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RESUMO

A raca Gir Leiteiro tem sido alvo de grande interesse em razdo de sua adaptacao as condigdes climaticas
do Brasil e a producdo leiteira altamente expressiva, mas com relatos de dificuldades reprodutivas.
Objetivou-se neste estudo caracterizar a frequéncia de animais com hipoplasia testicular (HT), a
correlagdo entre o nimero de cépias do gene testis-specifc protein Y-ecoded (TSPY) entre touros normais
(N) e com HT, e identificar genes candidatos para subfertilidade com bases em estudo de associacdo em
escala gendmica (GWAS) em touros Gir Leiteiro. 311 touros, de seis fazendas de Minas Gerais (com e
sem suplementacdo nutricional), foram submetidos a exame androldgico. Idade, peso corporal (PC),
circunferéncia escrotal, biometria testicular, analises fisicas e morfoldgicas do sémen foram comparados.
As variaveis qualitativas foram analisadas pelo teste Mann-Whitney e as quantitativas pelo t de Student
(P<0,05). Foram selecionados 12 animais com HT e 12 N para as analises de nimero de copias do TSPY.
A quantidade destas foi estabelecida por PCR em tempo real e comparadas pelo teste t de Student
(P<0,05). Para GWAS foram genotipados 60 individuos (30 N e 30 afetados). Estes individuos foram
genotipados com a plataforma Affymetrix Axion Genome-wide Bos 1 array, 648k. O fenotipo utilizado
no mapeamento foi o residuo dos efeitos de idade, suplementacdo, data da coleta e pai. Os resultados
foram filtrados para exclusdo de SNPs com resultados de baixa qualidade ou com MAF menor do que
0,03 e considerados significativos quando — logy, (valor P) > 5. Foi observado que a HT ocorreu em
5,79% de touros. Observou-se ainda, exceto PC, que os pardmetros estudados, registraram diferenga
(P<0.05) entre touros N e com HT. Para o nimero de cdpias do TSPY houve diferenca (P<0,05) entre
touros N (164,6) e HT (172,5). Houve associacBes com a subfertilidade e genes nos cromossomas
BTA1l, BTAL6 e BTAX. Conclui-se que ha touros HT em rebanhos independente da nutricdo. O
nimero de copias do TSPY foi maior em animais HT do que N. E h4 associacdo entre genes localizados
nos cromossomas BTA11, BTA16 e BTAX e a subfertilidade no Gir Leiteiro.

Palavras Chave: andrologia, fertilidade, GWAS, Hipoplasia testicular, TSPY, zebu.
Abstract

The Dairy Gyr breed has been the subject of great interest because of its adaptation to climatic
conditions in Brazil and the highly expressive milk production, but with reproductive difficulties reported.
This study aimed to characterize the frequency of animals with testicular hypoplasia (TH) , the
correlation between the number of copies of the testis-specific gene protein Y-ecoded (TSPY) between
normal bulls (N) and TH , and to identify candidate genes for sub-fertility with bases in genome wide
association study (GWAS) in Dairy Gyr bulls . 311 bulls from six farms in Minas Gerais (with and
without nutritional supplementation), underwent soundness examination. Age, body weight (BW), scrotal
biometry, physical and morphological semen analyzes were compared. Qualitative variables were
analyzed by Mann-Whitney test and quantitative by Student t-test (P<0.05). 12 animals with TH and 12 N
were selected for the analysis of copy number of TSPY. The amount of these was established by real time
PCR and compared by Student t-test (P<0.05). GWAS for 60 individuals (30 affected and 30 N) were
genotyped. These individuals were genotyped with the Affymetrix platform Axion Genome-wide Bos 1
array, 648k. The phenotype mapping is used in the residue of the effects of age, supplementation , date of
collection and sire. The results were filtered to exclude SNPs with low quality results MAF or less than
0.03 and considered significant when - logl0 (P value) > 5. It was observed that the TH occurred in
5.79% of bulls. It was also observed in the parameters studied recorded difference (P<0.05) between
bulls N and HT, except BW. The number of copies of TSPY was different (P<0.05) between N (164.6)
and TH (172.5) bulls. There were associations with sub-fertility and genes on chromosomes BTA11,
BTA16 and BTAX. It was conclude that there were TH bulls in herds that independent of nutrition. The
number of copies of TSPY TH animals was higher than N ones. And there were associations between
genes located on chromosomes BTA11, BTAL16 and BTAX and sub-fertility in Dairy Gyr.

Key words: andrology, fertility, GWAS, testicular hypoplasia, TSPY, zebu.



CAPITULO 1

INTRODUCAO

A raca Gir Leiteiro tem sido alvo de grande
interesse devido a sua adaptagdo as condicGes
climaticas do Brasil e a producdo leiteira
altamente expressiva. Entretanto, a eficiéncia
reprodutiva € importante para um adequado
desempenho econdmico. Assim, quando falhas
reprodutivas sdo detectadas nos touros, estes
devem ser eliminados. Nas situaces em que o
fendtipo é evidente, o diagnostico é facil e os
animais sdo rapidamente excluidos. Ao
contrario, a deteccdo tardia da subfertilidade
acarreta prejuizos.

As falhas reprodutivas podem estar relacionadas
a varios fatores: genético, congénito ou
adquirido (BICUDO et al., 2007). Em touros, as
principais causas dessas falhas sdo degeneracdo
e hipoplasia testiculares, criptorquidismo,
espermatogénese  imperfeita e deficiéncia
neuroenddcrina (VALE FILHO et al., 1998).

A hipoplasia testicular € um defeito congénito
em que ha falha no desenvolvimento do epitélio
seminifero e é considerada uma das principais
causas das  falhas  reprodutivas em
touros(NASCIMENTO e SANTOS, 2011).
Tendo como principal definicio como uma
alteracdo de cardter hereditario causada pela
expressdao de um gene recessivo autossdmico de
penetrédncia incompleta, que interfere na
espermatogénese (ERIKSSON, 1934, citado por
SETTERGREE E McENTEE, 1992).

Porém, com o avango dos recursos genético-
moleculares, estudos demonstraram  que
alteracbes de alguns genes em regifes do
cromossoma Y tém afetado a fertilidade de
individuos machos em varias espécies
(LARDONE et al., 2007; POONGOTHAI et al.,
2009; HAMILTON et al., 2009; SVACINOVA
et al., 2011), suspeita-se que estas alteracdes
podem também  estar relacionadas a
manifestacdo de hipoplasia gonadal em touros
da raca Gir Leiteiro, interferindo na fertilidade
dos mesmos.

O gene testis-specifc protein Y-ecoded (TSPY) é
um gene multicdpia, e foi identificado como um
gene do brago curto do cromossoma Y (Yp) em
humanos com um padrdo de expressdo testiculo
especifico. Em bovinos, HAMILTON et
al.(2009) demonstraram que o gene TSPY
também esta localizado no Yp. A variagdo de
copias TSPY esta relacionada com canceres
masculinos e problemas reprodutivos no homem
(VIJAYAKUMAR et al, 2006;. VODICKA et
al, 2007). Apesar de haver estudos mostrando a
variacdo no nimero de coOpias deste gene no
bovino (JAKUBICZKA et al, 1993;
HAMILTON et al., 2009), ainda ndo foram
estimadas relagbes com a capacidade
reprodutiva dos mesmos em animais zebuinos.

A pesquisa da hipoplasia testicular em bovinos
por meio de marcadores genético-moleculares
em associagdo aos métodos tradicionais, clinico-
andrologicos pode gerar o desenvolvimento de
haplotipos  (grupos de marcadores com
localizacdo proxima em um cromossoma) em
torno de genes candidatos e sua aplicacdo no
melhoramento genético dos bovinos, caso a
contribuigdo de algum dos genes estudados seja
confirmada. Isto consistira em uma alternativa
ao descarte de animais com base apenas em
avaliagdes clinicas e de genealogia, permitindo
delinear estratégias de selecdo para reduzir a
freqliéncia destes distdrbios nos rebanhos.

HIPOTESES

A avaliagdo clinico-androlégica permite a
identificacdo de animais com hipoplasia
testicular;

A alta patologia espermatica, em touros com
hipoplasia testicular, compromete a fertilidade;

Estudos clinico-androlégicos e de genes
candidatos funcionais associados, poderdo
elucidar a etiologia da hipoplasia testicular;
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A identificacdo de marcadores moleculares
podera ser usada na eliminagcdo precoce (pré-
puberal) de tourinhos portadores de genes
favoraveis para a manifestagdo da hipoplasia
testicular

OBJETIVOS

Determinar a freqiiéncia de distarbios clinico-
androldgico, principalmente da hipoplasia
testicular, na raca Gir Leiteiro no Estado de
Minas Gerais;

Caracterizar, pelo exame clinico-androlégico, os
fendtipos de animais normais e subférteis;

Caracterizar pela “Classificacdo Andrologica
por Pontos” (CAP) o potencial androlégico dos
animais normais dentro dos rebanhos;

Identificar marcadores moleculares (SNP’s),
que permitam estabelecer um sistema de
haplotipagem para o cromossoma Y na raca;

Buscar identificar a associa¢do entre do nimero
de copias do gene TSPY e o diagndstico de
hipoplasia testicular;

Identificar,por meio de estudo de associagéo em
escala gendmica (GWAS), marcadores
genéticos candidatos para os fenotipos:
hipoplasia  testicular e/ou  anormalidades
espermaticas na raga Gir Leiteiro.

Revisdo de Literatura

Aspectos clinico-androldgicos

Sele¢do dos animais

Na selecdo de reprodutores ndo basta considerar
apenas 0s aspectos zootécnicos. Mas deve-se
também observar a capacidade reprodutiva dos
animais por meio da normalidade dos 6rgdos
genitais, da libido e da habilidade sexual, além
do desempenho quantitativo e qualitativo na

producdo de espermatozdides, que sejam
capazes de fecundar (FONSECA, 2000).

Uma vez que o touro é responsavel por 70% ou
mais do melhoramento genético de uma
populacdo (AMARAL et al., 2003; FONSECA,
2008), fica evidente a necessidade de se
estabelecerem critérios de selecdo para a
melhoria da fertilidade, utilizando-se, néo
somente pressdo de selecdo genética para alta
producdo zootécnica, como também alta
qualidade do sémen dos touros.

Em raz8o da importancia do touro para a alta
eficiéncia reprodutiva de um sistema de
producdo de bovinos, um exame clinico-
androldgico criterioso, assim como os testes de
libido e capacidade de servico devem ser
realizados, a fim de se selecionarem animais
mais aptos a reproducdo, visando maximizar a
eficiéncia reprodutiva e a obtencéo de elevados
indices de prenhez (acima de 80 a 85 %), nos
primeiros 21 dias de estagdo de monta
(GALLOWAY, 1989).

O exame androldgico completo deve incluir a
avaliagdo de todos os fatores que contribuem
para a fungcdo reprodutiva do touro. Assim,
sendo indicada sua realizacdo: antes da estacéo
de monta; na ocorréncia de falhas reprodutivas
no rebanho; para determinacdo da ocorréncia
precoce da puberdade; nas relacbes de
comercializagdo de reprodutores; e para o
ingresso dos touros nas centrais de inseminacao,
com vistas & criopreservagdo de sémen
(BARBOSA, 2005).

O exame clinico-androlégico compreende trés
etapas: a identificacdo e anamnese do animal, o
exame clinico geral dos érgdos genitais e o
espermiograma (VALE FILHO et al., 1988;
2010; 2011; 2012; CBRA, 1998; BARBOSA,
2005).

Identificacio e Anamnese

Deve ser resumida, mas necessita apresentar
dados importantes no que diz respeito ao
rebanho, como desempenho nas estacbes de
monta anteriores, estado sanitario, alimentacao
fornecida etc. Também deve se basear nos dados
do registro genealdgico, quando houver, e, em
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ndo havendo, obter-se 0 maximo de informacdes
possiveis, como procedéncia, idade,
paternidade, com ocorréncias relevantes sobre
0s animais e também o rebanho (CBRA, 1998;
VALE FILHO et al., 2012).

Exame clinico geral

Devem ser avaliados no animal os sistemas
respiratério, circulatério, digestivo e locomotor
(com atencdo especial para os aprumos). Outro
ponto importante é o peso e o escore corporal do
animal avaliado. Assim, sendo que o animal
avaliado deve estar com peso, tamanho,
condicdo corporal e conformagdes adequados
para raca e idade (CBRA, 1998; VALE FILHO
etal., 2012).

Exame do sistema genital

As atividades descritas a seguir (VALE FILHO
e PINTO, 1988; VALE FILHO et al., 1988;
2010; 2011; 2012; CBRA, 1998; BARBOSA,
2005) visam a avaliacdo do sistema genital do
touro.

Os 6rgdos genitais externos sdo examinados por
inspecdo e palpacdo, j& os internos por palpacdo
retal ou ultrassonografia transretal. Verificam-se
a presenga dos mesmos, as dimensfes, a
simetria, a consisténcia e a mobilidade dos
componentes do sistema reprodutivo.

Corddes espermaticos: devem ser verificadas as
condicBes de distensdo, inexisténcia de cistos ou
de formacbes varicocélicas, encurtamento,
processos inflamatérios, processos irritativos
etc;

Escroto: devem ser verificadas a espessura e
integridade da pele, presenca de lesBes
irritadicas, temperatura, presenca de
ectoparasitas (carrapatos e bernes), abcessos,
aderéncias etc;

Testiculos:  devem  ser  observados e
considerados com relagdo a sua simetria e
proporcionalidade ao peso corporal e idade do
animal. Depois tracionados e examinados
quanto a consisténcia e elasticidade, que séo
avaliadas individualmente em um escore de 1 a
5. Avaliar a mobilidade dos testiculos dentro do
escroto, sua posicdo, temperatura, sensibilidade

e biometria (circunferéncia escrotal,
comprimento e largura testicular).

Epididimos: as trés porcBes (cabeca, corpo e
cauda) de ambos os epididimos devem ser
examinadas por palpacdo e verificadas suas
proporgdes relativas aos respectivos testiculos.
Na cabeca, devem ser verificados o volume, a
sensibilidade, a presenca ou ndo de granulomas
e processos inflamatdrios etc. Atencdo especial
deve ser dada as caudas do epididimo, com
relagdo ao seu delineamento, simetria e
consisténcia. Seu volume pronunciado e sua
simetria sdo indicios de que a producdo
espermatica nesse animal esta adequada;

Prepucio: o tamanho e a forma do preplcio
merecem atengdo especial para alteracbes mais
complexas (dependendo da raca), onde o
preplcio excessivamente grande é indesejavel.
A cicatriz umbilical também deve ser avaliada
uma vez que em caso de onfaloflebites graves
na idade jovem, podem causar distdrbios na
exposicdo do pénis na idade adulta. Na
avaliagdo do ostio prepucial externo, este deve
permitir a livre passagem do pénis e sua mucosa
ndo deve estar exposta;

Pénis: deve ser verificado o deslizamento dentro
do prepdcio ou a existéncia de alguma alteragdo
como bifido, infantil, torcdes, fraturas,
papilomas, persisténcia do freio da glande etc;

Orgaos genitais internos: devem ser avaliadas as
ampolas dos canais deferentes e as glandulas
vesiculares, quanto ao tamanho, simetria, forma,
lobulagdo e sensibilidade. Ao toque das
glandulas vesiculares geralmente ocorre a
exposicao do pénis, ja o toque das ampolas dos
canais deferentes ocorre retragdo do testiculo
correspondente, que poderd ser seguida de
ejaculacdo, apos persisténcia de massagem.

Espermiograma

O espermiograma deve corresponder aos
exames clinico-androlégicos anteriores, tanto
nas caracteristicas fisicas quanto  nas
morfoldgicas do sémen.
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As caracteristicas fisicas devem ser avaliadas
logo apds a colheita de sémen (por vagina
artificial, eletro-ejaculagdo ou massagem das
ampolas dos ductos deferentes), fornecendo
pardmetros quanto a sua  qualidade,
comparando-os aos padrdes de normalidade da
espécie (VALE FILHO e PINTO, 1988; VALE
FILHO et al., 1988; 2010; 2011; 2012; CBRA,
1998; BARBOSA, 2005)..

Quanto aos aspectos fisicos do sémen, devem
ser avaliados o turbilhonamento (ou motilidade
espermatica de massa), a motilidade
espermatica progressiva retilinea, vigor e a
concentragdo  espermatica, 0s quais Ssdo
avaliados por meio da microscopia. O
turbilhonamento deve ser avaliado por meio de
gota de sémen sobre uma lamina (sem laminula)
em aumento de 100 vezes a 37°C, verificando-se
0 movimento de massa na borda da gota. Como
resultado de uma concentracdo elevada
associada a motilidade e vigor elevados, sendo
avaliado numa escala de zero a cinco. Ja a
motilidade espermatica progressiva e o vigor
espermatico sdo observados em gota sob
laminula em um aumento de 100 a 400 vezes a
37°C. A motilidade espermatica progressiva €
avaliada como o percentual de espermatozéides
progressivamente moveis, e 0 vigor representa a
intensidade dessa movimentacao sendo avaliado
numa escala de zero a cinco. A concentracdo
espermatica é estimada utilizando-se a “Cémara
de Neubauer”, podendo-se utilizar a diluigdo de
1:200, 1:100 ou 1:50 em solucdo de formol-
salino-tamponado. 0] nlmero de
espermatozéides contados na camara €
multiplicado pela constante referente a diluicao
utilizada, obtendo-se, assim, a estimativa da
concentragdo espermatica, expressa em milhdes
de espermatozdides por mL (x 10° sptz/mL)
(CBRA, 1998; VALE FILHO et al., 2012).

As caracteristicas morfologicas devem ser
avaliadas por meio da preparacdo Umida, que
consiste na turvacdo de 0,5mL de formol-salino,
com algumas gotas de sémen. Esta solucdo

turvada € utilizada para a montagem em lamina
e laminula, justapostas o suficiente para a
formacao de apenas uma camada de células, que
deve ser avaliada em microscopia de contraste
de fase em um aumento de 1.000 vezes, com
auxilio de 6leo de imersdo. Na avaliagdo, podem
ser identificados defeitos na forma e estrutura
do espermatozoide, divididos em maiores
(defeitos de acrossoma, gota citoplasmatica
proximal, “pouch formation”, pseudo-gota,
defeitos de peca intermediaria e cauda
fortemente enrolada ou dobrada,
subdesenvolvidos, cabeca isolada patolégica,
delgado na base, piriforme pequeno anormal,
contorno anormal e formas teratoldgicas) e
menores  (acrossoma  desprendido,  gota
citoplasmética distal, cauda dobrada com gota
citoplasmética distal anexa, cauda enrolada,
cabeca isolada normal, cabeca delgada, pequena
normal, gigante, curta, larga e com inser¢Ges
abaxial, retro-abaxial ou obliqua) (BLOM,
1973; BARTH e OKO, 1989).

Classificacdo Androldgica por Pontos (CAP)

VALE FILHO (1988; 1989) adaptou o método
de classificacdo de reprodutores taurinos, o
Breeding Soundness Evaluation (BSE) para o
touro zebuino, apesar de atender também aos
touros de ragas européias, denominando-o0
“Classificagdo Andrologica por Pontos” (CAP).
A principal diferenca entre ambos € a exigéncia,
na proposta da CAP, de que somente touros
clinicamente normais sejam submetidos a
avaliagdo, ndo sendo  aceitos  touros
questionaveis (Tabela 1.1).

A CAP pode ser utilizada tanto para touros
destinados a doadores de sémen, quanto em
touros usados em monta natural nas
propriedades rurais, desde que sejam antes
aprovados por indices androlégicos e
zootécnicos satisfatorios (VALE FILHO et al.,
1989, 2001; 2010; 2011;2012).

20



Tabela 1 - CAP- Classificacdo Androldgica por Pontos, para touros Bos taurus indicus e Bos taurus taurus

(Excelente) (Bom) (Regular) (Fraco)
Motilidade espermatica
Vigor (1-5) Vigor 5 Vigor 4-5 Vigor 4 Vigor 3 (0-3)
Progressiva (%) Acima de 70 60-70 50-60 Abaixo 50
Total de Pontos 20 12 10 3
Morfologia espermatica
Defeitos maiores (%) Abaixo de 10 10-19 20-29 Acima de 29
Total de defeitos (%) Abaixo de 25 26-39 40-59 Acima de 59
Total de Pontos 40 25 10 3
Circunferéncia escrotal
Idade (meses)**
Bos taurus indicus Bos taurus taurus
12-17 06-08 Acima de 26 cm 24 —26 cm Abaixo 24 cm Abaixo 24 cm
18-23 09-11 Acima de 30 cm 27-30cm Abaixo 27 cm Abaixo 27 cm
24-30 12-14 Acima de 34 cm 30-34cm Abaixo 30 cm Abaixo 30 cm
31-40 15-20 Acima de 36 cm 31-36cm Abaixo 31 cm Abaixo 31 cm
41-60 21-30 Acima de 38 cm 32-38cm Abaixo 32 cm Abaixo 32 cm
>60 >30 Acima de 39 cm 34-39cm Abaixo 34 cm Abaixo 34 cm
Total de Pontos 40 25 10 10

** Proposta por VALE FILHO (1989a); VALE FILHO et al., 2010; 2011.

Trés elementos sdo considerados na CAP: a
circunferéncia escrotal (CE), podendo atingir a
pontuacdo maxima de 40 pontos; os aspectos
morfolégicos do sémen, também podendo
atingir a pontuacdo maxima de 40 pontos; e 0s
aspectos fisicos do sémen, podendo atingir a
pontuacdo méaxima de 20 pontos. No somatério,
um animal excepcional pode atingir até 100
pontos. Animais com CAP <60 ndo devem ser
utilizados como reprodutores, uma vez que
mesmo sendo clinicamente normais, séo
andrologicamente fracos (Tabela 1.1) conforme
propostos por VALE FILHO (1988; 1989;
2010).

Patologias mais comuns do sistema reprodutor
de touros

Uma vez que 0s touros ndo atingem oS
pardmetros considerados normais, segundo o
CBRA (1998), estes sdo considerados
portadores de algum distdrbio reprodutivo,
possuindo alguma alteracdo do trato genital,
sejam por causa genética, ambiental, infecciosa
ou traumatica, que podem levar a subfertilidade,
infertilidade ou esterilidade.

Touros subférteis podem ter a capacidade de
gerar descendentes, 0 que é indesejavel caso
essa subfertilidade seja de origem genética, uma
vez que este problema pode ser transmitido a
sua progénie. Assim, quando identificados, estes
animais devem ser eliminados do plantel
(VALE FILHO et al., 1979, 2001).

Hipoplasia testicular

A hipoplasia  testicular ~ foi  descrita
extensivamente em animais da raca “Swedish
Highland” por LANGERLOF (1934; 1938;
1951, citados por SETTERGREEN E
MCENTEE, 1998) e ERIKSSON (1943, citado
por SETTERGREEN E MCENTEE, 1998).
KODAGALI et al. (1968; 1971) descreveram
este distdrbio também na raca Gir na India. Ja
VALE FILHO et al (1979; 1986) e VALE
FILHO e PINTO (1988) demonstram a mesma
anomalia em animais Bos taurus taurus e Bos
taurus indicus, “standard pedigree” e “high
pedigree” em rebanhos comerciais ou quando
oferecidos como doadores de sémen em
Centrais de Inseminacédo Artificial no Brasil.
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Desde o primeiro relato da hipoplasia testicular
em bovinos, este distdrbio tem sido descrito por
vérios pesquisadores com freqiiéncia entre 5 e
15% em vaérias ragas bovinas tanto Bos tuarus
taurus (LAGERLOF, 1934; HAQ, 1948;
KNUDSEN, 1961a; 1961b; VALE FILHO et
al., 1979; VALE FILHO E PINTO, 1988;
SETTERGREEN E MCENTEE, 1998), quanto
em Bos taurus indicus, aqui incluidos os
animais da raca Gir Leiteiro (KODAGALI et al,
1968; 1971; VALE FILHO et al., 1979; VALE
FILHO E PINTO, 1988).

ERIKSSON (1943, citados por
SETTERGREEN E MCENTEE, 1998), em uma
analise genética, desenvolveu a hipo6tese mais
aceita para bovinos sobre hipoplasia testicular
até hoje, onde esta é uma alteracdo de carater
hereditario causada pela dupla homozigose
recessiva expressa de genes recessivos
autossémicos de penetrdncia incompleta, que
interfere na espermatogénese. Entretanto, a
época ndo havia ferramentas para avaliar
eficientemente a segregacdo. Além disto, ndo se
conhecia heranca mitocondrial e ligada ao
cromossoma Y, antecipacdo, impressdo
genbmica, entre outros mecanismos e
fendbmenos  genéticos  relevantes.  Efeitos
fundamentais como heterogeneidade de locus ou
alélica ndo existiam, assim como métodos de
andlise de segregagdo complexa.

Sob 0 ponto de vista anatomopatoldgico a
hipoplasia testicular pode ser parcial, quando
parte dos tdbulos seminiferos esti afetada, ou
total, quando todos os tubulos seminiferos estéo
afetados e resultam em auséncia de
espermatogénese no testiculo acometido. No
ejaculado pode-se encontrar concentracdo e
patologias espermaticas variadas podendo ser
detectada azoospermia dependendo do grau de
acometimento dos testiculos (NASCIMENTO E
SANTOS, 2011; BICUDO, 2007).

Os animais podem apresentar hipoplasia uni ou
bilateral, parcial ou total. Animais com
hipoplasia unilateral parcial ou total, ou bilateral
parcial, sdo capazes de fecundar, porém com
baixa eficiéncia em relagdo a um animal normal.
Podem ainda, possuir libido e habilidade
reprodutiva, dificultando sua identificagdo em
um rebanho. Para o diagnéstico é necessério
realizar a biometria testicular em animais

puberes, sendo o testiculo esquerdo afetado com
maior freqiéncia (ROBERTS, 1986; VALE
FILHO e PINTO,1988; MCcENTEE, 1990;
LADDS, 1993; STEFFEN, 1997). Segundo
varios autores, a hipoplasia testicular bilateral
total é a de mais facil diagnostico pelo fato dos
testiculos se apresentarem pequenos e sem
espermatozéides no ejaculado (STEFFEN,
1997; BICUDO, 2007; OLIVEIRA, 2011).

Histologicamente, os tdbulos seminiferos
apresentam-se diminuidos, com eficiéncia baixa
da  espermatogénese, membrana  basal
espessada, as vezes mielinizada, com células de
Sertoli, e espermatogbnias, podendo muitas
vezes apresentar-se sem atividade mitética
(NASCIMENTO E SANTOS, 2011).

Animais com hipoplasia testicular apresentam
perfil seminal com baixa concentracdo
espermatica, baixa motilidade e alta patologia
espermatica (VALE FILHO et al., 2010),
podendo haver casos de azoospermia.
(STEFFEN, 1997; BICUDO, 2007; OLIVEIRA
et al., 2011; NASCIMENTO E SANTOS,
2011).

Outros distirbios reprodutivos

A degeneracdo testicular constitui a principal
causa de reducdo de fertilidade nos machos
(NASCIMENTO e SANTOS, 2011), sendo
mais comum nos bovinos em animais taurinos
do que zebuinos (VALE FILHO et al,
1979).Quando criados nas regides tropicais
constitui-se de uma alteracdo adquirida uni ou
bilateral, permanente ou temporaria dependendo
da severidade, tipo e tempo de exposi¢do do
insulto (SETCHELL, 1998).

As principais causas da degeneracdo testicular
sdo disturbios de saude quando acompanhados
de febre, toxemia ou infec¢do local, como
também alteragdes que elevem a temperatura
testicular. Além disso, fatores autoimunes,
obstrucfes da cabeca do epididimo, agentes
quimicos, fisicos e fatores hormonais também
predispdem a degeneracgdo testicular
(NASCIMENTO e SANTOS, 2011).

Animais com degeneracdo testicular apresentam
o perfil seminal com baixa concentragdo, baixa
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motilidade e alta patologia espermatica. Isto em
razdao de um prejuizo na eficiéncia da
gametogénese (VALE FILHO et al., 2010,
2011). Porém, esses animais ja possuiram
sémen normal (alta concentracdo, alta
motilidade e baixa patologia).

Outro distirbio encontrado em touros é a
espermiogénese imperfeita, que consiste na
presenca de “knobbed sperm” no ejaculado
como principal ou mesmo Unico defeito
significativo e com uma freqiiéncia constante
(GARCIA, 1971). O “knobbed sperm” trata-se
de uma area hipercromatica ou de espessamento
excéntrico na extremidade do espermatozoide
afetado; outro distlrbio é observado quando
vesiculas ou inclusdes membranosas ficam
envoltas no interior da matriz acrossomatica
(BARTH e OKO, 1989), comprometendo,
assim, a fertilidade.

A exemplo da hipoplasia testicular, outro
disturbio  de  carater genético é o
criptorquidismo, caracterizado pela auséncia de
um ou ambos os testiculos no escroto em razdo
da interrupcdo durante o trajeto normal de
migracdo do testiculo da cavidade abdominal
para o escroto (NASCIMENTO E SANTOS,
2011).

Segundo NASCIMENTO E SANTOS (2011), a
descida anormal do testiculo para o escroto esta
diretamente ligada ao desenvolvimento do
gubernaculo, podendo ser causada por trés
mecanismos: 1) auséncia do desenvolvimento
do gubernaculo; 2) desenvolvimento anormal do
gubernaculo; 3) crescimento excessivo e
auséncia ou retardo na regressdao do
gubernaculo.

O testiculo criptérquio é afuncional do ponto de
vista espermatogénico, sendo assim, animais
com criptorquidia bilateral sdo estéreis em razdo
da supressdo térmica da espermatogénese.
Animais com criptorquidia unilateral s&o
subférteis e quando detectados devem ser
eliminados do rebanho, por ser uma anomalia
hereditaria (VALE FILHO et al, 1979;
NASCIMENTO E SANTOS, 2011).

Fora dos testiculos, os epididimos séao
responsaveis pelo transporte, maturacdo e
armazenamento dos espermatozdides

(KRAUSE, 1993), sendo assim, alteracdes que
venham a afetar tais funcGes podem levar a
infertilidade,  juntos ou  separadamente
(BICUDO, 2007).

As disfungbes do epididimo podem ser
classificadas quanto ao local onde elas ocorrem,
podendo ser disfuncdes da cabega, da cauda ou
de ambos, simultaneamente.

Na disfuncdo da cabeca do epididimo, mesmo
se 0s ductos eferentes estiverem
morfologicamente aparentemente normais, estes
ndo oferecem condicbes para maturagdo
espermatica, observando-se elevado nimero de
espermatozéides com gota citoplasmética
proximal (GCP) no ejaculado e um quadro
caracterizado por alta concentragdo espermatica,
baixa motilidade e alta patologia espermatica,
podendo haver também um quadro de grande
nimero de pecas intermediéarias fortemente
dobradas ou enroladas, geralmente com GCP
anexas, podendo haver fraturas totais ou
parciais, quando existem lisossomos presentes
nas mesmas (VALE FILHO, 1975; VALE
FILHO et al., 1977; 1979; 2011; BICUDO,
2007).

Na disfuncdo da cauda do epididimo, ha
desniveis de sodio e potéssio e aparecimento de
elevado nimero de espermatozdides com cauda
dobrada (10-90%), geralmente envolvendo gota
citoplasmética distal (GCD) no ejaculado, com
quadro espermatico podendo haver alta
concentragdo espermatica, baixa motilidade e
alta  patologia espermatica, com alta
porcentagem de caudas dobradas sem fraturas,
com presenca de GCD (VALE FILHO et al.,
1979; BICUDO et al., 2007; NASCIMENTO e
SANTOS, 2011).

Aspectos genéticos

Genes candidatos

Testis-Specific Protein Y-Encoded (TSPY)

O gene testis-specifc protein Y-ecoded (TSPY)
é um gene multicdpia e foi mapeado no brago
curto do cromossoma Y (Yp) em seres humanos
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com padrdo de expressao testiculo especifico
(ARNEMANN et al.,, 1987; ZHANG et al,,
1992). HAMITON et al.(2009) demonstraram
gue em bovinos o TSPY também esta localizado
no Yp, o que corrobora os achados de VOGEL
et al. (1997), porém neste Gltimo trabalho foi
encontrado um ténue sinal deste gene no braco
longo do cromossoma Y (YQ).

A principal transcricdo prototipica do gene
TSPY, denominada TSPY-S, € expressa
somente nos testiculos, e esta proteina foi
encontrada principalmente em espermatogénias
e, esporadicamente, em  espermatécitos
primérios (SCHNIEDERS et al., 1996). Tal
proteina pertence a uma superfamilia, que inclui
SET e NAP, as quais estdo relacionadas a
ativacdo de fatores de replicacéo
(SCHNIEDERS et al., 1996), fazendo supor que
0 TSPY esteja diretamente relacionado, no
macho, com a espermatogénese, apesar de sua
funcdo exata ainda ndo estar elucidada
(SCHNIEDERS et al., 1996; KIDO E LAU,
2005).

Estudos demonstram que a varia¢do de cOpias
do TSPY estd relacionada aos céanceres
masculinos e problemas reprodutivos. Por
exemplo, no homem, a diminuicdo do ndmero
de copias esta relacionado ao cancer de préstata
e 0s numeros de coépias elevados estdo
associados a infertilidade masculina
(VIJAYAKUMAR et al, 2006;. VODICKA et
al, 2007). GIACHINI et al. (2009) observaram
que a reducdo de cdpias estavam associadas aos
pardmetros  espermaticos  anormais.  Ja
SVACINOVA et al. (2011) ndo observaram
correlacdo entre o ndmero de copias com
fertilidade em seres humanos.

Nos homens, a variacdo do nimero de copias
normal do gene TSPY §é estimada em 20-60
(SCHEMPRP et al., 1995). Estima-se que machos
da espécie bovina tenham entre 50 e 200 cépias
(JAKUBICZKA et al., 1993; MANZ et al.,
1993). Tal achado foi confirmado por
HAMILTON et al. (2009) que demonstraram
gue o nimero de cOpias de TSPY é altamente
variavel entre os touros (45-204), e que a
maioria das 14 racas bovinas estudadas tém, em
média, um ndmero de cépias TSPY similar (94
copias; 88-100), com excecdo do Pardo-Suico,
que obteve a maior média (161 copias; 133-

195) e o “Western Fjord Cattle”, que apresentou
a menor média (63 cdpias; 45-86).

Esta variagdo entre individuos pode estar
relacionada a recombinacdo homéloga ndo
alélica (NAHR) (SKALETSKY et al., 2003;
LIN et al, 2005; REPPING et al., 2006;
JOBLING et al., 2007).

HAMILTON et al. (2009) sugerem que 0
elevado nimero de cépias de TSPY em bovinos,
comparado ao de outras espécies, esta
relacionado & necessidade de producdo da
proteina TSPY no desenvolvimento masculino
das células germinativas ou entdo pode ser um
mecanismo de defesa contra o declinio da
Regido Macho Especifica do Cromossoma Y
(MSY).

Apesar de haver estudos que mostram variacao
no nimero de cépias deste gene no bovino
(JAKUBICZKA et al., 1993; MANZ et al.,
1993; VOGEL et al., 1997; HAMILTON et al.,
2009), ainda ndo foram estimadas correlagdes
entre 0 ndmero de cdpias do TSPY com a
capacidade reprodutiva de animais de racas
zebuinas.
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CAPITULO 2

Artigo 1
Perfil clinico-androldgico e analise comparativa do sémen entre touros normais e
com hipoplasia testicular na raca Gir Leiteiro

Resumo

A raga Gir Leiteiro tem sido alvo de grande interesse em razdo de sua adaptagdo as condicGes climaticas
do Brasil e de sua expressiva producgdo leiteira, mas as vezes com relatos de dificuldades reprodutivas.
Este estudo teve como objetivos caracterizar a freqiiéncia de animais com hipoplasia testicular, bem como
verificar as caracteristicas clinico-androldgicas em touros Gir Leiteiro. O experimento foi realizado em
seis propriedades distribuidas no estado de Minas Gerais, sendo estas divididas em dois grupos com ou
sem suplementacdo nutricional. De 311 touros Gir Leiteiro submetidos a avaliacdo androlégica, em 240
cronologicamente adultos (2-5 anos), 168 apresentaram-se clinicamente normais, enquanto 18 foram
diagnosticados com hipoplasia testicular, com sémen de baixa qualidade (subférteis). A idade, o peso
corporal (PC), a circunferéncia escrotal e a biometria testicular dos animais, além de analises fisicas e
morfoldgicas do sémen foram comparadas. Tourinhos com idades de 14 a 22 meses, com imaturidade
sexual, maturidade sexual retardada, além de outros disturbios androldgicos foram excluidos. Foi
utilizado o software SPSS, as varidveis qualitativas foram comparadas pelo teste Mann-Whitney e
quantitativas pelo teste t de Student (P < 0,05). A hipoplasia testicular ocorreu em 18 (5,79%) de touros
adultos com disturbios reprodutivos e constituiu-se no distirbio mais detectado. Exceto para PC, as
demais variaveis estudadas, diferenciaram (P<0.05) entre touros normais e com hipoplasia testicular,
evidenciando a baixa condicdo fecundante de touros com hipoplasia testicular. Conclui-se que touros com
hipoplasia testicular estdo presentes nos rebanhos estudados com e sem suplementagdo nutricional,
apresentam reduzida fertilidade e ndo devem ser recomendados para reprodugao.

Palavras chave: andrologia, exame androldgico, fertilidade, zebu.
Abstract

The Dairy Gir breed has been the subject of great interest because of their adaptation to climatic
conditions in Brazil and its expressive milk production, but sometimes with reproductive difficulties
reported. This study aimed to characterize the frequency of animals with testicular hypoplasia and
verifying clinical andrological characteristics in Dairy Gir bulls. The experiment was conducted in six
properties distributed in the state of Minas Gerais, which are divided into two groups with or without
nutritional supplementation. 311 Dairy Gir bulls underwent breeding soundness evaluation in 240 adults
chronologically (2-5 years), 168 had to be clinically normal, while 18 were diagnosed with testicular
hypoplasia with low semen quality (sub-fertile). Age, body weight (BW), scrotal biometry of animals in
addition to physical and morphological semen analyzes were compared. Bulls aged 14-22 months with
sexual immaturity, delayed sexual maturity, and other andrological disorders were excluded. SPSS
software was used, qualitative variables were compared by Mann-Whitney test and the quantitative by
Student t-test (P<0.05). Testicular hypoplasia was seen in 18 adult bulls (5.79 %) with reproductive
disorders and constituted the disorder most frequently detected. The parameters studiedrecorded
difference (P <0.05) between normal and testicular hypoplasia bulls, except BW, showing the condition
of low fertile bulls with testicular hypoplasia. It is concluded that bulls with testicular hypoplasia were
present in the herds with and without nutritional supplementation, had reduced fertility and should not be
recommended for reproduction.

Key words: andrology, soundness examination, fertility, zebu.
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Introducéo

No processo de selecdo da raga Gir Leiteiro, a
producdo de leite tem sido o principal foco.
Entretanto, a eficiéncia reprodutiva é importante
para que o sistema de producdo apresente adequado
desempenho econdmico. Assim, quando falhas
reprodutivas sdo detectadas nos touros, estes devem
ser eliminados. Nas situagdes em que o diagnostico
pode ser feito pelo fendtipo, estes sdo rapidamente
excluidos. Por outro lado, a deteccdo tardia da
subfertilidade acarreta prejuizos.

A hipoplasia testicular, um defeito congénito
caracterizado pela falha no desenvolvimento do
epitélio seminifero, é considerada uma importante
causa da falha reprodutiva em  touros
(NASCIMENTO e SANTOS, 2011).

Desde a década de 30, com ao relato da hipoplasia
testicular em bovinos feito por LANGERLEF
(1934, citado por SETTERGREEN e MCcENTEE,
1998), este distlrbio tem sido descrito por diversos
autores demonstrando uma freqiiéncia de 5 a 15%,
tanto em Bos taurus taurus (HAQ, 1948;
KNUDSEN, 1961a; 1961b; VALE FILHO et al.,
1979; VALE FILHO e PINTO, 1988;
SETTERGREEN e McENTEE, 1998) quanto nos
Bos taurus indicus, inclusive na raca Gir
(KODAGALI et al., 1968; 1971; VALE FILHO et
al., 1979; VALE FILHO e PINTO, 1988).

Objetivou-se com este trabalho comparar 0s
aspectos clinico-androl6gicos e de qualidade de
sémen de touros normais e com hipoplasia
testicular, em seis rebanhos Gir Leiteiro referéncia
no estado de Minas Gerais.

Material e Métodos

O presente experimento foi aprovado pelo Comité
de Etica em Experimentagio Animal da UFMG, na
reunido do dia 23/11/2011, sendo protocolado no
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia Animal —
EV/UFMG com o n° de protocolo 227/11.

Das propriedades

O estudo foi desenvolvido em coletas realizadas em
seis fazendas particulares, distribuidas no Estado de
Minas Gerais: Fazendas 1, 2 e 5 localizam-se na
regido central do Estado. O clima da regido central é
do tipo subtropical umido (classificagdo climética
de Koppen-Geiger: Cwa), temperatura anual média
de 22,1°C e precipitagdo média de 1.442,0 mm
(BRASIL, 1992). Os animais foram mantidos a
pasto recebendo suplementacdo nutricional (CS),
composta de racdo concentrada contendo 14% de
proteina bruta (PB), na estacdo chuvosa do ano. Na
estacdo seca do ano, os animais foram alimentados
com silagem de milho ou cana-de-aglcar,mais
suplementagdo concentrada contendo 14% PB. A
média da produgdo de leite anual por matriz foi
6.000 kg.

A fazenda 3 localiza-se na regido Norte do Estado
que apresenta clima tropical com estacdo seca
(Classificacdo climatica de Koppen-Geiger: Aw),
temperatura anual média de 24,5°C e precipitacdo
anual média de 876 mm (BRASIL, 1992). Os
animais foram mantidos a pasto com suplementacdo
nutricional concentrada contendo 14% PB, na
estagcdo chuvosa do ano. Na estacdo seca do ano, 0s
animais receberam silagem de milho mais
suplementagdo concentrada contendo 14% PB. A
média de produgdo de leite anual por matriz foi
5.500 kg.

A fazenda 4 localiza-se na regido Centro-Oeste do
Estado que apresenta clima subtropical Umido
(Classificacdo  climatica de  Koppen-Geiger:
Cwa),temperatura anual média de 20,7°C e
precipitagdo anual média de 1.426,3 mm (BRASIL,
1992). Os animais foram mantidos a pasto com
suplementagdo nutricional concentrada contendo
14% PB, na estacdo chuvosa do ano. Na estacdo
seca do ano, os animais foram alimentados com
silagem de milho mais suplementacdo concentrada
contendo 14% PB. A média de producdo de leite
anual por matriz foi 5.500 kg.

A fazenda 6 localiza-se na regido Norte do Estado
que apresenta clima tropical com estacdo seca
(Classificacdo climatica de Koppen-Geiger: Aw),
temperatura anual média de 24,4°C e precipitacdo
anual média de 916 mm (BRASIL, 1992). Os
animais foram mantidos a pasto (SS) o ano todo
com fornecimento de sal mineral ad libitum. A
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média de produgdo de leite anual das matrizes foi
2.500 kg.

As fazendas foram agrupadas quanto ao tipo de
suplementagdo, formando assim, dois grupos:
animais com suplementacdo nutricional (CS = 218),
constituido pelas fazendas de 1 a 5, e animais sem
suplementagdo nutricional (SS = 93), constituido
pela fzenda 6.

Dos animais

Dos 311 touros Gir Leiteiro (Figuras 1 e 2)
submetidos a avaliacdo androldgica (2009-2012),
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resultante de sele¢Bes prévias ao desmame e ao
sobre ano com eliminacdo daqueles com problemas
fenotipicos  facilmente  detectaveis, 240 se
apresentaram  cronologicamente adultos (23-60
meses).

Destes, 168 apresentaram-se clinicamente normais,
enquanto 18 foram diagnosticados com hipoplasia
testicular, com sémen de baixa qualidade,
apresentando-se subférteis, e o restante dos animais
adultos (n=54) apresentava outros distlrbios
espermaticos como imaturidade sexual, maturidades
sexual retardada, criptoquidismo, espermiogénese
imperfeita, degeneracdo testicular e disfuncdes da
cabeca e da cauda do epididimo.

Figura 1: Animais oriundos da fazenda 4, pertencentes ao grupo com suplementacéo nutricional;
Figura 2: Animais oriundos da fazenda 6, pertencentes ao grupo sem suplementacdo nutricional.

Para cada animal foram anotados: o nome, o
nimero de registro, a data de nascimento, o
nome do pai, 0 nome da mée, bem como o peso
vivo (PV) e as biometrias dos testiculos no
momento da realiza¢do das coletas de sémen. O
peso foi mensurado individualmente em balanca
mecanica tipo tronco. o perimetro escrotal (CE)
foi mensurado com fita milimétrica no seu local
de maior didmetro, envolvendo gbnadas e pele
escrotal. O comprimento (CT) e a largura (LT)

dos testiculos foram mensurados individualmente
com a utilizacdo de um paquimetro.

Pela biometria foi estabelecidos o volume testicular
utilizando-se a formula proposta por FIELDS et al.
(1979) e UNANIAN et al. (2000): VOL =2 [() x &
x h], onde r = raio calculado utilizando a largura
(LT/2), h = comprimento testicular, e = = 3,14.
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Para estabelecer a idade em que os animais
atingiram a maturidade, estes (n=277, classificados
€omo normais, imaturos ou com maturidade sexual
retardada) foram divididos de acordo com a faixa
etaria, sendo distribuidos em cinco grupos: G1 = 12
a 17 meses; G2 = 18 a 23 meses, G3 = 24 a 30
meses, G4 = 31 a 40 meses, e G5 =41 a 60 meses.

Exame Androldgico

A CE foi mensurado com fita milimétrica no
seu local de maior didmetro, envolvendo
gbnadas e pele escrotal. O comprimento (CT) e
a largura (LT) dos testiculos foram mensurados
individualmente com a utilizagdo de um
paquimetro.

Pela biometria foi estabelecido o volume
testicular por meio da férmula proposta por
FIELDS et al. (1979) e UNANIAN et al. (2000):
VOL =2 [(r}) x  x h], em que r = raio calculado
utilizando a largura (LT/2), h = comprimento
testicular, e = 3,14.

As colheitas das amostras de sémen foram
realizadas em todos os animais (n=311) por meio de
eletro-ejaculacdo, em tubos conicos graduados. No
momento da colheita, uma gota do sémen era
posicionada em lamina para avaliacdo do
turbilhonamento espermético (0-5), outra gota foi
posicionada em Idmina sob laminula para a
avaliacdo da motilidade espermética progressiva
(MOT - % de espermatozoides mdveis) e do vigor
espermético (0-5) em microscopia Gtica com
aumento de 100 x. Uma aliquota de 20uL da
amostra de sémen foi diluida em 1000puL de uma
solucdo do formol-salino a 1% para posterior
avaliacdo da concentragdo espermética em camara
de Neubauer. Outra aliquota de sémen foi utilizada
para avaliagho da morfologia esperméatica
(percentual de defeitos espermaticos maiores (DM),
menores (dm) e totais (DT) e de espermatozéides
normais) (CBRA, 1998) em prepara¢do Umida para
microscopia de contraste de fases (BARTH E OKO,
1989). Tais amostras foram analisadas no
Laboratério “Multi-Usuario”, do Departamento de
Zootecnia da Escola de Veterinaria da UFMG.

Classificacdo dos Touros Quanto a Aptidao
Reprodutiva Baseada no espermiograma.

Os animais foram classificados quanto a aptiddo
reprodutiva baseada na andlise do espermiograma
de acordo com a Tabela 1.

Tabelal - Classificacdo dos touros quanto a aptiddo

reprodutiva
Classificacdo Caracteristica* Fonte
Normal MOT > 60%; BLOM, 1973;
DM < 15%; GARCIA et al,
DT <30% 1987;
VALE FILHO et
al., 1989b
Imaturo MOT <60%; CBRA 1998;
DM > 15%; GARCIA et al,
DT > 30%; 1987,
Qualquer DM  VALE FILHO et
individualmente > al,, 1979
5%;
Idade < 24 meses
Maturidade MOT < 60%; GARCIA et al,
sexual retardada DM > 15%; 1987;
DT > 30%; VALE FILHO et
Qualquer DM al, 1979
individual> 5%;
Idade > 24 meses
Hipoplasia Assimetria testicular;  BICUDO et al,
testicular Baixa concentracao; 2007,
Baixa MOT; NASCIMENTO E
Alta patologia  SANTOS, 2011;
espermatica; STEFFEN, 1997,
Azoospermia; VALE FILHO et
Idade > 24 meses al., 1986; 2010
Degeneracéo Baixa concentracao; BICUDO et al,
testicular Baixa MOT; 2007,
Alta patologia VALE FILHO et
espermatica; al,, 2010
J4 se apresentou
normal anteriormente
Criptorquidia Auséncia de um ou NASCIMENTO E
ambos os testiculos SANTOS, 2011;
na bolsa escrotal
Disfungdo  da  Alta concentracdo; BICUDO et al,
cabega do Baixa MOT; 2007;
epididimo Alta porcentagem de  VALE  FILHO,
GCP; 1975;
Alta porcentagem de  VALE FILHO et
Pl fraturadas al, 1977;1979;
2011,
Disfungdo  da  Alta concentracio; BICUDO et al,
cauda do Baixa MOT; 2007,
epididimo Alta porcentagem de VALE  FILHO,
GCD; 1975;
Sem Pl fraturadas VALE FILHO et
al,, 1977;1979;
2011,
Espermiogénese  Defeitos no GARCIA, 1971,
Imperfeita acrossoma; VALE  FILHO,
“Knobben Sperm” 1979

* MOT = motilidade espermatica progressiva; DM = defeitos
espermaticos maiores; DT = defeitos espermaticos totais; GCP =
gota citoplasmética proximal; GCD = gota citoplasmatica distal

31



Classificacdo dos Touros Quanto a Aptidéo
Reprodutiva Baseada na CAP

a “Classificacdo Androlégica por Pontos”,
(CAP; VALE FILHO, 1989; 2001), conforme

Tabela 2.

Para classificar os animais normais (n = 168)
quanto ao seu potencial reprodutivo foi utilizada

Tabela 2 - CAP- Classificacdo Androldgica por Pontos, para touros Bos taurus indicus e Bos taurus taurus

(Excelente) (Bom) (Regular) (Fraco)
Motilidade espermatica
Vigor (1-5) Vigor 5 Vigor 4-5 Vigor 4 Vigor 3 (0-3)
Progressiva (%) Acima de 70 60-70 50-60 Abaixo 50
Total de Pontos 20 12 10 3
Morfologia espermatica
Defeitos maiores (%) Abaixo de 10 10-19 20-29 Acima de 29
Total de defeitos (%) Abaixo de 25 26-39 40-59 Acima de 59
Total de Pontos 40 25 10 3
Circunferéncia escrotal
Idade (meses)**
Bos taurus indicus Bos taurus taurus
12-17 06-08 Acima de 26 cm 24 —26 cm Abaixo 24 cm Abaixo 24 cm
18-23 09-11 Acima de 30 cm 27-30cm Abaixo 27 cm Abaixo 27 cm
24-30 12-14 Acima de 34 cm 30-34cm Abaixo 30 cm Abaixo 30 cm
31-40 15-20 Acima de 36 cm 31-36cm Abaixo 31 cm Abaixo 31 cm
41-60 21-30 Acima de 38 cm 32-38cm Abaixo 32 cm Abaixo 32 cm
>60 >30 Acima de 39 cm 34-39cm Abaixo 34 cm Abaixo 34 cm
Total de Pontos 40 25 10 10

** Proposta por VALE FILHO (1989a); VALE FILHO et al., 2010; 2011.

Estatistica

Em primeiro lugar realizou-se uma analise
descritiva dos dados obtendo-se as porcentagens
de cada disturbio nos animais estudados.

Para a deteccdo da idade em que os animais
atingiram a maturidade, as variaveis: defeitos
espermaticos maior (DM), defeitos espermaticos
totais (DT) e gota citoplasméatica proximal
(GCP), caracteristicas principais de imaturidade
sexual, foram comparadas pela andlise de
variancia (ANOVA) e a suas médias pelo teste
de Bonferroni.

Os dados dos animais clinicamente normais
(n=168) e daqueles com hipoplasia testicular (n
= 18) foram analisados considerando-se o grupo
nutricional, conforme € descrito a seguir.

A condigdo grupos de tipo de suplementacdo em
funcdo do diagnostico (normal ou com

hipoplasia testicular) foi avaliada pelo teste do
Chi-Quadrado (P < 0,05).

O turbilhonamento, a motilidade, o vigor
espermatico, os defeitos esperméaticos maiores,
os defeitos espermaticos totais e a CAP, por
serem escores subjetivos, foram submetidos a
analise ndo-paramétrica (SAMPAIO, 2007), e
avaliados pelo teste Mann-Whitney (P < 0,05)
para comparacdo entre touros clinicamente
normais e hipoplasicos.

As variaveis quantitativas (idade, concentragao,
CE, comprimento do testiculo direito, largura do
testiculo direito, volume do testiculo direito,
comprimento do testiculo esquerdo, largura do
testiculo esquerdo, volume do testiculo
esquerdo, diferenca entre o comprimento dos
testiculos, diferenca entre a largura dos
testiculos) foram avaliadas pelo teste t de
Stundent (P < 0,05).

Todas as analises estatisticas foram realizadas
utilizando-se o software SPSS, versao 17.0.
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Resultados e Discussao

Na Tabela3 observa-se que 0s animais oriundos
das propriedades onde se faz a suplementacéo
nutricional foram mais pesados que os oriundos
de  propriedades que ndo  receberam
suplementacdo. Estes resultados corroboram os
relatados por CORREA et al. (2006), que em
tourinhos Tabapua distribuidos em trés manejos
nutricionais, observaram que aqueles que os
animais alimentados com dieta mais balanceada
atingiram maior peso e apresentaram melhores
parametros espermaticos.

Na Tabela 4 é apresentada a distribuicdo
percentual de defeitos espermaticos maiores
(DM) e totais (DT) e da presenca de gota
citoplasmatica proximal (GCP), segundo a faixa
etaria dos 277 animais classificados como:
normais, imaturos e com maturidade sexual
retardada.

Tabela 3- Média dos pesos e idades (meses)
dos311 touros Gir Leiteiro em fungdo do tipo de
suplementacdo fornecida pela fazenda de
origem, no estado de Minas Gerais

Grupo de n Idade (meses) Peso Valor
Nutri¢do + EPM (KG) p**
+

EPM
Com 218 25,64 +0,61 458,71 <
suplementagio +6,68%° 0,001
Sem 93 27,06 +0,44 379,11
suplementacio +6,15°
Total de 311  26,07+045 434,90
animais 45,44

In = namero total de animais em cada grupo de nutrigo,
EPM = erro padrédo da média.

*Letras mailsculas distintas na coluna indicam média de
peso vivo diferentes pelo teste t de Student.

**Valor P para o teste t de Student.

Tabela 4 — Percentual médio de gota citoplasmatica proximal em 277 tourinhos da raca Gir Leiteiro,
classificados como clinicamente normais, imaturos sexualmente e com maturidade sexual retardada em

func¢do da faixa etéria.

Faixa Etaria N Idade DM + EPM DT + EPM GCP + EPM
(meses) (meses) (%) (%)**
12a17 39 15,13 +0,27 42,51 +7,76" 47,330,277 17,92 +3,42%
18a23 60 20,12 +4,17 31,70 £4,174 39,42 +4,22* 14,28 +3,08*
24230 117 26,88 +0,16 14,08 +1,39% 21,59 +1,64°8 2,62 +0,838
31a40 47 34,70 +0,48 12,25 +1,69°% 18,55 +1,778 1,96 +0,52°8
41 a 60 14 45,21 +1,46 11,00 1,008 16,64 +1,19° 0,57+ 0,23°

*n = Numero de animais em cada faixa etéria; Idade = idade média dos animais; DM = porcentual médio dos defeitos espermético
maiores; DT= porcentual médio dos defeitos espermatico totais; GCP = porcentual médio de gota citoplasmatica proximal. EPM =

erro padrao da média.

** |_etras mailsculas distintas na coluna indicam média de DM, DT e GCP diferentes pelo teste de Bonferroni (p < 0,05).

Observa-se que & medida que 0s animais véo
ficando mais velhos até a idade adulta a
porcentagem de DM, DT e GCP tende a
diminuir. Observa-se ainda que as médias de
DM (42,51 e 31,70%), DT (47,33 e 39,42%) e
GCP (16,93 e 13,29%) das faixas etarias 1 e 2,
respectivamente, ainda  estdo  elevadas,
caracterizando os animais como imaturos, ja que
0s mesmos ndo atingiram 24 meses de idade
(CBRA, 1998), ja animais das faixas etaria 3, 4
e 5 j& se encontrava maturo com as
porcentagens de DM, DT e GCP consideradas
dentro da normalidade clinica, segundo as
normas do CBRA (1998).
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Figura 3 — Distribuicéo da porcentagem de defeitos espermaticos maiores, defeitos espermaticos totais e
gota citoplasmatica proximal em fungdo da faixa etaria 2 (18 a 23 meses) de 60 tourinhos da raca Gir

Leiteiro

Na Figura 3 observa-se a distribuicdo da
porcentagem de GCP na faixa etdria 2 (18 a 23
meses), podendo-se observar que a partir dos 23
meses de idade a maioria dos animais ja
atingiram a maturidade, com DT, DM e GCP
menores que 30, 15 e 6%, respectivamente.
Estes dados sdo mais baixos que os para ragas
zebuinas, as quais podem atingir a maturidade
sexual entre 30 a 36 meses em diferentes niveis
nutricionais(FONSECA et al., 1989, VALE
FILHO et al.,, 1989a), e mais tardio que o0s
registrados por GUIMARAES (1993), que em
estudo em animais da raga Gir, observou
maturidade sexual aos 20 meses. A diferenga
observada entre o trabalho de GUIMARAES
(1993) e o presente estudo, pode ser atribuida ao
nimero de coletas de dados, pois GUIMARAES
(1993) acompanhou 0s animais dos 12 aos 24

meses, com coletas periddicas. No presente
trabalho foi feita apenas uma coleta por animal.

Na Tabela 5 séo apresentadas as freqiiéncias dos
distlrbios androldgicos observados nos seis
rebanhos Gir Leiteiro estudados, distribuidos
em dois grupos CS e SS.

Quanto a hipoplasia testicular, observou-se
freqiéncia de 5,79 %, em 311 touros
examinados, sendo que nos  animais
suplementados (n=218) a freqliéncia foi 4,6 % e
nos animais ndo suplementados (n=93) 8,6 %,
provavelmente em vista de uma maior pressao
de selecdo feita nas propriedades que
suplementavam seus animais. VALE FILHO et
al.  (1979) encontraram frequéncia deste
distirbio em animais de ragas indianas
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“standard pedigree” (n=392) e “high pedigree”
(n=231) de 3,8 e 5,6 %, respectivamente. No
mesmo estudo foi observado para ragas
zebuinas, européias, compostas e animais
mesticos Y2 sangue, num total de 628 animais
“standard pedigree” e 344 “high pedigree”,
respectivamente 6,5 e 11,48 %, com hipoplasia
testicular.

Quanto a hipoplasia testicular, observou-se
freqiéncia de 5,79 %, em 311 touros
examinados, sendo que nos  animais
suplementados (n=218) a freqiiéncia foi 4,6 % e
nos animais ndo suplementados (n=93) 8,6 %,

provavelmente em vista de uma maior pressao
de selecdo feita nas propriedades que
suplementavam seus animais. VALE FILHO et
al. (1979) encontraram freqiiéncia deste
distrbio em animais de ragas indianas
“standard pedigree” (n=392) ¢ “high pedigree”
(n=231) de 3,8 e 5,6 %, respectivamente. No
mesmo estudo foi observado para racgas
zebuinas, européias, compostas e animais
mesticos %2 sangue, num total de 628 animais
“standard pedigree” e 344 “high pedigree”,
respectivamente 6,5 e 11,48 %, com hipoplasia
testicular.

Tabela 5 — Freqiiéncia de distdrbios androlégicos detectados em 112 touros Gir Leiteiro, de um total de
311 avaliados, originarios de dois grupos de fazendas (CS ou SS), em Minas Gerais

Grupo de Fazendas

CS (n=218) SS (n=93) Todas
Diagndstico n (%) n (%) n(%)
Hipoplasia Testesticular* 10 (4,6) 8 (8,6) 18 (5,79)
Suspeitos de HT 5(2,3) 2(2,2) 7 (2,25)
Imaturidade Sexual. 56 (25,) 6 (6,5) 62 (19,94)
Maturidade Sexual Retardada 8 (3,67) 8 (8,6) 16 (5,14)
Espermiogénese Imperfeita 1(0,5) 1(1,1) 2 (0,60)
Degeneracao Testicular 1(0,5) 1(0,32)
Criptorquidismo 1(0,5) - 1(0,32)
Disfuncéo do Epididimo (cabega) 3(1,4) - 3(1,4)
Disfuncéo do Epididimo (cauda) 2(0,9) - 2 (0,64)
Total 87(39,9) 25(26,9) 112 (36,36)

**Teste Chi-Quadrado (p >0,05).

Quanto & hipoplasia testicular, observou-se
freqiéncia de 5,79 %, em 311 touros
examinados, sendo que nos  animais
suplementados (n=218) a frequiéncia foi 4,6 % e
nos animais ndo suplementados (n=93) 8,6 %,
provavelmente em vista de uma maior pressao
de selecdo feita nas propriedades que
suplementavam seus animais. VALE FILHO et
al. (1979) encontraram frequéncia deste
distirbio em animais de ragas indianas
“standard pedigree” (n=392) e “high pedigree”
(n=231) de 3,8 e 5,6 %, respectivamente. No
mesmo estudo foi observado para racas
zebuinas, européias, compostas e animais
mesticos %2 sangue, num total de 628 animais
“standard pedigree” e 344 “high pedigree”,

respectivamente 6,5 e 11,48 %, com hipoplasia
testicular.

Em outro estudo, VALE FILHO et al. (1986)
observaram também em animais zebuinos
“standard pedigree” (n=218) e “high pedigree”
(n=213) as frequéncias de casos de hipoplasia
testicular de 11,5 e 14,5%, respectivamente.
Ainda, VALE FILHO e PINTO (1988), em
1011 touros de ragas zebuinas observaram
freqUéncia de 5,34% de hipoplasia testicular,
com animais da raga Gir “standard pedigree” e
“high pedigree” apresentavam frequiéncia de 7,7
e 6.9%, respectivamente. J& GOIOZO et al.
(2005) em experimento com 80 touros da raca
Nelore, com média de idade de 26 meses,
criados no estado de Goias, observaram 15% de
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animais  hipoplasicos. Comparando  estes
resultados com os do presente estudo e
considerando que houve uma sele¢do prévia
dentro das propriedades, dos animais entre a
desmama e o sobre ano, onde aqueles com uma
assimetria testicular acentuada sdo eliminados,
constata-se que a hipoplasia testicular é um
problema que esta presente nos rebanhos
zebuinos em uma prevaléncia subestimada.

Pelo teste do Chi-Quadrado (Tabela 5), ndo
houve associacdo nem de grupo de fazenda, nem
de grupo de idade (p > 0,05), quando se
desconsidera os animais com idade inferior a 23
meses, sobre a frequéncia de animais com
hipoplasia testicular nos rebanhos estudados.
Isto demonstra que a presenga de hipoplasia
testicular em um rebanho ndo esta relacionada a
fatores externos ao animal como clima, manejo,
ou nutri¢do, sugerindo que o principal fator é de
ordem genética.

Sete animais com idade inferior a 23 meses,
sendo cinco no grupo de fazendas com
suplementacgdo e dois no grupo de fazendas sem
suplementacdo, foram considerados suspeitos de
hipoplasia  testicular, por  apresentarem
assimetria testicular e pardmetros espermaticos
inadequados segundo o CBRA (1998). Isto foi
feito para se evitar uma possivel contaminacéo
no grupo de animais hipoplasicos, uma vez que
o perfil espermatico de animais imaturos e
daqueles com hipoplasia se assemelhavam

(VALE FILHO et al., 1979; 1986; 2010 VALE
FILHO E PINTO, 1988).

A imaturidade sexual com simetria testicular é
considerada normal até 24 meses de idade. Por
outro lado, a maturidade sexual retardada pode
ter relacdo genética, de meio ambiente
desfavoravel ou do somatorio de ambos (VALE
FILHO et al.,1979; 1986). Assim a freqiéncia
observada de 5,14% (16 touros) nessa categoria
é considerada alta. Maior pressdo na selegdo
genética para maturidade sexual precoce é
sugerida, ou de maior atencdo no manejo
nutricional.

Contrariamente, o indice de degeneragdo
testicular registrado foi baixo, contrapondo os
achados de varios estudos (NASCIMENTO e
SANTOS, 2011; BICUDO, 2007; VALE
FILHO et al. 1979) , onde este distlirbio foi
considerado a principal causa da reducdo de
fertilidade em touros mais velhos (OLIVEIRA
FILHO, 1981), que trabalharam com animais
zebuinos entre 6 e 9 anos de idade.

Quanto ao testiculo afetado, a hipoplasia
testicular pode ser classificada como uni ou
bilateral, sendo o testiculo esquerdo afetado
com maior freqiiéncia (VALE FILHO et al.,
1988; MCENTEE, 1990; LADDS, 1993;
STEFFEN, 1997). Os achados neste estudo
corroboramos autores citados acima, como
demonstrado na Tabela 6.

Tabela 6 - Prevaléncia da hipoplasia testicular em 18 touros Gir Leiteiro de 23 a 60 meses de idade,
oriundos de seis fazendas, de Minas Gerais, quanto ao(s) testiculo(s) afetado(s)

CE TD TE
N. %
(cm) £ EPM (CT x LT cm + EPM) (CT X LT cm + EPM)
Hipoplasia esquerda 10 55,56 31,10 £1,36 12,20+0,47 x 7,36+0,44 8,67+0,79 x 5,47+0,36
Hipoplasia direita 6 33,33 31,470,77 9,94 +0,29x 6,34+0,50 11,26+0,39x 7,16+0,44
Hipoplasia bilateral 2 1111 27,5 1,00 7,840,20x 5,05+0,05 8,2+ 0,2x 4,95+0,35

IN.= nmero total de animais afetados, % = porcentagem de animais afetados, CE = circunferéncia escrotal, TD = testiculo direito,
TE = testiculo esquerdo, CT = comprimento testicular, LT = largura testicular, EPM = erro padrdo da média.

Sob o ponto de vista clinico-anatomopatolégico,
a hipoplasia gonadal no macho pode ser
dividida em leve, moderada e grave. Em casos
de hipoplasia grave, os tabulos seminiferos
apresentam-se com o didmetro menor e
cercados por células de Sertoli, pela lamina
basal geralmente com espermatogénias que ndo

mostram atividade mitdtica. A membrana basal
se apresenta espessada e hialinizada com
aumento do tecido conjuntivo peritubular. As
células de Leydig se apresentam em nimero
aumentado comparadas as do testiculo normal
(NASCIMENTO e SANTOS, 2011); estes casos
podem ser também classificados como arrested
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spermiogenesis (LAGERLOF, 1948 citado por
SETTERGREEN E MCENTEE, 1998; VALE
FILHO et al.,, 1979; ROBERTS, 1986). Isto
pode explicar o fato de alguns animais
apresentarem um quadro de azoospermia ou
oligospermia grave. No presente estudo foram
observados trés casos de azoospermia ou
oligospermia grave (16,67 %), num total e 18
animais hipoplasicos. Esses animais
apresentaram diferenca entre os testiculos maior
que 1,0 cm de comprimento e 0,5 cm de largura,
além de um quadro de azoospermia no ejaculado,
conforme mostrado na Tabela 7 e Figura 4.

Na hipoplasia moderada, 50% ou mais dos
tibulos geralmente estdo envolvidos, enquanto
nos tubulos remanescentes ha graus variados de
atividade espermatogénica. Na maioria dos
tubulos, a atividade de diferenciacdo ocorre
somente até o estadio de espermatdcitos. Além
da vacuolizacdo dos tubulos seminiferos, estdo
presentes também células gigantes

multinucleadas em namero variavel no ldmen
do tlbulo (McENTEE, 1990; LADDS, 1993).
Esse foi o tipo de hipoplasia mais observado
neste trabalho, onde 77,78% (n = 14) dos
animais apresentavam hipoplasia moderada,
conforme Tabela 7.

Na hipoplasia leve, somente alguns tabulos
seminiferos sdo hipopléasicos, mas na maioria deles
h4 atividade mitogénica além do estadio de
espermatocitos, com  espermatogénese  ativa
(NASCIMENTO e SANTOS, 2011). Embora possa
haver infiltracdo de células inflamatorias
(linfécitos), esta ndo € uma caracteristica comum da
hipoplasia. O diagnostico da hipoplasia testicular
leve normalmente é dificil, uma vez que os
testiculos estdo clinica e macroscopicamente pouco
alterados e a fertilidade do touro esti praticamente
normal (LADDS, 1993; STEFFEN, 1997).
Somente um animal (5,55%), no presente estudo,
apresentou-se com hipoplasia leve, conforme
demonstrado na Tabela 7.

Tabela 7 - Niveis de expressividade clinica-testicular e de qualidade de sémen em touros da raca Gir
Leiteiro, entre 23 e 60 meses, com hipoplasia testicular, oriundos de seis rebanhos, do Estado de Minas

Gerais.
Hipoplasia Turb. Mot. Vig. Conc. DM DT -
. N. % . Caracteristicas®
Testicular (0-5) (%) (0-5) x10°%/ml (%) (%)
Grave 3 16,67 0 0 0 0 - A;o_ospermig
Oligiospermia
Def. de cab.;
Moderada 14 77,78 1,92 45 3,71 285,35 29,57 37,35 G.C.P; P.L; Def.
cauda;
Leve 1 5,55 3 50 5 300,00 22 28 Sémen quase

normal

1Def. de cab. = defeito de cabega, G.C.P. = gota citoplasmatica proximal;P.I. = defeito de peca intermediaria; Def. cauda = defeito

de cauda; G.C.D. = gota citoplasmatica distal.
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Figura 4: Animais 1, 2 e 3 apresentam hipoplasia testicular com graus de assimetria diferentes; Animal 4

¢ clinicamente normal.

A circunferéncia escrotal (CS = 34,59 cm; SS =
31,1 cm), os comprimentos testiculares direito
(CS = 12,11 cm; SS = 10,33 cm), e esquerdo
(CS =11,88 cm; SS = 10,34 cm), e as larguras
testiculares direita (CS = 7,36 cm; SS = 6,06
cm) e esquerda (CS = 7,28 cm; SS = 6,04 cm),
dos grupos de animais diferiram (p <0,05). Isto
pode ser explicado pelo modo de manejo
adotado pelas fazendas, aqueles animais que
receberam suplementacdo nutricional (CS),
apresentaram biometrias testiculares maiores do
que os ndo suplementados (SS) e criados em um
sistema extensivo, uma vez que O peso esta
diretamente relacionado as medidas testiculares,
0 que vai de acordo com achados de CORREA
(2006), o qual encontrou, em touros da raca
Tabapud jovens até 2 anos de idade, correlagdo
positiva entre  suplementacdo  alimentar,
biometrias testiculares e caracteristicas fisicas
do sémen.

As médias da CE observadas principalmente
dos animais normais (33,68 cm; Tabela 8)
foram maiores que as encontradas por
SCHMIDT-HEBBEL et al. (2000) em estudo
com animais na raga Gir, com idades entre 426
a 751 dias, em que a média foi 31,57 cm, o
mesmo ocorrendo com as biometrias testiculares
(comprimentos e larguras dos testiculos direito e
esquerdo, respectivamente, 10,38; 10,43; 6,91
e 6,93 cm), enquanto no presente estudo 0s
comprimentos foram 11,51 e 11,52 cm e largura

6,26 e 6,20cm, respectivamente, para 0S
testiculos direito e esquerdo. No entanto, foram
menores que os valores encontrado por VALE
FILHO et al. (1979) em touros de ragas
zebuinas (largura dos testiculos esquerdo e
direito, 8,81 e 8,60 cm, respectivamente).

Também, pode-se observar na Tabela 8 que a
CE dos animais com hipoplasia testicular é
menor que a dos animais normais, 0 que pode
ser explicado pelo ndo desenvolvimento de um
ou mais componentes celulares dos tabulos
seminiferos. Essa alteragdo ocorre em
associacdo com diversos outros fatores, dentre
0s quais se destacam os distdrbios nos
desenvolvimentos, genéticos e cromossdmicos
(LADDS, 1993; JONES et al, 2000;
NASCIMENTO e SANTOS, 2011). GOIOZO
et al. (2003) avaliaram o efeito da hipoplasia
sobre o CE de touros da raca Nelore e
concluiram que animais com hipoplasia
testicular leve ou moderada ndo apresentaram
diferenga significativa na CE comparados
aqueles com testiculos normais, o que corrobora
os achados deste estudo em animais SS (P>0,05;
Tabela 9), porém contrario ao encontrado, com
animais CS ou quando se consideram todos os
animais em conjunto, desconsiderando o grupo
nutricional de origem, onde houve diferenca da
CE (p < 0,05; Tabelas 8 e 10) entre animais
normais e hipopléasicos.
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Tabela8 — Médias de peso corporal, circunferéncia escrotal (CE), biometrias testiculares de touros Gir
Leiteiro clinicamente normais (n = 168) e com hipoplasia testicular (n=18).

Animais
Parametrot Normal Hipoplasia Testicular Valor-P*
(£ EPM) (£ EPM)

Peso Corporal (kg) 467,64 (+7,54) 448,28 (+20,23) > 0,05
CE (cm) 33,68 (£0,29) 30,82 (+0,83) <0.01
Comprimento TD(cm) 11,51 (+0,11) 10,96 (+0,46) > 0,05
Largura TD (cm) 6,92 (+0,08) 6,76 (+0,34) > 0,05
Volume TD (cm®) 908,2 (+28,29) 870,54 (+113,70) > 0,05
Comprimento TE (cm) 11,52 (£0,11) 9,48 (+0,54) < 0,001
Largura TE (cm) 6,94 (+0,08) 5,98 (+0,31) <0,01
Volume TE (cm®) 910,76 (+27,62) 603,12 (+85,27) <0,011
Diferenca de Comprimento 0,24 (+0,01) 2,44 (+0,60) < 0,001
Diferenca de Largura 0,22 (+0,01) 1,36 (£0,28) <0,01
Diferenca de Volume 53,57 (+3,88) 447,06 (£100,57) < 0,001

TD = testiculo direito, TE = testiculo, EPM = erro padrio da média

*Valor-P para teste t de Student.

Quando se comparam comprimentos, larguras e
volumes testiculares, entre animais normais e
hipoplasicos, observa-se entre os animais CS
(Tabela 9) diferengas entre 0s comprimentos,
larguras e volumes testiculares esquerdos (p <
0,05), poréem o mesmo ndo ocorre nas
biometrias direitas deste grupo e em nenhuma
biometria (direita ou esquerda) do grupo de
animais SS (P > 0,05 Tabela 10). Uma
explicacdo para isto seria que quando se
comparam animais sem considerar a posi¢do do
testiculo hipoplésico, os resultados podem estar
mascarados. Para solucionar tal problema,
foram comparadas as diferengas entre
comprimento, largura e volume testicular, entre
o0s testiculos assimétricos (maior e o menor),
que foram diferentes (P < 0,05, Tabelas 9 e 10)
entre 0s animais normais e os com disturbio,
tanto para CS quanto para SS. Estas diferencas
entre as biometrias testiculares podem ser
explicadas, pela menor érea dos tabulos
seminiferos, com baixa ou sem presenca de

espermatogénese, membrana basal espessada, as
vezes mielinizada, com células de Sertoli, e
espermatogdnias com baixa atividade mitdtica,
que normalmente sdo observadas no testiculo
hipoplésico, levando a reducdo no tamanho do
mesmo (NASCIMENTO E SANTOS, 2011).

A concentracdo espermatica ndo sofreu
interferéncia dos grupos CS e SS (p > 0,05),
uma vez que apos a separagdo dos animais
normais e hipoplasicos, somente animais
completamente maduros ou com o distdrbio
foram selecionados. Entretanto 0s animais
normais apresentaram concentragdo média (P <
0,05, Tabela 11) maior do que dos animais
hipopléasicos (591,10 e 269,17 x 10%ml,
respectivamente). VALE FILHO et al. (1979)
encontraram, em animais com hipoplasia
gonadal da raca Hostein vermelho e branco,
concentracdo maior (476 x 10%ml) que a
registrada neste estudo.
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Tabela 9 — Médias de peso e biometria testicular de touros Gir Leiteiro CS normais clinicamente (n=105)
e com diagndstico de hipoplasia testicular (n=10)

Variavel* Com Suplementagéo
Diagnostico N Média (+EPM) Valor P*
Peso Corporal (kg) Normal 105 515,63 +0,70 >0,05
Hipoplasico 10 496,50 +26,47
CE (cm) Normal 105 35.04 +0,37 < 0,05
Hipoplasico 10 31.62 +1,31
Comprimento TD (cm) Normal 105 12,20 0,11 > 0,05
Hipoplasico 10 11,83 £0,42
Largura TD (cm) Normal 105 741 40,08 > 0,05
Hipoplasico 10 7,59 £0,42
Volume TD (cm®) Normal 105 1081,96 +31,86 >0,05
Hipoplasico 10 1124,66 +147,82
Comprimento TE (cm) Normal 105 12,18 40,11 < 0,05
Hipoplasico 10 9,25 £0,86
Largura TE (cm) Normal 105 743 40,08 < 0,05
Hipoplasico 10 6,29 £0,46
Volume TE (cm®) Normal 105 1083,94 +31,03 <0,05
Hipoplasico 10 667,53 +131,79
Diferenca de Comprimento (cm) Normal 105 0.23 0,02 < 0,05
(test. maior-menor) Hipoplésico 10 3484095
Diferenga de Largura (cm) Normal 105 0,20 £0,02 <0,05
(test. maior-menor) Hipoplésico 10 1,68 +0,45
Diferenca de Volume (cm®) Normal 105 57,08 +4,71 < 0,05
(test. maior-menor) Hipoplasico 10 626,67 +157,18

TD = testiculo direito; TE = testiculo; EPM = erro padrdo da média.

*Valor P para o teste t de Student.
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Tabela 10 — Médias de peso e biometria testicular de touros Gir Leiteiro, SS, normais clinicamente (n=63)
e com diagnéstico de hipoplasia testicular (n=8)

Variavel* Sem Suplementagéo
Diag, N Média (EPM) Valor P*
Peso Corporal (kg) Normal 63 38765 6,95 >005
Hipoplasico 8 388,00 £13,26
CE (cm) Normal 63 31,41 +0,34 > 0,05
Hipoplésico 8 29,83 +0,89
Comprimento TD (cm) Normal 63 10,36 +0,14 > 0,05
Hipoplésico 8 9,88 +0,62
Largura TD (cm) Normal 63 6,10 +0,09 > 0,05
Hipoplésico 8 5,76 +0,32
Volume TD (cm®) Normal 63 618,51 +27.29 >0,05
Hipoplasico 8 552,89 497,57
Comprimento TE (cm) Normal 63 10,43 +0,13 > 0,05
Hipoplésico 8 0,78 +0,59
Largura TE (cm) Normal 63 6,12 +0,09 > 0,05
Hipoplasico 8 5,59 +0,41
Volume TE (cm®) Normal 63 622,13 2522 > 0,05
Hipoplésico 8 522,59 +100,76
Diferenca d(ecr%)mprimento Normal 63 027 £0,03 <0,05
(test. maior-menor) Hipoplésico 8 1,15 +0,263
Diferenca de Largura (cm) Normal 63 0,25 +0,02 < 0,05
(test. maior-menor) Hipoplésico 8 0,95 +0,23
Diferenca de VVolume (cm®) Normal 63 47,75 46,72 < 0,05
(test. maior-menor) Hipoplésico 8 222,55 +51 04

ITD = testiculo direito; TE = testiculo; EPM = erro padrdo da média.
*Valor P para o teste t de Student.

Os dados da Tabela 11 mostram diferenca (P < (defeitos maiores e totais) de animais normais, e

0,05) entre os aspectos fisicos (turbilhnonamento, de animais com hipoplasia testicular.
motilidade e vigor espermético) e morfol6gicos
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Observa-se (Tabela 11 e Figuras 4 e 5) que o
sémen dos animais hipoplasicos apresentou pior
resultado do que o de animais normais, o que
corrobora os estudos anteriores (VALE FILHO
et al. 1979; 1986; VALE FILHO, 1988). No
estudo de VALE FILHO et al. (1979), em
animais da raga Holandesa vermelho e branco
com hipoplasia testicular, foram registrados
turbilnonamento e motilidade espermatica (1,1 e
40,2% respectivamente) semelhantes  aos

encontrados nos animais com O mMesmo
distdrbio no presente estudo, porém com vigor
espermatico, defeitos maiores e defeitos totais
mais elevados (4,5, 726% e 90%,
respectivamente). Estas diferengas entre animais
normais e hipoplasicos devem-se a menor area
funcional do epitélio seminifero do testiculo
hipoplasico (NASCIMENTO e SANTOS, 2011).

Tabela 11 — Aspectos fisicos e morfoldgicos do sémen de touros Gir Leiteiro clinicamente normais e com

diagndstico de hipoplasia testicular

Animais
Parémetro Valor-P
Normais Hipoplasicos
(N =168) (N=18)
] 6
Concentraggo (x107/mi) 591,10 +20,83" 213,61 +41,76 <0,00%
Turbilhonamento (0-5)
3,15 +0,16 194 +0,51 < 0,05**
Motilidade (%)
63,66 +1,42 41,67 0,51 <0,01**
Vigor (0-5)
4,55 +0,07 3,44 +0,48 < 0.05**
Defeitos Maiores (%)
10,80 +0,29 27,06 +5,00 <0,001**
Defeitos totais (%)
17,71 +0,50 33,6715,56 <0,001**

*Erro padréo da média;
“Valor — P para teste t de Student;
**Valor-P para teste de Mann-Whitney.
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Figura 5: Quadro espermatico de quatro animais com hipoplasia testicular; 1 = animal com oligospermia
e espermatozoides apresentando defeitos na pega intermediaria e com pouch formation; 2 = animal com
oligospermia e espermatozdides apresentando gota citoplasmatica proximal; 3 = espermatozoides
apresentando contorno anormal, gota citoplasmatica distal e cabeca piriforme; 4 = concentragdo
espermatica normal e espermatozdides com cabega piriforme, gota citoplasmatica proximal e contorno

anormal.

Segundo QUIRINO (1999) e VALE FILHO et
al. (2010a), a “Classificagdo Andrologica por
Pontos” (CAP) pode ser utilizada como
ferramenta para comparar fazendas quanto a
pressdo de selecdo androldgica dos touros,
considerando a capacidade de fecundacao de seu
sémen e a herdabilidade da CAP (h*= 0,75).

Fig. 6: Quadro espermatico de quatro animais clinicamente normais.

s =

A Tabela 12 demonstra que ha diferenca
(p<0,05) entre a selecéo realizada pelos grupos
de propriedades estudadas, evidenciando que
aquelas do grupo CS apresentam um programa
mais eficiente de selecdo reprodutiva de animais
da raca Gir Leiteiro, comparado a do grupo SS.
Pode-se também observar que 0s animais
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suplementados tém capacidade de expressar seu
melhor potencial reprodutivo que animais ndo
suplementados, o que também foi demonstrado
no estudo de CORREA (2006), em um estudo
com tourinhos da raca Tabapud suplementados
com trés tipos de dietas, em que aqueles que
receberam dieta mais completa apresentaram
maior ganho de peso, e melhores caracteristicas
clinico-androlégicas e espermaticas ao final do
periodo experimental.

Tabela 12 - “Classificagdo Androldgica por
Pontos” (CAP), em dois grupos de animais
clinicamente normais, um com suplementacdo
nutricional e outro sem  suplementacdo
nutricional

Grupo de Fazenda* Média (n) M\{a!or \{al_or
inimo maximo

Com suplementagé 80,28 (13 45 100

Sem Suplementagé 62,96 (68 37 100

* Letras maitsculas distintas na coluna indicam média da CAP

diferentes pelo Teste de Mann-Whitney (p < 0,01).

Conclusoes

Animais hipoplasicos apresentaram parametros
clinico-androlégicos inadequados para uma boa
condicdo reprodutiva, sugerindo que tais
animais sdo subférteis e ndo recomendados para
uso em reproducao;

Os animais suplementados apresentaram
melhores pardmetros clinico-androlégicos para
reproducdo, do que os ndo suplementados, nas
mesmas faixas etarias, mas as diferencas entre
animais clinicamente normais e hipoplésicos
podem ser identificadas, independentemente do
manejo nutricional.
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CAPITULO 3
ARTIGO 2
Variacdo do numero de copias do TSPY entre touros normais e com hipoplasia
testicular na raca Gir Leiteiro

Resumo

A subfertilidade em bovinos é um problema que pode comumente ser observado no rebanho, devendo os
animais acometidos serem retirados do rebanho. Quando o diagnostico é facilmente realizado por simples
avaliagdes do fen6tipo os animais podem ser rapidamente eliminados. A deteccéo tardia da subfertilidade
acarreta grandes prejuizos ao sistema de produgdo. Diversos genes tém sido associados a subfertilidade
em varias espécies, entre eles, destaca-se 0 gene TPSY (testis-specifc protein Y-ecoded). Este gene
localiza-se no cromossoma Y e codifica uma proteina expressa na espermatogdnia no inicio da meiose.
Objetivou-se com o presente estudo verificar a associagdo entre o nimero de c6pias do gene TSPY dos
animais normais e dos animais com hipoplasia testicular. A amostra foi constituida de 311 touros da raca
Gir Leiteiro, oriundos de seis fazendas distribuidas no estado de Minas Gerais. Foram selecionados 12
animais com hipoplasia testicular e 12 controles pareados por idade e fazenda. A deteccdo do nimero de
copias foi feita por PCR em tempo real.Os resultados foram submetidos a testes de normalidade, depois
as médias dos grupos foram comparadas pelo teste t de Student (P < 0,05). Houve diferenga significativa
entre 0 nimero de copias do TSPY (P < 0,05) entre touros normais e hipoplasicos (164,6 e 1725,
respectivamente). As dispersGes foram comparadas por andlise de variancia (F=4,865; p=0,0143).
Conclui-se que os touros com hipoplasia testicular apresentaram um ndmero maior de cépias do gene
TSPY comparado a animais clinicamente normais quanto a reproducao.

Palavras chaves: cromossoma Y, fertilidade, zebu

Abstract

The sub-fertility in cattle is a problem that can be commonly observed in the herd. The affected animals
should be removed from the herd. When the diagnosis is easily made by simple evaluations of the animals
phenotype can be rapidly eliminated. Late detection of sub-fertility causes great damage to the
production system. Several genes have been associated with sub-fertility in several species, among which
stands out the TPSY (testis-specifc protein Y- ecoded) gene. This gene is located on the Y chromosome
and encodes a protein expressed on spermatogonia in early meiosis. This study aimed to verify the
association between the number of copies of the TSPY gene of normal animals and animals with
testicular hypoplasia. The sample consisted of 311 bulls in Gyr cattle, from six farms distributed in the
state of Minas Gerais. 12 animals with testicular hypoplasia and 12 matched controls by age and farm
were selected for analysis. The detection of the copy number was done by real time PCR. The results were
submitted to tests of normality, then the means of groups were compared by Student t-test (P<0.05).
There was significant difference between the number of copies of TSPY (P<0.05) between normal and
hypoplasic bulls (164.6 and 172.5, respectively). The dispersions were compared by analysis of variance
(F = 4.865, P = 0.0143). It was concluded that bulls with testicular hypoplasia had a higher number of
copies of the TSPY gene compared to clinically normal animals for reproduction.

Key words: chromosome Y, fertility, zebu.

Introducéo A eficiéncia reprodutiva de touros é uma das
mais importantes caracteristicas para bom
desempenho econdmico da atividade pecudria.
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No entanto, falhas reprodutivas podem ser
comuns e devem ser detectadas e 0s animais
acometidos retirados do rebanho.

Os genes do cromossoma Y estdo diretamente
relacionados a
espermatogénese/espermiogénese (DIMEO et
al., 2005) No entanto, sdo ainda raras as
seqliéncias desse cromossoma, em bovinos,
disponiveis nos bancos  de dados
(www.ncbi.nlm.nih.gov; 11/04/2013).

MutacBes ou delecBes de genes do cromossoma
Y tém sido associadas a subfertilidade em vérias
espécies (LARDONE et al., 2007; HAMILTON
et al., 2009; POONGOTHAI et al., 2009;
SVACINOVA et al.,, 2011). Suspeita-se que
estas alteracbes possam também  estar
relacionadas a hipoplasia gonadal que em touros
da racga Gir Leiteiro interfere na fertilidade.

O gene testis-specifc protein Y-ecoded (TSPY) é
um gene multicépia e mapeado no brago curto
do cromossoma Y (Yp) em seres humanos,
apresentando um padrdo de expressdo testiculo
especifico (ARNEMANN et al.,, 1987). Em
bovinos, HAMITON et al.(2009) demonstraram
que 0 gene TSPY também estd localizado em
Yp.

A variacdo do nimero de copias do gene TSPY
tem sido relacionada & canceres masculinos e a
problemas reprodutivos no homem
(VIJAYAKUMAR et al, 2006;. VODICKA et
al, 2007). H& estudos que demonstram a
variacdo no nimero de coOpias deste gene no
bovino (JAKUBICZKA et al, 1993; MANZ et
al, 1993; VOGEL et al., 1997; HAMILTON et
al., 2009). HAMILTON et al. (2012)
descreveram uma reducgdo da expressdo do gene
associada ao aumento do numero de copias
desse gene em Bos taurus taurus (raca Holstein
Canadense). Este & o primeiro estudo
investigando esta variacdo em zebuinos e o
primeiro a investigar a distribui¢do do nimero
de cdpias entre individuos normais e portadores
de hipoplasia  testicular e  alteracGes
espermaticas.

Material e Métodos

Amostra

A amostra inicial foi constituida de 311 touros
da raca Gir Leiteiro, oriundos de seis fazendas
distribuidas no estado de Minas Gerais, em
cinco delas os animais recebiam suplementagéo
nutricional (estagdo chuvosa do ano: mantidos a
pasto com  suplementacédo nutricional
concentrada contendo 14% PB; estacdo seca do
ano: os animais recebiam silagem de milho mais
suplementacdo concentrada contendo 14% PB)
e uma fazenda os animais foram mantidos a
pasto durante 0 ano inteiro apenas com
suplementacdo mineral.

Para cada animal foram anotados: o nome, o
nimero de registro, a data de nascimento, o
nome do pai, 0 nome da mae, bem como o peso
vivo (PV) e as biometrias dos testiculos no
momento da realizacdo das coletas de sémen. O
peso foi mensurado individualmente em balanca
mecanica tipo tronco. o perimetro escrotal (CE)
foi mensurado com fita milimétrica no seu local
de maior diametro, envolvendo gbdnadas e pele
escrotal. O comprimento (CT) e a largura (LT)
dos testiculos foram mensurados
individualmente com a utilizagdo de um
paquimetro.

As colheitas das amostras de sémen foram
realizadas em todos os animais (n=311) por
meio de eletro-ejaculacdo, em tubos cbnicos
graduados. No momento da colheita, uma gota
do sémen era posicionada em ldmina para
avaliagdo do turbilhonamento espermatico (0-5),
outra gota foi posicionada em lamina sob
laminula para a avaliagdo da motilidade
espermatica progressiva (MOT - % de
espermatozoides moveis) e do  vigor
espermatico (0-5) em microscopia 6tica com
aumento de 100 x. Uma aliquota de 20pL da
amostra de sémen foi diluida em 1000uL de
uma solucdo do formol-salino a 1% para
posterior avaliacdo da concentragdo espermatica
em camara de Neubauer. Outra aliquota de
sémen foi utilizada para avaliagio da
morfologia espermética (percentual de defeitos
espermaticos maiores (DM), menores (dm) e
totais (DT) e de espermatozOides normais)
(CBRA, 1998) em preparacdo Umida para
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microscopia de contraste de fases (BARTH E
OKO, 1989). Tais amostras foram analisadas no
Laboratorio “Multi-Usuério”, do Departamento
de Zootecnia da Escola de Veterindria da
UFMG e os animais foram classificados como
normais clinicamente, hipoplasicos ou com
outro distirbio reprodutivo, segundo CBRA
(1998).

Foram coletados 10 mL de sangue periférico em
frasco vacutainer estéril com EDTA de todos os
animais do rebanho para extracdo de DNA.
Dentre estes foram selecionados 12 animais
afetados por hipoplasia testicular e alteracbes
espermaticas e 12 controles, pareados por
fazenda e idade.

Extracdo do DNA

Para extragdo de DNA, as amostras de sangue
periférico foram tratadas com proteinase K,
seguida por precipitacdo salina (MILLER et al.,
1988).

As etapas de extracdo de DNA e genotipagem
dos marcadores foram realizadas pela equipe do
Laboratorio de Genética Humana e Médica do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG,
coordenado pela Dr® Maria Raquel Santos
Carvalho.

PCR em tempo real

A amplificagdo por PCR em tempo real foi
desenvolvida conforme descrito por
HAMILTON et al. (2009). Além do gene
TSPY, foi amplificado o gene SRY, para se ter
uma referencia do numero de copias. As
seqliéncias de iniciadores usadas foram: TSPY
“forward” 5 -
CCCAGAATCGAACAGGATTG-3’, ¢ TSPY
“reverse” 5> -TTGTCTCTCACGGACGAACC-
3’ e SRY “forward” 5’ -
CCAATTAAGCCGGTCACAGT-3’; e SRY
“reverse” 5’-CACAAGAAAGTCCAGGCTC-
3.

Quantificacao relativa de DNA amplificado

A PCR por tempo realfoi feita utilizando-se o
kit “Power Sybr Green” (Applied Biosystems®)
e as amplificacdes foram feitas no termociclador
modelo 7900 da Applied Biosystems. As
concentragdes de iniciadores utilizadas foram 20
pmol/uL e 25 pmol/ pyL para os genes SRY e
TSPY, respectivamente. Cerca de 10 ng/ pL de
DNA foram utilizados para ambos 0s genes e 0
volume final da reacdo foi de cerca de 20 pL. O
programa de amplificacdo utilizado constou das
seguintes etapas: pré-incubacdo para a ativacao
da polimerase “FastStart’a 95°C por 10
minutos; seguido por 45 ciclos de amplificagéo
de desnaturagdo a 95°C por 10 segundos
(20°C/s), hibridizagdo a 67°C por 10 segundos
(20°C/s), e anelamento a 64°C e 60 °C por 10
segundos para SRY e TSPY, respectivamente.
A curva de fusdo foi gerada tomando-se
medidas fluorescentes a cada 0,1° C a partir de
72° C até 95° C. Um valor limiar (VL), descrito
como o nimero fracionado de ciclos nos quais o
valor da fluorescéncia do alvo amplificado
excede significativamente a fluorescéncia do
fundo (LINZMEIER e GANZ, 2005, citado por
HAMILTON et al., 2009) foi medido para cada
amostra. As reacdes foram feitas em duplicatas.
As andlises da curva de fusdo e do produto de
sequenciamento da PCR foram realizadas para
confirmar a especificidade da amplificacdo dos
genes TSPY e SRY.

As curvas-padrdo foram geradas a partir do
DNA bovino nas seguintes diluicbes 15ng, 10
ng, 1ng, 0,1ng para ambos 0s genes.

As eficiéncias das reacBes para TSPY e SRY
foram obtidas de acordo com a equagéo:
E=101/slope (RASMUSSEN, 2001) e
padronizadas de forma que cada um dos genes
tivesse  eficiéncia  entre  80-110% e
apresentassem um pico Unico nas curvas de
dissociag¢do.Foram padronizadas condigdes, para
cada um dos genes amplificados, com eficiéncia
entre 90-110% e com um Unico pico nas curvas
de dissociacao.

Para minimizar a variacdo entre corridas, foi
feita uma calibracdo na qual uma amostra,
denominada calibradora, foi incluida no estudo.
O ndmero de copias dessa amostra foi definido
pela média de todos os CT’s (cycle threshold)
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para cada gene. O resultado de cada corrida foi
normalizado para o calibrador usando o método
AVL de acordo com a equagdo:

E AVLalvo (controle — amostra)
( alvo)

Relacéo = : 1)

E  \AVLreferéncia (controle — amostra)
( referénua)

em que E é igual a eficiéncia da PCR para o
gene alvo (TSPY) e para o gene de referéncia
(SRY), e AVL = VL do controle (calibradora) —
VL da amostra  (amostras  testadas)
(PFAFFL,2001).

Determinacéo do numero de copias

O ndmero de copias do TSPY da amostra
calibradora foi estimado usando o método do
AVL, o qual foi ajustado para a eficiéncia do
primer de acordo com a equacao:

VLre
. (Ereferéncia)
feréncia

NUmero de copias cyet= )

(EaIVO)VLaIvo

Com o nimero de cOpias da amostra calibradora
estabelecida, os nimeros de copias das amostras
em teste foram deduzidos pela seguinte equacéo
(HAMILTON et al., 2009):

Nimero de cépiasay,= (nUmero de copias
calibradora) (ReIaQéO; formula 1)

Andlises estatisticas

Para a comparacdo do nimero de copias do
gene TSPY entre os afetados e os controles, os
nameros de copias estimados foram submetidos
a testes de normalidade de residuos
(Kolmogorov-Smirnov, teste Shapiro-Wil); as
médias dos grupos foram comparadas pelo teste
t de Student (p < 0,05)e as dispersbes por
analise de variancia.Todas as analises
estatisticas foram realizadas usando o software
SPSS 17.0.

Resultados e Discussao

Constam na Tabela 1os resultados relativos ao
namero de cdpias do gene TSPY em individuos
normais e portadores de hipoplasia testicular
e/ou anormalidades espermaticas. Ambos 0s
grupos apresentaram nimero medio de cépias
dentro da faixa de 50-200 copias, 0 que
corrobora estudos prévios para estimagdo do
nimero de cdpias do TSPY em bovinos
(JAKUBICZKA ET AL., 1993; HAMILTON et
al., 2009). Este nimero médio de cdpias é maior
do que o descrito em outras espécies (seres
humano, grandes e pequenos primatas, caprinos
e ovinos). HAMILTON et al. (2009) sugerem
que o numero de cépias elevado em bovinos,
comparado ao das outras espécies, estaria
relacionado & necessidade de producdo da
proteina TSPY para o desenvolvimento das
células germinativas masculinas.
Alternativamente, o aumento do ndmero de
copias poderia ser parte de um mecanismo de
defesa contra o declinio da regido macho-
especifica do cromossoma Y.

Tabela 1 — Média do nimero de copias do TSPY em touros da raga Gir Leiteiro normais clinicamente ou

com hipoplasia testicular

Diagnéstico NG

Média do Numero de cépias do TSPY (x EPM) Valor P

Normal 12

Hipoplasia Testicular
pop 12

164,6 + 1,446 0,0341

1725 + 3,189*

IN = ndmero de amostras; EPM = erro padrdo da média;

* Letras maiusculas distintas na coluna indicam média do nimero de cdpias diferentes pelo teste de t de Student (p < 0,05).
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Observaram-se diferencas significativas entre o
nimero de coépias do gene TSPY de touros
normais e hipoplasicos (1646 e 1725,
respectivamente; P< 0,05) e entre as variancias
(F=4,865; P=0,0143).

HAMILTON et al. (2012), com amostra de 64
individuos, observaram correlagdo positiva entre
0 numero de copias do gene TSPY e a taxa de
retorno ao estro e ndo observaram relagéo entre
nimero de cépias e volume do ejaculado,
contagem espermatica e motilidade progressiva.
A amostra estudada por estes autores,
entretanto, foi composta de animais de central
de coleta de sémen, com idade entre 4,6 a 7,6.
Pode-se hipotetizar, no entanto, que estes
animais tiveram sémen normal em algum
momento de suas vidas, 0 que sugere que a
dificuldade reprodutiva destes animais seja
secundaria. Além disto, os valores do
espermiograma foram normais, segundo as
normas do CBRA (1998), portanto, estes
animais ndo apresentaram alteracdes
reprodutivas que pudessem ser atribuidas a
alteragbes meidticas, de acordo com o
mecanismo de acdo proposto para a 0 gene
TSPY. Outro aspecto relevante, foi que o0s
autores avaliaram a taxa de ndo-retorno ao estro,
mas ndo descreveram quais estratégias foram
usadas para garantir que a ndo-prenhez fosse
notificada a central de coleta de sémen.

Resultados conflitantes também tém sido
descritos em humanos, nos quais foram
descritas correlagBes positiva, negativa e
auséncia de correlacdo (VODICKA al et., 2007;
GIACHINI ET AL., 2009; NICKKHOLGH ET
AL. 2010).

Apesar dos resultados conflitantes, o gene
TSPY ¢ candidato tedrico para explicar
distirbios  reprodutivos  pelas  evidéncias
descritas a seguir:

1.A transcricdo prototipica do gene TSPY,
denominada TSPY-S, é expressa somente nos
testiculos, e a proteina foi encontrada
principalmente  em  espermatogdnias e,
esporadicamente, em espermatocitos primarios
(SCHNIEDERS et al.,, 1996, VOGEL et al.,
1998). Esta proteina pertence a superfamilia,
que inclui SET e NAP, proteinas relacionadas a
ativacao de fatores de replicacéo

(SCHNIEDERS et al., 1996). Hipotetizou-se
que, no macho, o gene TSPY estivesse
diretamente relacionado a espermatogénese,
direcionando as espermatogbnias para a meiose
(VODICKA et al, 2007).

2. HAMILTON et al. (2012), em estudo
realizado em bovinos da raca Holstein
Canadense (Bos taurus taurus),observaram que
a expressdo da proteina TSPY esta inversamente
associada ao nimero de copias do TSPY, oque
sugere que o numero de cOpias possa estar
negativamente atuando na expressdo do
gene,por meio da ruptura da sua sequiéncia,por
levar a alteracbes em alguns dos seus
promotores ou por ter efeitos posicionais em
importantes elementos regulatérios. Entretanto,
pode-se aventar uma hipétese adicional, de que
0 maior nimero de cépias esteja relacionado ao
aumentada probabilidade de recombinacdo nédo
homdloga, nos niveis meidtico e mitotico,
levando & variacdo do numero de copias de
genes presentes no intervalo entre as copias do
gene TSPY, em um mecanismo semelhante ao
que leva a doencas genémicas (CARVALHO et
al, 2010) ou ao mecanismo pelo qual,
seqUéncias alu predispdem a mutagdes em
humanos (HORSTHEMKE et al., 1987).

3. VODICKA et al. (2007), em um experimento
com humanos observaram aumento do nimero
de copias do TSPY em individuos subférteis,
sugeriram que esta influéncia negativa sobre a
fertilidade seria devido a presenca de copias
defectivas. Assim, apesar de o nimero de copia
do gene estar aumentado, a quantidade de
proteina produzida poderia ser insuficiente para
realizar sua fungcdo na espermatogénese. No
mesmo estudo, outra hipotese proposta foi a de
que 0 maior ndmero de cOpias do gene TSPY
seria uma tentativa de compensar a diminuicao
da espermatogénese.

Este € um dos primeiros estudos buscando
associar dificuldades reprodutivas em bovinos
com numero de copias do gene TSPY e é o
primeiro estudo a detectar diferenca do nimero
de cdpias entre animais normais e animais
portadores de hipoplasia testicular e/ou
alteracOes espermaticas.
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Conclusoes

Touros da raga Gir Leiteiro com hipoplasia
testicular e/ou anormalidades espermaticas
apresentaram nimero de copias do gene TSPY
significativamente maior, quando comparados a
controles normais testados, pareados por idade e
fazenda de origem (condi¢c6es de manejo).
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CAPITULO 4

Artigo 3
Identificacéo de marcadores para infertilidade em touros da raca Gir Leiteiropor
meio de estudo de associacdo em escala gendmica (GWAS)

Resumo

Falhas reprodutivas de machos bovinos afetam diretamente a producdo econémica de uma propriedade,
uma vez que estes sdo responsdveis por acasalar com vérias fémeas de um rebanho. Em estudo de
associacdo em escala genémica(GWAS) em bovinos observa-se que varias regifes gendmicas associam-
se a baixa fertilidade. Objetivou-se com o presente estudo,por meio de GWAS, identificar regides
gendmicas relacionadas a infertilidade e/ou subfertilidade em touros da raga Gir Leiteiro. Foram
selecionados 30 animais diagnosticados com subfertilidade e 30 controles com exame fisico e
espermiograma normais, pareados por fazenda e idade. Estes 60 animais foram genotipados com o
chipAffymetrix AxiomGenome-Wide BOS 1 Array,composto por 648 mil SNPs. Anteriormente ao
GWAS, os dados foram corrigidos para diferentes efeitos fixos. Esta anélise foi realizada pelo PROC
GLM do SAS® (1999). As variaveis foram avaliadas para normalidade do residuo (Cramer-von Mises,
2013) e transformadas por arco-coseno: V(y/100), quando necessario. Os dados foram submetidos &
controle de qualidade para eliminar marcadores e amostras com erros de genotipagem e SNPs nos quais o
alelo menos freqliente apresentasse com frequéncia menor que 0,03 (MAF<0,03) na amostra, ou seja,
foram considerados ndo-polimérficos e, consequentemente, ndo-informativos. Todos os GWAS foram
realizadas por meio do software HelixTree SVS 7 (Golden Helix, Inc.). O método de GWAS utilizado foi
a associagdo par-a-par. Os resultados foram considerados significativos quando p < log 10°. Vérios
marcadores moleculares estdo relacionados a fertilidade na raca Gir Leiteiro, sendo que os encontrados
em BTA1l, BTA16 e BTAX apresentaram maior associagdo com os parametros clinico-androldgicos e
espermaticos. Novos estudos devem ser realizados para consolidagdo de hapl6tipos, que possam ser
utilizados na selecdo precoce de tourinhos nas propriedades.

Palavras Chaves: andrologia, marcadores genéticos, SNP, zebu.

Abstract

Reproductive failure of male bovines affect the economic output of a farm, since they are responsible for
mating with several females of a herd. In cattle genome wide association study (GWAS) is observed that
several genomic regions are associated with low fertility. The present study aimed, through GWAS, to
identify genomic regions related to infertility and/or sub-fertility in Gyr bulls. 30 animals diagnosed with
sub-fertility and 30 controls with normal physical examination and soundness evaluation matched farm
and age were selected. These 60 animals were genotyped with chip Affymetrix Axiom Genome - Wide
BOS 1 Array, consisting of 648 000 SNPs. Prior to the GWAS, data were corrected for different fixed
effects. This analysis was performed using PROC GLM of SAS ® (1999). The variables were assessed for
normality of the residue (von Mises - Cramer, 2013), and arc-cosine transformed by: \ (v/100) when
necessary. The data were subjected to quality control to eliminate samples with markers and genotyping
errors and SNPs in which the less frequent allele present with frequency less than 0.03 (MAF<0.03) in
the sample, were considered non-polymorphic and therefore non-informative. All GWAS were performed
using HelixTree SVS 7 software (Golden Helix, Inc.). The method used was GWAS pair-to-pair
association. Results were considered significant when -log p < 5. Several molecular markers are related
to fertility in Dairy Gir breed, having been found in the BTA11, BTA16 and BTAX greater association
with andrological-clinical and sperm parameters . Further studies should be conducted to consolidate
haplotypes, which can be used in early selection of young bulls in the properties.
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Introducéo

Problemas na fertilidade em bovinos vém sendo
relatados por pesquisadores, sendo o touro
importante pega neste contexto. Falhas
reprodutivas de machos bovinos afetam
diretamente a producdo de uma propriedade,
uma vez que este é responsavel por acasalar
com vérias fémeas de um rebanho.Pesquisas
demonstram evidéncias que a fertilidade em
bovinos tem carater genético (revisto por
KHATIB et al.,2010; LI et al., 2012).

Em estudo de associagdo em escala gendmica
(Genome-Wide Association Study — GWAS)
sobre fertilidade em bovinos observa-se que
varias regibes gendmicas associam-se a baixa
fertilidade. FORTES et al. (2012) detectaram
associacdo de regides dos cromossomas BTA2,
BTA14 e BTAX & volume testicular, qualidade
espermatica e niveis hormonais em tourinhos
puberes da raca Brahman. Ja
PENAGARICANO et al. (2012a, 2012b)
observaram associacdo de um conjunto SNPs
nos BTA2, BTA5, BTA18, BTA25 e BTA29
com a taxa de concepgdo por touro na raca
Holstein.

Objetivou-se por meio de estudo de associacéo
em escala genébmica em touros da raca Gir
Leiteiro, identificar regifes genémicas, SNPs e
haplotipos relacionados a infertilidade e/ou a
subfertilidade.

Material e métodos

A amostra inicial consistiu de 311 touros Gir-
Leiteiro, que foram avaliados por critérios
androlégicos. Esses animais tinham idade acima
de 22 meses no dia da avaliacdo e que nunca
estiveram em uma central de colheita de sémen.
Esse cuidado foi tomado para evitar
anormalidades espermaticas secundarias. Estes
animais foram selecionados de seis fazendas do
estado de Minas Gerais, Brasil, onde foi capaz
de avaliar todos os touros, com o objetivo de
caracterizar o fenémeno na populacdo em geral,
e ndo apenas nos touros reprodutores. Em cinco

dessas fazendas, os animais utilizados recebiam
suplementacdo nutricional (dieta concentrada
com 14% de proteina), e na outra, eles recebiam
apenas suplementacdo mineral. Para cada
animal foi coletado informacdes sobre: idade,
fazenda, pai, mae, estacdo do ano, peso,
perimetro escrotal, comprimento e largura de
ambos os testiculos. O animal foi definido como
afetados por hipoplasia gonadal quando
apresentou anomalias morfométricas, como uma
diferenga de pelo menos 1 cm de comprimento
escrotal e pelo menos uma diferenca de 0,5 cm
de largura escrotal. Na analise do sémen, as
seguintes variaveis foram avaliadas, segundo
CBRA (1998): turbilhonamento ou motilidade
dos espermatozoides de massa (0-5), motilidade
progressiva (0-100%), vigor espermatico (0-5),
a concentracdo de espermatozoides (nimero de
espermatozoides/mL); defeitos maiores;
espermatozoéide com contorno anormal; defeito
na peca intermediaria do esperma, os defeitos
acrossdmicos; espermatozdide com uma base
delgada; espermatozoides em forma piriforme;
gota  citoplasméatica  proximal;  defeitos
espermaticos menores; cauda dobrada, cabeca
decapitada normal e defeitos espermaéticos
totais. Além disso, duas varidveis adicionais
foram estabelecidas utilizando a informacéo
clinica e laboratorial: 1) O primeiro grupo
(Diag) foi composto por animais com hipoplasia
testicular com ou sem anormalidades no
espermiograma, além dos animais que
apresentaram  apenas  anormalidades no
espermiograma. 2) O segundo grupo (Diag. 2)
era composto por animais com anormalidades
no esperma , apenas . Este serd referido neste
artigo como "anomalias no espermiograma”.

De cada individuo, foram coletados 10 ml de
sangue periférico em frasco estéril vacutainer
com EDTA para extracdo de DNA, como
descrito por Miller et al. (1988). Foram
selecionados 30 animais diagnosticados como
afetados e 30 controles. Os animais do grupo
controle eram irmdos ou meio- irmdos dos
touros afetados, e eles tém o exame fisico
normal e espermiograma normal. Os animais de
ambos os grupos foram pareados por idade e
fazenda. Estes sessenta animais foram
genotipados utilizando Axiom Genome-Wide
BOS uma matriz de Affymetrix. Esta ficha é

55



constituida por 648K SNPs, e a genotipagem foi
realizada pela Affymetrix (Santa Clara , CA ,
EUA).

Estatistica

As analises foram realizadas na EMBRAPA-
Gado de Leite, Juiz de Fora, MG.

Os fenétipos foram corrigidos para muitos
efeitos fixos diferentes. Esta correcdo foi
realizada usando SAS PROC GLM de ® (1999),
utilizando o modelo a seguir:

Yijk :ﬂ+R| +FAZJ +EPk +b(|”k_|_)+e”k

em que, Yijk = observacao; p= media geral; Ri=
efeito do pai i; FAZj= efeito da fazenda j;; EPk
= efeito da época do ano k (seca=maio a
outubro; &guas = novembro a abril); b =
coeficiente de regressdo linear para idade; lijk
idade em meses dos animais na aferigéo; |
Tedia de idade dos touros; eijk= erro
aleatorio.Para as biometrias testiculares, o
modelo foi semelhante, porém sem o efeito da
época da afericao.

As varidveis foram avaliadas quanto a
normalidade dos residuos (Cramer-von Mises) e
as variaveis cujos residuos ndo apresentaram
uma distribuicdo normal foram transformados
pelo arco - cosseno: V ( y/100 ) . Em algumas
situacBes, 0s animais com azoospermia pode
mostrar resultados préximos aos valores
normais, e isso poderia causar alguma confuséo.
Isso acontece, por exemplo, com a freqiiéncia de
esperma anormal, porque um animal com
azoospermia apresenta zero por cento de formas
anormais, que é a mesma percentagem
apresentados pelos animais de controle.
Portanto, para evitar esse tipo de confusdo,
foram definidos valores extremos para estas
variaveis nesses individuos, que estavam fora do
intervalo de dois desvios-padrdo em torno da
média. Este recurso foi utilizado para todas as
variaveis , exceto para as variaveis Diag. e Diag.
2, que sdo binario.

GWAS

Os dados foram submetidos a controle de
qualidade para eliminar marcadores e amostras
com possiveis erros de genotipagem e SNPs nos
quais o alelo menos freqiiente apresentasse com
freqiiéncia menor que 0,03 (MAF<0,03) na
amostra, ou seja, foram considerados n&o-
polimorficos e, conseqlientemente, néo-
informativos.

Todos os GWAS foram realizadas por meio do
software HelixTree SVS 7 (Golden Helix, Inc.).
O meétodo de GWAS utilizado foi a associacdo
par-a-par. Os resultados foram considerados
significativos quando -log (valor P) > 5.

ResultadoeDiscussao

Na Tabelal, sdo mostrados os genes localizados
nas regibes para as quais detectou-se associacdo
significativa com as diversas varidveis
relacionadas com a  fertilidade em
zebuinos,avaliadas no estudos de associagdo
par-a-par. Com os marcadores AX-19223523 e
AX-19223529, localizados no cromossoma 11,
detectou-se associagdo significativa com cauda
espermatica dobrada e defeitos espermaéticos
menores (-logP = 5,42; -logP = 5,26),
respectivamente). Ambos os  marcadores
encontram-se proximos (cerca de 4kb) ao gene
tubulin tyrosine ligase (TTL). No presente
estudo, SNPs proximos ao gene TTL também
detectaram associacao com defeitos
espermaticos  totais, vigor  espermatico,
motilidade espermatica progressiva, defeitos na
peca intermedidria, também apresentou uma
correlacéo significativa com o gene TTL. Estas
associacOes entretanto, apresentaram valores de
—logP > 3.

Achados semelhantes foram descritos em
camundongos (LEE et al., 2013). Animais com
dele¢do em um dos genes da familia TTL-like, o
TTLL-5 apresentam diminuicdo de fertilidade.
Esta diminuigdo na fertilidade resulta de graves
defeitos na formagcdo dos espermatozodides,
como alta freqliéncia de enrolamento de caudas
e cabecas espermaticas  isoladas, e,
consequentemente, diminui¢do da motilidade do
espermatozOide. Esses autores sugerem que
estes defeitos se associem, e provavelmente
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tenham como causa, a formacdo anormal do presente estudo corroboram o efeito de genes

axonema, causada pela redugdo dos niveis de desta familia sobre a diferenciagdo do
polyglutamylated o-tubulina, que é um espermatozOide e, particularmente, da peca
componente essencial do mesmo. Embora possa intermediaria.

se tratar de um gene diferente, os resultados do

Tabelal — Marcadores que apresentaram correlacdo significativa em GWAS, par-a-par

Marcador Crom. Posicéo Gene préximo VARIAVEL -log (valor p)
AX-19223523 11 45666752 TTL Defeitos menores; 5,42
AX-19223529 45668127 Cauda dobrada 5,26
AX-1917977 11 34729272 CHAC2 Motilidade progressiva; 566
Vigor espermético 4,99
AX-21140863 16 69872262 KCNK2 Acrossomo defeituoso 5,03
AX-24562102 X 20561719 LRRTM3 Contorno anormal sptz 5,06
AX-28265277 X 91003802 ARAF Contorno anormal sptz; 5,28
AX-28303957 , 6,68
AX-28303964 X 109755647 MIR2488 Comprimento TP 519
AX-28304069 g ’
5,05
Comprimento TD 6,68
AX-28361541 X 133038305 NHS Largura TD 5,05
AX-28118988 X 15519311 MST4 Contorno anormal 6,68
AX-28113641 X iggg?gg OCRL Contorno anormal sptz; ggg
AX-28113325 Comprimento TD; 5’05
Largura TD '
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No presente estudo, o marcador AX-1917977,
localizado no cromossoma 11 préximo ao gene
CHAC?2 (cation transport regulator homolog 2
da E. coli), apresentou associa¢do significativa
(-logP = 5,66) com motilidade progressiva e
vigor espermaticos, isto sugere que tal gene
também  influencia no  potencial de
deslocamento do espermatozoides. Além disto,
detectou-se associacdo entre SNPs desta regido
com comprimento e largura do testiculo direito,
defeitos menores, turbilhonamento, cauda
dobrada, concentracdo, circunferéncia escrotal,
defeitos totais, Diag. 2, defeito na peca
intermediéria, cabeca isolada, Diag. (—logP > 3).

CHAC2 mapeado no cromossoma 2 em
humanos, na banda 2p16.2. Em seu promotor,
apresenta sitios de ligacdo para os fatores de
transcricdo importantes no desenvolvimento
embrionério e na regulagdo do ciclo celular,
como Nkx2-
2p300FOX0O3FOX03bC/EBPalphaPOU2F1PO
U2F1bPOU2F1aFOX03aPOU2F1c, entre
outros (http://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=CHAC2, 2013). Em
humanos, de acordo com os dados de
microarray (biogps.org, 2013),a expressdao foi
detectada em diversos tecidos, incluindo ovério,
Utero, cervix, placenta, prostata, testiculos. Os
dados de RNAseq identificam o transcrito em
ovario, testiculos e prdstata, em humanos.

A proteina CHAC2 (184 aminoacidos; 20875
Da) interage, em humanos, com as proteinas
SYNE1, EED2, CRKL, ENO1, SAP18.Ainda
de acordo com GENECARDS (2013), a
proteina SYNEL (spectrin repeat containing,
nuclear envelope 1), faz parte de uma rede que
liga as organelas e o citoesqueleto de actina,
mantendo a organizacdo espacial subcelular.
Ainda, SYNE1 é componente dos SUN-protein-
containing multivariate complexes ou LINK
complexes, que oferecem sitios de ligagdo na
face externa da membrana nuclear, ligando o
nucleoesqueleto e o citoesqueleto; SYNE1 é
essencial para a migracdo do centrossoma para a
superficie celular apical, durante a ciliogénese
(formacéo do fuso mitdtico/meidtico).

CHAC?2 quando interage com EED2 (eukaryotic
translation elongation factor 2) cataliza a

translocacédo ribossomal durante a
traducdo.CHAC2 também interage com CRKL
(v-crk sarcoma virus CT10 oncogene homolog
(avian)-like) codificando uma proteina quinase
que contém dominios de homologia com SRC
(SH2 e SH3), que ativa as vias de sinalizacdo da
RAS e da JUN quinase e induzem uma
transformacdo dependente de RAS nos
fibroblastos. CRKL sofre a acdo da tirosina
quinase BCR-ABL.,e portanto pode ser
oncogénica (REFSEQ, 2013)

Além disto, CHAC2 interage com ENO1
(enolase 1, alfa). Uma proteina produzida no
cristalino. A enzima esta envolvida em diversos
processos como controle do crescimento,
glicolise, tolerdncia a hipdxia e respostas
alérgicas. Uma isoforma desta proteina,
produzida por splicing alternativo, resulta em
proteina capaz de ligar c-myc e que funciona
como um supressor de tumor. Faz parte do
sistema fibrinolitico, servindo como receptor e
ativador do plasminogénio(REFSEQ, 2013).

Por fim, a proteina CHAC2 interage com a
proteina Sin3a (Sin3-associated polypeptide
pl18; SAP18P; cell growth inhibiting protein
38). Sin3a é parte do complexo de repressdo da
SIN3, onde aumenta a repressdo gerada por
SIN3-HDACL1 (histona deacetilase 1). Além
disto, faz parte da multiproteina “exon junction
complex” (EJC) dependente de splicing, que se
liga as juncdes intron-exon no
mRNAs(http://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=CHAC?2).

Em conclusdo, em humanos, as evidéncias
apontam para um papel da CHAC2 no
funcionamento do citoesqueleto, & migragéo do
centrossoma durante a ciliogénese, e em
diversos processos fundamentais essenciais a
regulacdo da acdo g@énica. Esta proteina é
portanto, um candidato posicional com
potencial para agir em diversas etapas da
espermiogénese e espermatogénese

O marcador AX-21140863, localizado no
cromossomal6,associou-se  significativamente
aos defeitos no acrossomo (-logP = 5,03).
Outros marcadores desta regido detectam
associacdo significativa com contorno anormal,
motilidade progressiva, cabeca piriforme,
defeitos maiores, defeitos menores,
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http://www.genecards.org/cgi-bin/urlredir.pl?gene=CHAC2&company=sabio&type=tfbs&url=http%3A%2F%2Fwww%2Esabiosciences%2Ecom%2Fchipqpcrsearch%2Ephp%3Fspecies_id%3D0%26nfactor%3Dn%26ninfo%3Dn%26ngene%3Dn%26B2%3DSearch%26src%3Dgenecard%26factor%3DNkx2%2D2%26gene%3DCHAC2
http://www.genecards.org/cgi-bin/urlredir.pl?gene=CHAC2&company=sabio&type=tfbs&url=http%3A%2F%2Fwww%2Esabiosciences%2Ecom%2Fchipqpcrsearch%2Ephp%3Fspecies_id%3D0%26nfactor%3Dn%26ninfo%3Dn%26ngene%3Dn%26B2%3DSearch%26src%3Dgenecard%26factor%3DNkx2%2D2%26gene%3DCHAC2
http://www.genecards.org/cgi-bin/urlredir.pl?gene=CHAC2&company=sabio&type=tfbs&url=http%3A%2F%2Fwww%2Esabiosciences%2Ecom%2Fchipqpcrsearch%2Ephp%3Fspecies_id%3D0%26nfactor%3Dn%26ninfo%3Dn%26ngene%3Dn%26B2%3DSearch%26src%3Dgenecard%26factor%3Dp300%26gene%3DCHAC2
http://www.genecards.org/cgi-bin/urlredir.pl?gene=CHAC2&company=sabio&type=tfbs&url=http%3A%2F%2Fwww%2Esabiosciences%2Ecom%2Fchipqpcrsearch%2Ephp%3Fspecies_id%3D0%26nfactor%3Dn%26ninfo%3Dn%26ngene%3Dn%26B2%3DSearch%26src%3Dgenecard%26factor%3Dp300%26gene%3DCHAC2
http://www.genecards.org/cgi-bin/urlredir.pl?gene=CHAC2&company=sabio&type=tfbs&url=http%3A%2F%2Fwww%2Esabiosciences%2Ecom%2Fchipqpcrsearch%2Ephp%3Fspecies_id%3D0%26nfactor%3Dn%26ninfo%3Dn%26ngene%3Dn%26B2%3DSearch%26src%3Dgenecard%26factor%3DFOXO3b%26gene%3DCHAC2
http://www.genecards.org/cgi-bin/urlredir.pl?gene=CHAC2&company=sabio&type=tfbs&url=http%3A%2F%2Fwww%2Esabiosciences%2Ecom%2Fchipqpcrsearch%2Ephp%3Fspecies_id%3D0%26nfactor%3Dn%26ninfo%3Dn%26ngene%3Dn%26B2%3DSearch%26src%3Dgenecard%26factor%3DFOXO3b%26gene%3DCHAC2
http://www.genecards.org/cgi-bin/urlredir.pl?gene=CHAC2&company=sabio&type=tfbs&url=http%3A%2F%2Fwww%2Esabiosciences%2Ecom%2Fchipqpcrsearch%2Ephp%3Fspecies_id%3D0%26nfactor%3Dn%26ninfo%3Dn%26ngene%3Dn%26B2%3DSearch%26src%3Dgenecard%26factor%3DPOU2F1%26gene%3DCHAC2
http://www.genecards.org/cgi-bin/urlredir.pl?gene=CHAC2&company=sabio&type=tfbs&url=http%3A%2F%2Fwww%2Esabiosciences%2Ecom%2Fchipqpcrsearch%2Ephp%3Fspecies_id%3D0%26nfactor%3Dn%26ninfo%3Dn%26ngene%3Dn%26B2%3DSearch%26src%3Dgenecard%26factor%3DPOU2F1%26gene%3DCHAC2
http://www.genecards.org/cgi-bin/urlredir.pl?gene=CHAC2&company=sabio&type=tfbs&url=http%3A%2F%2Fwww%2Esabiosciences%2Ecom%2Fchipqpcrsearch%2Ephp%3Fspecies_id%3D0%26nfactor%3Dn%26ninfo%3Dn%26ngene%3Dn%26B2%3DSearch%26src%3Dgenecard%26factor%3DPOU2F1b%26gene%3DCHAC2
http://www.genecards.org/cgi-bin/urlredir.pl?gene=CHAC2&company=sabio&type=tfbs&url=http%3A%2F%2Fwww%2Esabiosciences%2Ecom%2Fchipqpcrsearch%2Ephp%3Fspecies_id%3D0%26nfactor%3Dn%26ninfo%3Dn%26ngene%3Dn%26B2%3DSearch%26src%3Dgenecard%26factor%3DPOU2F1b%26gene%3DCHAC2
http://www.genecards.org/cgi-bin/urlredir.pl?gene=CHAC2&company=sabio&type=tfbs&url=http%3A%2F%2Fwww%2Esabiosciences%2Ecom%2Fchipqpcrsearch%2Ephp%3Fspecies_id%3D0%26nfactor%3Dn%26ninfo%3Dn%26ngene%3Dn%26B2%3DSearch%26src%3Dgenecard%26factor%3DFOXO3a%26gene%3DCHAC2
http://www.genecards.org/cgi-bin/urlredir.pl?gene=CHAC2&company=sabio&type=tfbs&url=http%3A%2F%2Fwww%2Esabiosciences%2Ecom%2Fchipqpcrsearch%2Ephp%3Fspecies_id%3D0%26nfactor%3Dn%26ninfo%3Dn%26ngene%3Dn%26B2%3DSearch%26src%3Dgenecard%26factor%3DFOXO3a%26gene%3DCHAC2
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CHAC2
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CHAC2
http://biogps.org/
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CHAC2
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CHAC2

comprimento de testiculo esquerdo, vigor
espermatico, circunferéncia escrotal,
comprimento de testiculo direito e cauda
dobrada (-logP > 3).

Este marcador encontra-se dentro do gene
KCNK2 (potassium channel, subfamily K,
member 2), Em humanos e em bovinos, KCNK2
se expressa em todos os tecidos, incluindo Gtero
e ovarios e os diversos tipos celulares do
testiculo (biogps.org, 2013). Este gene codifica
uma, de um grupo de canais de potassio com
dois poros, que respondem a alteragBes
mecanicas, térmicas e de acidos graxos. Estas
proteinas sdo essenciais para o0 estabelecimento
do potencial de repouso em células excitaveis e
ndo-excitaveis (TOSTI E BONI 2004).

O gene bovino KCNK2 (também chamado
bTREK) acopla as reacbes da ligacdo de
horménios a membrana celular com a geragéo
do potencial de acdo. Canais TREK s&o ativados
por estiramento da membrana, temperatura
elevada e pH baixo, assim como por
fosfatidilinusitol (PIP2) e por ATP (revisto por
Liu et al., 2007). A clivagem de PIP2 pela
fosfolipase C (PLC), leva a liberagdo de
diacilglicerol (DAG) e inositol-trifosfato (I1P3),
leva & liberagio de Ca do reticulo
endoplasmatico; este calcio vai ser liberado para
0 meio extracelular por um canal de troca
ibnica, onde o célcio sera trocado por sodio, em
um processo que no espermatozoide, reduz a
hiperpolarizacdo da membrana, levando a um
potencial de acdo. Adicionalmente, Liu et al.
(2013) descreveram que na supra-renal, a
proteina  KCNK2 sofre inibicdo pela
angiotensina 2 por uma via independente de
PIP2, PLC, quinase C e diacilglicerol
(http://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=CHAC?2, 2013).

Ao estudarem o gado Koreano, HUR et al.
(2009) foram os primeiros a demonstrar a
expressdo destes genes nos 6rgdos reprodutivos
destes animais, incluindo 6vulo, espermatozoide
e no blastocisto. Este grupo de proteinas esta
envolvido com uma série de fungdes
relacionadas ao funcionamento do
espermatozdide no processo de fertilizacao.
Estas proteinas sdo ativadas pelos canais de
membrana sensiveis a temperatura e a
concentragdo de O2. Portanto, podem estar

relacionadas as respostas do espermatozoide a
variagdes de temperatura e na concentragdo de
radicais reativos, como as que ocorrem durante
0 processo de maturagdo e fertilizacdo e que
também  estardo  presentes  depois, no
desenvolvimento inicial.

O marcador AX-28118988, localizado proximo
ao gene MST4 (mammalian sterile 20-like 4) no
cromossoma X, posi¢do 15.519.311, apresentou
associagdo com o contorno anormal do
espermatozoide,. Este  marcador também
detectou associacdo com defeitos espermaticos
maiores, defeitos espermaticos totais e
comprimento e largura do testiculo direito (-
logP > 3).

O gene MST4 codifica uma proteina
pertencente a familia serine/threonine kinase,
sterile-20 (Ste20), e tem papel sobre proteinas
quinase de ativacdo mitogénica (MAPK)
sinalizadoras  durante o0 rearranjo  do
citoesqueleto, a morfogénese, a apoptose, e
outros eventos celulares diversos (DAN et al.,
2002).LUNA et al. (2012) demonstraram, em
experimento com ovinos, que a cascata do
MAPK estd envolvida com o processo de
capacitacdo espermdtica, principalmente um
subconjunto da familia MAPK denominado
quinases reguladoras de sinal extracelular
(ERKSs), onde sua fosforilagdo mostrou-se
diretamente associada ao aumento do fator de
crescimento  epidermal (EGF), um dos
responsdveis pela capacitagdo em varias
espécies, 0 que corrobora os resultados que
encontraram associa¢do desta cascata com a
capacitacdo esperméatica em outras espécies
como humano, porco da india, camundongo e
caprinos (AWDA e BUHR 2010; DE
LAMIRANDE e CAGNON, 2002; CHEN et.
al., 2005; NIXON et al.,, 2010, citados por
LUNA et al.,, 2012). Assim, também podendo
estar relacionados aos problemas reprodutivos
em bovinos da raca Gir Leiteira.

O marcador AX-28361541, localizado no
cromossoma X, posicdo  133.038.305,
apresentou associacdo com o comprimento do
testiculo direito (-logP = 6,68) e largura do
testiculo direito (-logP = 5,05).Além disto,
associou-se a defeitos maiores (-logP = 3,22).
Este marcador se localiza dentro do gene da
Sindrome Nance-Horan (NHS), o qual tem
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funcdo  essencial para  desenvolvimento
embrionario normal, mantendo a morfologia
celular por intermédio da regulacdo da dinamica
do citoesqueleto de actina (BROOKS et al.,
2010), papel descrito na literatura, influenciando
os tecidos do cristalino, cérebro e cranio facial
(NANCE et al.,1974, citado por BROOKS et
al.,2010), Liao et al. (2011) descreveram dois
pacientes portadores de delecdo neste gene, um
dos quais com criptorquidia. Estes pacientes
apresentavam também delecdo dos genes
REPS2, NHS, SCML1, e RAI2. Desta forma, a
criptorquidia pode ter sido ocasionada por um
dos outros genes, na vizinhanca de NHS.

Os marcadores AX-28303957, AX-28303964,
AX-28304069, localizados proximo ao gene
microRNA mir-2488 (MIR2488) no
cromossoma X, apresentaram  associagdo
significativa com comprimento e largura do
testiculo direito, sugerindo que tal gene esteja
diretamente  ligado ao  desenvolvimento
testicular, principalmente nas biometrias do
testiculo direito, em zebuinos. MicroRNAs
(miRNAs) sdo uma classe de genes ndo-
codantes, cujo produto final € uma molécula de
RNA funcional com cerca de 22 nucleotideos,
que desempenham papel importante na
regulacdo dos genes-alvo, ligando-se a regifes
complementares dos MRNAs por eles regulados
podendo em alguns casos reprimir a sua
traducdo e, em outros, encaminha-los para
degradacdo (BARTEL, 2004; GRIFFITHS-
JONES et al., 2006; GLAZOV, 2009). Alguns
miRNA tém sido associados & reproducao,

como 0 miRNA34c, que reduz a proliferacdo
celular e promove apoptose em etapas tardias da
espermatogénese em caprinos leiteiros (LEE et
al., 2013).BELLEANNEE et al. (2012)
forneceram suporte para um papel dos miRNAs
no estabelecimento e manutencdo de um padréo
de expressdo do gene ao longo do epididimo
humano e, por conseguinte, a sua contribuicdo
para a maturacdo do espermatozéide e aquisicdo
de capacidade fertilizante, fornecendo uma base
para investigaces sobre 0s mecanismos
moleculares que afetam a fertilidade masculina.

No presente estudo, 0 marcador AX-28265277,
localizado proximo do gene ARAF, no
cromossoma X, na posicdo 91.003.802,
apresentou associagdo (-logP = 5,28) com
contorno anormal do espermatozdide.

O gene ARAF (v-raf murine sarcoma 3611 viral
oncogene homolog), localizado no
cromossomaX, apresenta 80% de homologia ao
genev-raf-leukemia viral oncogenel (RAF1) no
seu dominio quinase. HUEBNER et al.(1986)
especularam que o produto do gene ARAF1
possa ter atividade serine/threoninekinase
especifica. Os protooncogenes RAF codificam
proteinas citoplasmaticas
serine/threoninekinase, que desempenham papel
crucial no crescimento e desenvolvimento das
células e na sinalizacdo mitogénica. O gene
ARAF1 no camundongo €&  expresso
predominantemente em tecidos urogenitais
(LEE et al.,1994).
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O gene leucine rich repeat transmembrane
neuronal 3 (LRRTM3-cromossoma 28) também
associou significativamente aos pardmetros
espermaticos (-logP>5). Observou-se associa¢do
do SNP AX-24562102, posicdo 20.561.719 no
cromossoma X ao contorno anormal do
espermatozéide. O gene codificador de
proteinas mais proximo é LRRTM3. Entretanto,
a distancia, neste caso é de cerca de 3 milhdes
de pares de bases.

Diversos SNPs no cromossoma X detectaram
associacdo com o contorno do espermatozdide e
comprimento e largura do testiculo direito (—
logP>5).0 gene mais proximo é o OCLR
(6culo-cerebro-renal, Sindrome de Lowe), a
cerca de 3kb de distancia. Também foi
detectada associacdo deste gene com defeitos
acrossdmicos (-logP = 3,13).

Tipicamente, estudos de associacdo se baseiam
em amostras grandes. Isto é fundamental
quando se busca associacdo de regides do
genoma a variaveis normais. No presente
estudo, utilizou-se 0 GWAS para deteccdo de
um fenotipo definitivamente alterado, ou seja,
uma doenca. Isto explica os valores de P téo
elevados, apesar de uma amostra pequena. Trés
outros fatores podem ter contribuido para a
eficiéncia da deteccdo das associagdes.
Primeiro, o fato do estudo ter sido feito em uma
raca especifica. Como estes animais tem em sua
histéria evolutiva recente, um gargalo (a
migracdo para o Brasil), espera-se um pequeno
namero de loci associados ao fenétipo, o que
acaba implicando em uma deteccdo de
associacdo mais facil. Segundo, a amostra
baseada em irmdos tem menor diversidade
genética e, portanto, gera menor ruido nas
andlises. E, por (dltimo, mas ndo menos
importante, a arquitetura do traco sugere que o
distirbio trata-se de um efeito quase-
monogénico (PENAGARICANO et al., 2012b).
Uma limitagdo deste modelo é que o0s
genes/regibes candidatos identificados no
presente estudo podem ndo contribuir da mesma
maneira para a subfertilidade em outras racas de
bovinos, zebuinas ou taurinas.

Ressalta-se que este é um dos primeiros GWAS
em Bos taurus indicus correlacionando o0s
parametros clinico-androlégicos, espermaticos e
diagndsticos de subfertilidade com marcadores

genéticos. Necessitando de novos estudos para
criacdo de haplétipos, que possam ser utilizados
como ferramenta de selecdo de animais
precocemente, retirando aqueles animais com
tendéncias a problemas de fertilidade da selecéo
para touros, assim, evitando prejuizos
econdmicos para as propriedades.

Conclusdes

Vaérios marcadores moleculares estdo
relacionados com a fertilidade na raca Gir
Leiteiro, sendo os encontrados em BTALL,
BTA16 e BTAX apresentaram uma maior
associagdo com o0s parametros clinico-
androldgicos e espermaticos.
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Apéndice 1

Espermiogramas de touros oriundos de dois grupos
de suplementagao nutricional (CS e SS)
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Espermiogramas dos touros diagnosticados com hipoplasia testicular
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ESPERMIOGRAMA (BLOM, E., 1973/1983).

HISTORICO: Animais NUTRICAO | 1 1 1 1 1 1 1 | 1 1 1 2 2
Com hipoplasia testicular DATA (col) 12/3/10 20/9/10 20/9/10 20/9/10 08/8/11 08/8/11 | 08/8/11 | 01/9/11 | 01/9/11 03/4/12 28/3/09 28/3/09
RACAS: Gir-L IDADE(m/a) 36 23 40 41 30 31 30 23 55 23 25 38
LOCAL: Minas Gerais PESO (Kg) 600 400 580 480 500 444 456 495 630 380 320 440
ASPECTOS FISICOS DO SEMEN (Amostra) 3 1 8 9 6 2 7 4 10 5 221 226
Volume (ml) 1 2,2 3,1 3,5 4,5 5,2 4 10 7 2 6 3
Motilidade de massa (1-5) 2 5 0 3 0 5 0 0 0 4 0 3
Motilidade individual (%6) 50 70 40 50 60 80 0 60 5 70 30 40
Vigor (1-5) 5 5 4 5 5 5 0 5 1 5 4 3
Concentracdo (x10%/ml) 100 550 700 150 150 700 0 200 25 600 300 150
ASPECTOS MORFOLOGICOS
Defeitos maiores (%) 53 51 27 33 46 17 0 11 15 68 19 16
Delgado na base 3 5 5 3 4 4 0 4 5 5 3 2
Cabeca piriforme 16 4 4 2 3 0 0 3 3 4 3 4
Contorno anormal 7 1 2 3 2 7 0 0 4 12 1 3
Cabeca pequena anormal 2 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cabeca isolada anormal 3 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Subdesenvolvido 2 0 0 2 0 0 0 0 0 2 0 0
Formas duplas 0 0 2 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Gota citoplasmatica proximal 8 14 2 2 11 2 0 2 0 6 4 1
Acrossoma defeituoso 3 11 5 2 15 0 0 0 0 10 2 0
Diadema (“pouch formation™) 0 0 0 2 1 1 0 0 0 15 0 2
Defeitos na peca intermedidria 9 13 6 17 10 3 0 2 2 14 6 4
Defeitos menores (%) 4 4 9 15 6 7 0 16 10 7 7 4
Cabeca delgada; pequena normal;
gigante; curta; larga e perda da
membrana acrossdémica 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 2
Implantacédo abaxial 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmética distal 2 2 0 2 2 3 0 3 3 0 0 0
Cabeca decapitada (normal) 0 0 7 6 0 1 0 5 4 1 4 0
Cauda dobrada (ou enrolada) 2 2 2 7 4 3 0 8 3 6 0 2
CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (cm): 32,6 33,3 32,7 32,2 36,1 28 25,9 33,8 37 24,6 31 33
DIAGNOSTICO HTD HTD HTE HTE HTE HTD HTE HTE HTE HTE HTD HTE
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ESPERMIOGRAMA (BLOM, E., 1973/1983).

HISTORICO: Animais NUTRICAO |2 2 2 2 2 2
Com hipoplasia testicular DATA (col) 22/7/09 | 15/12/09 |15/12/09 |15/12/09 |[15/12/09 |16/3/11
RACAS: Gir-L IDADE(m/a) |30 27 24 26 25 29
LOCAL: Minas Gerais PESO (Kg) 395 403 380 355 390 421
ASPECTOS FISICOS DO SEMEN (Amostra) 223 219 220 222 224 225
Volume (ml) 1 10 55 14 4,5 2,5
Motilidade de massa (1-5) 3 0 5 0 5 0
Motilidade individual (%) 50 5 50 0 90 0
Vigor (1-5) 5 1 4 0 5 0
Concentracdo (x106/ml) 300 100 120 0 700 0
ASPECTOS MORFOLOGICOS
Defeitos maiores (%) 22 64 26 0 19 0
Delgado na base 5 0 5 0 5 0
Cabeca piriforme 2 8 6 0 2 0
Contorno anormal 3 13 4 0 2 0
Cabeca pequena anormal 1 0 0 0 0 0
Cabeca isolada anormal 0 4 0 0 0 0
Subdesenvolvido 0 0 0 0 0 0
Formas duplas 0 2 0 0 0 0
Gota citoplasmatica proximal 4 14 2 0 2 0
Acrossoma defeituoso 5 8 5 0 3 0
Diadema (“pouch formation™) 0 2 0 0 0 0
Defeitos na peca intermediaria 2 13 4 0 5 0
Defeitos menores (%) 6 16 6 0 2 0
Cabeca delgada; pequena normal; gigante;
curta; larga e perda da membrana acrossdmica | 0 0 0 0 0 0
Implantacdo abaxial 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica distal 0 0 4 0 0 0
Cabeca decapitada (normal) 3 11 0 0 2 0
Cauda dobrada (ou enrolada) 3 5 2 0 0 0
CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (cm): 324 26.5 28.5 31.5 29 26,7
DIAGNOSTICO HTD HTB HTB HTD HTE HTE
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Espermiogramas dos touros diagnosticados clinicamente normais
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ESPERMIOGRAMA (BLOM, E., 1973/1983).

HISTORICO: Animais NUTRICAO 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Clinicamente Normal DATA (col) 12/7/09 | 21/7/2009 | 14/9/09 | 14/09/09 | 14/9/09 | 14/9/09 | 14/9/09 | 14/9/09 | 14/9/09 | 14/9/09 | 01/12/09 | 01/12/09
RACAS: Gir-L IDADE(m/a) 25 51 21 25 28 31 33 35 38 39 17 19
LOCAL: Minas Gerais PESO (Kg) 486 650 390 350 420 300 490 450 500 550 340 440
ASPECTOS FISICOS DO SEMEN
(Amostra) 57 141 31 54 72 91 106 116 121 123 13 19
Volume (ml) 6.5 8 6 5 55 8 7 5 7.5 9 4.5 4
Motilidade de massa (1-5) 0 5 4 3 5 5 3 4 2 5 0 0
Motilidade individual (%6) 40 70 70 70 80 80 70 80 60 80 40 50
Vigor (1-5) 5 5 5 5 5 5 4 5 5 5 3 3
Concentracdo (x10°/ml) 230 500 800 900 950 900 850 900 800 950 420 450
ASPECTOS MORFOLOGICOS
Defeitos maiores (%) 13 9 9 13 9 18 9 11 14 9 18 12
Delgado na base 3 0 0 3 0 4 0 3 0 0 1 1
Cabeca piriforme 4 2 0 0 2 3 0 4 4 2 2 1
Contorno anormal 3 3 4 4 3 0 3 0 3 4 0 2
Cabeca pequena anormal 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0
Cabeca isolada anormal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Subdesenvolvido 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0
Formas duplas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica proximal 2 0 2 0 0 4 2 4 2 0 5 4
Acrossoma defeituoso 0 2 0 1 0 2 0 0 5 0 5 0
Diadema (“pouch formation™) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Defeitos na pec¢a intermediaria 1 2 3 5 2 5 4 0 0 3 5 4
Defeitos menores (%) 15 15 12 9 3 4 20 10 3 6 8 15
Cabeca delgada; pequena normal;
gigante; curta; larga e perda da
membrana acrossémica 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Implantacéo abaxial 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica distal 12 7 0 0 1 3 15 5 2 2 0 7
Cabeca decapitada (normal) 0 2 3 3 0 0 0 2 0 2 0 2
Cauda dobrada (ou enrolada) 3 6 9 6 2 1 5 3 1 2 8 6
CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (cm): 33.7 33,8 31.5 31.2 34.2 29.5 31 30.5 31.4 35.8 29.9 30
CAP 52 70 100 69 100 55 76 55 61 84 75 75
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ESPERMIOGRAMA (BLOM, E., 1973/1983).

HISTORICO: Animais NUTRICAO 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Clinicamente Normal DATA (col) 1/12/09 1/12/09 | 1/12/09 1/12/09 1/12/09 1/12/09 1/12/09 1/12/09 1/12/09 1/12/09 1/12/09 1/12/09
RACAS: Gir-L IDADE(m/a) 19 21 21 30 33 40 41 41 41 42 44 45
LOCAL: Minas Gerais PESO (Kg) 460 380 400 480 490 460 500 480 580 510 540 530
ASPECTOS FISICOS DO SEMEN
(Amostra) 20 32 33 86 107 125 130 131 132 134 136 137
Volume (ml) 55 10 3.5 4 9 4 7 2 8 12 5 3
Motilidade de massa (1-5) 5 3 5 5 3 0 5 5 5 5 5 3
Motilidade individual (%) 80 70 70 70 70 30 80 60 80 80 80 50
Vigor (1-5) 5 5 5 4 5 2 5 5 5 5 5 4
Concentracdo (x10%/ml) 800 850 750 800 650 200 900 500 1000 900 850 300
ASPECTOS MORFOLOGICOS
Defeitos maiores (%) 17 15 17 9 11 11 15 12 11 8 9 18
Delgado na base 3 1 0 3 0 2 4 1 0 1 2 4
Cabeca piriforme 0 4 0 0 2 3 3 4 4 2 2 4
Contorno anormal 3 1 2 2 3 2 0 3 2 3 1 3
Cabeca pequena anormal 0 2 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0
Cabeca isolada anormal 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0
Subdesenvolvido 0 0 0 2 0 0 0 2 0 0 0 0
Formas duplas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica proximal 4 2 4 0 4 2 0 0 1 0 2 0
Acrossoma defeituoso 5 5 4 2 2 0 2 0 4 0 0 5
Diadema (“pouch formation™) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Defeitos na peca intermediaria 2 0 5 0 0 2 2 2 0 2 2 2
Defeitos menores (%0) 9 15 6 8 5 4 3 5 2 10 11 5
Cabeca delgada; pequena normal;
gigante; curta; larga e perda da
membrana acrossdbmica 0 0 0 5 5 2 0 3 2 0 3 3
Implantacéo abaxial 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica distal 5 2 0 0 0 0 0 0 0 7 7 2
Cabeca decapitada (normal) 3 0 1 0 0 0 0 0 0 3 0 0
Cauda dobrada (ou enrolada) 1 13 5 3 0 2 3 2 0 0 1 0
CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (cm): 29.6 30.5 30.7 37.5 34.4 31.6 38.5 34.2 35 34 35 36
CAP 85 85 85 100 69 52 85 61 69 84 84 59
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ESPERMIOGRAMA (BLOM, E., 1973/1983).

HISTORICO: Animais NUTRICAO 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Clinicamente Normal DATA (col) 1/12/09 12/3/10 | 12/3/10 20/9/10 | 20/9/10 | 20/9/10 | 20/9/10 | 20/9/10 | 20/9/10 | 20/9/10 | 20/9/10 | 20/9/210
RACAS: Gir-L IDADE(m/a) 60 19 29 22 24 26 33 34 37 38 40 40
LOCAL: Minas Gerais PESO (Kg) 645 400 580 450 500 550 500 360 580 560 520 510
ASPECTOS FISICOS DO SEMEN
(Amostra) 142 21 77 35 43 61 108 113 119 122 126 127
Volume (ml) 4 3,5 10 2,8 3,1 2,8 3,3 5,1 5,1 3,2 4,3 31
Motilidade de massa (1-5) 3 5 5 5 4 5 2 5 5 5 5 5
Motilidade individual (%0) 70 80 70 80 80 80 60 80 70 80 80 80
Vigor (1-5) 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Concentracdo (x10%/ml) 700 800 700 600 400 500 100 800 550 600 650 500
ASPECTOS MORFOLOGICOS
Defeitos maiores (%) 17 14 12 12 12 9 14 11 9 14 9 14
Delgado na base 4 3 1 3 3 4 2 0 2 3 3 4
Cabeca piriforme 6 4 3 1 4 0 2 5 2 3 2 3
Contorno anormal 2 0 4 4 0 3 3 4 2 2 1 2
Cabeca pequena anormal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cabeca isolada anormal 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Subdesenvolvido 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Formas duplas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica proximal 0 0 0 0 2 0 5 0 2 0 1 2
Acrossoma defeituoso 2 3 2 0 0 0 2 0 1 5 0 3
Diadema (“pouch formation™) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Defeitos na peca intermediaria 0 2 2 4 3 2 0 2 0 1 2 0
Defeitos menores (%) 2 13 3 13 5 8 8 9 7 4 3 4
Cabeca delgada; pequena normal;
gigante; curta; larga e perda da
membrana acrossdbmica 0 5 3 3 3 6 2 6 2 2 0 0
Implantacéo abaxial 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica distal 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 2 4
Cabeca decapitada (normal) 0 4 0 1 0 2 6 0 2 2 0 0
Cauda dobrada (ou enrolada) 0 2 0 7 2 0 0 3 3 0 1 0
CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (cm): 36.5 27,9 34,2 28,2 30,5 35,7 36,8 31 37,2 32,2 39,8 34,3
CAP 69 69 85 69 69 100 77 69 100 69 100 69
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ESPERMIOGRAMA (BLOM, E., 1973/1983).

HISTORICO: Animais NUTRICAO 1 1 1 1 1 1 1 | 1 1 1 1 1
Clinicamente Normal DATA (col) 20/9/10 | 08/8/11 | 08/8/11 | 08/8/11 08/8/11 | 08/8/11 | 08/8/11 | 08/8/11 | 08/8/11 | 08/8/11 | 08/8/11 | 08/8/11
RACAS: Gir-L IDADE(m/a) 40 24 24 30 36 48 48 18 18 19 20 20
LOCAL: Minas Gerais PESO (Kg) 450 470 450 520 514 620 620 455 437 441 435 405
ASPECTOS FISICOS DO SEMEN (Amostra) 128 44 45 87 117 138 139 15 16 22 25 26
Volume (ml) 2,8 2 3 1,7 6,5 7 3,5 3 4 1 2,5 0,5
Motilidade de massa (1-5) 0 0 3 4 4 4 4 5 3 5 5 4
Motilidade individual (%0) 60 80 80 70 70 60 80 70 60 70 80 60
Vigor (1-5) 5 5 5 5 5 4 5 5 5 5 5 5
Concentracdo (x10%/ml) 100 450 850 700 700 700 800 800 350 900 1000 150
ASPECTOS MORFOLOGICOS
Defeitos maiores (%) 11 13 8 11 13 13 9 7 12 12 4 15
Delgado na base 3 0 0 0 1 1 0 0 3 1 2 0
Cabeca piriforme 0 1 0 1 2 2 3 1 3 1 1 4
Contorno anormal 3 2 3 2 3 3 4 0 0 0 0 0
Cabeca pequena anormal 0 0 0 0 3 3 0 0 0 0 0 0
Cabeca isolada anormal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Subdesenvolvido 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Formas duplas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica proximal 0 2 0 0 0 0 2 1 1 0 1 0
Acrossoma defeituoso 5 0 1 2 2 2 0 1 0 5 0 4
Diadema (“pouch formation™) 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Defeitos na pega intermediaria 0 6 4 6 2 2 0 4 5 5 0 7
Defeitos menores (%) 7 5 1 4 11 6 3 0 11 8 3 10
Cabeca delgada; pequena normal;
gigante; curta; larga e perda da
membrana acrossdmica 5 0 0 3 0 0 0 0 1 0 0 0
Implantacéo abaxial 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica distal 2 2 0 0 0 4 0 0 5 3 0 3
Cabeca decapitada (normal) 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 2
Cauda dobrada (ou enrolada) 0 3 0 1 11 2 3 0 5 5 2 5
CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (cm): 33,6 30,7 29,5 34,5 35,2 36,5 39 31,9 28 27,9 33,2 31,7
CAP 61 69 70 85 0 59 100 100 61 69 100 77
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ESPERMIOGRAMA (BLOM, E., 1973/1983).

HISTORICO: Animais NUTRICAO 1 1 1 1 1 1 1 [ 1 1 1 1 1
Clinicamente Normal DATA (col) 08/8/11 | 08/8/11 | 08/8/11 | 08/8/11 08/8/11 | 08/8/11 | 08/8/11 | 08/8/11 | 08/8/11 08/8/11 08/8/11 | 08/8/11
RACAS: Gir-L IDADE(m/a) 20 20 20 20 21 22 22 23 24 24 24 24
LOCAL: Minas Gerais PESO (Kg) 430 433 421 426 472 415 500 525 405 473 504 480
ASPECTOS FISICOS DO SEMEN (Amostra) 27 28 29 30 34 36 37 41 50 51 52 53
Volume (ml) 1 3 2 15 3 3 3,5 4 2 4,5 11 6
Motilidade de massa (1-5) 5 5 1 3 4 3 1 5 5 0 0 0
Motilidade individual (%) 60 50 50 60 80 70 80 80 80 70 30 70
Vigor (1-5) 5 5 5 5 5 5 4 5 5 5 3 5
Concentracdo (x10%/ml) 600 450 450 550 1000 450 350 700 1200 200 80 120
ASPECTOS MORFOLOGICOS
Defeitos maiores (%) 11 5 12 10 17 9 8 11 4 17 12 18
Delgado na base 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 4 0
Cabeca piriforme 3 0 0 0 0 2 1 0 1 0 3 0
Contorno anormal 0 0 0 0 0 3 2 2 0 3 1 0
Cabeca pequena anormal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cabeca isolada anormal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Subdesenvolvido 0 0 0 0 0 0 0 2 0 1 0 0
Formas duplas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica proximal 0 2 1 7 14 0 2 0 1 4 0 0
Acrossoma defeituoso 0 0 0 0 0 2 0 4 0 5 3 7
Diadema (“pouch formation™) 0 2 0 0 2 0 0 0 1 0 0 0
Defeitos na peca intermediaria 8 1 10 3 1 1 3 3 0 4 1 11
Defeitos menores (%) 10 11 12 3 8 5 2 6 2 15 2 14
Cabeca delgada; pequena normal;
gigante; curta; larga e perda da
membrana acrossomica 0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 0 0
Implantacdo abaxial 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica distal 0 3 7 1 5 0 0 0 0 9 0 5
Cabeca decapitada (normal) 5 3 2 0 0 3 0 5 0 3 2 0
Cauda dobrada (ou enrolada) 5 5 3 2 3 2 2 1 1 0 0 9
CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (cm): 32,3 35,1 30,5 32 35,5 31,9 36,4 36,2 32 32 36,6 36,7
CAP 77 90 75 85 85 100 100 85 84 69 68 85
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ESPERMIOGRAMA (BLOM, E., 1973/1983).

HISTORICO: Animais NUTRICAO 1 1 1 1 1 1 1 | 1 1 1 1 1
Clinicamente Normal DATA (col) 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11
RACAS: Gir-L IDADE(m/a) 25 26 26 26 26 26 27 27 27 28 28 28
LOCAL: Minas Gerais PESO (Kg) 431 525 458 433 512 388 517 530 500 480 462 486
ASPECTOS FISICOS DO SEMEN (Amostra) 58 62 63 64 65 66 69 70 71 73 74 75
Volume (ml) 6 15 10,5 2 2 2,5 1 3 5,5 3 2,2 2,5
Motilidade de massa (1-5) 5 5 5 0 1 5 0 0 0 4 0 1
Motilidade individual (%0) 60 70 80 40 60 50 80 50 50 70 60 70
Vigor (1-5) 5 5 5 4 5 5 5 5 5 5 5 5
Concentracdo (x10%/ml) 550 1100 1200 100 120 650 250 100 100 600 160 350
ASPECTOS MORFOLOGICOS
Defeitos maiores (%) 8 16 16 8 8 11 7 10 11 9 10 6
Delgado na base 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 6 0
Cabeca piriforme 0 4 4 0 1 4 4 2 0 2 0 2
Contorno anormal 0 3 1 0 0 3 0 0 0 3 0 0
Cabeca pequena anormal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cabeca isolada anormal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Subdesenvolvido 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Formas duplas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica proximal 0 0 2 7 2 2 0 1 0 2 2 3
Acrossoma defeituoso 1 5 6 0 0 2 2 2 1 0 0
Diadema (“pouch formation™) 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0
Defeitos na peca intermedidria 7 4 3 1 3 0 0 5 8 2 2 1
Defeitos menores (%) 9 10 11 8 7 4 1 10 13 11 5 24
Cabeca delgada; pequena normal; gigante;
curta; larga e perda da membrana
acrossdémica 0 8 0 1 0 2 0 0 0 4 0 0
Implantacéo abaxial 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica distal 3 0 11 5 2 0 0 2 0 4 1 20
Cabeca decapitada (normal) 1 2 0 1 0 2 0 1 3 0 1 2
Cauda dobrada (ou enrolada) 5 0 0 1 5 0 1 7 10 3 3 2
CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (cm): 34 35,2 36,1 36,5 37,8 34,9 36,9 41 38,8 37,5 35,3 32,8
CAP 92 85 85 83 92 75 100 75 68 100 77 69
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ESPERMIOGRAMA (BLOM, E., 1973/1983).

HISTORICO: Animais NUTRICAO 1 1 1 1 1 1 1 | 1 1 1 1 1
Clinicamente Normal DATA (col) 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11
RACAS: Gir-L IDADE(m/a) 28 29 29 29 29 29 29 29 29 30 30 31
LOCAL: Minas Gerais PESO (Kg) 521 471 603 429 419 428 456 450 547 547 324 453
ASPECTOS FISICOS DO SEMEN (Amostra) 76 78 79 80 81 82 83 84 85 89 90 92
Volume (ml) 2 4,5 9 5 3 6 3,5 3 4,5 6,5 1,7 3
Motilidade de massa (1-5) 1 1 0 5 5 5 5 3 0 5 5 5
Motilidade individual (%0) 50 40 10 80 70 70 90 70 30 60 70 80
Vigor (1-5) 5 4 2 5 5 5 5 5 3 5 5 5
Concentracdo (x10%/ml) 200 150 100 1200 1000 800 1600 500 120 450 700 1300
ASPECTOS MORFOLOGICOS
Defeitos maiores (%) 9 8 11 5 4 2 8 8 9 9 2 3
Delgado na base 0 0 0 0 0 0 0 2 3 3 0 1
Cabeca piriforme 3 1 2 0 0 1 2 6 4 2 1 0
Contorno anormal 2 3 5 0 0 0 0 0 0 2 0 0
Cabeca pequena anormal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cabeca isolada anormal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Subdesenvolvido 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Formas duplas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica proximal 2 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0
Acrossoma defeituoso 0 0 0 0 0 0 4 0 0 2 0 0
Diadema (“pouch formation™) 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
Defeitos na peca intermedidria 0 4 4 5 0 1 2 0 2 0 1 1
Defeitos menores (%) 9 5 20 8 2 4 5 5 5 3 1 5
Cabeca delgada; pequena normal; gigante;
curta; larga e perda da membrana
acrossdémica 4 0 9 0 0 0 2 0 5 0 0 0
Implantacéo abaxial 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica distal 3 0 0 1 1 2 0 0 0 0 0 0
Cabeca decapitada (normal) 0 5 0 6 0 1 3 3 0 3 0 2
Cauda dobrada (ou enrolada) 2 0 11 1 1 1 0 2 0 0 1 3
CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (cm): 39,4 36,3 38 36,2 28 34,2 36 38 34 35,8 28,5 34,5
CAP 90 83 68 100 70 100 100 100 67 92 70 84
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ESPERMIOGRAMA (BLOM, E., 1973/1983).

HISTORICO: Animais NUTRICAO 1 1 1 1 1 1 1 | 1 1 1 1 1
Clinicamente Normal DATA (col) 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11
RACAS: Gir-L IDADE(m/a) 31 31 31 31 31 31 31 31 32 32 32 32
LOCAL: Minas Gerais PESO (Kg) 518 490 578 635 441 518 457 529 385 588 417 578
ASPECTOS FISICOS DO SEMEN (Amostra) 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103 104
Volume (ml) 3 15 1,5 3 3 6 2,5 2,5 1,5 6 4,5 2,5
Motilidade de massa (1-5) 3 5 5 0 5 0 5 5 5 0 5 5
Motilidade individual (%0) 80 80 70 50 60 50 70 90 80 20 80 80
Vigor (1-5) 5 5 5 5 5 5 5 5 5 2 5 5
Concentracdo (x10%/ml) 740 1000 1000 200 600 200 750 1300 1100 140 1400 1300
ASPECTOS MORFOLOGICOS
Defeitos maiores (%) 9 8 7 8 13 16 9 8 15 14 2 8
Delgado na base 0 1 0 0 0 4 0 0 0 5 0 0
Cabeca piriforme 2 2 3 3 1 3 1 3 0 6 0 2
Contorno anormal 1 3 2 1 0 2 0 2 0 0 0 2
Cabeca pequena anormal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cabeca isolada anormal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Subdesenvolvido 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0
Formas duplas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica proximal 4 0 0 0 4 3 0 1 2 0 0 0
Acrossoma defeituoso 2 2 0 2 2 4 0 0 0 0 0 0
Diadema (“pouch formation”) 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Defeitos na peca intermediaria 0 0 2 2 6 0 7 2 13 0 2 4
Defeitos menores (%) 2 5 2 7 8 11 9 5 11 10 5 5
Cabeca delgada; pequena normal; gigante;
curta; larga e perda da membrana
acrossdémica 2 2 0 5 0 7 0 0 2 4 0 0
Implantacéo abaxial 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica distal 0 0 0 2 4 0 2 3 3 0 2 5
Cabeca decapitada (normal) 0 0 0 0 2 0 1 0 2 4 1 0
Cauda dobrada (ou enrolada) 0 3 2 0 2 4 6 2 4 2 2 0
CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (cm): 37,7 34,3 38,6 43,2 33,8 35,1 34,1 36,6 31,6 39,7 33 38,9
CAP 100 84 100 90 61 75 84 100 69 68 84 100
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ESPERMIOGRAMA (BLOM, E., 1973/1983).

HISTORICO: Animais NUTRICAO 1 1 1 1 1 1 1 | 1 1 1 1 1
Clinicamente Normal DATA (col) 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 1/9/11 1/9/11 1/9/11
RACAS: Gir-L IDADE(m/a) 33 33 33 34 34 36 39 41 42 16 18 19
LOCAL: Minas Gerais PESO (Kg) 552 450 437 680 613 557 645 712 610 404 234 507
ASPECTOS FISICOS DO SEMEN (Amostra) 109 110 111 114 115 118 124 133 135 12 14 17
Volume (ml) 3 4 2,5 8 4,5 5 4,5 8 4 7 4 5
Motilidade de massa (1-5) 1 0 3 5 0 0 5 0 5 2 4 5
Motilidade individual (%0) 50 80 60 80 50 60 80 40 70 70 70 60
Vigor (1-5) 5 5 5 5 5 5 5 3 5 5 5 5
Concentracdo (x10%/ml) 250 200 450 1200 150 150 1200 120 550 800 650 600
ASPECTOS MORFOLOGICOS
Defeitos maiores (%) 24 4 7 9 9 8 9 8 8 19 16 15
Delgado na base 4 0 1 3 1 0 1 0 0 2 3 3
Cabeca piriforme 3 0 0 2 3 0 1 0 2 3 4 6
Contorno anormal 2 0 0 0 2 2 3 0 2 2 0 0
Cabeca pequena anormal 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cabeca isolada anormal 2 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0
Subdesenvolvido 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1 4 0
Formas duplas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica proximal 5 1 0 0 0 4 0 2 0 6 0 0
Acrossoma defeituoso 2 0 3 0 1 0 2 1 0 2 5 4
Diadema (“pouch formation™) 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Defeitos na peca intermedidria 4 3 1 2 2 2 2 5 2 3 0 2
Defeitos menores (%) 2 3 2 7 3 15 3 5 3 2 3 7
Cabeca delgada; pequena normal; gigante;
curta; larga e perda da membrana
acrossdémica 0 0 0 2 0 0 0 0 3 0 3 4
Implantacéo abaxial 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica distal 0 3 0 0 1 2 0 0 0 0 0 0
Cabeca decapitada (normal) 2 0 2 0 0 8 3 1 0 2 0 0
Cauda dobrada (ou enrolada) 0 0 0 5 2 5 0 4 0 0 0 3
CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (cm): 36,7 33,1 33,3 38,5 38,5 41,6 40,6 43 37,9 32,6 33,5 33,5
CAP 60 84 76 100 90 92 100 83 84 85 85 77
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ESPERMIOGRAMA (BLOM, E., 1973/1983).

HISTORICO: Animais NUTRICAO 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Clinicamente Normal DATA (col) 1/9/11 1/9/11 1/9/11 1/9/11 1/9/11 1/9/11 1/9/11 1/9/11 1/9/11 1/9/11 3/4/12 3/4/12
RACAS: Gir-L IDADE(m/a) 19 23 23 23 24 26 26 33 34 41 20 20
LOCAL: Minas Gerais PESO (Kg) 477 502 459 533 495 552 548 702 733 795 390 400
ASPECTOS FISICOS DO SEMEN (Amostra) 18 38 39 40 42 59 60 105 112 129 23 24
Volume (ml) 5 6,5 7 6 5 5 5 8 5 3 2,5 4
Motilidade de massa (1-5) 0 4 5 5 1 5 5 3 5 2 0 0
Motilidade individual (%0) 50 70 80 80 50 80 80 60 80 70 50 60
Vigor (1-5) 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Concentracdo (x10%/ml) 250 800 720 1500 350 1200 900 600 1500 600 200 200
ASPECTOS MORFOLOGICOS
Defeitos maiores (%) 10 11 19 9 11 12 17 15 9 12 10 18
Delgado na base 3 1 3 0 3 1 2 7 1 2 0 0
Cabeca piriforme 2 4 1 2 2 2 5 6 2 2 0 0
Contorno anormal 3 2 0 3 2 3 2 0 2 2 0 0
Cabeca pequena anormal 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0
Cabeca isolada anormal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Subdesenvolvido 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Formas duplas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica proximal 0 0 5 2 0 0 1 0 2 1 1 6
Acrossoma defeituoso 0 2 4 0 0 2 0 0 0 3 1 2
Diadema (“pouch formation”) 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 2
Defeitos na peca intermedidria 2 2 4 2 4 3 4 2 2 2 7 8
Defeitos menores (%) 12 6 3 3 5 2 3 7 5 5 18 13
Cabeca delgada; pequena normal; gigante;
curta; larga e perda da membrana
acrossdémica 0 4 3 0 0 0 0 0 0 3 0 0
Implantacéo abaxial 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica distal 2 0 0 0 0 0 0 2 3 0 7 3
Cabeca decapitada (normal) 0 1 0 1 0 2 1 0 0 3 1 1
Cauda dobrada (ou enrolada) 10 1 0 2 5 0 2 5 2 0 11 9
CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (cm): 33 37,4 29,8 35,3 34,3 37,4 36,4 39 38,7 46 25,4 23,6
CAP 75 85 69 100 75 85 85 77 100 85 45 47
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ESPERMIOGRAMA (BLOM, E., 1973/1983).

HISTORICO: Animais NUTRICAO 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2
Clinicamente Normal DATA (col) 3/4/12 3/4/12 3/4/12 3/4/12 3/4/12 3/4/12 3/4/12 3/4/12 3/4/12 3/4/12 3/4/12 28/3/09
RACAS: Gir-L IDADE(m/a) 24 24 24 24 25 25 27 27 30 37 48 24
LOCAL: Minas Gerais PESO (Kg) 450 510 540 500 530 470 500 550 560 600 750 320
ASPECTOS FISICOS DO SEMEN (Amostra) 46 47 48 49 55 56 67 68 88 120 140 235
Volume (ml) 4,5 2,5 4 3 3 2 4,5 2 4 10 6 6
Motilidade de massa (1-5) 1 4 5 5 2 4 5 5 4 1 5 5
Motilidade individual (%0) 70 80 80 70 70 60 80 80 80 70 80 85
Vigor (1-5) 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Concentracdo (x10%/ml) 700 600 1600 1000 600 600 1100 1500 700 350 1300 500
ASPECTOS MORFOLOGICOS
Defeitos maiores (%) 12 9 5 5 13 7 1 7 6 6 5 15
Delgado na base 0 0 0 2 0 0 1 2 1 1 1 5
Cabeca piriforme 3 3 1 0 2 3 0 0 1 0 1 2
Contorno anormal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4
Cabeca pequena anormal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cabeca isolada anormal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
Subdesenvolvido 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Formas duplas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica proximal 4 3 0 0 1 1 0 0 1 2 0 0
Acrossoma defeituoso 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 0 4
Diadema (“pouch formation”) 3 1 0 1 2 0 5 2 0 0 0
Defeitos na peca intermedidria 1 2 2 3 8 1 0 0 0 2 3 0
Defeitos menores (%) 9 2 9 6 10 12 5 3 2 7 4 13
Cabeca delgada; pequena normal; gigante;
curta; larga e perda da membrana
acrossdémica 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4
Implantacéo abaxial 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica distal 3 0 4 2 4 1 1 0 0 0 0 0
Cabeca decapitada (normal) 1 1 0 1 0 4 3 2 1 1 0 9
Cauda dobrada (ou enrolada) 5 1 5 3 6 7 1 1 1 6 4 0
CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (cm): 27,3 27,2 30,3 25,8 25,1 29,4 30 32,9 36,3 36,3 41,1 29.5
CAP 55 70 84 70 55 62 84 84 100 100 100 55
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ESPERMIOGRAMA (BLOM, E., 1973/1983).

HISTORICO: Animais NUTRICAO 2 2 2 2 2 2 2 | 2 2 2 2 2
Clinicamente Normal DATA (col) 28/3/09 | 28/3/09 | 28/3/09 28/3/09 28/3/09 28/3/09 | 28/3/09 | 28/3/09 | 28/3/09 28/3/09 28/3/09 | 28/3/09
RACAS: Gir-L IDADE(m/a) 25 25 25 26 26 27 27 27 28 28 28 28
LOCAL: Minas Gerais PESO (Kg) 330 315 315 315 350 315 325 335 430 365 355 380
ASPECTOS FISICOS DO SEMEN (Amostra) 236 237 238 245 246 253 254 255 260 261 262 263
Volume (ml) 15 1 3 2.5 6 2 5 3 4.5 1.5 1.5 5
Motilidade de massa (1-5) 2 3 0 5 5 2 0 0 4 2 0 1
Motilidade individual (%) 60 40 30 80 85 30 20 20 60 40 30 50
Vigor (1-5) 4 4 3 5 5 2 2 3 5 2 3 4
Concentracdo (x10°/ml) 480 300 250 620 600 210 180 320 520 150 250 350
ASPECTOS MORFOLOGICOS
Defeitos maiores (%) 12 16 11 8 10 14 10 10 11 11 12 12
Delgado na base 3 0 3 0 0 4 3 2 2 0 1 3
Cabeca piriforme 2 2 4 4 2 2 3 2 2 4 2 2
Contorno anormal 0 3 0 0 3 3 4 3 1 3 2 2
Cabeca pequena anormal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cabeca isolada anormal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Subdesenvolvido 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Formas duplas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica proximal 0 5 2 0 0 2 0 0 2 2 2 2
Acrossoma defeituoso 4 3 0 4 2 0 0 2 0 2 0 0
Diadema (“pouch formation”) 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Defeitos na pec¢a intermediaria 0 3 2 0 3 3 0 1 4 0 5 3
Defeitos menores (%) 7 21 21 5 3 5 4 21 8 5 7 5
Cabeca delgada; pequena normal; gigante;
curta; larga e perda da membrana
acrossbmica 0 2 2 1 3 0 2 3 5 3 1 0
Implantacéo abaxial 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica distal 0 2 0 0 0 0 2 18 0 2 0 3
Cabeca decapitada (normal) 2 2 0 3 0 5 0 0 0 0 6 0
Cauda dobrada (ou enrolada) 5 15 19 1 0 0 0 0 3 0 0 2
CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (cm): 315 27 32 34 31 29 30 30,5 29.5 31.5 27.5 30.5
CAP 69 38 52 84 69 38 52 52 47 52 38 59
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ESPERMIOGRAMA (BLOM, E., 1973/1983).

HISTORICO: Animais NUTRICAO 2 2 2 2 2 2 2 | 2 2 2 2 2
Clinicamente Normal DATA (col) 28/3/09 | 28/3/09 | 28/3/09 28/3/09 28/3/09 28/3/09 | 28/3/09 | 28/3/09 | 28/3/09 28/3/09 28/3/09 | 28/3/09
RACAS: Gir-L IDADE(m/a) 28 28 28 29 29 29 29 29 29 30 38 38
LOCAL: Minas Gerais PESO (Kg) 375 335 365 430 320 345 345 345 500 370 450 455
ASPECTOS FISICOS DO SEMEN (Amostra) 264 265 266 278 280 281 282 283 286 287 289 290
Volume (ml) 5 5 3 4.5 5.5 2.5 5 6.5 2 2 8 5
Motilidade de massa (1-5) 4 4 0 5 2 3 2 2 0 0 0 4
Motilidade individual (%0) 70 85 10 80 40 60 65 50 30 50 20 50
Vigor (1-5) 4 4 2 5 2 3 3 3 3 3 2 4
Concentracdo (x10%/ml) 510 550 200 510 280 440 480 400 250 200 190 400
ASPECTOS MORFOLOGICOS
Defeitos maiores (%) 11 11 13 10 13 9 10 13 13 16 11 9
Delgado na base 0 0 3 0 3 1 5 0 3 2 0 0
Cabeca piriforme 2 2 2 2 5 2 2 2 1 6 0 2
Contorno anormal 3 3 2 3 2 2 3 3 3 3 2 2
Cabeca pequena anormal 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0
Cabeca isolada anormal 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 2
Subdesenvolvido 2 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Formas duplas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica proximal 0 0 2 0 0 0 0 3 2 3 2 0
Acrossoma defeituoso 3 2 0 0 2 2 0 0 0 2 2 0
Diadema (“pouch formation™) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Defeitos na peca intermedidria 1 4 3 5 1 2 0 3 2 0 5 3
Defeitos menores (%) 6 5 7 2 6 11 7 7 5 5 13 8
Cabeca delgada; pequena normal; gigante;
curta; larga e perda da membrana
acrossdémica 2 3 3 2 3 2 5 2 2 0 3 5
Implantacéo abaxial 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica distal 0 0 0 0 0 6 2 0 0 0 3 0
Cabeca decapitada (normal) 0 2 0 0 0 0 0 2 0 2 0 0
Cauda dobrada (ou enrolada) 4 0 4 0 3 3 0 3 3 3 7 3
CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (cm): 33 32 33.6 31.5 27 30 29 29,5 31 38.1 36 34.5
CAP 69 69 52 69 38 76 47 45 52 75 52 74
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ESPERMIOGRAMA (BLOM, E., 1973/1983).

HISTORICO: Animais NUTRICAO 2 2 2 2 2 2 2 | 2 2 2 2 2
Clinicamente Normal DATA (col) 28/3/09 | 28/3/09 | 28/3/09 22/7/09 22/7/09 22/7/09 | 22/7/09 | 22/7/09 | 15/12/09 | 15/12/09 | 15/12/09 | 15/12/09
RACAS: Gir-L IDADE(m/a) 39 40 40 19 21 21 21 22 23 23 24 25
LOCAL: Minas Gerais PESO (Kg) 505 485 450 270 300 300 260 290 500 380 520 375
ASPECTOS FISICOS DO SEMEN (Amostra) 291 292 293 227 228 229 230 231 232 233 234 239
Volume (ml) 5 7 4 1 0.5 1.5 1 1 5 4 4 5
Motilidade de massa (1-5) 3 0 5 3 1 5 3 3 4 1 5 5
Motilidade individual (%) 60 20 90 80 60 70 60 70 60 70 70 70
Vigor (1-5) 3 4 5 5 5 5 5 5 4 4 5 5
Concentracéo (x10%ml) 450 200 500 1000 850 900 600 1200 600 250 900 700
ASPECTOS MORFOLOGICOS
Defeitos maiores (%) 11 13 9 15 14 9 14 15 13 15 19 17
Delgado na base 0 2 0 4 2 2 0 4 5 2 5 3
Cabeca piriforme 4 3 3 2 3 3 3 6 4 2 2 4
Contorno anormal 1 0 3 0 1 0 6 0 2 5 0 4
Cabeca pequena anormal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cabeca isolada anormal 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Subdesenvolvido 0 1 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0
Formas duplas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Gota citoplasmatica proximal 2 2 0 2 3 2 2 0 0 4 2 2
Acrossoma defeituoso 0 2 2 3 0 0 1 0 0 2 7 2
Diadema (“pouch formation™) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Defeitos na peca intermedidria 2 3 1 2 5 2 2 5 2 0 2 2
Defeitos menores (%) 10 2 3 10 3 4 5 11 13 3 4 5
Cabeca delgada; pequena normal; gigante;
curta; larga e perda da membrana
acrossdémica 5 0 2 0 0 4 0 4 2 0 2 2
Implantacéo abaxial 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica distal 0 0 1 2 0 0 2 4 0 0 0 3
Cabeca decapitada (normal) 5 0 0 3 3 0 3 3 0 2 0 0
Cauda dobrada (ou enrolada) 0 2 0 5 0 0 0 0 11 1 2 0
CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (cm): 36.5 33 36 28.2 30.7 31.2 28.3 31.5 30 33 29 32
CAP 77 52 84 69 77 100 61 85 61 85 47 69
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ESPERMIOGRAMA (BLOM, E., 1973/1983).

HISTORICO: Animais NUTRICAO 2 2 2 2 2 2 2 | 2 2 2 2 2
Clinicamente Normal DATA (col) 15/12/09 | 15/12/09 | 15/12/09 | 15/12/09 | 15/12/09 | 15/12/09 | 15/12/09 | 15/12/09 | 16/3/11 | 16/3/11 | 16/3/11 | 16/3/11
RACAS: Gir-L IDADE(m/a) 25 26 26 26 26 26 27 27 25 25 25 26
LOCAL: Minas Gerais PESO (Kg) 350 412 396 380 425 399 312 378 370 460 400 392
ASPECTOS FISICOS DO SEMEN (Amostra) 240 247 248 249 250 251 256 257 241 242 243 244
Volume (ml) 4 5,3 2 4,5 3.5 4,5 5,5 4,5 5 1 2,3 0,5
Motilidade de massa (1-5) 0 5 5 5 5 5 0 5 5 0 4 0
Motilidade individual (%) 5 80 80 60 60 60 30 90 70 40 50 50
Vigor (1-5) 1 5 5 4 5 5 3 5 5 5 5 5
Concentracéo (x10%ml) 25 1400 1000 450 620 500 50 1200 550 100 350 150
ASPECTOS MORFOLOGICOS
Defeitos maiores (%) 13 11 9 14 16 19 15 15 9 2 12 13
Delgado na base 0 4 1 2 1 5 3 2 2 3 2 3
Cabeca piriforme 2 3 3 4 6 4 3 3 2 3 4 3
Contorno anormal 3 2 4 3 3 4 0 2 0 0 2 4
Cabeca pequena anormal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0
Cabeca isolada anormal 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Subdesenvolvido 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Formas duplas 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
Gota citoplasmatica proximal 2 0 0 0 0 5 2 0 0 2 0
Acrossoma defeituoso 0 0 0 0 2 0 3 2 2 2 0 0
Diadema (“pouch formation™) 0 0 0 3 0 0 0 3 0 1 1
Defeitos na peca intermedidria 2 2 1 2 3 1 4 2 3 2 1 2
Defeitos menores (%) 12 9 6 4 3 3 9 18 5 3 3 3
Cabeca delgada; pequena normal;
gigante; curta; larga e perda da
membrana acrossomica 7 0 2 0 4 3 0 5 3 0 0 0
Implantacdo abaxial 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica distal 0 0 2 1 0 0 2 8 0 0 1 0
Cabeca decapitada (normal) 5 6 0 0 0 0 2 0 0 0 0 1
Cauda dobrada (ou enrolada) 0 3 2 3 0 0 5 5 2 3 2 2
CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (cm): 30 28.5 28 28 30 32 28 30 29,5 29,5 30,2 37,7
CAP 52 55 70 37 61 61 38 69 70 38 59 75
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ESPERMIOGRAMA (BLOM, E., 1973/1983).

HISTORICO: Animais NUTRICAO 2 2 2 2 2 2 2 | 2 2 2 2 2
Clinicamente Normal DATA (col) 16/3/11 | 16/3/11 | 16/3/11 16/3/11 16/3/11 16/3/11 | 16/3/11 | 16/3/11 | 16/3/11 16/3/11 16/3/11 | 16/3/11
RACAS: Gir-L IDADE(m/a) 26 27 27 28 28 28 28 28 28 28 28 28
LOCAL: Minas Gerais PESO (Kg) 376 389 450 378 380 380 357 365 432 400 389 380
ASPECTOS FISICOS DO SEMEN (Amostra) 252 258 259 267 268 269 270 271 272 273 274 275
Volume (ml) 2,5 2 2 3 1 15 2 1 2,5 8 3,5 2
Motilidade de massa (1-5) 5 0 0 0 0 5 5 5 3 5 0 5
Motilidade individual (%0) 60 50 40 40 60 70 80 80 80 70 40 60
Vigor (1-5) 5 5 4 4 5 5 5 5 5 5 4 5
Concentracdo (x10°/ml) 400 100 100 100 100 400 750 900 900 600 100 200
ASPECTOS MORFOLOGICOS
Defeitos maiores (%) 12 14 13 8 12 11 9 9 12 9 10 8
Delgado na base 3 0 1 3 2 2 3 3 3 0 2 1
Cabeca piriforme 0 2 2 3 1 2 2 2 2 3 1 2
Contorno anormal 2 3 3 0 4 3 2 0 2 0 0 2
Cabeca pequena anormal 0 0 3 0 0 2 0 0 0 0 0 0
Cabeca isolada anormal 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Subdesenvolvido 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Formas duplas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica proximal 0 2 2 0 0 0 0 0 2 0 4 0
Acrossoma defeituoso 5 5 2 2 2 0 1 2 2 4 0 0
Diadema (“pouch formation™) 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 3 1
Defeitos na peca intermedidria 0 2 0 0 3 2 1 0 0 2 0 2
Defeitos menores (%) 6 23 6 17 6 23 4 2 3 3 21 3
Cabeca delgada; pequena normal; gigante;
curta; larga e perda da membrana
acrossdmica 2 8 0 0 5 9 2 2 2 3 1 0
Implantacéo abaxial 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Gota citoplasmatica distal 0 15 4 6 0 0 0 0 0 0 3 0
Cabeca decapitada (normal) 4 0 0 4 1 12 0 0 0 0 10 2
Cauda dobrada (ou enrolada) 0 0 2 7 0 2 2 0 1 0 5 1
CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (cm): 28,6 32 31,7 29,5 32 33,4 34 30 32 30,6 30 33,5
CAP 47 59 52 53 61 69 84 84 69 84 52 76
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ESPERMIOGRAMA (BLOM, E., 1973/1983).

HISTORICO: Animais NUTRICAO 2 2 2 2 2 2 2 | 2 2 2 2 2
Clinicamente Normal DATA (col) 16/3/11 | 16/3/11 | 16/3/11 16/3/11 16/3/11 16/3/11 16/3/11 | 16/3/11 | 16/3/11 16/3/11 16/3/11 | 16/3/11
RACAS: Gir-L IDADE(m/a) 28 28 29 29 29 38 28 28 29 29 29 38
LOCAL: Minas Gerais PESO (Kg) 400 378 470 400 379 480 400 378 470 400 379 480
ASPECTOS FISICOS DO SEMEN (Amostra) 276 277 279 284 285 288 276 277 279 284 285 288
Volume (ml) 0,5 1 15 2,5 3 7,5 0,5 1 1,5 2,5 3 7,5
Motilidade de massa (1-5) 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Motilidade individual (%0) 70 70 80 70 60 80 70 70 80 70 60 80
Vigor (1-5) 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Concentracdo (x10%/ml) 800 600 900 600 400 800 800 600 900 600 400 800
ASPECTOS MORFOLOGICOS
Defeitos maiores (%) 11 9 15 17 10 12 11 9 15 17 10 12
Delgado na base 1 2 1 3 3 1 1 2 1 3 3 1
Cabeca piriforme 2 2 2 4 0 4 2 2 2 4 0 4
Contorno anormal 3 3 6 2 2 0 3 3 6 2 2 0
Cabeca pequena anormal 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Cabeca isolada anormal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Subdesenvolvido 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Formas duplas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica proximal 2 0 0 0 0 2 2 0 0 0 0 2
Acrossoma defeituoso 1 0 5 6 2 3 1 0 5 6 2 3
Diadema (“pouch formation™) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Defeitos na peca intermedidria 2 2 0 2 3 2 2 2 0 2 3 2
Defeitos menores (%) 3 5 10 4 4 7 3 5 10 4 4 7
Cabeca delgada; pequena normal; gigante;
curta; larga e perda da membrana
acrossdémica 0 3 2 0 2 5 0 3 2 0 2 5
Implantacéo abaxial 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica distal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cabeca decapitada (normal) 0 0 8 1 0 0 0 0 8 1 0 0
Cauda dobrada (ou enrolada) 3 2 0 3 2 2 3 2 0 3 2 2
CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (cm): 29,3 34,2 32,1 38 31,6 36,8 29,3 34,2 32,1 38 31,6 36,8
CAP 55 100 69 85 61 85 55 100 69 85 61 85
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Espermiograma de touros diagnosticados com: imaturidade sexual; maturidade sexual retardada; degeneracao testicular;
criptorquidia; espermiogénese imperfeita; disfuncéo do epididimo (cabeca e cauda); e suspeitos de hipoplasia testicular;
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ESPERMIOGRAMA (BLOM, E., 1973/1983).

HISTORICO: Animais NUTRICAO 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
com outros disturbios DATA (col) 10/7/09 | 15/7/09 | 16/7/09 17/7/09 18/7/09 19/7/09 20/7/09 | 12/3/10 | 12/3/10 12/3/10 12/3/10 | 12/3/10
RACAS: Gir-L IDADE(m/a) 18 12 12 15 12 12 12 16 18 18 19 20
LOCAL: Minas Gerais PESO (Kg) 492 253 287 251 291 261 273 370 380 410 400 420
ASPECTOS FISICOS DO SEMEN (Amostra) 192 190 194 191 193 188 189 159 173 174 180 184
Volume (ml) 5.5 0 0 0 0 0 0 3 8 2,5 10,5 0,5
Motilidade de massa (1-5) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Motilidade individual (%0) 40 0 0 0 0 0 0 30 0 20 5 60
Vigor (1-5) 5 0 0 0 0 0 0 3 0 3 3 5
Concentracdo (x10%ml) 240 0 0 0 0 0 0 150 0 130 150 200
ASPECTOS MORFOLOGICOS
Defeitos maiores (%) 89 0 0 0 0 0 0 24 0 124 53 61
Delgado na base 8 0 0 0 0 0 0 5 0 8 11 5
Cabeca piriforme 7 0 0 0 0 0 0 4 0 7 14 9
Contorno anormal 5 0 0 0 0 0 0 3 0 11 8 0
Cabeca pequena anormal 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 8
Cabeca isolada anormal 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 3 0
Subdesenvolvido 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0
Formas duplas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica proximal 46 0 0 0 0 0 0 2 0 71 8 24
Acrossoma defeituoso 9 0 0 0 0 0 0 3 0 11 7 11
Diadema (“pouch formation”) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Defeitos na pec¢a intermediaria 14 0 0 0 0 0 0 0 0 16 2 6
Defeitos menores (%) 8 0 0 0 0 0 0 8 0 5 2 6
Cabeca delgada; pequena normal; gigante;
curta; larga e perda da membrana
acrossomica 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Implantacéo abaxial 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica distal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 2 4
Cabeca decapitada (normal) 6 0 0 0 0 0 0 2 0 2 0 2
Cauda dobrada (ou enrolada) 2 0 0 0 0 0 0 6 0 0 0 0
CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (cm): 324 20.5 23.3 20.5 23.4 22.2 20 26,7 20,5 26,5 28,7 28,4
DIAGNOSTICO IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT
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ESPERMIOGRAMA (BLOM, E., 1973/1983).

HISTORICO: Animais NUTRICAO 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
com outros distUrbios DATA (col) 20/9/10 | 20/9/10 | 20/9/10 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11
RACAS: Gir-L IDADE(m/a) 15 15 17 12 13 14 16 18 21 14 16 16
LOCAL: Minas Gerais PESO (Kg) 380 400 380 300 290 320 340 360 354 330 345 341
ASPECTOS FISICOS DO SEMEN (Amostra) 152 153 164 143 144 145 158 171 185 146 160 161
Volume (ml) 8,0 11 3,1 7 0 2,5 2 3,5 4,5 0 1 1
Motilidade de massa (1-5) 0 0 2 0 0 0 0 2 0 0 0 0
Motilidade individual (%0) 0 0 60 5 0 20 30 70 70 0 0 5
Vigor (1-5) 0 0 5 2 0 3 3 5 5 0 0 1
Concentracdo (x10%ml) 0 0 350 180 0 150 150 400 140 0 1 5
ASPECTOS MORFOLOGICOS
Defeitos maiores (%) 0 0 94 110 0 64 141 81 115 0 92 30
Delgado na base 0 0 5 2 0 0 5 6 0 0 0
Cabeca piriforme 0 0 6 5 0 8 12 6 4 0 6 2
Contorno anormal 0 0 2 12 0 6 28 2 2 0 0 0
Cabeca pequena anormal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cabeca isolada anormal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Subdesenvolvido 0 0 0 0 0 5 9 0 2 0 0 0
Formas duplas 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0
Gota citoplasmatica proximal 0 0 39 17 0 15 43 14 76 0 69 15
Acrossoma defeituoso 0 0 38 18 0 12 12 2 9 0 0 0
Diadema (“pouch formation™) 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Defeitos na peca intermedidria 0 0 4 56 0 18 36 52 14 0 17 13
Defeitos menores (%) 0 0 11 7 0 9 0 0 6 0 8 13
Cabeca delgada; pequena normal; gigante;
curta; larga e perda da membrana
acrossdémica 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Implantacéo abaxial 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica distal 0 0 0 0 0 4 0 0 4 0 4 6
Cabeca decapitada (normal) 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0
Cauda dobrada (ou enrolada) 0 0 11 7 0 3 0 0 2 0 4 7
CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (cm): 24,6 28 25,8 20 24 25,1 29 29,5 29 27,7 28,9 24,7
DIAGNOSTICO IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT
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ESPERMIOGRAMA (BLOM, E., 1973/1983).

HISTORICO: Animais NUTRICAO 1 1 1 1 1 1 1 [ 1 1 1 1 1
com outros disturbios DATA (col) 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11
RACAS: Gir-L IDADE(m/a) 17 17 17 17 17 18 18 18 18 18 19 19
LOCAL: Minas Gerais PESO (Kg) 387 295 402 349 417 384 382 358 337 346 371 356
ASPECTOS FISICOS DO SEMEN (Amostra) 165 166 167 168 169 175 176 177 178 179 181 182
Volume (ml) 0 0 3,5 2 3 2,5 1,5 3 1 3,5 2 1
Motilidade de massa (1-5) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0
Motilidade individual (%0) 0 0 30 5 5 20 40 5 50 70 5 20
Vigor (1-5) 0 0 3 1 1 3 3 1 2 5 1 3
Concentracdo (x10%/ml) 0 0 120 5 5 100 100 5 100 450 5 120
ASPECTOS MORFOLOGICOS
Defeitos maiores (%) 0 0 63 50 68 0 67 81 38 35 102 54
Delgado na base 0 0 0 0 0 0 0 3 0 1 0 4
Cabeca piriforme 0 0 2 0 2 0 1 1 0 4 2 0
Contorno anormal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cabeca pequena anormal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cabeca isolada anormal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Subdesenvolvido 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Formas duplas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica proximal 0 0 46 39 59 0 42 75 33 24 74 36
Acrossoma defeituoso 0 0 2 0 0 0 0 0 0 3 0 1
Diadema (“pouch formation”) 0 0 0 0 0 0 20 0 1 0 0 0
Defeitos na peca intermediaria 0 0 13 11 7 0 4 2 4 3 26 13
Defeitos menores (%) 0 0 3 33 9 0 10 3 9 19 0 18
Cabeca delgada; pequena normal; gigante;
curta; larga e perda da membrana
acrossdémica 0 0 0 0 1 0 0 0 0 4 0 0
Implantacéo abaxial 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica distal 0 0 0 11 2 0 5 2 5 6 0 8
Cabeca decapitada (normal) 0 0 0 6 1 0 2 0 1 0 0 2
Cauda dobrada (ou enrolada) 0 0 3 16 5 0 3 1 3 9 0 8
CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (cm): 24,6 23 27,6 26,2 28,5 29,3 30,8 24,7 27 32,1 26,5 27,2
DIAGNOSTICO IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT
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ESPERMIOGRAMA (BLOM, E., 1973/1983).

HISTORICO: Animais NUTRICAO 1 1 1 1 1 1 1 | 1 1 1 1 1
com outros disturbios DATA (col) 8/8/11 1/9/11 1/9/11 1/9/11 1/9/11 1/9/11 1/9/11 1/9/11 1/9/11 1/9/11 1/9/11 1/9/11
RACAS: Gir-L IDADE(m/a) 21 15 15 15 15 15 16 16 16 16 17 17
LOCAL: Minas Gerais PESO (Kg) 497 385 397 351 416 404 428 312 379 335 416 410
ASPECTOS FISICOS DO SEMEN (Amostra) 186 147 148 149 150 151 154 155 156 157 162 163
Volume (ml) 0 6 8 4 4 4 9 5,5 4 4 4 5
Motilidade de massa (1-5) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Motilidade individual (%0) 0 50 5 30 0 0 5 5 10 30 0 30
Vigor (1-5) 0 4 2 2 0 0 2 1 2 3 0 4
Concentracdo (x10%ml) 0 200 80 100 0 0 100 25 100 100 0 150
ASPECTOS MORFOLOGICOS
Defeitos maiores (%) 0 72 121 80 0 0 146 74 138 27 0 116
Delgado na base 0 4 0 14 0 0 16 0 17 3 0 17
Cabeca piriforme 0 2 0 11 0 0 11 8 19 6 0 18
Contorno anormal 0 3 12 0 0 0 0 3 16 0 0 5
Cabeca pequena anormal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cabeca isolada anormal 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0
Subdesenvolvido 0 3 21 0 0 0 15 0 0 0 0 0
Formas duplas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Gota citoplasmatica proximal 0 32 35 31 0 0 58 48 41 11 0 43
Acrossoma defeituoso 0 0 16 0 0 0 21 0 17 4 0 12
Diadema (“pouch formation™) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Defeitos na peca intermedidria 0 28 17 24 0 0 25 15 28 2 0 21
Defeitos menores (%) 0 9 0 10 0 0 7 4 8 6 0 9
Cabeca delgada; pequena normal; gigante;
curta; larga e perda da membrana
acrossomica 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Implantacéo abaxial 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica distal 0 5 0 0 0 0 0 0 3 3 0 4
Cabeca decapitada (normal) 0 4 0 3 0 0 3 1 0 0 0 0
Cauda dobrada (ou enrolada) 0 0 0 7 0 0 4 3 5 3 0 5
CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (cm): 33,3 28,9 29,5 29,8 28,3 24,1 29,7 26,6 29 27,8 30,2 31,5
DIAGNOSTICO IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT
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ESPERMIOGRAMA (BLOM, E., 1973/1983).

HISTORICO: Animais NUTRICAO 1 1 1 1 1 1 1 | 1 2 2 2 2
com outros disturbios DATA (col) 1/9/11 1/9/11 1/9/11 1/9/11 1/9/11 1/9/11 3/4/12 3/4/12 22/7/09 22/7/09 22/7/09 | 22/7/09
RACAS: Gir-L IDADE(m/a) 18 22 15 15 15 15 18 20 20 21 21 21
LOCAL: Minas Gerais PESO (Kg) 477 512 355 410 361 404 350 400 355 340 342 288
ASPECTOS FISICOS DO SEMEN (Amostra) 170 187 195 196 197 198 172 183 294 295 296 297
Volume (ml) 2 6 2 5 4 4 2 2,5 2.5 2 2 1
Motilidade de massa (1-5) 2 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0
Motilidade individual (%0) 60 70 0 50 0 30 30 60 60 50 50 50
Vigor (1-5) 5 5 0 4 0 3 3 5 5 5 5 4
Concentracdo (x10%/ml) 500 450 0 100 0 25 100 100 1000 400 950 150
ASPECTOS MORFOLOGICOS
Defeitos maiores (%) 35 43 0 38 0 73 92 58 21 51 38 94
Delgado na base 7 0 0 4 0 4 0 0 0 0 0 0
Cabeca piriforme 8 4 0 3 0 1 0 4 2 4 2 4
Contorno anormal 1 2 0 0 0 2 0 0 4 16 5 0
Cabeca pequena anormal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cabeca isolada anormal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0
Subdesenvolvido 0 0 0 0 0 4 0 0 0 5 0 7
Formas duplas 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
Gota citoplasmatica proximal 0 2 0 10 0 35 92 42 15 8 0 51
Acrossoma defeituoso 14 31 0 8 0 0 0 1 0 5 4 32
Diadema (“pouch formation™) 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Defeitos na peca intermedidria 2 4 0 13 0 27 0 10 0 13 24 0
Defeitos menores (%) 6 5 0 12 0 12 8 23 4 12 15 15
Cabeca delgada; pequena normal; gigante;
curta; larga e perda da membrana
acrossdémica 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0
Implantacéo abaxial 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica distal 1 0 0 0 0 0 6 7 0 8 0 9
Cabeca decapitada (normal) 3 0 0 2 0 2 0 4 0 4 7 6
Cauda dobrada (ou enrolada) 2 5 0 10 0 8 2 12 4 0 8 0
CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (cm): 36,1 32,2 26,1 26,2 25,7 26,2 22,9 24,9 29 29.6 30 28.2
DIAGNOSTICO IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT IMAT
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ESPERMIOGRAMA (BLOM, E., 1973/1983).

HISTORICO: Animais NUTRICAO 2 2 1 1 1 1 1 | 1 1 1 1 1
com outros distUrbios DATA (col) 22/7/09 | 22/7/09 | 13/7/09 | 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 |[8/8/11| 8/8/11 8/8/11 8/8/11 1/9/11
RACAS: Gir-L IDADE(m/a) 22 22 27 32 32 30 22 27 28 28 35 22
LOCAL: Minas Gerais PESO (Kg) 360 280 431 536 725 476 432 489 465 461 591 412
ASPECTOS FISICOS DO SEMEN
(Amostra) 298 299 211 199 201 204 205 206 207 212 213 202
Volume (ml) 55 0.5 4,5 3,3 7 2,5 3,3 0 6,5 5 0 3
Motilidade de massa (1-5) 0 0 0 0 5 2 5 6,5 0 0 0 0
Motilidade individual (%) 30 50 40 60 80 70 80 0 0 70 0 20
Vigor (1-5) 4 5 5 5 5 5 5 0 0 5 0 3
Concentracéo (x10%ml) 200 230 130 100 1000 400 420 0 0 160 0 400
ASPECTOS MORFOLOGICOS
Defeitos maiores (%) 99 39 46 26 34 16 69 0 0 30 0 14
Delgado na base 0 1 17 6 0 0 1 0 0 0 0 0
Cabeca piriforme 9 4 15 7 2 7 4 0 0 2 0 3
Contorno anormal 25 17 4 2 5 8 2 0 0 0 0 4
Cabeca pequena anormal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cabeca isolada anormal 0 4 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Subdesenvolvido 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Formas duplas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica proximal 52 0 4 4 2 0 0 0 0 22 0 2
Acrossoma defeituoso 4 8 0 5 4 0 62 0 0 0 0 0
Diadema (“pouch formation™) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
Defeitos na peca intermedidria 9 36 1 2 21 0 0 0 0 6 0 3
Defeitos menores (%) 3 0 4 7 9 37 2 0 0 20 0 56
Cabeca delgada; pequena normal;
gigante; curta; larga e perda da
membrana acrossomica 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Implantacéo abaxial 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica distal 0 0 1 5 4 4 0 0 0 5 0 0
Cabeca decapitada (normal) 3 4 0 0 3 0 0 0 0 5 0 0
Cauda dobrada (ou enrolada) 0 32 3 2 2 33 2 0 0 10 0 56
CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (cm): 29.7 25 31 37 37,8 36,5 35,2 39,7 34,7 31,9 38,9 32,2
DIAGNOSTICO DEG
IMAT IMAT IMAT TEST |DISF.EP.CAB | DISF.EP.CAU | ESP.IMP.| MSR MSR MSR MSR | DISF.EP.CAB
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ESPERMIOGRAMA (BLOM, E., 1973/1983).

HISTORICO: Animais NUTRICAO 1 1 1 1 1 2 2 | 2 2 2 2 2
com outros distUrbios DATA (col) 1/9/11 1/9/11 3/4/12 3/4/12 3/4/12 | 28/3/09 | 28/3/09 |[15/12/09 | 15/12/09 | 15/12/09 | 15/12/09 | 15/12/09
RACAS: Gir-L IDADE(m/a) 15 26 24 26 26 31 32 26 26 26 27 25
LOCAL: Minas Gerais PESO (Kg) 416 385 430 460 430 390 380 428 390 410 480 460
ASPECTOS  FISICOS DO SEMEN
(Amostra) 203 208 200 209 210 306 307 301 302 303 304 308
Volume (ml) 6 55 6 4 1,5 2.5 2 2 3 6 6 12
Motilidade de massa (1-5) 1 0 0 2 2 2 2 4 3 5 0 0
Motilidade individual (%) 60 40 0 60 40 60 70 50 60 80 5 0
Vigor (1-5) 5 5 0 5 4 5 5 4 3 5 1 0
Concentracéo (x10%/ml) 400 250 10 350 500 600 1000 350 130 500 100 0
ASPECTOS MORFOLOGICOS
Defeitos maiores (%) 18 62 57 77 21 82 31 63 62 63 104 0
Delgado na base 0 0 0 0 0 3 1 0 8 0 3 0
Cabeca piriforme 0 14 0 1 0 4 2 4 16 14 4 0
Contorno anormal 2 5 0 0 0 13 3 9 5 7 14 0
Cabeca pequena anormal 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0
Cabeca isolada anormal 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Subdesenvolvido 3 0 0 0 0 0 4 0 0 2 2 0
Formas duplas 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0
Gota citoplasmatica proximal 6 4 8 76 19 23 5 11 7 8 51 0
Acrossoma defeituoso 0 12 3 0 0 31 16 20 8 17 26 0
Diadema (“pouch formation™) 0 0 0 0 1 0 0 0 11 4 3 0
Defeitos na peca intermedidria 5 23 46 0 1 4 0 21 5 11 11 0
Defeitos menores (%) 31 47 43 4 12 5 4 15 3 3 9 0
Cabeca delgada; pequena normal;
gigante; curta; larga e perda da
membrana acrossomica 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Implantacdo abaxial 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica distal 3 2 7 2 9 0 0 0 0 0 2 0
Cabeca decapitada (normal) 0 4 5 0 0 5 0 6 0 3 2 0
Cauda dobrada (ou enrolada) 28 41 31 2 3 0 4 9 3 0 5 0
CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (cm): 32,3 30,7 27,3 26,2 26,2 31.5 30.5 31 33 29 26 29
DIAGNOSTICO DISF.EP.CAU| MSR |[DISF.EP.CAB| MSR MSR MSR MSR MSR MSR MSR MSR MSR
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ESPERMIOGRAMA (BLOM, E., 1973/1983).

HISTORICO: Animais NUTRICAO 2 2 1 1 1 1 1 | 1 2 2
com outros disturbios DATA (col) 16/3/11 | 16/3/11 8/8/11 12/3/10 8/8/11 8/8/11 8/8/11 8/8/11 22/7/09 22/7/09
RACAS: Gir-L IDADE(m/a) 27 28 13 15 18 16 17 20 21 22
LOCAL: Minas Gerais PESO (Kg) 475 383 290 350 356 350 475 379 275 275
ASPECTOS FISICOS DO SEMEN (Amostra) 300 305 11 215 214 216 217 218 310 311
Volume (ml) 3 3 0 2 7 7,5 3 4,5 1.2 1
Motilidade de massa (1-5) 5 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Motilidade individual (%) 60 0 0 10 5 5 50 40 20 50
Vigor (1-5) 5 0 0 3 1 1 4 4 5 5
Concentracdo (x10%/ml) 450 0 0 100 50 120 54 200 150 150
ASPECTOS MORFOLOGICOS
Defeitos maiores (%) 46 0 0 76 0 0 0 38 27 25
Delgado na base 0 0 0 0 0 0 1 0 2 5
Cabeca piriforme 8 0 0 2 0 0 0 2 4 4
Contorno anormal 18 0 0 12 0 0 0 0 3 1
Cabeca pequena anormal 0 0 0 11 0 0 0 0 0 3
Cabeca isolada anormal 3 0 0 0 0 0 0 0 3 0
Subdesenvolvido 2 0 0 3 0 0 0 0 0 2
Formas duplas 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica proximal 8 0 0 11 0 0 29 21 13 2
Acrossoma defeituoso 0 0 0 20 0 0 0 3 2 5
Diadema (“pouch formation™) 0 0 0 9 0 0 0 0 0 0
Defeitos na peca intermedidria 0 0 0 8 0 0 24 12 0 3
Defeitos menores (%) 8 0 0 5 0 0 30 14 5 7
Cabeca delgada; pequena normal; gigante;
curta; larga e perda da membrana
acrossdémica 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Implantacdo abaxial 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gota citoplasmatica distal 0 0 0 0 0 0 14 8 0 4
Cabeca decapitada (normal) 8 0 0 3 0 0 0 3 5 3
Cauda dobrada (ou enrolada) 0 0 0 2 0 0 16 3 0 0
CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (cm): 28 32,5 17,6 24,5 26,7 26,8 27,4 25 26.5 26.5
CAP SUSP.
ESP.IMP.| MSR CRIPT. | SUSP. HT | SUSP. HT | SUSP. HT HT SUSP. HT | SUSP. HT | SUSP. HT
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