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“A compaixao para com os animais € das mais nobres virtudes da natureza humana.”

Charles Darwin

"H& homens que lutam um dia e sdo bons.

H4& outros que lutam um ano e sé@o melhores.
Ha os que lutam muitos anos e sdo muito bons.
Porém, ha os que lutam toda a vida.

Esses s@o os imprescindiveis."

Bertolt Brecht

“O Unico homem que esté isento de erros, é aquele que ndo arrisca acertar.”

Albert Einstein

“Existem dois tipos de pessoa: as que fazem o trabalho e as que recebem o crédito.
“Tente estar no primeiro grupo, tem menos competicdo aqui”.

Indira Gandhi
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INTRODUCAO GERAL

A pecudria brasileira até pouco tempo era
caracterizada como atividade pioneira,
através da expansdo da fronteira agricola,
crescendo horizontalmente pela ocupagdo de
terras novas e cultivadas ou de terras
esgotadas pela exploracdo agricola, sob um
sistema extensivo de criagdo. Atualmente,
com a limitagdo na expansdao de novas
fronteiras, a ocupagdo de novas areas tende a
ser  substituida pelo aumento da
produtividade em areas ja ocupadas,
exigindo maior eficiéncia dos sistemas de
produgao.

Uma forma de atingir tal objetivo ¢ pela
exploragdo do potencial genético dos
animais de interesse econdmico que permite
intensificar a produtividade, seja pelo
incremento na taxa de conversdo alimentar,
nos ganhos de peso do nascimento a
desmama, na precocidade da idade e peso ao
abate, qualidade da carcaga, producao de
leite, resisténcia as condi¢des ambientais
adversas, dentre outros, além de fatores
relacionados a eficiéncia reprodutiva, como
fertilidade e precocidade sexual de touros e
vacas.

Para a pecuaria leiteira do Brasil, a raca Gir-
leiteiro constitui-se em excelente opgao para
o aumento da produtividade, em razdo,
principalmente, do fato de ser a raga
preferencial em cruzamentos com gado
leiteiro europeu, por contribuir com
producdo, rusticidade, vigor e docilidade,
caracteristicas fundamentais para a produgdo
econdmica de leite (ABCGIL, 2007).
Atualmente, essa raca passa por periodo de
acelerado desenvolvimento, com crescente
demanda por animais ou sémen, tanto no
Brasil, ¢ em outros paises tropicais, como
atesta a marca de 803.411 doses de sémen
vendidas no ano de 2008 (ASBIA, 2010).

Apesar de suas caracteristicas produtivas
favoraveis, a raca Gir € uma das mais tardias
dentre as ragas zebuinas nacionais, mesmo
em se tratando de animais geneticamente
melhorados. Esses animais submetidos a
condi¢cdes de meio ambiente desfavoraveis,
podem ter dificuldades em expressar as
caracteristicas  ligadas a  reprodugfo,
podendo atrasar a puberdade e a maturidade
sexual e, conseqiientemente, a identificagdo
precoce desses gendtipos na populacdo
(Guimaraes et al., 1993; Dias et.al., 2003;
Vale Filho et al., 2003; Vale Filho et al.,
2004).

O aumento da potencialidade genética ¢, em
sua maior parte, atribuido aos touros, que,
embora representem apenas 3 a 5% do
rebanho, sdo responsaveis por acasalar
varias fémeas em uma estacdo de monta,
gerando muitos descendentes por ano, que
serdo portadores de sua carga genética. Com
o advento da inseminac¢do artificial, um
Unico touro selecionado pode gerar centenas
de descendentes por ano e aumentar
exponencialmente a sua contribui¢do para a
composi¢do dos futuros rebanhos. Esta
grande pressdo de selegdo permite que as
progénies de touros de alto valor genético
constituam as proximas geracdes dos
rebanhos, melhorando a produtividade do
sistema de criagdo como um todo. Em razio
dessas circunstancias, grande atencdo deve
ser dada ao manejo reprodutivo do touro,
direcionando sua sele¢do para o incremento
da produtividade global do sistema de
criacdo.

A selecao de reprodutores bovinos ¢ baseada
na produtividade de sua progénie, ou seja,
touros que ddo origem a animais que
produzam mais leite ou ganhem pesos mais
rapido e com produgdo de carcagas de
maiores rendimentos sdo os escolhidos para
utilizacdo na reprodugdo. Esse critério de
selecdo ¢ adotado mundialmente, porém
alguns touros testados e aprovados para
caracteristicas como o ganho de peso ou
producdo de leite, habilidade materna e
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qualidade do tbere, dentre outras, podem
apresentar inadequados indices de fertilidade
a campo. Assim, o reduzido desempenho
reprodutivo na bovinocultura pode causar
grande impacto na viabilidade economica de
muitas propriedades, o que torna a avaliagdo
precoce da fertilidade do touro fator
importante para a produtividade e para a
maior lucratividade dos sistemas de
producao.

A avaliagdo clinica-androlégica com a
colheita e analise do sémen ¢ a técnica mais
utilizada para se predizer a fertilidade de
touros (Kennedy et al., 2002) e a utilizagéo
destes exames, mesmo em touros de racas
zebuinas, a partir de um ano de idade,
permite identificar reprodutores superiores
cada vez mais jovens (Bruner et al., 1995;
Oliveira et al., 2002; Vale Filho et al., 2004;
Andrade et al., 2004), sendo essencial para
se acelerar o ganho genético por geragdo
(Fordyce et al., 2002), uma vez que as ragas
zebuinas atingem a puberdade e a maturagdo
sexual mais tardiamente que as ragas
européias (Kennedy et al., 2002).

Contudo, constata-se que ha variagdo na
fertilidade de touros aprovados por meio dos
exames andrologicos, o que sugere que
outros fatores, possivelmente bioquimicos,
estdo envolvidos na expressdo do potencial
reprodutivo do reprodutor. Ao estudarem
touros da raca Holandesa com histérico
reprodutivo conhecido, Killian et al. (1993)
observaram quatro proteinas relacionadas a
fertilidade dos animais. Duas delas (26 kDa,
pl 6,2 e 55 kDa, pl 4,5) ocorriam com maior
frequéncia e quantidade em touros de alta
fertilidade, enquanto as outras duas (16 kDa,
pl 4,1 e 16 kDa, pl 6,7) foram observadas
com maior frequéncia em touros de baixa
fertilidade. Outras proteinas presentes no
plasma seminal, oriundas das glandulas
sexuais acessorias e do epididimo foram
identificadas e correlacionadas aos indices
de fertilidade de touros da raga Holandesa
(Moura et al., 2006a; 2006b; 2007a; 2007b).
Assim, ¢ possivel que marcadores seminais
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para varios parametros reprodutivos possam
também ser identificados na raca Gir-
leiteiro.

Estas informacdes nortearam a realizagdo
desta pesquisa que teve como objetivos: (1)
tragar o perfil andrologico dos tourinhos da
raca Gir-leiteiro confinados e alimentados
com um elevado plano nutricional, dos 13
aos 23 meses de idade (pré-puberdade a
maturidade sexual), visando a identificagdo
de animais precoces e ndo-precoces, assim
como diferencas no desenvolvimento
reprodutivo; 2) tracar o  perfil
cromatografico das proteinas do plasma
seminal com afinidade a heparina dos
tourinhos  Gir-leiteiro precoces e nao-
precoces, da pré-puberdade a maturidade
sexual, identificar diferencas na sua secregao
e correlaciona-las aos pardmetros
reprodutivos.

REVISAO DE LITERATURA

Puberdade em touros

A puberdade em mamiferos € o processo de
aquisicdo da competéncia reprodutiva e o
seu inicio depende da habilidade de
neurénios hipotalamicos especificos em
produzir hormonio liberador de
gonadotrofina (GnRH) em quantidades
suficientes para promoverem e suportarem a
gametogénese (Senger, 2003). Para machos
bovinos, uma defini¢do pratica e bem aceita
internacionalmente para puberdade é o
momento em que Os animais passam a
apresentar no seu ejaculado 50 milhdes de
espermatozoides, com, no minimo, 10% de
motilidade individual progressiva (Wolf et
al., 1965). Essa fase ¢ caracterizada pelo
rapido aumento testicular, mudangas no
modelo de secrecdo do  hormdnio
luteinizante (LH), o que acarreta o gradual
aumento da testosterona sanguinea e,



conseqiientemente, o inicio do processo
espermatogénico (Amann e Schambacher,
1983).

O  requisito  fundamental para o
estabelecimento da puberdade ¢ a secrecdo
de GnRH em frequéncias e quantidades
apropriadas para estimularem a liberagdo de
gonadotropinas pelo lobo cranial da
hipofise. Essas gonadotropinas promoverao
gametogénese,  esteroidogénese e o
desenvolvimento dos tecidos reprodutivos.
O mumero de neurdnios liberadores que
secretam GnRH, sua distribuicdo e sua
forma sdo previamente estabelecidos antes
da puberdade, porém a sua funcionalidade
aumenta com a puberdade (Senger, 2003).

Ocorre aumento linear nas concentragdes
séricas de LH e de testosterona com o
avanco da idade proxima a puberdade
(Lunstra et al.,, 1978). O aumento nas
concentra¢des de LH estimula a produgao e
secrecdo de testosterona pelas células de
Leydig, presentes no tecido intersticial do
testiculo (Ashdown e Hafez, 1995;
Junqueira e Carneiro, 1999, Senger, 2003) e
rapidos aumentos no tamanho dos testiculos
e de estruturas sexuais acessorias
(epididimos e glandulas sexuais acessorias)
podem ser observados neste periodo
(Rawlings et al, 2008).

Na puberdade, os testiculos crescem de
forma mais rapida num  modelo
aproximadamente linear (Pimentel et al.,
1984). Esse crescimento mais acelerado
coincide com o periodo de ascensdo da
curva sigmoide de crescimento testicular,
com uma fase inicial mais lenta, havendo
um periodo de aumento mais acentuado que
ocorre com a puberdade, seguido de uma
desaceleracdo por volta da maturidade
sexual (Bergman et al., 1998). O aumento
mais acelerado do testiculo se deve ao
crescimento das estruturas histologicas
testiculares observadas na puberdade. Em
machos Bos taurus taurus, o didmetro dos
tubulos seminiferos aumenta gradualmente

até 20-25 semanas de idade, e mais
rapidamente, a partir dessa idade. O
aumento no diametro e no comprimento dos
tubulos seminiferos é o maior responsavel
pelo aumento no tamanho dos testiculos até
32 semanas de idade, contudo o
comprimento dos tibulos continua a
aumentar depois dessa idade (Rawlings et al,
2008)

H4 consideravel melhoria na qualidade
seminal com o avango da puberdade. Com o
crescimento do tecido testicular (Rawlings et
al, 2008) ocorre aprimoramento no processo
espermatogénico, levando ao aumento da
producdo de espermatozoides com menor
percentual defeitos espermaticos (Brito et
al., 2004; Torres-Junior e Henry, 2005).

O aumento da secreg@o de testosterona pelas
células de Leydig, em decorréncia do
aumento das concentragdes periféricas de
LH, estimula o desenvolvimento de
estruturas sexuais acessorias (epididimos e
glandulas sexuais acessorias) (Rawlings et
al, 2008). No epididimo ocorre a maturagdo
espermatica, que ¢ o conjunto de alteragdes
morfologicas e metabdlicas que ocorrem no
espermatozoide  durante o  transito
epididimario, logo apo6s a sua formagao no
testiculo, que aumentam o poder fecundante
do mesmo (Cornwall e von Horsten, 2007).
Tais alteragdes incluem, ndo s6 a
condensacao final do ntcleo, modificagdo na
forma do acrossoma, alteracdes na
constituicdo lipidica e protéica da membrana
plasmatica e mna migragdo da gota
citoplasmatica proximal para a porcao distal
da peca intermedidria, como também a
aquisicdo da competéncia para a motilidade
espermatica progressiva (Barth e Oko, 1989).

Componentes do plasma seminal também
exercem influéncia sobre a motilidade
espermatica. A frutose e o acido citrico sdo
alguns dos principais metabolitos secretados
pelas glandulas sexuais acessorias, e
utilizados como fonte de energia para a
fisiologia espermatica. Rawlings et al.
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(2008) afirmaram que os conteudos de
frutose e de 4cido citrico presentes no
plasma seminal de touros europeus
aumentam significativamente apds os cinco
meses de idade (pré-puberdade),
influenciando, também, no aumento da
motilidade espermatica. Elementos protéicos
do plasma seminal também exercem
influéncia na motilidade espermatica. Uma
glicoproteina presente no plasma seminal,
denominada  proteina da  motilidade
espermatica progressiva (Foward Motility
Protein — FMP), é capaz de induzir, na
presenca de adenosina monofosfato ciclico
(cAMP), a motilidade progressiva em
espermatozoides de touros oriundos da
cabeca do epididimo (Acott e Hoskins,
1978). Os autores verificaram que tal
proteina foi encontrada em maior quantidade
no epididimo, sugerindo que este
compartimento seja o seu sitio de produgdo e
secre¢do, e ainda que ela modifique o
metabolismo do espermatozoéide durante a
maturagao espermatica.

Do ponto de vista do melhoramento genético
e de manejo reprodutivo de um rebanho
bovino, a puberdade precoce ¢ mais
importante, principalmente no macho
(Senger, 2003). Animais com potencial
genético para atingir a puberdade com
menores idades poderiam ser utilizados mais
cedo nas atividades reprodutivas como em
estacoes de monta e na rotina de coleta de
s€émen para criopreservagdo em centrais de
insemina¢do. A idade em que os animais
atingem a puberdade tem efeito direto sobre
a idade em que os mesmos poderiam ser
amostrados para testes de progénie,
disponibilizando mais cedo informagdes
sobre os atributos genéticos de sua progénie
e finalmente acelerando o ganho genético do
rebanho (Jiménez-Severiano, 2002).
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Selecdo de touros

O potencial genético dos animais
domésticos  permite intensificar a
produtividade de um rebanho, seja este
potencial para alta conversdo alimentar,
ganho de peso precoce, peso ao nascimento
e a desmama, idade e peso ao abate,
qualidade da carcaga, resisténcia as
condicbes ambientais, além de fatores
relacionados a eficiéncia reprodutiva, como
fertilidade e precocidade sexual de touros e
vacas.

Considerando que os touros respondem por
3-5% de um rebanho (Molina et al., 2000), e
que o touro utilizado a campo ¢ responsavel
por metade do material genético de 20 a 50
bezerros produzidos/ano, maior énfase deve
ser dada na sua avaliagdo (Foote et al.,
2003). Desta forma, fica evidente a
necessidade de se estabelecerem critérios de
selecdo para a melhoria da fertilidade da
raca, utilizando, ndo somente pressdo de
selecdo genética para alta producgdo
zootécnica, como também a qualidade
seminal dos touros.

Em razdo da importancia do touro para um
sistema de criagdo de bovinos, um exame
clinico-androlégico 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 obter elevados indices de
prenhez (acima de 70%) nos primeiros 21
dias de estacdo de monta. Estas avaliagdes
no touro devem ser conduzidas de modo a
possibilitar tempo suficiente para a
substituicdo e adaptacdo dos touros com
problemas. A sequéncia de atividades,
descritas a seguir, ¢ uma compilagao
literaria (Vale-filho 1988; Barth e Oko,
1989.; Vale Filho, 1989; Vale Filho, 1994;
Johnson, 1997; Vale Filho, 1997; CBRA,
1998; Valle et al, 1998; Vale Filho, 2001)
sobre o exame andrologico para a selecdo



de touros visando a maxima eficiéncia
reprodutiva

O exame clinico-androlégico compreende
quatro etapas: a identificagdo do animal, o
exame clinico, o espermiograma e as
avaliacdes do comportamento sexual.

A identificacdo deve basear-se nos dados do
registro genealdgico, quando houver, e, em
ndo havendo, obter-se o maximo de
informagdes possiveis, como procedéncia,
idade, paternidade, etc.

No exame clinico devem ser considerados:
1) histdrico e anamnese, que devem relatar
sucintamente ocorréncias relevantes sobre
os animais ¢ o rebanho ao qual pertencem
(desempenho em estagdes de monta
anteriores, estado sanitario, alimentagdo
fornecida, etc.); 2) condigdes gerais, onde
devem ser avaliados, especialmente, o peso
vivo e cobertura muscular relativos a raca e
idade do animal, além dos sistemas
respiratorio, circulatorio, digestivo e
locomotor; e 3) sistema  genital,
envolvendo especificamente a inspegdo e
palpagdo dos:

e Corddes espermaticos: devem ser
verificadas as condicdes de distensdo,
inexisténcia de cistos ou formagdes
varicocélicas e processos inflamatorios;

e Escroto: devem ser verificadas a
espessura e integridade da pele, presencga
de lesdes irritadigas ou nao;

o Testiculos: devem ser inicialmente
visualizados e considerados com relacdo
a sua simetria e proporcionalidade ao
peso corporal e idade do animal, para
depois serem aferidos quanto ao
comprimento e largura individuais e o
perimetro escrotal. Deve-se ressaltar,
também, consisténcia e elasticidade, que
devem ser avaliadas individualmente
num escore de 1 a 5 e para as quais deve
ser considerado o aspecto de

homogeneidade ou  ndo.  Outras
circunstancias  também devem  ser
relatadas, como mobilidade,

posicionamento, sensibilidade, etc.

e Epididimos: as trés por¢des (cabega,
corpo e cauda) devem ser examinadas e
verificadas suas proporgdes relativas aos
respectivos  testiculos. Na cabega,
verificar o volume, a sensibilidade a
presenca ou nao de granulomas,
processos inflamatoérios, etc. Atencdo
especial deve ser dada a cauda 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.

e  Prepucio: devem ser observados o
tamanho e a forma relativos a espécie
(considerando eventuais excessos), ©0
ostio prepucial e nele a presenca de
alteragdes, como o prolapso da mucosa
prepucial.

e Pénis: deve ser verificado o
deslizamento dentro do prepucio ou a
existéncia de alguma alteracdo como
bifido, infantil, tor¢Oes, fraturas,
papilomas, etc;

e Genitalia interna: as glandulas
vesiculares, ampolas dos  ductos
deferentes,  prostata e  glandulas
bulbouretrais, devem ser examinadas por
palpacdo quanto aos aspectos de
lobulagdo (vesiculas), consisténcia e
simetria, tamanho, sensibilidade,
aderéncias e reacdo a estimulos de
contato. Ao toque das glandulas
vesiculares ha exposi¢do do pénis,
enquanto que das ampolas dos ductos
deferentes ha retracdo do testiculo
correspondente seguida de ejaculagdo,
apos persisténcia de massagem.

No espermiograma devem ser observadas, e
correlacionadas aos exames anteriores, as
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caracteristicas fisicas e morfologicas do
sémen. As caracteristicas fisicas devem ser
avaliadas logo apds a coleta (por vagina
artificial, eletroejaculagdo ou massagem das
ampolas dos ductos deferentes) e fornecem
indicios da qualidade do sémen, embasados
nos padrdes médios da espécie. Os aspectos
mais relevantes sdo os de turbilhonamento,
motilidade, vigor e concentragdo, os quais
sdo avaliados mais comumente por meio da
microscopia. O turbilhonamento deve ser
avaliado por meio de gota de sémen em
lamina sem laminula sob aumento de 100
vezes a 37°C, verificando o movimento de
massa na borda da gota, adotando uma
escala de 0 a 5. Ja a motilidade e o vigor sdo
observados em gota sob laminula em um
aumento de 100 a 400 vezes a 37°C. A
motilidade é avaliada como o percentual de
espermatozoides progressivamente moveis,
e o vigor dessa movimentacdo ¢ avaliado
numa escala de 0 a 5. A concentracdo
espermatica pode ser estimada utilizando-se
a camara de Neubauer, podendo-se utilizar a
dilui¢do de 1:200, 1:100 ou 1:50 em solugdo
de formol-salino-tamponado. O niimero de
espermatozoides contados na cadmara
multiplicado pela constante referente
diluicdo utilizada, obtendo-se, assim,
estimativa da concentracdo espermatica,
expressa em milhdes de espermatozoides por
mL (x 10° sptz/mL).

o s O

As caracteristicas morfologicas devem ser
avaliadas pela a preparagdo 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 formacdo de apenas uma
camada de células, que podem ser avaliadas
em microscopia de contraste de fase em um
aumento de 1000 vezes com auxilio de 6leo
de imersdo. Na avaliagdo sdo identificados
defeitos na forma do espermatozodide,
divididos em maiores (defeitos de
acrossoma, gota citoplasmatica proximal,
“pouch formation”, pseudo-gota, defeitos de
peca intermedidria e cauda fortemente
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enrolada ou dobrada, subdesenvolvidos,
cabeca isolada patoldgica, delgado na base,
piriforme pequeno anormal, contorno
anormal e formas teratologicas) e menores
(acrossoma desprendido, gota citoplasmatica
distal, cauda dobrada com gota presa, cauda
enrolada, cabe¢a isolada normal, cabeca
delgada, pequena normal, gigante, curta,
larga e com inser¢des abaxial, retro-abaxial
ou obliqua).

Vale Filho (1988) adaptou um método de
classificagdo de reprodutores taurinos, o
Breeding Soundness Evaluation (BSE) para
0 touro zebuino, denominando-o
Classificagdo Andrologica por Pontos (CAP)
que pontua os animais de acordo com os
dados do perimetro escrotal, aspectos fisicos
(motilidade e vigor) e morfologicos (defeitos
maiores e menores) do sémen, considerando
a idade do animal, numa escala que varia de
0 a 100 pontos, sendo considerados
aprovados andrologicamente os animais que
atingem acima de 60 pontos, devendo ser
clinicamente normais quanto aos Orgaos
genitais e ao sémen. Este método oferece
uma padronizagdo na selecdo de animais
aptos a reproducdo para uma estagdo de
monta especifica, e devera ser repetido
anualmente.

Os testes comportamentais também sdo
importantes na selecdo dos reprodutores,
dentre os quais se destacam os testes de
libido, definidos como a vontade e a avidez
do touro a monta e ao servigo completo, e de
capacidade de servigo, que ¢ a habilidade de
realizar, com sucesso, a monta. A escolha de
touros com melhores classificacoes em
ambos os testes, pode resultar num maior
nimero de vacas cobertas logo no inicio da
estacdo de monta, o que melhoraria a
eficiéncia reprodutiva.

Assim, a estruturagdo de um sistema de
selecdo de reprodutores deve ser realizada
antes do inicio da estacdo de monta, e deve-
se basear nos atributos genéticos de interesse
para a cria¢ao (no caso de gado de corte em



sistema extensivo o ganho de peso,
qualidade de carcaga, desmama precoce),
assim como nos atributos reprodutivos,
como os pardmetros andrologicos ¢
comportamentais do touro para um maior
sucesso, refletindo no maior numero de
fémeas gestantes nos primeiros dois meses
de estagdo de monta.

Atualmente, além dos parametros descritos
acima, fatores bioquimicos presentes no
plasma seminal se mostram como
importantes marcadores de fertilidade que
podem vir a complementar a avaliagdo
andrologica para a selegdo de reprodutores
visando a maxima eficiéncia reprodutiva

Plasma seminal

O plasma seminal ¢ uma complexa mistura
de secrecdes originadas no testiculo, no
epididimo e nas glandulas sexuais acessorias
(Manjunath et al., 1993). Serve como
veiculo para o espermatozodide ejaculado e
contém fatores que influenciam a capacidade
de fertilizagdo do mesmo (Calvete et al.,
1996).

Os espermatozoides recém produzidos na
espermatogénese, ao deixarem o testiculo e
entrarem na por¢do proximal do epididimo
(cabeca), sdo incapazes de fertilizar um
ob6cito em condigdes naturais. O gameta
muda do estado ndo fértil para o estado fértil
durante o transito epididimario em um
processo denominado maturagao
espermatica (Amann et al., 1993). No
entanto, além dos importantes atributos
adquiridos na maturagdo espermatica, as
fungdes espermaticas  também  sdo
moduladas pelas secregdoes das glandulas
sexuais acessorias (Moura et al., 2007a).

Durante a ejaculagio do touro, os
espermatozoides armazenados na cauda do
epididimo, juntamente com o fluido daquela
por¢do epididimaria, se misturam ao fluido

das glandulas sexuais acessorias, compondo,
assim o sémen total. O plasma seminal altera
as membranas espermaticas e influencia a
fertilidade do espermatozoide. (Way et al.,
2000).

Henault et al. (1995) verificaram que
espermatozoides da cauda do epididimo,
quando incubados com o fluido das
glandulas sexuais acessorias, foram mais
eficientes em penetrar em oocitos livres de
zona  pelacida do que aqueles
espermatozoides da cauda do epididimo que
ndo foram incubados com aquele fluido. Os
mesmos autores observaram ainda que os
espermatozoides da cauda do epididimo de
touros com fertilidade acima da média,
quando incubados com seus respectivos
fluidos das glandulas sexuais acessorias,
foram mais eficientes em penetrar oocitos
livres de zona pelucida do que os touros com
fertilidade abaixo da média. Também houve
melhora  significativa nas taxas de
penetracao de espermatozoides da cauda do
epididimo de touros sub-férteis incubados
com o fluido das glandulas acessorias de
touros com fertilidade acima da média.

Além de modificar a fertilidade do
espermatozoide da cauda do epididimo, o
plasma seminal também modifica a
fertilidade do espermatozéide ejaculado.
Henault e Killian (1996) verificaram que
espermatozoides ejaculados de touros de alta
fertilidade incubados com o plasma seminal
de touros de alta fertilidade tiveram maiores
taxas de penetragdo em odcitos livres de
zona pelucida que quando incubados com
plasma seminal de touros de baixa
fertilidade. Ja os espermatozoides de touros
de baixa fertilidade quando incubados com
plasma seminal de touros de alta fertilidade
aumentaram a taxa de penetragdo nos
obcitos em relagdo aos incubados com
plasma seminal de baixa fertilidade.

Além dos varios efeitos benéficos do plasma

seminal sobre a fungdo espermatica, também
sdo relatados alguns efeitos deletérios
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daquele fluido sobre o espermatozdide. Way
et al. (2000) demonstraram in vitro que a
viabilidade dos espermatozoides
epididimarios diminui ap6s a incubagdo com
fluido das glandulas sexuais acessorias e que
a capacitacdo induzida pela heparina nos
espermatozoides epididimarios foi mais
rapida e se manteve por periodos mais
prolongados do que nas células incubadas
com as secre¢des das glandulas acessorias.
No entanto, os autores discutem que, in vivo,
o contato dos espermatozdides com o
plasma seminal é muito breve, ocorrendo
apenas no momento da ejaculacdo no trato
genital feminino, onde ¢ rapidamente diluido
pelas secrecdes daquele compartimento,
além de o muco cervical funcionar como
barreira para o plasma seminal, permitindo
somente a passagem do espermatozodide.
Essas informagdes sugerem que alguns
fatores decapacitantes poderiam prevenir
contra uma capacitacdo precoce, longe do
sitio de fecundagdo, o que diminuiria as
chances de uma fertilizagdo bem-sucedida.

Dentre os varios fatores presentes no plasma
seminal, as proteinas ali presentes exercem
variadas fun¢des, alterando as membranas e
o metabolismo dos espermatozdides e
conferindo  protecdo  contra  efeitos
oxidativos e imunoldgicos do trato genital
feminino, aumentando, conseqiientemente, o
potencial fertilizante dos gametas

Proteinas do plasma seminal

As proteinas do sémen nos animais
domésticos podem ser de origem testicular,
epididimaria ou produzidas pelas glandulas
sexuais acessorias, podendo permanecer no
fluido seminal ou ainda se ligarem a
membrana espermatica durante a ejaculagdo
com atividades  biologicas  diversas
relacionadas a fecundac¢do (Salvador, 2005).

Os principais grupos de proteinas no sémen,
para a maioria das espécies, relatadas por
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Mann e Mann (1981) foram as ligadas ao
calcio, ao =zinco, as lactoferrinas, as
transferrinas, os hormoénios protéicos, as
enzimas proteoliticas e lipoliticas, as
nucleases, as nucleotidases, as
nucleosidades, as fosfatases, as glicosidases,
as sulfidril oxidases e as glicoproteinas,
além de outros peptideos, aminoacidos e
bases nitrogenadas. Varias  proteinas
seminais ja foram identificadas, descritas e
associadas a fertilidade do macho em varias
espécies, com estruturas e propriedades
bastante variadas. Outras, no entanto com
fungdes  relacionadas a  reprodugdo
continuam ainda desconhecidas.

Killian et al. (1993), em um estudo realizado
com 35 touros da raca Holandesa com
historico reprodutivo conhecido, observaram
quatro proteinas relacionadas a fertilidade
dos animais. Duas delas (26 kDa, pl 6,2; 55
kDa, pl 4,5 ocorriam com grande
frequéncia e densidade em touros
comprovados de alta fertilidade enquanto as
outras duas (16 kDa, pl 4,1; 16 kDa, pl 6,7)
foram observadas com maior frequéncia em
touros com baixa fertilidade. Mais tarde, as
proteinas de 55 e 26 kDa, relacionadas a alta
fertilidade foram identificadas,
respectivamente, como Osteopontina
(Cancel et al., 1997) e Prostaglandina D
sintetase (Gerena et al., 1998).

A proteina acida do plasma seminal (acidic
Seminal Fluid Protein - aSFP), secretada
pelas glandulas vesiculares atua como fator
decapacitante, preservador da integridade
acrossomica e mitocondrial e reguladora da
motilidade espermatica (Einspanier et al.,
1991).

Outros estudos tém mostrado a existéncia de
proteinas do plasma seminal que se prendem
a membrana espermatica, facilitando a
ligagdo com a heparina e outros
glicosaminoglicanos que estimulam a
capacitacdo dos espermatozoides (Salvador,
2005). Alguns estudos evidenciaram este
papel regulatério das proteinas ligadoras de



heparina (Heparin-Binding Proteins — HBP)
sobre a capacitacdo do espermatozoide
bovino (Miller et al.,, 1990; Bellin et al.,
1994; 1996). Bellin et al. (1998) registraram,
dentre os grupos de HBPs, que a de 30-31
kDa tem maior importidncia por ser um
marcador bioquimico para a fertilidade,
sendo denominada “Antigeno Associado a
Aertilidade” (Fertility Associated Antigen — FAA).

Proteinas Ligadoras ao Espermatozoide
(Binder of Sperm Proteins — BSPS)

As BSPs s3o proteinas acidas e de cadeia
polipeptidica simples, também conhecidas
como “major proteins”, representando
aproximadamente 30% do total de proteinas
do plasma seminal (Manjunath e Sairam,
1987) e 86% das proteinas do fluido das
glandulas sexuais acessorias (Moura et al.,
2007a) de bovinos. Atualmente sdo
conhecidos quatro tipos de BSPs: Aj, A,, A;
e 30kDa. Estas proteinas sdo produzidas pela
glandula vesicular e se ligam ao
espermatozoide  durante a  ejaculagdo
(Manjunath et al., 1993)

As BSP-A; e BSP-A, sdo normalmente
encontradas como agregados em processos
de separacdo e purificagdo de proteinas,
sendo, muitas vezes consideradas como o
complexo BSP-A/A,. Possuem um peso
molecular aproximado de 16,5 ¢ 16,0 kDa,
respectivamente, e composi¢do idéntica de
aminodcidos (Manjunath e Sairam, 1987),
que, por sua vez, ¢ idéntica a da proteina
PDC-109 presente no plasma seminal
bovino (Manjunath e Sairam, 1987; Scheit et
al., 1988). Sao glicoproteinas que diferem
apenas pela quantidade de carboidratos,
tendo a BSP-A; maiores quantidades (3,6-
6,0%) que a BSP-A,; (1,2-2,0%; Manjunath e
Sairam, 1987), o que pode explicar o maior
peso molecular da primeira.

A BSP-A; possui uma composi¢do de
aminoacidos diferente do complexo BSP-

Ay/A,, principalmente nos aminoacidos de
carater basico dacido glutamico, prolina,
valina, metionina, leucina e isoleucina.
Também difere por ndo ser uma
glicoproteina, o que reflete no seu menor
peso molecular (15,0 kDa; Manjunath e
Sairam, 1987). Sua completa seqiiéncia de
aminoacidos mostra que ¢ composta por 115
aminoacidos e a andlise de sua estrutura
primaria revela um elevado grau de
homologia também com a PDC-109,
indicando que ambas podem ser oriundas do
mesmo gene ancestral (Seidah et al., 1987).

A BSP 30 kDa ¢ a proteina mais glicosilada
da familia das BSPs o que pode explicar o
seu maior peso molecular (28 — 30 kDa) em
relagdo as outras. Analises do conteudo de
carboidratos da molécula mostram que a
mesma possui 11 mol de galactosamina, 9
mol de galactose ¢ 11mol de acido sialico
por mol de proteina, todos glicosilando o
residuo de treonina (Calvete et al., 1996).

As BSPs se ligam a fosfatidilcolina (PC),
fosfatidilcolina plasmogénio (PC plasm) e
esfingomielina (SPM). Tais fosfolipidios
correspondem a 60% do total presente na
membrana espermatica indicando, portanto,
que tais proteinas se ligam a membrana do
espermatozoide no momento da ejaculagdo.
Souza et al. (2008) verificaram, através de
ensaios de imunocitoquimica, que o
complexo BSP A/A, se liga a peca
intermedidria e aos segmentos pos-
equatorial e equatorial do acrossoma de
espermatozoides ejaculados. Os autores
verificaram ainda que a BSP 30kDa se liga
mais intensamente na peca intermediaria do
que nos segmentos equatorial e pos-
equatorial do acrossoma., confirmando a
ligacdo dessas proteinas durante a
ejaculagdo.

As BSPs participam dos eventos da
capacitacdo espermatica. Lipoproteinas de
alta densidade (HDL) e glicosaminoglicanos
(GAGs) sdo componentes comumente
encontrados nos fluidos foliculares ¢ do
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oviduto e induzem a capacitacdo
espermatica. Estudos indicam que as BSPs
potenciam a capacitagdo induzida por
heparina (Thérien et al., 1995) e por HDL
(Thérien et al., 1997). Espermatozoides da
cauda do epididimo expostos as BSPs
seguido da incubag@o com heparina ou HDL
mostraram  maiores taxas de reagdo
acrossomica apos a adi¢do de
lisofosfatidilcolina quando comparado com
0 a heparina ou o HDL (Manjunath e
Thérien, 2002).

Moreau e Manjunath (2000) verificaram que
as BSPs, isoladamente, também foram
capazes de estimular o efluxo de colesterol
dos espermatozodides da cauda do epididimo
de maneira dependente da dose e do tempo
de exposi¢do. Entretanto, Desnoyer e
Manjunath (1992) verificaram que as BSPs
ndo se ligam ao colesterol, pressupondo que
sua remo¢do seja acompanhada pela
remocdo de fosfolipidios como a
apolipoproteina. A HDL também estimula o
efluxo de colesterol da membrana
espermatica de maneira dose-dependente,
contudo, quando associada as BSPs, tal
efluxo ¢ maior.

Com base nessas informagdes, Manjunath e
Thérien (2002) propuseram a seguinte
participagdo das BSPs nas modificacdes
lipidicas da membrana do espermatozoide
durante a capacitacdo. Durante a ejaculagdo,
os espermatozoides da cauda do epididimo
sdo misturados as secrecdes das glandulas
sexuais acessorias. Neste momento, as BSPs
se ligam aos espermatozodides através de sua
interagdo com o radical colina dos
fosfolipidios de membrana e estimulam um
primeiro efluxo de colesterol. Durante os
préximos 10-20 minutos o espermatozdide
atravessa 0 muco cervical, deixando para
trds grande parte do plasma seminal. A
ligacdo das BSPs juntamente com o efluxo
de  colesterol, pode induzir uma
reorganizacdo da membrana. Além disso, a
ligacdo das BSPs aos fosfolipidios pode
impedir a livre movimentagdo destes,
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estabilizando a membrana. Ao prosseguir
viagem pelo aparelho reprodutor feminino,
os espermatozodides revestidos pelas BSPs
entram em contato com a HDL, estimulando
um segundo efluxo de colesterol, que pode
diminuir a razdo colesterol/fosfolipidios,
reorganizando ou  desestabilizando a
membrana plasmatica e disparando um sinal
(ainda  desconhecido) para rotas de
transdugdo que regulariam a expressao de
receptores da zona peliucida. A adesdo
desses receptores a zona pelucida iniciaria a
reagdo acrossomica. Como as BSPs também
interagem com a heparina, a ligacdo dessas
proteinas ao espermatozdide aumenta o
numero de sitio de ligacdo do
glicosaminoglicano na  superficie do
espermatozoide. Assim, a heparina se liga a
estes sitios e induz a capacitagao.

Como o plasma seminal ¢ uma mistura
complexa de fluidos oriundos de diferentes
por¢des do trato reprodutivo masculino,
pesquisas sobre caracterizagdo, identificagao
e funcdo de suas proteinas sdo igualmente
complexas. Para realizar estudos sobre esse
assunto com maior precisdo, métodos
eficazes de separagdo de proteinas sdo
indispensaveis e, dentre eles, cita-se a
cromatografia liquida.

Cromatografia Liquida de Proteinas

A cromatografia ¢ um método fisico-
quimico de separagdao de moléculas baseado
na distribuicdo diferenciada de solutos entre
uma fase movel e uma fase estacionaria
(Niessen, 2006). Na cromatografia liquida a
fase moével € o liquido (eluente) que percorre
a coluna cromatografica, e a fase
estaciondria € a resina que preenche a coluna
e esta suspensa no meio liquido (Silva
Janior, 2004). Pode ser subdividida segundo
a velocidade em que o eluente passa pela
coluna em  cromatografia  classica,
cromatografia acelerada e cromatografia



supercritica (Degani et al., 1998; Niessen,
20006).

Na cromatografia classica a velocidade em
que o ecluente passa pela coluna
cromatografica ¢ dependente da gravidade,
sendo, portanto, um processo lento.
Velocidades da ordem de 10 a 40 cm/h séo
comuns nesse tipo de cromatografia. As
particulas da fase estaciondria sdo grandes,
apresentando dezenas de micrémetros,
sendo, portanto, necessarias colunas com
alturas  significativas para se obter
resolucdes cromatograficas razoavelmente
satisfatorias (Silva Junior, 2004).

No processo acelerado, ou de alta eficiéncia,
sdo utilizadas fases estacionarias com
particulas menores (5 — 15pm), mais
uniformes e resistentes, sendo necessario o
emprego de bombas de alta pressdo para a
eluicdo da fase moével a velocidades em
torno de 50 a 300 cm/h. Os dois métodos
mais conhecidos e empregados de
cromatografia dentro desta classificagdo sdo
as de desempenho rapido (Fast Performance
Liquid Chromatography — FPLC) e de alto
desempenho (High Performance Liquid
Chromatography — HPLC). A diferenca
entre estes dois métodos € a velocidade em
que a fase movel é bombeada pela coluna,
sendo necessarias, na HPLC, colunas
preparadas em estruturas metalicas para
suportar a pressao da fase movel (Degani et
al. 1998; Silva Junior, 2004).

A cromatografia supercritica ¢ o método
mais moderno de cromatografia. A
resolucdo independe da velocidade em que o
eluente passa pela coluna. Velocidades na
ordem de 300 a 4000 cm/h podem ser
empregadas em colunas de dimensdes
reduzidas. A melhora na confeccdo das
particulas da resina permitiu esse avango
tecnologico, desde que as mesmas, de
dimensdes de  alguns  micrdémetros,
apresentassem poros de 400 a 800nm, ndo
oferecendo resisténcia a passagem do

eluente (Degani et al. 1998; Silva Junior,
2004).

Independentemente do método
cromatografico utilizado, a cromatografia
ainda pode ser dividida com base na
caracteristica fisico-quimica das moléculas
que se tenha interesse em separar. Sdo elas;
cromatografia de exclusdo molecular (CEM)
ou gel-filtracdo; cromatografia de afinidade
(CAf); cromatografia de troca idnica (CTI);
cromatografia de interagdo hidrofobica
(CIH); cromatografia de fase reversa (CFR)
(Welling e Welling-Wester, 1989). No
presente estudos foram utilizadas as
cromatografias de exclusdo molecular e de
afinidade por heparina.

Cromatografia exclusao

molecular (CEM)

liquida de

A separagdo por este tipo de cromatografia
depende da diferenga no tamanho, mais
precisamente, do volume hidrodinamico das
proteinas em uma amostra. As moléculas
maiores ndo entram nos poros das particulas
da coluna e sdo eluidas (excluidas da coluna)
no volume localizado fora das particulas
(void — Vo). Ja as moléculas menores
penetram  diferencialmente nos  poros
(volume dentro da particula: Vi) da resina da
coluna, percorrendo o trajeto mais demorado
até sua eluicdo. O volume total acessivel
(Vt) é o somatério dos volumes fora (Vo) e
dentro (Vi) da particula (Welling e Welling-
Wester, 1989; Silva Junior, 2004).

As proteinas s3o eluidas de forma isocratica
na CEM, ou seja, ndo ha a necessidade do
uso de mais do que uma fase mével durante
a separagdo (Gel..., 2007). Em uma CEM
ideal, ha uma relacdo linear entre o
logaritmo do peso molecular (PM) e o
volume de eluicdo (Ve) de uma proteina.
Portanto, este tipo de cromatografia permite
ndo s6 a purificagdo de uma determinada
proteina, como também a determinagdo de
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seu peso molecular. Curvas de calibragdo
fornecem informagdes sobre a faixa de pesos
moleculares que pode ser coberta pela
coluna. Assim, quanto menor a inclinagdo da
curva de calibragdo, melhor sera a separagdo
entre proteinas de diferentes pesos
moleculares (Welling ¢ Welling-Wester, 1989).

Cromatografia liquida de afinidade (CAf)

A separagdo de proteinas por cromatografia
de afinidade baseia-se na interagdo
especifica (afinidade) e reversiva entre
ligantes imobilizados na coluna e sua
proteina alvo. Essa afinidade resulta de
interagdes eletrostaticas ou hidrofobicas,
forcas de van der Wall e/ou pontes de
hidrogénio (Affinity..., 2007; Azarkan et al.,
2007).

Diferentemente da  cromatografia  de
exclusio molecular, a CAf ¢é um
procedimento que envolve a separagdo de
proteinas de forma ndo isocratica, isto ¢, sdo
necessarios dois tipos diferentes de fase
moével. A primeira delas (solugcdo A) deve
fornecer o ambiente ideal para a ligacdo das
proteinas alvo aos ligantes especificos da
coluna e ainda a eluigdo das proteinas sem
afinidade aquele ligante. A segunda fase
movel (solu¢do B) deve alterar o ambiente
anterior promovido pela solucdo A. Tais
modificagdes podem ser mudangas no pH,
na forga i6nica ou na polaridade do meio, ou
poderda, ainda, promover a competi¢do com
alguma substancia pelo sitios de ligacdo da
coluna. Essas alteragdes no meio de eluigdo
desfazem a ligacdo entre as proteinas com
afinidade e os ligantes da coluna e,
conseqiientemente, permite a sua eluigdo
(Clonis, 1989; Silva Junior, 2004).

A purificagdo por afinidade pode, em um
unico procedimento, oferecer uma grande
economia de tempo em relagdo a outros
métodos menos seletivos. As moléculas alvo
podem ser purificadas de misturas bioldgicas
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complexas, como os plasmas sanguineo e
seminal e extratos celulares. Formas nativas
podem ser separadas de formas desnaturadas
de uma mesma substdncia e pequenas
quantidades de material bioldgico podem ser
purificadas de um meio contendo varias
substancias  contaminantes  (Affinity...,
2007).

Atualmente, a cromatografia de afinidade
pode ser realizada com base nas interagdes
entre a molécula alvo e um grande numero
de ligantes  possiveis. Sao  eles,
imunoglobulinas, grupamentos fosfatos,
fatores de coagulagdo, carboidratos,
calmodulinas, grupamentos tiol e
dissulfetos, dentre varios outros. A escolha
do ligante especifico para uma purificacéo
eficiente dependera das propriedades da
molécula alvo de interesse (Affinity..., 2007,
Azarkan et al., 2007).

Estratégias de purificagdo envolvendo mais
de uma cromatografia também sdo comuns
quando se visa estudar uma determinada
proteina. Por exemplo, Salvador (2005) e
Folhadella (2008) verificaram associagdes
entre a proteina denominada Antigeno
Associado a Fertilidade (Fertility Associated
Antigen — FAA) e a reagdo acrossomica
induzida por heparina e a fertilidade in vitro
de espermatozoides de touros Nelore e Gir-
leiteiro, respectivamente. Tal proteina possui
afinidade por heparina e um peso molecular
de 31 kDa (Bellin, et al., 1998; McCauley, et
al, 1999), e, com base nessas informagoes,
aqueles autores utilizaram a CEM para
separar as proteinas segundo o seu peso
molecular e, em seguida, utilizaram as
fracdes correspondentes a faixa que continha
as proteinas de 30 kDa para uma CAf,
visando eliminar as proteinas sem afinidade
aquele glicosaminoglicano dentro da mesma
faixa de peso molecular. Dessa forma
aqueles autores puderam purificar e
quantificar a proteina de interesse.
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CAPITULO |

DESENVOLVIMENTO REPRODUTIVO DE TOURINHOS GIR SELECIONADOS
PARA PRODUCAO DE LEITE

RESUMO

O presente estudo visou identificar tourinhos Gir-leiteiro precoces (PREC) e ndo-precoces (NPREC)
segundo a idade a puberdade e avaliar diferencas ocorridas durante seu desenvolvimento reprodutivo.
Mensuragoes de peso vivo (PV) e de perimetro escrotal (PE) foram realizadas mensalmente, junto com a
coleta e a avaliacdo fisica do sémen (motilidade (MOT); vigor (VIG)), concentragio (CONC) e
morfologia espermatica (defeitos maiores (DM); defeitos menores (Dm); defeitos totais (DT) e
espermatozdides normais (NORM)) em 16 animais dos 13 aos 23 meses de idade. A puberdade foi
definida como o momento em que os animais apresentaram pela primeira vez um ejaculado contendo 50
milhdes de espermatozodides, com no minimo 10% de motilidade. Os animais foram classificados como
precoces e ndo-precoces segundo a distribui¢do de freqiiéncia das idades a puberdade, adotando como
critério de separagdo dos grupos a sua mediana. Todos os parametros estudados foram comparados entre
os grupos e entre as diversas idades estudadas. Modelos de regressdo linear e quadratico do PV, PE,
CONC e DM em relagéo a idade e a idade em relag@o a puberdade foram ajustados. Os animais precoces
apresentaram menores idades a puberdade e a maturidade sexual (17,0 £ 1,0 e 18,7 + 1,0 meses,
respectivamente) em relagdo aos ndo-precoces (19,2 = 1,1 e 20,5 + 1,0 meses, respectivamente). Animais
precoces foram mais leves que os ndo-precoces na pré-puberdade o que ndo foi observado da puberdade
até os 60 dias depois da puberdade. A MOT mostrou o aumento mais pronunciado antes da puberdade em
ambos 0s grupos, no entanto, este foi observado dois meses mais cedo nos animais precoces. Registrou-se
aumento da CONC mais cedo em animais precoces ¢ que foi maior (p<0,05) do que os animais ndo-
precoces aos 23 meses de idade. Diferengas no desenvolvimento reprodutivo de animais precoces e ndo-
precoces puderam ser observadas, indicando que ¢ a selecdo de tourinhos, para a maturidade sexual
precoce ¢ indicada para a melhoria da eficiéncia reprodutiva de touros Gir.

Palavras-chave: motilidade espermatica, perimetro escrotal, zebu.

REPRODUCTIVE DEVELOPMENT OF GYR YOUNG BULLS SELECTED FOR MILK
PRODUCTION

ABSTRACT

The present study was conducted to identify precocious (PREC) and non-precocious (NPREC) dairy Gyr
bulls and evaluate differences during their reproductive development. Live weight (LW) and scrotal
circumference (SC) were measured monthly and semen samples were collected and evaluated for sperm
motility (MOT), vigor (VIG), concentration (CONC) and morphology (major defect (MD); minor defect
(mD); total defect (TD) and normal sperm (NORM)) in 16 animals from 13 to 23 months of age. Puberty
was defined as the age which animals show at least 50 million sperm, with minimum of 10% of motility.
Animals were grouped as precocious and non-precocious according to frequency distribution of their
age at puberty, having the median as the point of definition of the groups. Differences between groups
and across ages were tested for all studied traits. Linear and quadratic regression of LW, SC, CONC and
MD on age and age in relation to puberty were adjusted. Age at puberty was different (p<0.05) between
PREC (17.0 = 1.0 months) and NPREC (19.2 + 1.1months) groups. PREC animals were also lighter
before puberty than NPREC animals. Sperm motility increased before puberty in both groups. However
this event occurred two months earlier in PREC animals. Sperm concentration increased earlier in PREC
animals and was also higher (p<0.05) than in NPREC animals at 23 months of age. Differences on PREC
and NPREC reproductive development were observed, suggesting that selection of young bulls for
precocious sexual maturity is possible and indicated for improvement of reproductive efficiency.
Keywords: scrotal circumference, sperm motility zebu.
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INTRODUCAO

As racas bovinas zebuinas sdo conhecidas
por sua expressiva produtividade em climas
tropicais com forragem de baixa qualidade,
além de sua rusticidade. Apesar dessas
qualidades, os zebuinos também sdo
conhecidos por terem desenvolvimento
sexual mais tardio comparado aos animais
de ragas européias (Nogueira, 2004).

A selecdo de touros para a precocidade
sexual deve ser um objetivo de produtores e
pesquisadores, pois permitira a introducdo
precoce de animais no manejo reprodutivo,
aumentando a vida 1util dos mesmos e
reduzindo intervalo de geragdes (Andréa et
al., 2000). A selecdo de reprodutores com
base nessa caracteristica também ¢ vantajosa
pelo fato das fémeas filhas de touros
precoces apresentarem menor idade ao
primeiro parto (Ferraz e Eler, 2007), em
decorréncia da elevada herdabilidade desta
caracteristica (Eler et al., 2002; Eler et al.,
2004).

Assim, o objetivo deste trabalho foi
identificar tourinhos precoces e nlo-
precoces, e avaliar as diferencas no seu
desenvolvimento  reprodutivo  até a
maturidade sexual.

MATERIAL E METODOS

Todas as técnicas e procedimentos utilizados
no presente estudo foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentagdo Animal
da Universidade Federal de Minas Gerais
(CETEA — UFMGQ, protocolo n°® 55/2008).

Trinta tourinhos Gir-leiteiro clinicamente
normais oriundos de cinco propriedades no
estado de  Minas  Gerais foram
acompanhados clinica e andrologicamente
por um periodo de nove meses (abril a
dezembro de 2007). Todos os animais, que
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s@o de linhagens com alta pressdo de selec@o
para a producdo de leite das matrizes, foram
transportados para a Fazenda Experimental
Getllio Vargas da Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG)
em Uberaba (19°45°56” de latitude sul,
47°57° de longitude oeste e 774m de
altitude), onde foram submetidos a um
periodo de adaptagdo de trinta dias antes do
inicio do experimento. O clima do municipio
¢ caracterizado como tropical semi-umido,
com temperatura média de 21,4°C,
precipitacdo anual média de 1684,6mm e a
umidade relativa do ar média de 71,4%
(Estagdo  Climatologica  Principal de
Uberaba — EPAMIG/INMET (2006).

Os animais foram  mantidos em
confinamento individual, e alimentados com
dieta contendo 20% de proteina bruta (PB),
70% de nutrientes digestiveis totais (NDT) e
1,105Mcal/kg de energia liquida, a base de
1% do peso vivo, durante todo o periodo
experimental e silagem de milho como
volumoso, além de sal mineral e agua ad
libitum.

Avaliaram-se mensalmente o peso Vivo
(PV), o perimetro escrotal (PE), e foram
realizadas as coletas de sémen.

O PV foi obtido individualmente por meio
de balanca e o PE foi mensurado com fita
milimétrica no seu local de maior largura,
envolvendo as duas gonadas.

As amostras de sémen foram obtidas por
meio de eletro-ejaculagdo, sendo coletadas
em tubos conicos graduados para a aferigao
do volume do ejaculado (VE). No momento
da coleta, uma gota do sémen foi
posicionada em lamina sob laminula para a
avaliacdo da motilidade total (MOT: % de
espermatozoides moveis) e do vigor
espermatico (VIG: 1-5) em microscopia
otica (10-40x). Uma aliquota de 20ul da
amostra de sémen foi diluida em 1000ul de
solucdo de formol-salino para a posterior
determinacdo da concentracdo espermatica
(CONC: x 10° espermatozodides/mL) em



camara de Neubauer. Outra aliquota de
sémen foi utilizada para turvar um volume
de 500ul de formol-salino para a avaliagdo
da morfologia espermatica (percentual de
defeitos  espermadticos maiores (DM),
menores (Dm) e totais (DT) e de
espermatozoides normais (NORM)) (CBRA,
1998) em  preparacdo Umida para
microscopia de contraste de fases (Barth e
Oko, 1989).

Todos os dados utilizados no presente
estudo foram ajustados de acordo com a
idade a puberdade, segundo a metodologia
descrita por Brito et al (2004). A puberdade
em machos bovinos ¢ definida como a idade
em que o animal apresenta um ejaculado
com no minimo 50 milhdes de
espermatozoides totais com no minimo 10%
de motilidade (Wolf et al., 1965). Com base
nesta defini¢do, a idade em que os animais
iniciaram a puberdade foi denominada
momento 0 (zero dias em relagdo a
puberdade) e foi adotado o maximo de
observagdes existentes antes e apds tal
periodo, para verificar o desenvolvimento
das  caracteristicas  avaliadas.  Assim,
observou-se que 12 animais entraram na
puberdade antes do inicio do experimento,
portanto nao tinham observagdes pré-
puberdade, e dois ainda ndo tinham atingido
a puberdade no final do periodo
experimental, de modo que, dos 30 animais
avaliados, apenas 16 continham informagdes
completas 60 dias antes e 60 dias apds o
momento 0. Sob esta estrutura de ajuste dos
dados, todas as variaveis foram comparadas
entre os grupos de animais (precoces € nado
precoces) nos respectivos momentos em
relagdo a puberdade (-60, -30, 0, +30 e +60
dias).

Apos o ajuste dos dados de acordo com a
idade em relagdo a puberdade (dias), no
momento 0 foi realizada uma distribui¢ao
de frequéncia das idades dos 16 animais
estudados por meio do procedimento FREQ
do SAS (SAS, 2002). Adotou-se como ponto
de separacdo dos grupos a mediana (18

meses) das idades naquele periodo. Assim,
animais com idades a puberdade menores do
que a da mediana foram considerados
precoces (PREC) e aqueles com idades
superiores a mediana, foram considerados
nao-precoces (NPREC).

A definicdo de animais nao-precoces foi
mais apropriada que animais tardios, uma
vez que todos os 16 animais estudados,
mesmo aqueles que atingiram a puberdade
com idades maiores do que a mediana
naquele periodo, atingiram a maturidade
sexual (no minimo 70% de espermatozodides
normais com menos de 15% de defeitos
espermaticos maiores: Hopkins et al., 1997)
até 24 meses, idade normalmente observada
para raga.

Todas as variaveis estudadas foram
submetidas aos testes de normalidade de
Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov e de
Assimetria e Curtose, por meio do
procedimento UNIVARIATE com as opgdes
NORMAL e PLOT do SAS (SAS, 2002). As
variaveis VE e CONC foram transformadas
logaritmicamente  (logfX + 1)), e as

variaveis DM, Dm, DT e¢ NORM foram
submetidas a  transformagdo  angular

7 x s
(arco — Eﬁnc{'\t(ﬁ)}) para a aproxima-las

da distribui¢do normal. As variaveis MOT e
VIG, por serem escores subjetivos de
avaliacdo, foram consideradas variaveis nao-
paramétricas (Sampaio, 2002).

As comparagdes das médias de idade, PV ¢
PE, na puberdade e na maturidade sexual
entre os grupos PREC e NPREC, foram
realizadas pelos testes de Fisher (varidveis
paramétricas) e pelo teste de Mann-Whitney
(variaveis ndo-paramétricas).

O delineamento experimental adotado para
analise das variaveis foi em blocos ao acaso
em esquema de subparcelas com §
repeticoes. Os grupos constituiram as
parcelas e as idades em que os animais
foram avaliados, as subparcelas. As analises
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foram realizadas utilizando o procedimento
MIXED do pacote estatistico SAS (Littell, et
al., 1998). O efeito de grupo foi obtido pelo
teste F e os efeitos de idade foram estimados
por meio de ajustamento de modelos de
regressdo  linear e  quadratica.  As
comparagdes entre as idades dentro de cada
grupo foram realizadas pelo teste SNK por
meio do procedimento GLM do SAS. As
variaveis MOT e VIG foram comparadas
pelo teste ndo-paramétrico de Friedman
(Sampaio, 2002). Inicialmente foi realizado
o ordenamento das observagdes por meio do
PROC RANK do SAS (Ipe, 1987) e, em
seguida, a analise dos ordenamentos pelo
PROC MIXED.

Os modelos de regressdo linear e quadratica
das variaveis avaliadas em relagdo a idade e
a idade a puberdade foram ajustados por
meio do PROC REG do SAS. Para os casos
em que a interagdo entre grupo e idade foi
significativa, ajustou-se um modelo de
regressdo para cada grupo. As correlagdes
entre as variaveis paramétricas foram
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estimadas pelo coeficiente de correlagdo de
Pearson por meio do PROC CORR e as
associagdes entre as variaveis paramétricas e
ndo-paramétricas  pelo  coeficiente de
correlagdo de Spearman por meio do PROC
CORR com a op¢do SPEARMAN do SAS
(SAS, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao houve diferencas entre grupos (p>0,05)
para os parametros estudados, exceto para as
idades a puberdade ¢ a maturidade sexual
(p<0,01) (tabela 1), indicando que os
animais precoces na puberdade, também o
sdo na maturidade sexual. Em média, os
animais precoces atingiram a puberdade dois
meses mais cedo do que os ndo precoces.
Houve também diferencas entre as idades
para 0s parametros analisados,
demonstrando que ambos os grupos
apresentaram incremento nos valores das
puberdade a

diversas  variaveis da

maturidade sexual.



Tabela 1: Médias e respectivos desvios padrdo da idade, peso vivo (PV) e perimetro escrotal
(PE) na puberdade (> 50 x 10° espermatozdides ¢ > 10% de motilidade espermatica) e na
maturidade sexual (> 70% de espermatozoides normais e <15% de DM) em tourinhos gir-

leiteiro precoces e ndo-precoces

Precoces (n=8)

N&o Precoces (n=8)

Puberdade
Idade (meses) 17,0 + 1,0° 192+ 1,1°
PV (kg) 315,2+33,9 346,0 + 30,4
PE (cm) 27,9+ 39,0 262 +1,5
VE (mL) 4,0+1,0 6,6 +3.8
CONC (x10%mL) 60,9 £ 76,4 100,5 + 67,8
MOT (%) * 16,9+ 15,8 27,6 19,1
Vigor (1-5) * 2,609 25+13
DM (%) 67,1 £18,9 43,9 +25.8
Dm (%) 10,7+ 11,5 13,7+ 9,0
Normais (%) 22,1+19,2 42,4+ 21,5
Maturidade sexual

Idade (meses) 18,7+ 1,0° 20,5+ 1,3°
PV (kg) 366,4 + 29,6 380,6 + 28,7
PE (cm) 30,5 +3,3 30,4 +2,0
VE (mL) 53+1,8 50+ 1,6
CONC (x10°mL) 113,2 + 139 79,6 + 55,3
MOT (%) 37,8 243 40,7 + 23,0
Vigor (1-5) 2613 3,6t1,5
DM (%) 10,3 + 4,6 11,3 +3,6
Dm (%) 9,0+ 6,6 10,0 + 5,0
Normais (%) 80,7+9,0 78,7+6,1

Meédias seguidas de letras distintas nas linhas diferem pelo teste de Fisher (p<0,05).
PV — peso vivo; PE — perimetro escrotal; VE — volume do ejaculado; CONC — concentrag@o espermatica; MOT —

motilidade espermatica; DM — defeitos espermaticos maiores; Dm — defeitos espermaticos menores.

No geral, as idades a puberdade e a
maturidade sexual médias dos 16 animais
foram menores do que as descritas por Brito
et al. (2004), ao registrarem idades médias
de 20 e 23,8 meses, para puberdade e
maturidade, respectivamente. A diferenca
entre os dois estudos pode ser explicada
pelas diferencas de manejo alimentar
adotado mnos experimentos. No presente
experimento, os animais foram criados em
sistema intensivo, alimentados com dieta
(1% PV) de elevado conteudo protéico, além
de silagem de milho como volumoso. Ja os
touros Nelore descritos por Brito et al.
(2004) foram manejados extensivamente do
nascimento até o final do experimento, em

pasto de Brachiaria brizantha, apenas com
suplementagdo mineral ad libitum.

Barth et al. (2008) avaliaram o efeito de trés
planos nutricionais distintos (baixo, médio e
alto contento 0%, 6,6% e 37% de
concentrado, respectivamente), na pré e na
pos-desmama, sobre o desenvolvimento
sexual de touros Angus e Angus x Charolés,
e verificaram que os animais suplementados
com alto plano nutricional atingiram a idade
a puberdade mais cedo, tanto na pré- (9,9
meses) como na pos-desmama (9,7 meses),
do que os animais suplementados com os
planos médios (pré-desmama: 10,9 meses;
p6s-desmama: 10,1 meses) e baixos (pré-
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desmama: 10 meses; pds-desmama: 10,9
meses). Assim, apesar dos animais deste
ultimo estudo serem de subespécies distintas
das do presente estudo ¢ daquele de Brito et
al (2004), verifica-se a influéncia do plano
alimentar sobre a idade a puberdade em

Observou-se efeito significativo (p<0,01) de
idade sobre o peso vivo (figura 1A). O PV
médio aumentou de 196,7 a 428,5 kg no
grupo PREC e de 203,7 a 370,7 kg no grupo
NPREC, dos 13 aos 23 meses de idade. Em
ambos os grupos podde-se verificar que o

Peso vivo (kg)

Perimetro escrotal (cm)

bovinos. periodo de maior ganho de peso foi

observado entre 15 e 21 meses de idade.
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Figura 1: Médias (+ erros padrao) do peso vivo (PV) e do perimetro escrotal (PE) segundo a idade (figuras A
e C) e a idade em relagdo a puberdade (figuras B ¢ D) em tourinhos Gir precoces ¢ ndo-precoces. Setas
indicam idade média a puberdade (> 50 milhdes de espermatozoides ¢ > 10% de motilidade espermatica: |
precoces 1 ndo-precoces. As linhas vermelhas em A e C representam o ajuste do modelo de regressdo
quadratica para os parametros em relagdo a idade, e em D em relagdo a idade a puberdade. Na figura B as
linhas vermelha e verde representam o ajuste do modelo de regressdo linear do PV em fungdo da idade a
puberdade para animais precoces e nao-precoces, respectivamente. Médias sobrescritas com letras minusculas
distintas diferem entre grupo dentro da idade pelo teste de Fisher (F) (p<0,05). Médias sobrescritas com letras
maiusculas distintas diferem entre as idades dentro de cada grupo pelo teste SNK (p<0,05).
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Nao houve efeito de grupo e da interacdo
grupo x idade sobre o PV, demonstrando
que o desenvolvimento segundo a idade foi
exatamente 0 mesmo para animais precoces
e ndo-precoces. No entanto, quando se
avaliou a mesma caracteristica segundo a
idade em relagdo a puberdade, verificou-se
tanto o efeito de idade, como o de grupo,
bem como a interagdo entre grupo e idade
(figura 1B). Os animais precoces foram mais
leves aos 60 e aos 30 dias antes da
puberdade, no entanto, a partir do momento
zero até 60 dias apdés a puberdade, o
incremento no peso vivo dos animais de
ambos os grupos foi semelhante. Este
resultado sugere que os animais NPREC
apresentaram  maior  desenvolvimento
corporal no periodo pré-puberal para iniciar
a puberdade.

O peso vivo apresentou padrao de
desenvolvimento quadratico em fungido da
idade (linha vermelha na figura 1A:
y =—461,43+65,27x—-1,2x>, R? = 0,73)
para os 16 animais. O padrio difere do
descrito por Torres-Junior ¢ Henry (2005)
que encontraram um crescimento linear do
peso em fun¢do da idade, dos 7,5 aos 30,7
meses de idade em touros Guzera.

Contudo, quando se avaliou o PV em fungdo
da idade a puberdade verificou-se efeito
linear dos 60 dias antes aos 60 dias depois
da puberdade. Como o efeito da interagdo
entre grupo e idade foi significativo, um
modelo de regressao linear foi ajustado para
cada grupo. Os animais precoces, apesar de
serem mais leves na pré-puberdade,
apresentaram ganho de peso médio mensal
maior em relagdo aos animais ndo-precoces,
demonstrado pelos coeficientes angular da
regressao (o valor de “b” no modelo
y =a+Dbx) dos seus respectivos modelos.
Os animais precoces (linha vermelha na
figura 1B) apresentaram ganho de peso
representado pelo modelo
y =218,03+30,32X indicando que esses

animais obtiveram ganho médio mensal de

30,32kg. Ja os animais ndo-precoces (linha
verde na figura 1B) obtiveram ganho de
peso representado pelo modelo
y =282,87+19,85X indicando que esses

animais obtiveram ganho médio mensal de
apenas 19,85kg. Tais resultados explicam a
inclinagdo mais acentuada do modelo que
representa o ganho de peso dos animais
precoces, alcangando pesos semelhantes aos
animais nao-precoces a partir da puberdade.

O perimetro escrotal variou de 19,5 a 30,8
cmede 18,7 a 31,4 cm, dos 13 aos 23 meses
de idade para animais precoces € nao-
precoces, respectivamente. Apenas houve
efeito significativo da idade (figura 1C) e da
idade a puberdade (figura 1D) sobre o PE. O
desenvolvimento dessa caracteristica foi
semelhante para os dois grupos, contudo os
animais  precoces atingiram tamanho
testicular condizente tanto com a puberdade
quanto com a maturidade sexual dois meses
mais cedo que os animais ndo precoces
(setas na figura 1C).

O perimetro escrotal ¢ medida amplamente
usada na selecdo de reprodutores por possuir
elevada herdabilidade (Ferraz e Eler, 2007) e
associagbes favoraveis com caracteristicas
produtivas e reprodutivas, como ganho de
peso, qualidade do sémen e precocidade
sexual. Estudos demonstram que o PE
apresenta correlagdes favoraveis com o peso
corporal (Torres-Junior e Henry, 2005; Dias
et al.,, 2008), com o peso a desmama
(Martins Filho et al., 1994), com motilidade
espermatica (Pastore et al., 2008), produgao
espermatica diaria (Palasz et al., 1994) e
morfologia espermatica (Silva et al., 2002).
Possui ainda correlagdo genética favoravel
com a idade ao primeiro parto e com o
intervalo de partos, de novilha meias-irmas
paternas de touros da ragca Nelore (Martins
Filho e Lobo, 1991; Martins Filho e Lobo,
1994). No presente estudo, os animais
precoces atingiram valores para PE
condizente com a puberdade e com a
maturidade sexual em idades menores do
que os animais ndo-precoces, evidenciando a
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importancia desta caracteristica para a
selecio de animais com  potencial
reprodutivo superior em touros ainda jovens.

O melhor ajuste do desenvolvimento
testicular em fungdo da idade foi
apresentado por seu modelo quadratico
(linha  vermelha na  figura 1C:
y =-31,67+537x-0,11x>, R? = 0,69).
Em revisdo realizada por Rawlings et al.
(2008), o padraio de desenvolvimento
testicular de touros ¢ sigmoide, onde o
crescimento ¢ lento em periodo infantil,
seguido de um rapido crescimento durante a
fase puberal, estabilizando, por fim, quando
o touro atinge a maturidade sexual. Neste
estudo, o modelo quadratico foi o que
melhor representou o padrdo de aumento no
perimetro escrotal, uma vez que os dados
foram obtidos a partir dos 13 meses de
idade, pois ndo se dispunham de
informagdes dos animais no periodo infantil.

Avaliando o PE segundo a idade em relagao
a puberdade, observou-se efeito linear (linha
vermelha na figura 1D). Como nao houve
interagdo significativa entre grupo e idade
em relagdo a puberdade, afirma-se que o
desenvolvimento do PE para ambos os
grupos foi semelhante e representado pelo
modelo Yy =23,32+1,56Xx. O aumento

médio mensal no perimetro escrotal dos
animais, dos 60 dias antes aos 60 dias depois
da puberdade, foi de 1,56cm como mostra
coeficiente angular da regressdo.

O volume do ejaculado aumentou de 0,95 a
9 mL em animais PREC e de 1,5 a 5,5 mL
nos animais NPREC, dos 13 aos 23 meses
de idade, respectivamente. Apenas o efeito
de 1idade foi significativo para esta
caracteristica quando analisada segundo a
idade dos animais (figura 2A). Os testiculos,
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o epididimo e principalmente as glandulas
sexuais acessorias (GSA) sdo responsaveis
pela producao e secre¢do do plasma seminal
(Senger, 2003). Rawlings et al. (2008)
verificaram rapido crescimento testicular e
de estruturas sexuais acessorias dependentes
de androgenos apds 5 meses de idade,
durante o rapido aumento na secre¢do de
testosterona nessa fase. Como as GSA sao
dependentes de testosterona para o seu total
desenvolvimento e funcionamento (Senger,
2003) acredita-se que o aumento do volume
do ejaculado com a idade dos animais possa
estar associado a acdo daquele andrégeno
sobre as estruturas responsaveis pela
producao e secrecdo do plasma seminal.

A concentragdo  espermdtica  média
aumentou de 0 a 660 em animais precoces ¢
de 0 a 66,7 milhdes de espermatozoides/mL
em animais ndo-precoces, dos 13 aos 23
meses de idade. Houve efeito de idade e de
grupo sobre a concentragao (figura 2B). Aos
16, 17 ¢ 18 meses de idade, a concentracao
espermatica foi maior no grupo de animais
precoces, indicando que estes possuem
desempenho espermatogénico mais
acentuado durante o desenvolvimento sexual
do que os animais ndo precoces. A
concentracdo também foi maior aos 23
meses de idade, época em que os animais ja
se encontravam na maturidade sexual. Do
ponto de vista econdmico, este resultado
sugere que animais precoces seriam
altamente indicados para centrais de
inseminagdo artificial, tanto por sua
utilizagdo mais precoce nos testes de
progénie, quanto pela quantidade de doses
de sémen produzidas por esses animais,
aumentando ndo s6 a comercializacdo de
material genético de alto wvalor como
também a velocidade da propagagdo génica
de interesse a melhoria de rebanhos.
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Figura 2: Médias (+ erros padrao) do volume do ejaculado (VE - A) e da concentragéo espermatica (CONC -
B) segundo a idade em tourinhos Gir precoces e ndo-precoces. Setas indicam idade média a puberdade (> 50
milhdes de espermatozoides ¢ > 10% de motilidade espermatica: | precoces 1 ndo-precoces). A linha
vermelha representa o ajuste do modelo de regressdo quadratica para VE (A) e para CONC (B) de ambos os
grupos em relagdo a idade. Médias sobrescritas com letras mintsculas distintas diferem entre grupo dentro
da idade pelo teste de Fisher (F) (p<0,05). Médias sobrescritas com letras maitisculas distintas diferem entre
idades dentro de cada grupo pelo teste SNK (p<0,05).

A concentracdo espermatica apresentou
desenvolvimento quadratico em relagdo a
idade (figura 2B). Como o efeito da
interacdo entre grupo ¢ idade ndo foi
significativo, o  desenvolvimento da
concentracdo espermatica foi semelhante
para animais PREC e NPREC, justificando o
ajuste de apenas um modelo (linha vermelha
na figura 2B:y =-14,5+1,32x - 0,02x*, R?
= 0,64). Observa-se que o desenvolvimento
da CONC em animais precoces iniciou-se
mais cedo e foi mais acentuado do que nos
animais nao-precoces.

A CONC também apresentou
desenvolvimento quadratico em relagdo ao
PE (y =-4,2+0,08x + 0,006x*, R*=0,69). O
didmetro dos tubulos seminiferos cresce
gradativamente no periodo infantil, e mais
rapidamente no periodo puberal.

Aumentos no didmetro e no comprimento
dos tubulos seminiferos influenciam

diretamente o tamanho testicular (Rawlings
et al., 2008), e resultam em maior producdo
espermatica.

A idade também apresentou efeito
significativo (p<0,05) sobre a motilidade
espermatica com aumento mais acelerado
entre 16 ¢ 19 meses para animais PREC e
entre 18 e 20 meses de idade para animais
NPREC, (figura 3A). Quando se avaliou a
motilidade espermatica segundo a idade em
relacdo a puberdade, verificou-se que tais
periodos corresponderam a -30 a +60 dias
para animais PREC e -30 a +30 dias para
animais NPREC (figura 3B). Tais resultados
demonstraram que ocorreu aumento da
motilidade espermatica no periodo pré-
puberal para ambos os grupos. Almquist e
Barber (1974) tiveram sucesso em coletar os
primeiros espermatozoides méveis de touros
da raga Charolés, criados sob alto plano
nutricional, as 39 semanas de idade, ou se¢ja,
duas semanas antes do inicio da puberdade
que foi observada as 41 semanas.
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Resultados similares em Bos taurus taurus
foram  registrados por Lunstra e
Echternkamp (1982), ao verificarem que o
periodo de mais rapido aumento na
motilidade espermdtica progressiva foi
observado entre 2 semanas antes e 6
semanas apos a puberdade. Dois meses antes
do inicio da puberdade ocorre o inicio do
aumento linear nas concentragdes séricas de
LH e de testosterona em Bos taurus taurus
(Lunstra et al., 1978).

Pouco se sabe sobre a influéncia direta da
testosterona sobre a motilidade espermatica,
entretanto, esse hormonio, através de seu
metabolito  So-diidrotestosterona, € 0
regulador mais ativo da funcdo epididimaria
(Robaire e Viger, 1995). No epididimo
ocorre maturagdo espermatica, que ¢é o
conjunto de alteracdes morfologicas e
metabodlicas ocorridas no espermatozdide
durante o transito epididimario, logo apos a
sua formacao no testiculo, que aumentam o
poder fecundante do espermatozdide
(Cornwall e von Horsten, 2007). Tais
alteragdes incluem, ndo s6 a condensagdo
final do nucleo, modificagdo na forma do
acrossoma, alteragbes na  constituicdo
lipidica e protéica da membrana plasmatica
e na migracdo da gota citoplasmatica
proximal para a porcdo distal da peca
intermediaria, como também aumento da
motilidade espermatica progressiva (Barth e
Oko, 1989).

Componentes do plasma seminal também
exercem influéncia sobre a motilidade
espermatica. A frutose e o acido citrico sdo
alguns dos principais metabolitos secretados
pelas glandulas sexuais acessorias, e
utilizados como fonte de energia para a
fisiologia espermatica. Rawlings et al.
(2008) verificaram que o conteudo de
frutose e de acido citrico presente no plasma
seminal de touros europeus aumenta
significativamente apos os 5 meses de idade
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(pré-puberdade), influenciando, também, no
aumento da motilidade  espermatica.
Elementos protéicos do plasma seminal
também parecem exercer influéncia sobre a
motilidade espermatica. Uma glicoproteina
presente no plasma seminal e de possivel
origem epididimaria, denominada proteina
da motilidade espermatica progressiva
(Foward Motility Protein — FMP), é capaz
de induzir, na presenga de adenosina
monofosfato ciclico (cAMP), a motilidade
progressiva em espermatozoides de touros
oriundos da cabeca do epididimo (Acott e
Hoskins, 1978). Os autores verificaram que
tal proteina foi encontrada em maior
quantidade no epididimo, sugerindo que este
compartimento seja o seu sitio de produgao e
secrecdo, ¢ ainda que ela modifique o
metabolismo do espermatozodide durante a
maturagdo espermatica. Assim, o fato da
motilidade espermatica iniciar o seu
aumento no periodo pré-puberal pode ser
explicado pelo aumento na secrecdo de
androgenos que regulam as fungdes
epididimarias, como a maturagdo
espermatica, ¢ a secrecdo das glandulas
sexuais acessorias no mesmo periodo.

Os defeitos espermaticos maiores também
diminuiram com a idade (figura 3C) em
ambos os grupos. O periodo de maior
declinio dos DM foi entre 16 (85,4%) e 23
(4%) meses e entre 17 (57,9%) e 23 (8%)
meses de idade para os grupos PREC e
NPREC, respectivamente. Dados
semelhantes foram descritos por Schmidt-
Hebbel et al. (2000), que verificaram
diminuicdo nos DM entre 14,2 (48%) e 25
(4,7%) meses de idade durante o
desenvolvimento sexual de touros Gir
selecionados para reprodugao.
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Figura 3: Médias (+ erros padrao) da motilidade espermatica (MOT) e dos defeitos espermaticos maiores
(DM) segundo a idade (A e C) e a idade em relacdo a puberdade (B e D) em tourinhos Gir precoces e nao-
precoces. Setas indicam idade média & puberdade (> 50 milhdes de espermatozodides e > 10% de motilidade
espermatica: | precoces T ndo-precoces). A linha vermelha representa o ajuste do modelo de regressdo
quadratica para DM de ambos os grupos em relagio a idade e a idade a puberdade. Médias sobrescritas com
letras minusculas distintas diferem pelo teste de Fisher (F) (p<0,05). Médias sobrescritas com letras
maiusculas distintas diferem pelo teste SNK (p<0,05).

Quando se avaliou esta caracteristica de
acordo com a idade em relagdo a puberdade
(figura 3D), verificou-se, além do efeito de
idade, o efeito significativo de grupo. Os
animais ndo-precoces, apesar de iniciarem o
aprimoramento do processo espermiogénico
mais tarde que os animais precoces,
apresentaram menores percentuais de DM na
puberdade (momento 0) e 30 dias depois.

Entretanto, ambos os grupos apresentaram
percentuais de defeitos maiores semelhantes
60 dias apds a puberdade. Tal informagdo
sugere a possibilidade de iniciar a selegdo
dos reprodutores ainda mais cedo, visando
ndo s6 eficiéncia reprodutiva como também
precocidade.
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Nao houve efeito significativo da interagdo
entre grupo e idade, indicando que o
desenvolvimento dos defeitos espermaticos
maiores foi semelhante para ambos os
grupos e representado por modelos
quadraticos tanto em relagdo a idade
(y=19-0,04x-0,0014x>, R> = 0,36)
como a idade em relagdo a puberdade

(y=0,85+0,12x-0,06x>, R*=0,67).

Os primeiros dados com relagdo aos defeitos
maiores foram registrados a partir dos 16
meses de idade (figura 3C) no grupo de
animais ndo precoces. Isso ocorreu pelo fato
de ndo terem sido encontradas células
espermaticas até esta idade, possivelmente

em razdo dos animais ndo terem iniciado
ainda o processo espermatogénico. O
mesmo ndo ocorreu com Os animais
precoces que ja aos 13 meses de idade
apresentaram  células  espermaticas no
ejaculado.

Os coeficientes de correlacdo de Pearson e
de Spearman (tabela 2) demonstram um
desenvolvimento coeso de todas as
caracteristicas avaliadas. Com o avango da
idade, houve aumento significativo do PE,
PV, VE, da CONC, MOT, VIG ¢ NORM, ¢
a diminuicdo dos defeitos espermaticos
maiores (DM), menores (Dm) e totais (DT),
confirmando os resultados  descritos
anteriormente.

Tabela 2: Correlagdes de Pearson e Spearman entre os pardmetros estudados no desenvolvimento sexual

de tourinhos Gir-leiteiro

PE PV VE CONC MOT* VIG* DM Dm DT  NORM
Idade  0,78' 083" 055 0,77' 057° 048  -0,60' -0,04™ -056" 0,56
PE 0,82' 054" 081' 043 039  -051' -0,09" -046'" 0,46
PV 0,58 076" 047" 035  -0,60" 007" -0,55' 0,55
VE 041'  0,04™ -0,08" -031> 007" -028 028
CONC 0,52' 059" -052' -001" -051' 0,50
MOT* 086"  -044 0,01™ -044> 044
VIG* S0,30°  0,01™  -028 028
DM ~0,01™ 095 -0,95'
Dm 028  -0,28
DT -1,00"

'p<0,0001;2p<0,01;3p<0,05; ™ ndo significativo; * correlagdo de Spearman

O PE apresentou correlagdo significativa e
de alta magnitude com o peso corporal,
similar aos registrados por outros autores, e
vém sendo utilizada como ferramenta de
selecdo tanto para ganho de peso, como para
precocidade. Moura et al. (2002) verificaram
que touros Nelores mais pesados aos 10
meses ja apresentavam maiores PE (r=0,62).
Aos 30 meses, a correlagdo de Pearson entre
o PE e o peso corporal foi significativa,
porém de menor magnitude (r=53).
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O PE apresentou correlagdo significativa e
de média magnitude com o volume do
ejaculado e elevada correlagio com a
concentracdo espermatica. Foi observada
diminui¢do no percentual de defeitos
espermaticos maiores com o aumento da
idade, do peso e do PE, durante o
desenvolvimento sexual dos animais, como
demonstrado pelas correlagdes negativas
entre as variaveis. Foram observadas
associagdes  significativas de  média
magnitude entre idade, motilidade e vigor
espermatico.



A idade foi mais marcante para o percentual
de espermatozdides normais, defeitos
maiores e totais, demonstrando uma
evolugdo do processo espermatogénico e de
maturacao espermatica durante 0
desenvolvimento sexual dos touros.

As correlagdes entre PE, MOT, DM e DT
encontradas foram semelhantes as descritas
por Folhadella et al. (2006) (PE x MOT =
0,42; PE x DM = -0,49). Corroborando
ainda com aqueles autores, as correlacdes
entre a morfologia espermatica e a
motilidade, foram inversas, denotando a
associacdo entre a  morfologia do
espermatozoide e sua movimentagao.

CONCLUSOES

Sob as mesmas condicdes de manejo
nutricional intensivo, tourinhos Gir-leiteiro
precoces a puberdade, atingem a maturidade
sexual dois meses mais cedo que animais
ndo-precoces.

E possivel selecionar tourinhos Gir-leiteiro
na pré-puberdade, visando a maturidade
sexual precoce.
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CAPITULO II:

PROTEINAS SEMINAIS COM AFINIDADE A HEPARINA DURANTE O
DESENVOLVIMENTO REPRODUTIVO DE TOURINHOS GIR SELECIONADOS
PARA A PRODUCAO DE LEITE

RESUMO

O presente estudo objetivou descrever a concentragdo de proteinas do plasma seminal com afinidade a
heparina durante o desenvolvimento reprodutivo e associar suas concentragdes com parametros
reprodutivos de tourinhos Gir-leiteiro precoces (PREC) e nao-precoces (NPREC) criados em condigdes
de confinamento. Dezesseis animais foram acompanhados clinica e andrologicamente dos 13 aos 23
meses de idade. Os animais foram classificados como PREC e NPREC segundo a distribui¢io de
frequéncia das idades a puberdade. Amostras de plasma seminal dos ejaculados foram colhidas em
tampdo Tris 40mM contendo inibidores de proteases e submetidas a cromatografia de afinidade a
heparina para a caracterizagdo do perfil de proteinas com afinidade a heparina e estimagdo de suas
concentragdes nas diversas idades estudadas. As concentragdes dos picos cromatograficos nas diversas
idades foram comparadas entre os grupos estudados e correlacionadas com os diversos parametros
reprodutivos avaliados. Observou-se a presenga de oito picos no cromatograma de afinidade a heparina,
eluidos em diferentes concentragdes de NaCl. O pico 1 (P1) representa as proteinas sem afinidade a
heparina e os picos P2, P3, P4, P5, P6, P7 e P8, foram eluidos da coluna de afinidade nas respectivas
concentragdes de NaCl: P2 e P3 — 0,09M; P4 — 0,18M; P5 - 0,3M; P6 — 0,45M; P7 — 0,6M ¢ P8 — 1,5M.
Verificou-se que P1 e P2 estiveram presentes em todas as idades avaliadas em ambos os grupos. P3, P4,
P5, P6, P7 e P8 tiveram o aumento mais significativo a partir dos 18 (PREC) e 19 (NPREC) meses de
idade. Houve diferenca no padrdao de concentragdo de proteinas com afinidade a heparina entre os dois
grupos apenas na puberdade. Correlagdes significativas foram observadas entre os picos cromatograficos
e os parametros reprodutivos avaliados, com destaque para PS5, P6 e principalmente P7. Este ultimo
apresentou as maiores correlagdes positivas com perimetro escrotal, motilidade e concentragdo
espermatica, além de ser o Unico correlacionado com o vigor espermatico. O P7 também apresentou
correlagdo inversa e de alta magnitude com os defeitos maiores, bem como menores concentragdes dentre
os picos avaliados; no entanto, as pequenas variagdes observadas foram responsaveis pelas maiores
correlagoes. Conclui-se que o pico 7 de afinidade a heparina pode ser um importante marcador da fungdo
espermatica de touros Gir-leiteiro.

Palavras-chave: cromatografia, espermatozéide, precocidade sexual, sémen, Gir-leiteiro

SEMINAL PLASMA HEPARIN BINDING PROTEINS DURING REPRODUCTIVE
DEVELOPMENT OF GYR YOUNG BULLS SELECTED FOR MILK PRODUCTION

ABSTRACT

This study was conducted to describe the concentration of seminal plasma heparin binding proteins
(HBPs) during precocious (PREC) and non-precocious (NPREC) dairy Gyr young bulls reproductive
development and to associate their concentrations with reproductive parameters. Sixteen animals were
clinically and andrologically evaluated from 13 to 23 months of age and were grouped as PREC and
NPREC according to the frequency distribution of their age at puberty. Seminal plasma samples were
collected in Tris 40mM buffer with protease inhibitors and heparin affinity chromatography was
performed to characterize the seminal plasma HPBs profile and to estimate their concentration through
the ages. Chromatographic peaks concentrations were compared between groups and correlated to all
reproductive traits. Eight peaks were observed according to different NaCl concentrations. Peak 1 (P1)
represented the non heparin affinity proteins in seminal plasma (0% NaCl) and peaks P2, P3, P4, P5, P6,
P7 and P8 were eluted from affinity column in the following NaCl concentrations: P2 and P3 — 0.09M;
P4 - 0.18M, P5 - 0.3M; P6 — 0.45M; P7 — 0.6M and P8 — 1.5M. P1 and P2 were present in all evaluated
ages and in both groups, and P3, P4, P5, P6, P7 and P8 had significant increase at 18 and 19 months of
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age (precocious and non-precocious, respectively). Differences (p<0.05) in heparin affinity proteins
secretion pattern for both groups were observed only at puberty. Significant correlations were observed
between chromatographic peaks and reproductive parameters, especially peaks P5, P6 and P7. The latter
shows high and positive correlations with scrotal circumference, sperm matility, concentration and was
the only one correlated with sperm vigor. It was also highly and inversely correlated with major sperm
defects within all evaluated peaks. P7 had the lowest variation within other peaks, however its small
variation was responsible for higher correlations. The results suggest that heparin affinity seminal
plasma proteins in peak 7 can be an important marker for sperm function in dairy Gyr bulls.

Keywords: chromatography, sexual precocity, sperm, dairy Gyr.

INTRODUCAO

Durante anos o potencial reprodutivo do
touro tem sido avaliado pela biometria
testicular, representada pelo perimetro
escrotal, e pelos pardmetros fisicos
(motilidade e vigor) e morfologicos (defeitos
espermaticos maiores ¢ menores) do sémen.
Tais parametros sao eficientes na selecdo de
animais aptos a reproducdo e descarte dos
animais inaptos. No entanto, diferencas
quanto a fertilidade de touros selecionados
pelos pardmetros citados acima podem ser
observadas. Assim, outros fatores
bioquimicos, como proteinas seminais,
podem estar associados a tais diferengas.

Killian et al. (1993) verificaram por meio da
eletroforese bidimensional duas proteinas
(26kDa, pl 6,2 e 55kDa, pl 4,5) presentes no
plasma seminal de touros Holandeses de
centrais de inseminagdo artificial nos
Estados Unidos, com maior fertilidade e
duas (16kDa, pl 4,1 e 16kDa, pl 6,7) mais
presentes em touros de menor fertilidade
avaliada pela taxa de ndo retorno ao estro,
baseada em milhares de inseminagdes
artificiais. Posteriormente, as proteinas
relacionadas com a alta fertilidade foram
identificadas como Osteopontina (55kDa, pl
4,5; Cancel et al. 1997) e Prostaglandina D
Sintetase (26kDa, pl, 6,2; Gerena et al.,
1998).

Uma classe de proteinas do plasma seminal
bastante descrita na literatura é a que
apresenta afinidade a heparina. Tais
proteinas sdo as mais presentes no plasma
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seminal, com producdo e secrecdo, na sua
grande maioria, pelas glandulas sexuais
acessorias de maneira dependente de
androgenos (Sheit et al., 1998). Atuam na
fung@o espermatica induzindo o efluxo de
colesterol durante a capacitacdo espermatica
(BSP Aj/A,, BSP A; e BSP 30kDa;
Manjunath e Thérien, 2002), na formagao do
reservatorio espermatico no epitélio do
oviduto (BSPA,/A,; Gwathmey et al., 2006),
na remodelacdo da matriz extracelular
(inibidor tecidual de metaloproteinases-2 —
TIMP-2; McCauley et al., 2001) e também
da reagdo acrossOmica (antigeno associado a
fertilidade — FAA; Miller et a., 1990).

Estudos sobre essa classe de proteinas ja
foram realizados em touros zebuinos, com
Nelore (Salvador, 2005) e Gir-leiteiro
(Folhadella, 2008), contudo, tais estudos
foram realizados em touros sexualmente
maduros. Assim, o objetivo do presente
estudo foi descrever o padrio de
concentracdo de proteinas do plasma
seminal com afinidade a heparina durante o
desenvolvimento reprodutivo, comparar suas
concentracdes entre os grupos de tourinhos
Gir-leiteiro precoces (PREC) e ndo-precoces
(NPREC) criados em condigoes de
confinamento e identificar as proteinas mais
correlacionadas a tais parametros.

MATERIAL E METODOS

O manejo alimentar e os métodos de
avaliacdo das wvariaveis reprodutivas dos



animais foram descritas no capitulo 1. Em
suma, dezesseis tourinhos Gir-leiteiro
criados dos 13 aos 23 meses de idade, em
Uberaba - MG  foram  avaliados
andrologicamente segundo as normas do
Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal
(CBRA, 1998) e classificados como
precoces (PREC; n=8) e ndo-precoces
(NPREC; n=8), baseados na distribui¢do de
frequéncia das respectivas idades a
puberdade (>50 x10° de espermatozoides
com no minimo 10% de motilidade; Wolf et
al., 1965).

Todos os procedimentos utilizados nas
analises bioquimicas do plasma seminal
foram realizados no Instituto de Ciéncias
Biologicas (ICB) e na Escola de Veterinaria
(EV) da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMQ).

Durante os dois primeiros meses de coletas
de dados de campo, dois métodos para a
coleta de plasma seminal foram testados
num experimento piloto, visando averiguar a
qualidade de preservagdo do contetdo
protéico durante o armazenamento das
amostras at¢é o momento das andlises
laboratoriais. No primeiro método, por
ocasido da coleta de sémen, duas aliquotas
de 2mL de sémen de cada animal foram
coletadas e centrifugadas a campo (600 x g
durante 10min) em centrifuga soroldgica
para a separacdo do plasma seminal das
células espermaticas. O sobrenadante foi
acondicionado em tubos criogénicos de 2mL
e congelado em nitrogénio liquido (NL).
Outras duas aliquotas de ImL de sémen total
foram diluidas em 1mL (diluicdo inicial:
1:2) de tampao Tris Base 40mM contendo
inibidores de proteases (Tris 40mM, CaCl,
2mM, Azida Sodica 0,01%, Pepstatina A

1uM, PMSF 1mM). As amostras foram
acondicionadas em tubos criogénicos de
2mL e armazenadas em NL até o momento
de analise.

Em laboratério, as amostras foram
removidas do NL, descongeladas em
temperatura ambiente e centrifugadas
(16.295 x g durante 5Smin) para a separacao
das células espermdticas das amostras
preservadas no tampao Tris base e para
eliminar qualquer artefato remanescente na
amostra de plasma seminal previamente
centrifugada a campo. Esta ultima, apés o
descongelamento, foi diluida (1:2) no
tampdo Tris base para igualar as
concentracdes protéicas em ambas as
amostras.

Realizou-se a cromatografia liquida de
desempenho rapido (FPLC) de exclusdo
molecular, utilizando um cromatégrafo
automatizado (FPLC System, Pharmacia,
Uppsala, Suécia), para averiguar o efeito do
método de coleta sobre a qualidade do
contetido protéico do plasma seminal até o
momento de andlise. Foi utilizada uma
coluna Superose 12 de 24mL com poro de
10um didmetro (Pharmacia, Uppsala,
Suécia) e o tampao Tris base 40mM como
fase movel. As proteinas das amostras
(TAMPAO ou PURO) foram aplicadas na
coluna em um volume de 500uL e foram
eluidas a um fluxo constante de 0,5mL/min.
A saidas das proteinas foram detectadas pelo
leitor de 280nm ajustado na sensibilidade 1 ¢
os cromatogramas (figura 1) foram
construidos pelo registrador do FPLC
System.
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Figura 1: Cromatogramas de exclusdo molecular de proteinas do plasma seminal de tourinhos dois Gir-
leiteiro coletado por dois métodos (com ou sem tampao Tris base 40mM). A: touro 1 com tampao; B: touro
1 sem tampao; C: touro 2 com tampdo; D: touro 2 sem tampao. As setas indicam as diferencgas entre os

picos dos cromatograma do mesmo touro (A vs B e C vs D).

Verificaram-se diferencas nas areas dos
primeiros picos (proteinas de maiores pesos
moleculares eluidos da coluna Superose 12)
entre os cromatogramas do mesmo animal
testado. Nas amostras em que o s€émen foi
tratado com o tampao Tris base (figuras 1A
e 1C) as areas dos primeiros picos foram
maiores do que nas amostras centrifugadas a
campo e armazenadas sem aquele tampdo
(figuras 1B e 1D). E possivel que tais
proteinas nas amostras puras tenham sido
desnaturadas ou estiveram sujeitas a acdo de
proteases, que quebram as proteinas em
peptideos menores. De fato, além de
observar a diminuicdo nas areas dos picos
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referentes as proteinas de maior peso
molecular, verificou-se, também, ligeiro
aumento na area do pico central de cada
cromatograma. Isso reforca a hipotese de
que houve acdo de proteases, que quebraram
as proteinas de maior peso molecular e os
peptideos resultantes de tal agdo foram
eluidos juntamente com proteinas de
menores pesos moleculares. Portanto,
baseando-se nos resultados deste
experimento piloto, sugere-se que o0s
inibidores de proteases presentes no tampao
Tris foram eficazes em preservar a qualidade
do conteudo protéico do plasma seminal.
Assim, todas as coletas de plasma seminal



foram realizadas com o tampao Tris base
40mM.

As amostras de plasma seminal utilizadas
para as analises bioquimicas subsequentes
das proteinas seminais foram
correspondentes as idades -60, -30, 0, +30 ¢
+60 dias em relacdo a puberdade dos 16
animais estudados.

Inicialmente as amostras foram retiradas do
NL, descongeladas em temperatura ambiente
e centrifugadas (16.295 x g por 5Smin) para a
separagdo do plasma seminal e das células
espermaticas. O plasma seminal foi aliquotado
em tubos de 2mL e acondicionados a -20°C até
o momento da analise.

A determinacdo das proteinas totais (PT) do
plasma seminal foi realizada segundo
Bradford (1976). Inicialmente, uma curva
padrao foi construida a partir de quantidades
conhecidas (0, 0,5; 1,5; 3; 5 e 10ug) de
albumina sérica bovina (BSA). Os valores
de  absorbancia da curva padrio
apresentaram func¢do linear
(¥ = 0,624+ 0,066, R?=0,99) com

concentracdes de BSA.

Dois microlitros de amostra foram diluidos
até 1000 vezes (1:1000) em tampdo Tris
Base 40mM para enquadramento da leitura
de absorbdncia das amostras na curva
padrdo. Dessas amostras diluidas, 160uL
foram depositados em duplicata em pocos de
uma microplaca de ELISA e aos mesmos
foram adicionados e homogeneizados 40uL
de reagente de Bradford (10% de Coomassie
Brilliant Blue G-250, 5% de Etanol a 95% e
10% de acido fosforico a 85%) concentrado

cinco vezes. Apds um periodo de 10min de
incubagdo, a placa foi submetida a
espectrofotometria em leitor de ELISA
(SpectraMax 340, Molecular Devices Inc,
Toronto, Canada) em um comprimento de
onda de 595nm. As médias dos valores de
absorbancia das duplicatas foram
substituidas no valor y da curva padrio,
obtendo-se a quantidade de PT da amostra
diluida (ug/160uL). Em seguida esse valor
foi convertido para mg/mL e logo apos,
multiplicado pelo seu fator de diluicao (até
1:1000) para determinar a concentragdo de
proteinas totais na amostra coletada. Para
determinar a concentracdo de PT no
momento da ejaculagdo, os valores
encontrados na amostra foram multiplicados
pelo fator de diluicdo inicial (1:2) no
momento da coleta.

Um experimento piloto foi realizado para
determinar o melhor padrdo de separacdo
das proteinas do plasma seminal com
afinidade a heparina, usando uma coluna
HiTrap Heparin HP de SmL (GE Healthcare,
Uppsala, Suécia) e amostras de plasma
seminal de touros maduros. Tais amostras
foram submetidas ao FPLC, utilizando como
fases moveis o mesmo tampao Tris 40mM
utilizado na coleta do plasma seminal
(solugdo A) e o tampao Tris 40mM
acrescido de 1,5M de NaCl (solugdo B) para
a eluicdo das proteinas que se ligaram a
coluna. Testaram-se dois métodos de
aplicagdo do gradiente da solugdo B: o
método linear, onde o gradiente aumenta
linearmente de 0 a 100% em 60 minutos, € 0
método em etapas onde o gradiente foi
mantido, até a saida total de um pico de
afinidade, nas concentragoes 0, 6, 12, 20, 30,
40 e 100% de NaCl (figura 2).
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Figura 2: Experimento piloto (animal maduro) para padronizagdo de separa¢do das proteinas do
plasma seminal com afinidade a heparina. A linha vermelha representa o crescimento do gradiente
da solucdo B (Tris base 40mM + 1,5M NaCl). A — cromatograma com gradiente linear; B —
cromatograma com gradiente em etapas. P1 — 0% (proteinas sem afinidade & heparina); P2 e P3 —
6% (0,09M NaCl); P4 — 12% (0,18M NaCl); P5 — 20% (0,3M NaCl); P6 —30% (0,45M NacCl); P7 —

40% (0,6M NaCl); P8 — 100% (1,5M NaCl).

Observou-se que a aplicagdo do gradiente
linear (figura 2A) foi eficiente em eluir as
proteinas com afinidade a heparina, no
entanto de forma agregada, levando a
suposicdo de que existem apenas 3 picos de
afinidade. Ja no cromatograma B, pdde-se
observar que, além de possuir a mesma
eficiéncia em eluir todas as proteinas, o
padrdo de separagdo das mesmas foi mais
bem definido, permitindo a detecgdo de sete
picos com afinidade a heparina (P2, P3 P4,
P5, P6, P7 E P8), além do pico referente as
proteinas sem afinidade (P1).

Com base nos resultados do experimento
piloto, as amostras de plasma seminal dos
animais estudados nos respectivos periodos
(-60, -30, 0 +30 e +60 dias em relacdo a
puberdade) foram submetidas a FPLC de
afinidade a heparina, adotando-se a
aplicacdo do gradiente em etapas. Um
volume de 500uL da amostra de trabalho
(plasma seminal diluido 1:2 em tampao Tris
40mM) foi injetado na coluna de afinidade
sob um fluxo inicial de 0,5mL/min da
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solucdo A (tampao Tris Base 40mM) para a
ligagdo da proteina com afinidade a heparina
a resina da coluna. Ap6és 5 minutos, o fluxo
foi acelerado para 2mL/min e apds 12
minutos foi iniciado um gradiente com a
solugdo B para a eluicdo das proteinas que
foram ligadas a coluna. O gradiente foi
mantido nas proporg¢des de 6, 12, 20, 30, 40
e 100% da solugdo B para a separagdo das
proteinas de acordo com seus respectivos
graus de afinidade a heparina.

A medida que iam sendo eluidos, os picos
correspondentes as respectivas concentragdes
de NaCl foram coletados em tubos de S50mL
e armazenados a 4°C. Em seguida foram
dialisados em 4agua destilada a 4°C em
camara fria utilizando a membrana de dialise
Spectra/Por (Thomas Scientific,
Swedesboro, Nova Jersey, EUA) com
porosidade de 1kDa para a total remocéo do
sal da solucdo B. Em seguida, os picos
foram liofilizados e armazenados a -20°C até
o momento de posteriores analises.



Os  cromatogramas  gerados  foram
digitalizados e as areas dos picos foram
estimadas pelo programa Autocad 2008 (V.
B.51.0, Autodesk, Inc.). O somatorio das
areas dos picos correspondeu a quantidade
de proteina aplicada em cada corrida
cromatografica e cada pico correspondeu a
um percentual do total de proteinas aplicado.
Para estimar a quantidade de proteina
(mg/mL) de cada pico no ejaculado bruto, o
valor encontrado para cada pico foi
multiplicado por 2 para estimar a quantidade
de proteina por mL da amostra de trabalho e
novamente por 2 (fator de dilui¢do inicial
1:2) no momento da coleta de plasma
seminal.

Os valores de proteinas totais ¢ de cada pico
foram submetidos aos testes de normalidade
de Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov e de
assimetria e curtose, pelo procedimento
UNIVARIATE com as op¢cdes NORMAL e
PLOT do pacote estatistico SAS (SAS,
2002). Somente o valor de proteinas do P1
se encontrou dentro da curva normal e ndo
necessitou de transformacgdo. As variaveis
PT, P2, P4, P5 e P6 foram submetidas a
transformacdo logaritmica (log{X -+ 1}) para

ajuste da normalidade e os valores dos picos
P3, P7 e P8, por ndo se enquadrarem na
curva normal, mesmo apos a transformagao
logaritmica, foram considerados variaveis
ndo-paramétricas  (Sampaio, 2002). A
verificacdo e o ajuste da normalidade para os
pardmetros  ponderais e  reprodutivos
avaliados estdo descritos no capitulo 2.

O estudo foi realizado em delineamento
experimental de blocos ao acaso em
esquema de parcelas subdivididas, sendo
cada animal um bloco ¢ as idades em relagdo
a puberdade as subparcelas. Os valores de
PT, P1, P2, P4, P5 ¢ P6 foram comparados
entre os grupos, nas idades em relagdo a
puberdade, por meio do teste F, em entre
idades dentro de cada grupo pelo teste SNK,
utilizando o procedimento MIXED do SAS
(Littell, et al., 1998) e o efeito de idade
dentro de cada grupo foi ajustado por meio

de modelos de regressao linear e quadratica.
Quando houve interacdo significativa entre
grupo ¢ idade a puberdade, um modelo foi
ajustado para cada grupo separadamente.

Os valores de P3, P7 e P8, por serem
considerados ndo paramétricos, foram
submetidos a ordenagdo das observagdes por
meio do procedimento RANK do SAS (Ipe,
1987), para, s6 entdo, serem comparadas
entre os grupos, nas idades em relagcdo a
puberdade pelos contrastes ortogonais, e
entre as idades dentro de cada grupo pelo
teste  ndo-paramétrico de  Friedman
(Sampaio, 2002).

As associagdes dos valores protéicos do
plasma seminal e de cada pico de afinidade a
heparina com os pardmetros ponderais e
reprodutivos avaliados foram estimadas pelo
coeficiente de correlagio de Pearson
(variaveis paramétricas), utilizando o PROC
CORR, e de Spearman (variaveis nao-
paramétricas) por meio do PROC CORR
com a op¢do SPEARMAN do SAS (SAS,
2002). Os modelos de regressdo linear e
quadratico foram ajustados por meio do
procedimento REG do SAS.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As figuras 3 e 4 ilustram os cromatogramas
de afinidade a heparina do plasma seminal
entre 60 dias antes e 60 dias apds a
puberdade de dois animais (grupos precoces
€ ndo-precoces, respectivamente). A tabela 1
mostra os valores médios de idade (meses) e
de proteinas (mg/mL) dos 16 animais
estudados no mesmo periodo.

No geral, observa-se que em ambos os
grupos ha aumento tanto na concentragao de
proteinas como no numero € nas areas dos
picos com afinidade a heparina. O aumento
mais significativo nas areas dos picos,
principalmente para P4, P5, P6, P7 e PS§,
ocorreu a partir da puberdade (figuras 3C e
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4C), aumentando gradativamente a medida
que 0s animais avancavam  no
desenvolvimento reprodutivo até 60 dias
apos a puberdade.

O pico 1 (proteinas sem afinidade a
heparina) esteve presente em todas as idades
em ambos os grupos estudados, sendo o pico
de maior area dentre todas as proteinas do
plasma seminal. Observou-se aumento na
sua area com o desenvolvimento reprodutivo
dos animais, tanto pelo aumento da
concentracdo de proteinas totais do plasma

seminal, como pela possivel secre¢do de
novas proteinas que sdo produzidas e
secretadas com o  desenvolvimento
reprodutivo dos animais. No entanto,
afirmacdes qualitativas a respeito das
proteinas presentes neste pico, como quais
proteinas aumentam em concentragdo, quais
passam a ser secretadas e o momento em
que esses eventos acontecem, ndo puderam
ser feitas a partir dos resultados obtidos com
esta metodologia e também ndo foram
objetivo do presente estudo.

= _A; \--.f“/xw\—’-'—-—-—._;\ -4: \‘\-.J‘J{\"\/\M

Figura 3: Cromatogramas de afinidade a heparina de proteinas do plasma seminal de um touro
representante do grupo de animais precoces durante o seu desenvolvimento reprodutivo. A: 60 dias
antes da puberdade; B: 30 dias antes da puberdade; C: na puberdade; D: 30 dias apds a puberdade; E:

60 dias apos a puberdade.
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Figura 4: Cromatogramas de afinidade a heparina de proteinas do plasma seminal de um touro
representante do grupo de animais nao-precoces durante o seu desenvolvimento reprodutivo. A: 60
dias antes da puberdade; B: 30 dias antes da puberdade; C: na puberdade; D: 30 dias apds a

puberdade; E: 60 dias apds a puberdade.

61



90F90 T0F€0 €0F€0 I'I¥90 r0F50 1'0¥1°0 0¥ 10 1'0¥1°0 1'0F1°0 0¥ 1°0 (Tw/Bur) 84

TIF91 YOFLO [TFIT YTFST [TFIT ¥0FT0 TOFI0  TOFIO S0FH0 [10F$00 (Tw/Buw) 2d
STFLT STFIT 9TFLT €TF0T SEFY LOFS0 LOFLO  +0FTO 60FL0 €0F€0 (TuyBur) 94
€TFOS 6TF8Y IYFLY L6FIL ¥'SF69 0CFET 8TFST I'IF60 I'CF81 LOF90 (Tw/Buw) ¢d
CEFLS 8T FT9 TYFLY SOIF6L IS F09 S$TF0T STF6T STFL 8ECFLE LOFCI (Tuy/Bw) pq
8ECFSY TEFYS €SF09 08FLL €LFSS 6€FLT YEF9T 8TF61 TEF61 TEFIT (Tu/Bw) ¢4
€OFOT CIFTT LOF80 CTFTT 90F80 €OFH0 80F80 £0FH0 90F9°0 €0F9 (Tw/Buw) zd
FEF601 IYFTT SYFH6 TLFYTU 9SFHII IYF19 €TF69 9V FEL 0SFIL ['€F€Y (Tw/Buw) 1d
LEIFOPE 1 F1°TE 0°81 FL6T 09¢ FI'LE Y F6'9¢ SEIFSEl  ¥8FSSI  L6FLTL  §TIFTSI LLFEEI (Tw/Buw) 1d
INEXN 14 01 F0%6l I'IF20C 0T F0'81 I'IFC61 0T FOLI OTFEST  OTFION  ITFELI 0TFTST (sesow) apepy
O34dN 034d O34dN 034d O34dN 034d O34dN O34d O3dN 234d oJwRted
(fenxes yew) 09 o€ (apepasand) 0 0¢- 09-

3dvad3dand v oydv13d W3 s3aval

opepioqnd ep stodop serp
09 918 sojue seIp ()9 9psap soperear (DTAIN) $9009a1d-ou 8 (DY) S990991d 0I19)19]-110) SOYULINO] 9p Jeuruds ewse[d op euriedoy
© opepIulje op sooljersojeword sodrd sop 9 srejo seurojord 9p SAIO[eA SOP 9 BIPIW opepl ep (ovIped-SOIASOp F) SRIPIIA :T B|aqgeL

62



O pico 2 (0,09M NaCl) também esteve
presente desde -60 a +60 dias em relagdo a
puberdade em todos os animais de ambos os
grupos, observando-se apenas o aumento na
sua 4area com o decorrer do
desenvolvimento. J& os picos 3 e 4 (0,09M e
0,18M NaCl, respectivamente) estiveram
presentes desde 60 dias antes da puberdade
apenas em poucos animais de ambos os
grupos. Em média, sua secregdo teve inicio
aproximadamente 30 dias antes da
puberdade, com aumento acentuado 30 dias

apos. Os picos 5, 6, 7 ¢ 8 foram os mais
influenciados pelos eventos relacionados
com a puberdade. Suas concentracdes sdo
baixas na grande maioria dos animais até o
momento da puberdade, onde passaram a ser
secretadas em maiores quantidades.

Todos os picos avaliados em ambos os
grupos, com excecao dos picos 1 e 2, foram
influenciados pela idade (figuras 5 e 6),
aumentando gradativamente suas
concentragbes no sémen com O
desenvolvimento reprodutivo dos animais.
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P1 (mg/ml)

P2 - 6% (mg/ml)

P4 - 12% (mg/ml)
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Figura 5: Médias (+ erros padrdo) dos picos cromatograficos de afinidade a heparina de proteinas
do plasma seminal de tourinhos Gir-leiteiro precoces e ndo-precoces. A, C, E e G: P1, P2, P3 ¢ P4
nas idades em relacdo a puberdade; B, D, F e H: P1, P2, P3 ¢ P4 nas idade em meses. Médias
sobrescritas com letras mintisculas diferem entre grupos dentro da idade pelos teste F (p<0,05). A
linha vermelha em G representa o modelo de regressdo quadratica do P4 em fungdo da idade em
rela¢do a puberdade.
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Figura 6: Médias (+ erros padréio) dos picos cromatograficos de afinidade a heparina de proteinas
do plasma seminal de tourinhos Gir-leiteiro precoces e ndao-precoces. A, C, E e G: P5, P6, P7 ¢ P§
nas idades em relacdo a puberdade; B, D, F e H: P5, P6, P7 e P8 nas idade em meses. Médias
sobrescritas com letras minusculas diferem entre grupos dentro da idade pelos teste F (p<0,05). As
linhas vermelha e verde em A e C representas os modelos de regressdo quadratica do P5 e P6 para
animais precoces € ndao-precoces, respectivamente, em fungio da idade em relagdo a puberdade.
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Com excecdo dos picos 1, 2 e 3 (figura 3A,
C e E), houve diferencas entre os grupos
estudados quanto as concentragdes dos picos
cromatograficos com afinidade a heparina.
Observa-se que na puberdade (momento 0)
0s animais nao-precoces apresentam maiores
concentragdes de P4(figura 3G), PS5, P6, P7
e P8 (figura 4A, C, E e G). Entretanto, todos
0os animais apresentaram concentragoes
iguais dos mesmos picos aos 30 e 60 dias
apos a puberdade. Observando com mais
detalhe os graficos em relacdo a idade
(figuras 3H e 4B, 4D, 4F e 4H), nota-se que
o inicio do aumento das concentra¢des de
tais picos nos animais precoces inicia-se na
puberdade, ou seja, aos 17 meses de idade.
O inicio do aumento nas concentra¢des dos
mesmos picos nos animais ndo-precoces
ocorre 30 dias antes da puberdade, periodo
que corresponde a uma idade média de 18
meses. Portanto, o0s animais precoces
iniciaram o aumento das concentracoes dos
respectivos picos um més mais cedo que os
animais nao-precoces.

Tal diferenca entre estas idades pode néo ser
significativa do ponto de vista pratico para
selegdo de touros visando eficiéncia
reprodutiva, uma vez que todos os animais
apresentaram as mesmas concentragdes dos
respectivos picos 60 dias apds a puberdade.
Contudo, do ponto de vista de melhoramento
genético visando precocidade, a sele¢do dos
animais precoces poderia ser indicada para a
melhoria desta caracteristica, principalmente
se tais proteinas tiverem associagdes com
fertilidade.

Todos os animais do presente experimento
foram  criados em  condigdes de
confinamento recebendo alimentagdo de alto
nivel nutricional. E possivel que a nutri¢io
tenha aproximado os dois  grupos,
minimizando ou mesmo eliminando as
diferencas para véarias  caracteristicas
estudadas. Observou-se no capitulo 1 que os
animais precoces tiveram o desenvolvimento
reprodutivo muito semelhante aos nao-
precoces, diferindo apenas na produgdo
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gamética observada por intermédio da
concentracdo espermatica € no inicio do
aumento da motilidade espermatica.

E possivel que o elevado plano nutricional
também tenha diminuido as diferencas no que
se refere a secrecdo de proteinas com
afinidade a heparina. Esse grupo de proteinas
¢ produzido e secretado pelas glandulas
sexuais acessoria de maneira dependente de
testosterona (Sheit et al., 1988). Brito et al.
(2007a e 2007b) verificaram que touros
alimentados com elevado plano nutricional
durante a pré-desmama e na peribuperdade
tiveram um periodo de secre¢do de LH mais
prolongado, concentra¢des de insulina e IGF-
I mais elevados, bem como aumento na
secrecdo de testosterona, o que reforga a
hipétese do efeito da suplementacdo
alimentar sobre a secrecdo de proteinas nos
dois grupos estudados.

Até o presente momento, este € o primeiro
estudo que visa descrever a secrecdo de
todas as proteinas com afinidade a heparina
presente no plasma seminal durante o
desenvolvimento reprodutivo de bovinos.
Varios estudos descrevem a funcdo de
determinado grupo de proteinas em animais
j& maduros e na sua maioria da espécie Bos
taurus taurus. Proteinas do plasma seminal
com afinidade & heparina ja foram
anteriormente  identificadas no plasma
seminal de touros Nelore (Salvador, 2005) e
Gir-leiteiro  (Folhadella 2008) e suas
associagdes com a reagdo acrossOmica
induzida por heparina e com a fertilidade in
vitro, respectivamente. No entanto tais
estudos foram realizados em animais
maduros e visaram apenas um grupo de
proteinas com afinidade a heparina presentes
na fracdo correspondente ao tempo de
retengdo entre 25 ¢ 31 minutos, previamente
separada por uma coluna Superosel2.

As correlagdes entre proteinas totais do plasma
seminal e os picos cromatograficos das proteinas
com afinidade & heparina estdo apresentadas na
tabela 2.



Tabela 2: Correlagdes de Pearson e Spearman entre os valores de proteinas seminais totais e
com afinidade a heparina separadas por FPLC de afinidade e os diversos parametros

reprodutivos estudados

Parametro PT P1 P2 P3* P4 P5 P6 pP7* P8*
Idade 0,412 0,23" 0,20"™ 0,392 0,46' 0,51  0,54! 0,59 0,422
PE 0,56! 0,47! 0,412 0,45! 0,64' 0,60'  0,56' 0,64 0,382
PV 0,55 0,40? 0,293 0,55 0,57 0,62' 0,517 0,69! 0,52
MOT* 0,30° 0,16™ 0,06"™ 0,27 0,33 0,38 0,38 0,46 0,362
Vigor* 0,09" -0,04™ 0,02 0,14™ 0,12 0,18" 0,22™ 0,342 0,21"
VE 0,25° 0,20™ 0,06™ 0,312 0,24° 0,33 0,347 0,273 0,17
CONC 0,52! 0,402 0,412 0,472 0,54'  0,59*  0,63! 0,67 0,53!
DM -0,60! -0,45*  -0,37*  -048'  -0,52' -0,61' -0,57*  -0,70! -0,54*
Dm 0,04"™ 0,02" 0,06™  0,04™ 0,04 0,05 001" 0,13™ 0,01™
DT -0,63! -0,48'  -0,382  -0,50" 0,54* -0,62* -0,60'  -0,69' -0,58!
Normais 0,63! 0,48! 0,382 0,50! 0,54'  0,62'  0,60! 0,69! 0,58!

1'p<0,0001;2p<0,01;3p<0,05; ™ ndo significativo; * correlagdo de Spearman

Houve correlagdo positiva entre a idade e
proteinas totais P3, P4, P5, P6, P7 E P8. Os
picos 1 e 2 nao foram correlacionados com a
idade, indicando que tais picos ndo
aumentaram, a medida que os animais
ficaram mais velhos. Ja os picos que foram
associados a idade reforcam a hipdtese de
que sua secrecdo aumenta durante o
desenvolvimento sexual.

O perimetro escrotal apresentou maiores
correlagdes do que a idade com todos os
picos avaliados, inclusive com os picos 1 e
2. O plasma seminal ¢ uma mistura
complexa de fluidos produzidos pelos
testiculos, epididimos e principalmente pelas
glandulas sexuais acessorias (Manjunath e
Sairam, 1987; Manjunath et al.,, 1993;
Senger, 2003). Como P1 e P2 apresentaram
correlagdes com o PE e ndo com a idade, ¢é
possivel que tais grupos de proteinas sejam
de origem testicular. J4 os picos P3 a P8
apresentaram maiores correlagdes com o PE
do que Pl e P2 e ainda foram
correlacionados com volume do ejaculado. E
provavel que tais picos tenham sua origem
nas glandulas sexuais acessorias, pois as
correlagbes com o VE sugerem que a
produgdo e secrecdo dessas proteinas sdo
controladas pelos mesmos fatores que
controlam a producdo do plasma seminal.
No momento da  ejaculacdo, os

espermatozoides  sdo  revestidos  por
proteinas com afinidade & heparina
produzidas  pelas  glandulas  sexuais
acessorias (Miller et al., 1990). Nass et al.
(1990) provaram que a secrecdo dessas
proteinas é dependente de androgenos e,
portanto, é possivel que a produgdo de
testosterona  pelos  testiculos  tenha
influenciado a secre¢do das proteinas no
presente estudo, explicando, assim, sua
maior correlagdo com o PE do que com a
idade.

Dentre todos os picos avaliados, observou-se
que P5, P6 e especialmente o P7
apresentaram as maiores correlagdes com os
parametros reprodutivos estudados. O pico 7
apresentou os menores valores de area nos
cromatogramas € as pequenas variagdes
dessas proteinas foram mais correlacionadas

que os outros picos com motilidade,
concentracdo ¢ defeitos espermaticos
maiores, além de ser o Unico pico

correlacionado com o vigor espermatico.

Outros estudos tém relacionado algumas
proteinas do plasma seminal com a
motilidade espermatica. Acott e Hoskins
(1978) descrevem uma glicoproteina do
plasma seminal que é capaz de induzir, na
presenca de adenosina mono fosfato ciclico
(cAMP), a motilidade progressiva em
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espermatozoides oriundos da cabeca do
epididimo, denominado-a proteina da
motilidade espermatica progressiva (Foward
Motility Protein — FMP). Os autores
verificaram que tal proteina foi encontrada
em maior quantidade no epididimo,
sugerindo que este compartimento seja o seu
sitio de producdo e secrecdo, e ainda que ela
modifique 0 metabolismo do
espermatozoide  durante a  maturagdo
espermatica. No entanto, a FMP foi
purificada, dentre outros métodos, pela
cromatografia de afinidade a Concavalina A,
além de ter provavel origem epididimaria
enquanto os picos encontrados no presente
estudo foram separados segundo sua
afinidade a heparina, portanto especulagdes
sobre semelhangas entre essas proteinas ndo
podem ser feitas com base nos resultados
nele obtido. Sugere-se, portanto, que o pico
¢ importante indicador para o potencial
reprodutivo de touros Gir-leiterio.

CONCLUSOES

O fato dos animais precoces apresentarem
aumento das concentragdes de proteinas com
afinidade a heparina, principalmente os
picos 5, 6 ¢ 7 (0,3M, 0,45M e 0,6M de
NaCl, respectivamente) um més mais cedo,
confirma sua superioridade reprodutiva em
relagdo aos ndo-precoces, uma vez que
ambos o0s grupos estavam sob mesmo
regime alimentar.

Pela sua alta correlagdo com os parametros
reprodutivos avaliados, o pico 7 se constitui
em importante marcador da fertilidade de
touros Gir-leiteiro.

PERSPECTIVAS PARA APLICACAO
NA SELECAO DE FUTUROS
REPRODUTORES
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O presente estudo fornece informagdes sobre
proteinas do plasma seminal com afinidade a
heparina e suas associagdes com parametros
reprodutivos de touros Gir-leiteiro criados
em alto nivel nutricional. As conclusdes a
respeito do pico cromatografico 7 sugerem
que o mesmo possa servir como indicador
do potencial reprodutivo de touros Gir-
leiteiro. As informagdes sobre a sua
afinidade, isto é, a forca idnica necessaria
para desfazer as interagdes eletrostaticas
entre as proteinas e a heparina (0,6M de
NaCl), permitem aplicagdo pratica para a
selecdo de animais com maior potencial
reprodutivo.

Essas informagdes permitiriam propor um
método para dosar tais proteinas a campo.
Seria possivel, por exemplo, fracionar 1mL
de plasma seminal coletado no momento da
ejaculacdo e incuba-lo com resina de
heparina. Em seguida, o material seria
centrifugado a baixa rotagdo e o
sobrenadante, que conteria as proteinas sem
afinidade, seria desprezado. O precipitado
conteria as proteinas com afinidade ligadas a
resina. Sabendo-se da forga idnica
necessaria para o desligamento das proteinas
do pico 7 (0,6M de NaCl), poder-se-ia
ressuspender o precipitado em uma solugdo
contendo 0,5M de NaCl para desligar as
proteinas com menores afinidades, deixando
as proteinas do pico 7 ainda ligadas na
resina. Uma nova centrifugagdo permitiria a
eliminacdo das outras proteinas e o
precipitado seria novamente incubado com
uma solugdo, agora com a concentracio
ideal para o desligamento das proteinas do
pico 7. Na dultima centrifugacdo o
sobrenadante seria aliquotado e submetido a
um método de dosagem de proteinas
(Bradford ou Lowry) por espectrofotometria.

Em experimentos preliminares utilizando os
mesmos touros do presente estudo (dados
ndo publicados) foi possivel, por meio da
espectrometria de  massa  (MS-MS
MALDI/ToF-ToF) identificar no pico 7 a
proteina BSP  30kDa, relacionada a



fertilidade de touros, contudo mais estudos
sdo necessarios para identificar e confirmar
a associacdo das proteinas do pico 7 com a
fertilidade de touros zebuinos. No entanto,
com base nas informagdes sobre sua
afinidade com a heparina, ¢ possivel, com
pouco material € um procedimento pratico,
que este método possa complementar
analises andrologicas preliminares de rotina
para afirmar, com mais acuracia, o potencial
reprodutivo dos animais destinados a
reproducao.
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