884) 0,3977) ) (0,4807) ) .
0,81
MH3 (0,3889) ] ] ] ] ] ] ] ]

OBS: * = nivel de significincia. PPS = proteinas do plasma seminal; P (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8) = picos de proteinas do plasma seminal
de touros por gel filtragdo; PH (1, 2, 3, 4, 5) = picos de proteinas do plasma seminal com afinidade a heparina; MH (1, 2, 3) = picos
de proteinas aderidas a membrana espermdtica com afinidade a heparina.

Os picos quatro e cinco, de afinidade a
heparina, apresentaram associacdo com o
pico um do plasma seminal, 0,72 e 0,67,
respectivamente; € o pico quatro, de
afinidade a heparina, apresentou associagdo
com o pico cinco (0,97), sugerindo que estas
fragGes sdo responsaveis pela maior parte de
proteinas presentes nesses picos de afinidade
a heparina.

Alguns picos de afinidade a heparina,
apresentaram associagdes entre si. O pico
um se correlacionou com os picos dois,
quatro e cinco, respectivamente, 0,46; 0,92 e
0,74; o pico dois se associou ao pico trés

(0,97) e o pico quatro se associou ao pico
cinco (0,81) de acordo com a Tab. 9.

Estes resultados indicam que parte das
proteinas com afinidade a heparina presente
nesses picos t€ém com origem 0 mesmo
6rgao secretor. Entretanto, a auséncia de
correlacdes desses picos com idade e peso
corporal sugere que a secre¢do das proteinas
com afinidade a heparina, presente nesses
picos, sofre pouca influéncia de alteragdes
fisiol6gicas do organismo animal
decorrentes do avanco da idade, ou de
alteracdes da condi¢do nutricional, pelo
menos na faixa etdria avaliada.

Tabela 9 — Correlagdes de Pearson entre as concentragdes de proteinas com afinidade a
heparina, do plasma seminal e da membrana espermadtica, em touros jovens da raca Guzera

PHI PH2 PH3 PH4 PHS MHI MH2
0,46
PH2 (0,0446) ) ) ) ) ) )
0.36 0,97
PH3 (0,1258) (<0,0001) - - - -
0,92 0,15 0,03
PH4 (<0,0001) (0,5368) (0,8723) - - - -
PHS 0,74 0,26 0,10 0,81 ) ) )
(0,0002) 02719) (0,6737) (<0,0001)
MEHL 2031 20,38 0,41 0,22 0,11 ) )
(0,4546) (0,3491) 03118) (0,6006) (0,7863)
M2 0,91 0,92 0,90 0,86 081 034 )
0,0301) (0,0257) (0,0333) (0,0595) (0,0894) (0,5673)
M 0.82 0.94 0.85 0.64 0,69 0.96 0,90
(0,3792) (0,2092) (0,3416) (0,5499) (0,5087) (0,1725) 0,2729)

OBS: * = nivel de significancia. PH (1, 2, 3, 4, 5) = picos de proteinas do plasma seminal com afinidade a heparina; MH (1, 2, 3) =
picos de proteinas aderidas a membrana espermadtica com afinidade a heparina.
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Para verificac@o da possivel associagdo entre
os diferentes picos de proteinas com
afinidade a heparina, presentes no plasma
seminal dos touros, e as caracteristicas
androldgicas, peso corporal, idade,

concentracdes séricas de testosterona e
caracteristicas seminais  pds-congelagdo,
realizou-se correlacdes simples entre as
caracteristicas (Tab. 10).

Tabela 10 — Correlacdes de Pearson entre as concentragdes de proteinas do plasma seminal e da
membrana espermatica, com afinidade a heparina e idade, peso corporal, concentragées séricas
de testosterona e caracteristicas seminais pré e ps-congelacdo, em touros da raca Guzerd

PH1 PH2 PH3 PH4 PH5 MHI MH2 MH3

Idade 041 0,27 0,20 0,26 0,17 0,26 0,36 0,65
(0,0781) (0,2466) (0,3977) (0,2642) (0,4673) (0,5310) (0,5464) (0,5485)

Peso 041 0,20 0,25 0,26 0,00 0,19 0,14 0,55
corporal (0,0791) (0,4000) (0,2949) (0,2766) (0,9822) (0,6379) (0,8204) (0,6221)

CE 041 0,30 041 031 0,09 0,62 0,34 0,15
(0,0778) (0,1987) (0,0766) (0,1920) (0,6939) (0,0948) (0,5699) (0,8997)

Mol 0,04 0,42 0,49 0,12 0,02 0,08 0,71 0,09
(0,8415) (0,0683) (0,0318) (0,5963) (0,9076) (0,8489) (0,1764) (0,9385)

Concent 0,39 0,47 0,54 0,18 0,07 0,29 0,44 0,86
(0,0064) (0,0388) (0,0164) (0,4601) (0,7532) (0,4709) (0,4525) (0,3391)

Vol 0,26 0,22 0,26 0,11 0,02 0,22 0,53 0,81
(0,2874) (0,3749) (0,2908) (0,6594) (0,9252) (0,5893) (0,3492) (0,3948)

DM 0,00 0,12 0,09 0,11 0,20 0,22 0,70 0,93
(0,9687) (0,6105) (0,7106) (0,6409) (0,3938) (0,5984) (0,1841) (0,2249)

Dm 0,05 0,09 0,04 0,13 0,23 0,49 0,48 0,14
(0,8081) (0,7081) (0,8621) (0,5843) (0,386) (0,2082) (0,4111) (0,9071)

DT 0,04 0,00 0,02 0,18 0,32 0,23 0,06 0,69
(0,8655) (0,9753) 0,9187) (0,4551) (0,1789) (0,5739) (0,9151) (0,5077)

0,00 0,08 0,10 0,05 0,08 0,21 0,81 0,68
MotPos (0,9689) (0,7206) (0,6627) (0,8379) (0,7170) (0,6029) (0,0935) (0,5159)

DMPos 0,16 0,07 0,00 0,22 0,34 0,17 0,89 0,81
(0,4870) (0,7562) (0,9921) (0,3455) (0,1541) (0,6724) (0,0399) (0,3948)

DmPos 0,17 0,07 0,00 0,22 0,34 0,17 0,89 0,81
(0,4927) (0,7598) (0,9922) (0,3509) (0,1564) (0,6866) (0,0404) (0,9999)

DTPos 0,11 0,01 0,07 0,20 0,37 0,16 0,86 0,81
(0,6472) (0,9652) (0,7488) (0,3936) (0,1088) (0,6979) (0,0555) (0,3948)

Testos 0,12 041 0,52 0,14 0,39 0,38 0,33 0,46
(0,6147) (0,0735) (0,0216) (0,5404) (0,0911) (0,3456) (0,5857) (0,6915)

OBS: * = nivel de significancia. PH (1, 2, 3, 4, 5) = picos de proteinas do plasma seminal com afinidade a heparina; MH (1, 2, 3) =
picos de proteinas aderidas a membrana esperméatica com afinidade a heparina; Peso = peso corporal; CE = circunferéncia escrotal;
Motil = motilidade espermatica; Concent = concentragdo espermatica; Vol = volume do ejaculado; DM = defeitos espermadticos
maiores; Dm = defeitos espermaticos menores; DT = total de defeitos espermaticos; MotPos = motilidade espermatica pos-
congelacdo; DMPos = defeitos espermaticos maiores pés-congelacdo; DmPos = defeitos espermaticos menores pds-congelagio;
DTPos = total de defeitos espermdticos pds-congelagdo; Testos = concentragao sérica de testosterona.

Observou-se  tendéncia de  associagdo
favordvel entre o pico um de afinidade a
heparina e a circunferéncia escrotal (0,41,
p<0,0778), sugerindo que parte das proteinas
presentes nesse pico é de origem testicular.

Verificou-se ainda correlagdo favordvel
entre o pico trés e a concentragdo sérica de
testosterona (0,52), indicando dependéncia
na secre¢do das proteinas presentes nesse
pico pelos niveis séricos de testosterona,
como sugerido por Nass et al. (1999) para
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alguns picos de proteinas produzidos nas
glandulas vesiculares de ratos.

Os autores afirmaram que as proteinas
ligadoras de heparina das glandulas sexuais
acessOrias sdo testosterona dependentes,
com a testosterona podendo modular este
efeito na transcricio dessas proteinas.
Entretanto, a sintese de algumas dessas
proteinas podem ser mais responsivas que
outras, fato também observado nesse
trabalho.



Observaram-se correlagcdes favoraveis entre
os picos dois e trés, e a concentragdo
espermdtica do sémen, 047 e 0,54,
respectivamente; e entre o pico trés e a
motilidade  espermdtica  (0,49).  Estes
resultados sugerem que as proteinas dos
picos dois e trés sdo secretadas,
principalmente, pelos testiculos, e ainda, que
as proteinas presentes no pico trés agem no
metabolismo  espermdtico, essencial a
motilidade dos espermatozéides.

Estes resultados sugerem que as proteinas do
plasma seminal, com afinidade a heparina,
apresentam associagdes com caracteristicas
reprodutivas indicativas de fertilidade.

4.3. Proteinas com afinidade a heparina
aderidas a membrana espermatica

Em funcdo das baixas concentragdes de
proteinas aderidas a membrana espermadtica,
as andlises ficaram restritas as comparagdes
das areas dos picos e da area total das
proteinas com afinidade a heparina obtidas
pela cromatografia.

Diferentemente dos resultados anteriores
com as proteinas do plasma seminal, onde os
picos foram bem distintos na comparacdo
entre os animais, para a cromatografia de
afinidade a heparina das proteinas aderidas a
membrana, 0s mesmos ndo permitiram
adequada  definicio de suas dreas
individuais, dificultando as comparagdes
entre os touros, o que pode ser observado na
Fig. 2. Face ao ocorrido optou-se também
pela andlise comparativa das areas totais de
proteinas com afinidade a heparina.
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Figura 2 - Perfil padrdo de picos cromatogrificos de proteinas com afinidade a heparina,
aderidas & membrana espermadtica, em touros jovens da raca Guzera.

As andlises descritivas das areas dos picos e
dos totais de proteinas com afinidade a

heparina na cromatografia sdo apresentadas
na Tab. 11.
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Tabela 11 - Estatistica descritiva da érea total (%) e dos picos cromatograficos das proteinas
aderidas a membrana espermadtica, com afinidade a heparina

Picos Min. Max. Média + DP
Area total 0 48,71 29,62 + 12,74
1 0 27,09 17,52 £ 6,01

2 0 13,70 10,23 £2,33

3 0 18,42 15,18 +3,44

Como nas andlises com as proteinas do
plasma seminal, observou-se grande
variacdo entre as dreas totais e dos picos
cromatogréficos de afinidade heparina entre
os touros avaliados.

As proteinas aderidas a coluna de afinidade
a heparina foram eluidas por um gradiente
de NaCl, sendo divididas em trés fragoes,
segundo o grau de afinidade a heparina.

De forma geral, as proteinas com afinidade a
heparina da membrana plasmética dos

espermatozoides, correspondem a menos de
1% das proteinas totais (Bellin et al., 1994;
Bellin et al., 1998), o que torna mais dificil o
seu isolamento, purificacdo e identificagdo
(Folhadella, 2008).

Na Tab. 12 é apresentada uma descri¢do
mais detalhada dos trés picos de afinidade
registrados no material de proteinas aderidas
a membrana, durante a corrida
cromatogréfica.

Tabela 12- Descricdo do grau de afinidade a heparina e da freqiiéncia de aparecimento das
proteinas aderidas a membrana espermdtica, com afinidade a heparina, para os trés picos

registrados
Picos Grau de afinidade” Fregiiéncia
1 (fragdo 10 a 12) 24% (0,36M NaCl) 8 (42,10%)
2 (fragiol16 a 18) 34% (0,51M NaCl) 5(2631%)
3 (fragdo 20 a 22) 40% (0,60M NaCl) 3 (15,78%)

*Definido pela concentragdo de NaCl em que ocorreu a elui¢do das proteinas (maiores concentragdes, maior grau de afinidade).

Salvador (2005) descreveu em touros
Nelore, nos trés diferentes picos de proteinas
com afinidade a heparina, aderidas a
membrana espermdtica, sete bandas de
proteinas com pesos moleculares distintos,
sendo as mais freqiientes as proteinas de 28
e 56 kDa, localizadas em 81% dos touros,
seguidas pela de 14 kDa em 62%, asde 15 e
18 kDa em 50% dos animais. As proteinas
de 21 e 24 kDa foram localizadas em apenas
um (6,25%) dos touros avaliados. Folhadela
(2008), em touros Gir, encontrou nove
bandas protéicas com afinidade a heparina
na membrana espermdtica, sendo as bandas
de 14 e 15 kDa as com maior concentracao,
reforcando a semelhanca entre as racas
zebuinas.
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Na busca por associagdes, realizaram-se
andlises de correlagbes entre as variaveis
area total e os trés picos de proteinas
aderidas a membrana espermdtica com
afinidade a heparina, com caracteristicas
reprodutivas (CE, defeitos espermaticos
maiores e totais, motilidade e concentragdo
espermaticas, volume do sémen),
caracteristicas seminais  pds-congelagdo,
proteinas do plasma seminal, idade, peso
corporal e niveis séricos de testosterona.

Nao foram observadas associacdes (p>0,05)
entre a concentrac¢do de proteinas do plasma
seminal e a concentracio daquelas com
afinidade a heparina da membrana
espermatica, nos trés picos encontrados



(Tab. 8), sugerindo que ndo ha influéncia do
total de proteinas do plasma seminal, nas
proteinas aderidas a membrana dos
espermatozdides, provavelmente pela baixa
concentracdo das proteinas encontradas nas
membranas.

Observou-se, no entanto, associagdo
favordvel e significativa (p<0,05) entre o
pico dois de proteinas da membrana
espermadtica, e os picos um (0,91), dois
(0,92) e trés (0,90) do plasma seminal, todos
com afinidade a heparina, e ainda,
tendéncias de associagdes com o0s picos
quatro (0,86, p<0,595) e cinco (0,81,
p<0,0894) do plasma seminal, também com
afinidade a heparina (Tab. 9). As altas
associagdes observadas sugerem que as
proteinas com afinidade a heparina da
membrana dos espermatozoéides, presentes
no pico dois, tém como origem as proteinas
do plasma seminal, indicando que estas se
aderem a superficie espermdtica no
momento da ejaculacdo. Pode-se ainda
especular, que ao invés dessas proteinas de
membrana ser parte das proteinas soldveis
no plasma seminal, elas tenham como fonte
secretora o mesmo 6rgdo sexual.

A concentracdo de proteinas da membrana,
presentes no pico dois, apresentou
correlacdo desfavoravel e de consideravel
magnitude com os defeitos espermaticos
maiores (0,89) e menores (0,89) pds-
congelagdo, e tendéncia a associagdo
desfavoravel (0,86, p<0,0555) com o total de
defeitos espermaticos pds-congelagdo (Tab.
10); indicando que essas proteinas com
afinidade a heparina, presentes no pico dois,
agem desfavoravelmente sobre a membrana
espermatica no processo de criopreservacao.
A auséncia de associag@o desse pico com os
defeitos espermdticos pré-congelacdo, e
ainda, tendéncia de associacdo desfavoravel
deste pico com a motilidade espermadtica
pos-congelacdo (-0,81, p<0,0935) (Tab. 10),
reforcam  as  observagdes  descritas
anteriormente.

Sullivan (2004) descreve uma proteina
epididimaria (P25b, proteina de 25 kDa)
como um potencial marcador da fertilidade
de touros, por possuir correlagdo positiva
com perda de fertilidade durante o processo
de criopreservagao.

Estes dados corroboram, em parte, os dados
de Jobim et al. (2002) que verificaram que
uma maior concentragdo de proteinas totais
do sémen reduziu a motilidade pos-
descongelagdo. Os autores sugerem que as
proteinas promovem aumento na
permeabilidade da membrana espermaética, o
que torna os espermatozdides mais
vulnerdveis ao choque térmico e a injdria
celular.

Ja Barrios et al. (2000), afirmaram que
algumas proteinas presentes no plasma
seminal podem auxiliar ou prejudicar a
manutencdo da atividade e integridade da
membrana dos espermatozéides submetidos
a choque térmico. E ainda, que algumas
fragdes protéicas de baixo peso molecular
podem ser prejudiciais a célula espermadtica
durante os processos de criopreservacdo, e
para a motilidade espermadtica, sendo o
efeito concentragdo dependente (Al-Somai
et al., 1994).

Apesar de o plasma seminal ter sido
considerado prejudicial para 0s
espermatozoides, sabe-se atualmente, que
em sua composicdo hd substancias
essenciais para a viabilidade espermadtica
(Claus, 1990; Graham, 1994; Waberski,
1997).

Estudos t€ém mostrado diferencas no padrao
de proteinas do plasma seminal em touros
com alta e baixa congelabilidade (Jobim et
al., 2002; Jobim et al., 2003; Jobim et al.,
2004; Roncoletta et al., 1997; Roncoletta et
al., 1999); e que algumas proteinas das
glandulas sexuais acessorias tem forte
influéncia na motilidade espermadtica
(Schoneck et al., 1996; Bao et al., 2004).
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A auséncia de associagdes entre os picos de
proteinas aderidas a membrana espermatica,
e caracteristicas como CE, idade, peso
corporal, concentracdes séricas de
testosterona e outras medidas de
concentracdo de proteinas do plasma
seminal, mostram que a concentracdo dessas
proteinas sofre pouca influéncia da alteracdo
desses fatores, provavelmente pela baixa
concentracdo exigida para saturacdo dos
sitios de ligacdo dessas proteinas na
membrana espermatica.

4.4. Proteinas do sémen e fertilidade a
campo

Para verificar o efeito da concentracdo de
proteinas do s€men em touros jovens da raga
Guzera, na fertilidade do sémen, realizou-se
a inseminacdo artificial em fémeas
azebuadas, separando os animais em touros
com alta (> 60% prenhez) e baixa (< 60%
prenhez) fertilidade (Tab. 13).

Tabela 13 — Médias e desvios-padr@o da concentragdo de proteinas do s€émen de touros jovens
da raga Guzerd, conforme o indice de fertilidade

Grupo Taxa de Prenhez ProtPlasm* ProtPico 3* ProtPlasm AHe*
P (%) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
Alta 65,8 +7,9* 14,00 + 19,12 2,43 +3,18 0,08 + 0,05
Baixa 438 +11,1° 12,13 £5,56 2,67 +235 0,05 + 0,05

Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de qui-quadrado. *Nao diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (p>0,05).
OBS: ProtPlasm = proteinas do plasma seminal; ProtPico 3 = proteinas seminais do pico trés; ProtPlasm AHe = proteinas do plasma

seminal com afinidade a heparina.

Nao foram verificadas diferencas (p>0,05)
nas concentracdes de proteinas do plasma
seminal de touros Guzerd, conforme a taxa
de prenhez.

A taxa de prenhez variou de 60 a 76,9%, nos
animais de alta fertilidade; e de 33,3 a
55,5%, nos animais de baixa fertilidade.
Estes resultados sdo similares aos relatados
por Sprott et al. (2000) que observaram que
as taxas de gestagdo variaram de 2,8 a
69,9% entre fémeas inseminadas por touros
negativos para a proteina de 30kDa (FAA) e
entre 22,1 e 91,3 entre fémeas inseminadas
por touros positivos para a mesma proteina.

No entanto, divergem dos resultados
encontrados por Roncoletta (2003), que
registrou diferencas (p<0,05) entre os grupos
de alta, média e baixa fertilidade. O autor
verificou que os animais de melhor
desempenho  reprodutivo  apresentaram
menor concentracdo de proteinas do plasma
seminal, reforcada pela mediana correlagio
significativa e negativa (-0,34), entre o
percentual de prenhez obtida a campo e a
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concentracdo de proteina total do s€émen, em
touros Nelore adultos.

Folhadella (2008) observou associagio
favordvel entre a concentracdo de proteinas
totais do plasma seminal e a taxa de
blastocistos (0,85), e ainda, associagdes
entre o pico cinco do plasma seminal com
afinidade a heparina, com a taxa de
clivagem (0,88) e a producdo de blastocistos
(0,96) em teste de fertilidade in vitro, com
touros da raca Gir, alegando que as
associacdes do pico cinco poderiam ser
devido a provéavel presenca da FAA (30
kDa) neste pico.

Diferentemente do relatado por Roncoletta
(2003) para fertilizagdo a campo, Folhadella
(2008) observou que o aumento na
concentracdo de proteinas totais do plasma
seminal de touros, aumentou a producdo de
blastocitos in vitro.

A auséncia de diferenca entre os grupos de
proteinas nos animais de alta e baixa
fertilidade encontradas neste estudo, pode



ser devido a alta variabilidade entre as
concentracdes de proteinas nos grupos
avaliados; e ainda, ao fato de ter trabalhado
com grupos de proteinas e ndo com
proteinas especificas, que segundo a
literatura estariam ligadas a fertilidade dos
animais (Killian et al., 1993; Manjunath et
al., 1993; Bellin et al., 1994).

5. CONCLUSOES

Os perfis de proteinas do plasma seminal e
da membrana espermética mostram grande
variabilidade individual.

A concentragdo de proteinas do plasma
seminal sofre influéncia da idade e da
condicdo corporal dos animais, em touros
Guzerd.

As proteinas do plasma seminal apresentam
associacbes favordveis com  algumas
caracteristicas seminais, € ainda com
caracteristicas seminais pds-congelagcdo que
sugerem acdo dessas proteinas no
metabolismo espermatico e no processo de
criopreservagao.

As concentracdes de proteinas totais do
plasma seminal e daquelas com afinidade a
heparina, em touros jovens da raca Guzerd,
sdo testosterona dependentes.

Um pico cromatogrifico de proteinas com
afinidade a heparina aderidas a membrana
espermatica, foi prejudicial aos
espermatozdides durante a criopreservacao.

A concentragdo total de proteinas do plasma
seminal ndo influenciaram os indices de
fertilidade em touros jovens da raca Guzera.

Novos estudos s@o necessdrios para melhor
elucidar os efeitos das proteinas do s€émen na
fisiologia dos espermatozdides durante o
processo de fecundacio.
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Anexo 1- Indice pluviométrico (mm) mensal observado na sede da Fazenda Palestina,
municipio de Unai — MG, nas esta¢des dos anos 2004/2005 e 2005/2006.
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Anexo 2 — Indice pluviométrico (mm) observado na sede da Fazenda Palestina, municipio de
Unai — MG, nos dez anos anteriores ao periodo experimental.
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Anexo 3 — Composicdo quimica de alimentos fornecidos aos animais, no periodo seco da
estacdo 2005/2006

Resultado na MS (%)
Analises
Silagem de Milho Concentrado

Matéria Seca 16,92 89,81
Proteina Bruta 4,83 22,41
FDN 87,16 16,51
FDA 51,30 -
NDT 52,92 -
Extrato Etéreo 3,51 8,38
Minerais 2,87 7,60
Cilcio 0,16 2,05
Fosforo 0,02 0,89
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