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RESUMO

Efeito da sazonalidade no perfil protéico do plasma seminal e influéncia do probidtico
no quadro espermatico em touros da raga Tabapué (Bos taurus indicus

Na década de 90, iniciou-se o estudo do perfil protéico do plasma seminal e sua
relacdo com a fertilidade, cujo objetivo era estudar a fungdo de cada proteina no
quadro espermatico, nas espécies domésticas. Na reprodug¢ao animal, outro fator
relevante, para um bom desempenho reprodutivo, é a alimentagdo, sendo os
probioticos alvo de varias pesquisas relatando o uso do mesmo para o ganho de
peso e conversao alimentar. O presente estudo teve o objetivo de avaliar o efeito do
inverno e verao, sobre as proteinas do plasma seminal, por meio da eletroforese
SDS-PAGE e investigar a influéncia do probidtico no peso, perimetro escrotal e
espermiograma de touros da raga Tabapua criados extensivamente. As bandas
protéicas de 6 Kda (81,81% no inverno e 90,90% no verao), 9 KDa (90,90 no inverno
e 72,72% no verdo) e 125 Kda (81,81% no inverno e 90,90% no verao),
apresentaram, nas duas estacdes, as maiores percentagens dentre todas as bandas
identificadas, o mesmo ocorrendo com a banda de 26 KDa (100%) no verao.
Conclui-se que: as estagdes do ano podem influenciar na presencga ou auséncia de
proteinas do plasma seminal, entretanto isso n&o tem relacio direta com a qualidade
espermatica. O probidtico ndo ocasionou efeito deletério no espermograma dos
touros, no entanto, ndo demonstrou agdo promotora para o ganho de peso e
aumento do perimetro escrotal.

Palavras — Chave: Tabapua (Zebu); Probiéticos; Proteinas plasma seminal;
Eletroforese



ABSTRACT

Season Effect in the Seminal,Proteic,Plasma Profile and the Probiotic Influence
Within the Spermatic Frame In Bulls of Tabapué Breeding. (*Bos Taurus Indicus*)

In the 90s, researchers started studying the seminal proteic plasma profile and its
relationship with fertility, whose objective was to study the function of each protein
within the sperma frame in domestic species. In animal reproduction, another
relevant factor for a good reproductive performance is feeding, being the probiotic the
goal of unnumbered researchs reporting the use of them for weight gain, and food
conversion. The present work had the objective of evaluating the winter and summer
effects on the seminal plasma proteins, using SDS - PAG electroforesis and
investigating the probiotic influence on weight, scrotum girth and spermiogram in
Tabapua bred bulls on range breeding. The 6 Kda proteic bands (81,81% in winter
and 90,90% in summer) 9 Kda (90,90% in winter and 72,72% in summer) and 125
kda (81,81% in winter and 90,90% in summer) showed, in both seasons, the largest
percentages among all the identified bands, the same happening with the 26 Kda
band (100%) in summer. It was concluded that the seasons of the year can influence
the presence or absence of seminal plasma proteins, however this has no
relationship with the spermatic quality. The probiotic has not caused deleterious
effect in the bulls' spermograms, and also has not exhibited a pro-action for weight
gain and increasing of scrotal perimeter.

Key Words: Tabapua (Zebu); Probiotic; Seminal Proteins; Electrophoresis
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1 INTRODUGAO

A despeito de varios estudos relativos ao perfil protéico do plasma
seminal em touros ainda, ha a necessidade de uma caracterizagdo da realidade
regional, sendo importante ressaltar-se o rebanho do Oeste do Estado de S&do Paulo
na pecuaria nacional. O plantel bovino paulista soma, aproximadamente, 13 milhdes
de cabecas, cerca de 6% lotadas na microrregido de Presidente Prudente, exibindo
a maior densidade de cabecas no estado, segundo o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 1999).

A selecao de touros € um dos fatores mais importantes para o criador
qgue deseja melhorar seu rebanho, desta forma a importancia das técnicas modernas
de avaliagdo de reprodutores devem ser consideradas para o melhoramento
genético das caracteristicas reprodutivas por meio do uso de sémen de qualidade.

O exame andrologico permite avaliar machos destinados a reprodugéo,
eliminando, do plantel, aqueles inaptos para essa finalidade.

Pela monta natural, um touro fértii deixa cerca de 120 a 400
descendentes, quando selecionado por meio da avaliagdo andrologica. Com a
utilizacdo da inseminagdo artificial, esse numero ultrapassa os 100.000
descendentes, revelando a importdncia de se utilizar os individuos com
caracteristicas desejaveis, segundo a Associacao Brasileira de Inseminagao Artificial
(ASBIA, 2003).

Um dos parametros morfométricos utilizados na selecédo de touros é o
perimetro escrotal (PE), faciimente mensuravel e de alta repetitividade. Esse permite
prever-se o0 potencial reprodutivo de machos jovens, por estar associado ao
desenvolvimento testicular, a produgao diaria de espermatozdides e a puberdade
(PINEDA et al., 2000; SMITH, 1989; SILVA, 1993). Fields (1979) observou maior
volume testicular por unidade de peso corporal em animais precoces, com peso
aproximado de 300 kg e idades entre 8 e 30 meses.

A morfologia espermatica supostamente €& influenciada pelos
constituintes do plasma seminal, sendo 0 mesmo um dos responsaveis pela
fertilidade observada em touros Limousin (CHACUR et al., 2004).
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A partir da década 90, estudos relativos a composicdo do plasma
seminal, visando determinar marcadores bioquimicos de fertilidade, vém sendo
desenvolvidos, para predizer o potencial reprodutivo de um animal.

A biologia molecular traz novas ferramentas para o melhoramento
genético, utilizando marcadores bioquimicos em liquidos organicos permitindo asim
a selecao de gendtipos superiores, para incrementer determinadas caracteristicas
reprodutivas de um animal (RONCOLETTA et al., 1999).

O plasma seminal serve como veiculo para os espermatozoéides
ejaculados, consistindo em uma mistura de secregdes dos testiculos e glandulas
sexuais acessorias, com fungao carreadora dos gametas masculinos, até o trato
genital feminino, viabilizando a fertilizacdo. De acordo com Manjunath (1987);
Gasset (1997); Mortarino (1998); Einspanier (1991); Roncoletta et al. (1999); os
perfis eletroforéticos do plasma seminal auxiliam na avaliacido clinica em casos de
infertilidade em touros. Ja as proteinas soluveis e estruturais tém um importante
papel no metabolismo do espermatozoéide, com interferéncia na fertilidade dos touros
(KILLIAN, 1999; RONCOLETTA et al., 1999).

A proteina de 29 KDa esteve presente em 25% das amostras de
plasma seminal dos animais aptos para a reproducéo; e, em 75% dos touros Nelore
parcialmente aptos pertencentes as variedades padrdao e mocho, sendo essa
proteina alvo de estudos que conferem a baixa fertilidade aos touros, quando
presente no plasma seminal (CHACUR et al., 2003).

O plasma seminal, em mamiferos, contém um grupo de proteinas que
se ligam aos espermatozoides, sendo conhecidas como BSP-A1, BSP-A2, BSP-A3 e
BSP-30KDa, que possivelmente induzem alteragcdes moleculares na membrana
plasmatica, essenciais para a capacitagao (THERIEN, 1998; BERGERON, 2004).

Na reprodugao animal, um dos fatores mais relevantes, para um bom
desempenho reprodutivo, € a alimentacdo, sendo os probidticos alvo de varias
pesquisas, relatando o uso do mesmo para o ganho de peso e conversio alimentar.

O probidtico € um suplemento alimentar que contém microrganismos
vivos que produzem efeitos benéficos no hospedeiro (MOTA et al., 2006). Dentre os
efeitos, esses produtos estabilizam uma populacdo de organismos no trato
gastrointestinal, mantendo o equilibrio da microbiota intestinal e ruminal, impedindo
a colonizagao intestinal por bactérias patogénicas, melhorando a eficiéncia na
utilizagao dos alimentos (AVILA et al., 2000).



16

Poucos relatos se tém na literatura sobre o efeito do probidtico, na
fertilidade de machos. Pesquisadores descrevem que o consumo do probidtico,
contendo o microrganismo lactobacillus, pode ajudar na prevencao de metrite em
vacas, no pos-parto (OTERO et al., 2006).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Utilizagao de Probidticos em Animais

O termo probidtico deriva do grego e significa “pro-vida”, sendo o
antbnimo de antibidtico, que significa “contra a vida” (COPOLA; GIL-TURNES,
2004). Em algumas citagdes, tem sido observado o uso do termo "Direct-Fed
Microbial" (DFM) em lugar do termo probiotico (ALVES et al., 2000).

A primeira informacao sobre leite fermentado, influenciando a saude
humana, foi publicada por Metchnikoff (1907), pesquisador do Instituto Pasteur de
Paris, apds observar a longevidade de camponeses bulgaros e atribuir o fato a dieta
constituida basicamente de leite fermentado. Lilly e Stillwell (1965 apud LODDI,
2001) foram os primeiros a utilizar o termo probiotico, verificando a acéo de
microrganismos como promotores de crescimento.

Os probiodticos sdao alimentos ou suplementos alimentares contendo
lactobacilos elou bifidobactéria viaveis, administrados na dieta, com o objetivo de
colonizar o intestino e promover um balanceamento entre as diferentes espécies
naturais (BARRETO et al., 2003).

Os microrganismos vivos que contém os probiéticos, administrados em
quantidades adequadas, produzem efeitos benéficos para a saude do hospedeiro.
(FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF UNITED NATIONS; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2001; MOTA et al., 2006). Esses beneficios restringem-
se a promogao da saude e nao a cura de doengas (SAAD, 2006).

Os probidticos estabilizam uma populagdo de organismos no trato
gastrointestinal, mantendo o equilibrio da microbiota intestinal e ruminal, impedindo
a colonizagao do intestino por bactérias patogénicas, melhorando a eficiéncia na
utilizagao dos alimentos (AVILA et al., 2000).

O uso de organismos probidticos surgiu no Oriente Médio, onde
médicos prescreviam iogurtes e outros leites fermentados, como terapia para
afeccdes do trato gastrointestinal e, também, como estimulantes do apetite (LODDI,
2001).
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“O Food and Drug Administration (FDA)” dos EUA define probiotico
como uma fonte de microrganismos viaveis que ocorrem naturalmente, os quais
podem ser utilizados diretamente na racdo de animais (DFM: direct-fed-microbial)
(LOODY, 2001).

Esses compostos sdo preparagdes de cultura de microrganismos,
extratos e enzimas (GRAS - Generally Regarding As Safe), segundo o “Food and
Drugs Administration (FDA) of United States”, pois ndo s&o téxicos para os animais
nem deixam residuos toxicos na carcacga, destinada ao consumo dos seres humanos
(OYETAYO; OYETAYO, 2005).

Uma das vantagens dos probidticos parece ser a auséncia do
fendmeno de resisténcia o que representa um aspecto importante em relacédo aos
riscos a saude publica e a seguranga dos produtos, uma vez que, atualmente, com o
aumento da conscientizagdo dos consumidores, esses tém exigido produtos
alimenticios livres de medicamentos e residuos (SANTOS et al.,2003).

Varias sao as hipoteses para explicar a acado dos probidticos no trato
gastrointestinal: inibicdo de proliferagdo de bactérias patogénicas pela producéo de
substancias antibidticas; produgcdo de acido latico e outros acidos orgéanicos, com
reducdo do pH; competicdo por sitios de adesdo na parede intestinal e por
nutrientes; neutralizagdo das endotoxinas produzidas por bactérias patogénicas;
aumento da sintese de enzimas digestivas e vitaminas do complexo B e estimulante
da imunidade na mucosa intestinal (ALVES et al., 2000).

Os probioticos sdo usados pela Medicina na prevengao e tratamento
de doengas, na regulagdo da microbiota intestinal, em disturbios do metabolismo
gastrointestinal, como imunomoduladores, e na inibigdo da carcinogénese. Na
Medicina Veterinaria, além dessas aplicagdes, podem, igualmente ser usados como
promotores de crescimento, constituindo-se em uma alternativa para os antibiéticos,
cujo uso indiscriminado pode selecionar cepas resistentes (COPOLA; GIL-TURNES,
2004).

Quando sao usados na alimentagao de aves, os probidticos aumentam
a eficiéncia alimentar, proporcionam melhor qualidade ao alimento, atuam como
promotor natural de crescimento e diminuem as perdas, devido a doengas

infecciosas, além de reduzirem os sintomas de estresse (LIMA et al., 2003).
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2.1.1 Constituintes do probiético Proenzime®

O probidtico Proenzime®, produzido pela Empresa Brasileira de
Aumento de Produtividade Pecuaria —EMBRAUPEC (Paranavai-PR, Brasil), é
composto de: Amilase 912790 UFC, Celulase 49340 UFC, Protease 121350 UFC,
Lipase 37005 UFC, Pectinase 24670 UFC, Lactobacilus acidophilus 2.220.000.000
UFC, Estreptococus faecium 2.220.000.000 UFC, Bifidobacterium thermoplhilum
2.220.000.000 UFC, Bifidobacterium longum 2.220.000.000 UFC e Zinco 7500 mg.

2.1.1.1 Enzimas digestivas dos probiéticos: amilase, celulase, protease, lipase
e pectinase

Na década de 90, a area da nutricdo voltou a despertar interesse por
um melhor conhecimento do modo de acéo e da disponibilidade de varias enzimas,
que, atualmente, sdo produzidas com a finalidade especifica de uso na alimentagao
animal. S&o as carbohidrases, proteinases e lipases que melhoram a digestibilidade
de varias fragdes de carbohidratos dos cereais, das proteinas vegetais e animais € a
utilizac&o de acidos graxos saturados em animais jovens (BUTOLO, 2002).

Foi demonstrado que os probidticos promovem alguma digestdo da
celulose em aves e que diversas espécies de Lactobacillus secretam amilase,
protease e lipase. Além disso, a reducado do pH intestinal por bactérias lacticas
proporciona maior absorgéo de acidos graxos de cadeia curta (MENTEN, 2001).

Nos animais domésticos, a digestdo de alimentos é feita por meio de
enzimas no estbmago e intestino delgado. As enzimas digestivas que hidrolisam
proteinas sao chamadas proteases e sintetizadas como zimogénios inativos no
estbmago e no pancreas. A enzima pepsina digere proteinas no ambiente acido do
estdmago (MAKKINK et al., 1994)

A adicao de enzimas em ragdes para leitdes recém-desmamados com
amilase, protease e polissacaridase reduziu a incidéncia de diarréia nos mesmos
(INBORR; OGLE, 1988; CHESSON, 1993).
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Xu et al. (2003) verificaram aumento nas atividades da amilase e
protease total do intestino delgado de frangos de corte alimentados com dieta
contendo 4,0g de frutoligossacarideos, FOS/kg de ragéao.

Em suinos desmamados entre 3 e 7 semanas de idade, cujas rac¢des
tinham suplementagdo de amilase e protease, observaram-se aumentos
significativos no ganho de peso e na conversao alimentar (COLLIER; HARDY, 1986;
INBORR; OGLE, 1988).

A enzima a-amilase salivar, nos suinos, atua sobre as ligagdes do tipo
a1,4 do amido - atividade neutralizada pelo baixo pH do estémago. A a-amilase
pancreatica também digere o amido no intestino, para produzir glicose, maltose e
maltotriose. As gorduras sdo hidrolisadas a acidos graxos, glicerol, monoacilglicerois
e diacilglicerdis por uma lipase pancreatica especifica a ligagdes ésteres (HARPER
et al., 1994).

Produtos enzimaticos com protease e amilase usados na alimentagao
de suinos tém propiciado aumentos na digestibilidade de matéria seca e de
nitrogénio de ragdes a base de milho e farelo de soja para leitdes, durante as trés
primeiras semanas apos a desmama (EASTER, 1988).

A suplementacdo de amilase em ragdes para os leitdbes apos a
desmama melhorou a digestibilidade de amido contido nos cereais (OFFICER, 1995;
ACAMOVIC e McCLEARY, 1966), enquanto a suplementacdo de lipase melhorou o
aproveitamento de gordura pelos suinos em recria (CERA et al., 1988), e a adigéao
de protease melhorou a digestibilidade de proteina (CORRING et al., 1978).

2.1.1.2 Bactérias utilizadas no probiético Proenzime®

Os lactobacilos estdo distribuidos por varios nichos ecologicos
espalhados pelos tractos gastrointestinal e genitourinario, constituindo, de forma
semelhante as bifidobactérias, uma fragdo importante da microflora natural. Tal
distribuicdo é afetada por varios fatores ambientais, incluindo o pH, disponibilidade
de oxigénio, o nivel de substratos especificos e presenga de secregbes e
interac¢des bacterianas (SALMINEN, et al., 1996).
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Estudos mostram que o acido latico produzido pela bactéria
Lactobacillus acidophilus coloniza o intestino delgado, exercendo os efeitos
benéficos, sendo o responsavel pela agdo imunoestimulante dos probidticos (Fooks,
et al., 2003; Benyacoub, et al., 2003). Esse acido latico por meio de diferentes
mecanismos envia sinais, para ativar e modular as células pertencentes ao sistema
imunoldgico, requerendo muitas interagdes complexas entre diferentes constituintes
do ecossistema intestinal (microflora, células epiteliais e células do sistema imune)
(PERDIGON; RAYA, 2001; PERDIGON et al., 2002).

Alguns géneros de bactérias intestinais, como Lactobacillus e
Bifidobacterium, estao diretamente relacionados com o aumento da resposta imune,
producdo de anticorpos, ativacdo de macrofagos, proliferagdo de células T e
producéo de interferon (MENTEN, 2001).

As bifidobactérias foram isoladas, pela primeira vez, no final do século
XIX, por Tissier, sendo, em geral, caracterizadas por serem microrganismos gram-
positivos, ndo formadores de esporos, desprovidos de flagelos, catalase negativos e
anaerdbios (SGORBATI et al., 1995).

Constituem um género de bactérias reconhecidas como adjuntos
dietéticos e que possui propriedades probidticas, tais como a prevencdo ou
tratamento de disturbios intestinais infecciosos (BARBOSA, et al., 2001). Sé&o
semelhantes aos lactobacilos em suas propriedades culturais, exigéncias nutritivas e
de coloracao pelo Gram, mas, sao anaeroébias estritas.

As bifidobactérias estdo inseridas na ordem das actinomicetas, dentro
do grupo das bactérias grampositivas (SGORBATI et al., 1995), e s&o caracterizadas
por um conteudo elevado de guanina e citosina, que varia, em termos molares, de
54 a 67%.

Um estudo recente, que avaliou 290 estirpes de 29 espécies de
bifidobactérias de origem animal ou humano (CROCIANI et al., 1994), apontou a
possibilidade de algumas espécies serem capazes de fermentar hidratos de carbono
complexos. Os substratos fermentados pela maior parte das espécies foram D-
galactosamina, D-glucosamina, amilose e amilopectina.

Segundo Bergey’s Holt, (1994), essas bactérias sdo em forma de
bastonete curvo, caracterizado, frequentemente, por uma bifurcacdo em forma de Y.
De acordo com Samona e Robinson (1991), a aparéncia das colonias de B. bifidum

varia em tamanho e forma, segundo o meio.
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Além disso, as bifidobactérias fermentam acucares com produgao
principalmente de acido acético e acido lactico. O gas carbbnico ndo é produzido.
Crescem a uma temperatura 6tima de 37 - 41°C e geralmente ndo crescem a 45°C.
O pH inicial étimo € de 6 a 7, e, abaixo de 4,5 ou acima de 8,5, ndo ha crescimento
(SNEATH, 1986; LAROIA; MARTIN, 1990).

As bifidobactérias sdo prevalentes no intestino e podem prevenir a
colonizagao por bactérias patogénicas (LIM et al., 1993).

O B. Longum é uma espécie que perdura ao longo de toda a vida do
hospedeiro: por esse fato, essa espécie € a mais procurada para integrar alimentos
funcionais (MITSUOKA, 1990).

O uso terapéutico de uma cepa de B. longum antibiotico-resistente foi
benéfico no tratamento de doencgas por radiagdo, por ajudar na "normalizagéo" da
microbiota intestinal, inibindo a colonizagdo e crescimento de patégenos
oportunistas. Além do mais, essa cepa tem sido usada, com sucesso, no tratamento
de enterocolite ulcero-necrética em criangas, disenteria aguda e doengas intestinais
agudas de etiologia indefinida (KORSCHUNOV et al., 1996).

O Bifidobacterium longum igualmente possui efeitos protetores
benéficos contra a invasao de microrganismos (SILVA et al., 2004; PERDIGON et
al., 2003). Esses produzem acidos, que estimulam o sistema imunologico (KIMOTO,
et al., 2004), ativando a reposta imune humoral (SILVA et al., 2004). De fato, o
probiético Proenzime® possui essas bactérias, Lactobacillus acidophilus e o
Bifidobacterium longum, na sua composi¢cdo. Assim, pode-se afirmar que o
probiotico Proenzime® adicionado ao sal mineral € um potencializador da resposta

imune humoral para bovinos.

2.1.1.3 Microelemento zinco utilizado no probiético Proenzime

O zinco é um mineral essencial para o organismo animal e participa de
um grande numero de processos metabodlicos (MILLS, 1987). O metal € absorvido
no intestino delgado, sendo transferido do Ilumen intestinal para o interior do

enterdcito, ultrapassando a borda em escova e dai para a circulagdo sanguinea, em
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um proceso envolvendo transporte paracelular e mediado por carreadores
(SALGUEIRO et al., 2000).

Segundo Tapiero; Tew, (2003), o zinco € necessario para quase 300
enzimas funcionarem adequadamente. Dentre essas estdo: anidrase carbbnica, Cu-
Zn superoxido dismutase, carboxipeptidase A e B e fosfatase alcalina (FURLL et al.,
1981).

O Zinco, por estar intimamente ligado a sintese protéica e aos
hormdnios em si, é extremadamente importante na fase de crescimento dos animais
e se torna imprescindivel no desenvolvimento da puberdade, especialmente em
machos. As gbnadas s&o os tecidos que mais rapidamente crescem no organismo; e
as enzimas vitais envolvidas nas sinteses de acidos nucleicos e de proteinas sao
metaloenzimas zinco-dependentes (PRASAD; OBERLEAS, 1973).

Além disso, no macho, a deficiéncia de zinco, no periodo pubere, pode
deprimir a producdo de androgenos (HABIB, 1978) e esta ligada ao atraso no
crescimento testicular, com atrofia do epitélio tubular, além de prejudicar a produgéo
do hormonio luteinizante (LH), hormdnio foliculo estimulante (FSH), testosterona e
inibir a espermatogénese (SALGUEIRO et al., 2000).

2.1.2 Uso de probidticos na espécie bovina

Os probidticos agem como imunoestimulantes, aumentando a
resisténcia dos bovinos as doencas infecciosas (LEEDLE, 2000; CHUKEATIROTE,
2000; COPPOLA e TURNES, 2004; SAAD, 2006), e na prevencgao de infecgdes do
trato reprodutivo (OTERO et al., 2006), além de atuar como promotor de crescimento
e ganho de peso. Alves et al. (2004) e Jorge et al. (2006) obtiveram aumento
significativo de 22% e 25%, respectivamente, no ganho de peso, em bovinos
confinados.

Rasteiro et al. (2006) observaram aumento de 19,4% no ganho de
peso dos bovinos, em sistema de pastejo extensivo, no periodo de seca, enquanto
Arenas et al. (2007) observaram elevagéo de 33,3% no ganho de peso dos bovinos.

Segundo Lohnert et al. (1999) apud Copola. (2004), houve aumento no

ganho de peso de 10% em terneiros machos suplementados com probidtico.
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Para as vacas de leite, o probidtico eleva a producédo leitera
(McGILLIARD e STALLINGS, 1998; WOHLT et al., 1998; DANN et al., 2000;
LEEDLE, 2000; NICODEMO, 2001; NOCEK et al., 2003; OEZTUERK et al., 2005) e
a porcentagem de proteina do leite (NOCEK et al., 2003).

Aumenta a ingestdo de matéria seca, no inicio e durante a lactagao,
em bovinos (WOHLT et al., 1998; NOCEK et al., 2003) e também, nos periodos pré
e pos-parto (NOCEK et al., 2003), mantém o equilibrio da microbiota ruminal e
intestinal, benéfica ao organismo (AVILA et al., 2000; LEEDLE, 2000); controla a
incidéncia (AVILA et al., 2000; LOZADA, 2000; TIMMEMAN et al., 2005) e reduz a
duracédo de diarréias (LEEDLE, 2000); minimiza o estresse (KABIR et al., 2004);
recompde e estabiliza a flora intestinal apds a antibioticoterapia (SAAD, 2006) e
pode ser utilizado como substituto dos ionoforos e antibioticos (DONOVAN et al.,
2002; COPPOLA; TUNES, 2004; FREITAS et al., 2006).

Os resultados reportados na literatura, sobre o uso de probioticos para
fins terapéuticos ou como promotor de crescimento, em bezerros, sédo heterogéneos,
irregulares, e nem sempre positivos. A resposta do animal ao uso de probidticos é
influenciada pelo tipo de probidtico, pela dose utilizada, idade e ragca do animal, tipo
de exploragdo e manejo, uso concomitante de antibidticos e o ambiente de criagao
(ALVES, et al, 2000).

Uma vez que os probioticos estimulam o crescimento e a atividade de
bactérias benéficas, que atuam, positivamente, no sistema imune e promovem
melhorias no ambiente e no epitélio intestinal, espera-se que o uso desses
compostos também se reflita, de forma desejavel, no desempenho animal (MAC
FARLANE, 1999).

2.1.3 Efeitos dos probidticos na reproducao

Na reproducdo animal, um dos fatores mais relevantes para um bom
desempenho reprodutivo € a alimentacdo, sendo os probidticos alvo de varias
pesquisas, relatando o uso do mesmo para o ganho de peso, incremento na

producao de carne e de leite.
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Os microrganismo probioticos, entre eles o Lactobacillus, podem ajudar
na prevencgao de metrite em vacas no po6s parto (OTERO et al., 2006).

O Lactobacillus é considerado a primeira barreira microbiologica da
infeccdo por patogeno do trato genital de fémeas (OCANA et al., 1999b; OTERO;
NADER- MACIAS, 2006).

O acido latico produzido pelos Lactobacillus, a partir dos carbohidratos,
mantém o pH vaginal acido (JUAREZ- TOMAS et al., 2003) e a bacteriocina atua, de
forma indesejavel, no crescimento das colbnias dos microrganismos patogénicos
(OCANA et al., 1999a; LEPARGNEUR; ROUSSEAU, 2002). Além disso, os
Lactobacillus aumentam a influéncia dos horménios, em especial dos estrogenos.

O ponto chave para os microrganismos probidticos, inibirem o
crescimento de patdégenos causadores de infecgdo dos érgéos do aparelho genital é:
competicdo pelos receptores de adesao nas células do epitélio vaginal (OSSET et
al., 2001); adesdo a superficie do epitélio vaginal (ZARATE; NADER; MACIAS,
2006), que é essencial para a colonizagdo dos tecidos dos 6rgédos do trato genital
(OTERO et al.,, 2006), sendo essa uma barreira biolégica da colonizagdo de
microrganismos patogénicos (ZARATE; NADER; MACIAS, 2006).

Os probioticos, principalmente por meio das modificagdes das
populacdes bacterianas intestinais e de sua eficacia, dependem do status microbial
do rebanho e do animal individualmente, resultando na variagdo dos seus efeitos
(SIMON, 2005).

2.2 Constituicao Protéica do Plasma Seminal

As glandulas sexuais acessorias produzem plasma seminal, que serve
como meio de transporte e nutricdo para os espermatozéides ejaculados,
consistindo numa mistura de secregbes dos testiculos e glandulas sexuais
acessorias. Possui um importante significado fisiolégico como carreador dos
gametas masculinos, até o trato genital feminino, dando condigbes para a viabilidade
do processo de fertilizagdo (ARCE, 1979; MANJUNATH, 1987; MORTARINO, 1998;
RONCOLETTA et al. 1999).
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O plasma seminal € um componente essencial na cobertura natural,
porque serve como transportador e protetor dos espermatozéides (HAFEZ, 2004).

Para a fecundacdo, € necessaria uma composi¢cao apropriada do
plasma seminal com a finalidade de viabilizar os processos metabdlicos do
espermatozoide, tanto em situagdes de monta natural como no congelamento do
sémen (RONCOLETTA et al., 1999).

A partir da década 90, estudos relativos a composicdo do plasma
seminal, visando determinar marcadores bioquimicos de fertilidade, vém sendo
desenvolvidos, tendo em vista predizer o potencial reprodutivo de um animal
(CHACUR et al., 2006).

A biologia molecular, na area da reprodugdo animal, traz novas
ferramentas para o melhoramento genético, a utilizagdo de marcadores bioquimicos
em liquidos organicos, que demonstrem potencial genético de um animal cuja
selecao de gendtipos superiores, para determinadas caracteristicas reprodutivas,
possa ser incrementada (RONCOLETTA et al., 1999).

De acordo com Manjunath (1987); Gasset (1997); Mortarino (1998);
Einspanier (1991); Roncoletta et al. (1999), os perfis eletroforéticos do plasma
seminal auxiliam na avaliagdo clinica, em casos de infertilidade em touros. Ja as
proteinas soluveis e estruturais tém um importante papel no metabolismo do
espermatozoide, com interferéncia na fertilidade dos touros (KILLIAN, 1999;
RONCOLETTA et al.,1999).

O Plasma seminal contém acido ascorbico, aminoacidos, peptideos,
proteinas, lipideos, acidos graxos e numerosas enzimas, e constituintes
antimicrobianos, incluindo-se imunoglobulinas de classe IgA, estdo presentes. Além
disso, uma variedade de substancias hormonais incluindo-se andrégenos,
estrégenos, prostaglandinas, FSH, LH, semelhante a gonadotrofina coridnica,
hormonio do crescimento, insulina, glucagon, prolactina, relaxina, horménio liberador
da tiredide e encefalinas tem sido detectada no plasma seminal (HAFEZ, 2004).

Em busca de avaliagdes mais criteriosas para a fertilidade, vém sendo
sugeridas provas complementares, como testes comportamentais e exames
referentes a capacidade de fecundagdo do espermatozéide (SALVADOR et al.,
2001).

Uma caracteristica no perfil eletroforético do plasma seminal é que

existem fragmentos protéicos de baixo peso molecular (PM) em abundancia,
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caracterizados por mobilidade relativa (M,) 80,3 e PM aproximado de 13.000 Da,
presentes em todos os animais (RONCOLETTA et al., 1999).

Estudos realizados por Bellin, Hawkins e Oyarzo (1998) identificaram,
no plasma seminal bovino, algumas proteinas ligadoras de heparina (HBP)
produzidas pelas glandulas acessérias. Pesquisas do sémen reconheceram
variantes da HPB de, aproximadamente, 31, 24 e 21,5 KDa, associadas ao
incremento da fertilidade de touros, sendo que a proteina de maior peso molecular
(31 KDa) é conhecida como o antigeno associado a fertilidade (FAA).

A heparina € uma proteina do plasma seminal dos touros, encontrada
na cauda do epididimo. Estudos tém avaliado a agcdo dessa proteina e outros
glicosaminoglicanos nos espermatozoides, com a qualidade do sémen e a
fertilidade. O plasma seminal contém proteinas que ligam a heparina e a superficie
do espermatozoéide na ejaculagao, potencializando a reagao acrossdmica (KILLIAN;
CHAPMAN; ROGOWSKI, 1993).

O plasma seminal, em mamiferos, contém um grupo de proteinas que
se ligam ao espermatozoide, sendo conhecidas como BSP-A1, BSP-A2, BSP-A3 e
BSP-30KDa, que possivelmente induzem alteracbes moleculares na membrana
plasmatica, essenciais para a sua capacitagdao (THERIEN, 1998; BERGERON,
2004).

Uma proteina de 30 KDa foi identificada em 25% dos touros Nelore
aptos e em 75% dos parcialmente aptos para atividade reprodutiva (CHACUR et al.,
2006). Estudo feito por Peres; Diniz (2006) descreve a diversidade de proteinas
presentes no plasma seminal de touros Nelore, sendo o peso molecular variavel de 14
a 97 KDa.

Peptideos de 12, 30, 55, 66, 80, 90, e 105 Kda, quando presentes no
plasma seminal, contribuem positivamente com o quadro espermatico (CHACUR, et
al., 2006).

Killian; Chapman; Rogowski (1993) demostraram analises dos perfis
eletroforéticos das proteinas das membranas dos espermatozoides, comparando a
fertilidade de touros e encontraram associagdes de duas proteinas 26 KDa pl (ponto
isoeletrico) 6,2 e 55 KDa pl 4,5, predominantes, com frequéncia, em touros com alta
fertilidade; e duas proteinas de 16KDa pl 4,1 e 16KDa pl 6,7 em touros de baixa
fertilidade.
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Segundo Chacur et al. (2006) a proteina 26 KDa esteve presente em
25% das amostras de plasma seminal dos animais aptos para a reprodugao; e em
75% dos touros Nelore parcialmente aptos, pertencentes as variedades padréo e
mocho. Por outro lado, essa mesma proteina tem sido alvo de estudos, por conferir
baixa fertilidade aos touros, quando presente no plasma seminal (KILLIAN, 1999;
RONCOLETA, et al., 1999; CHACUR et al., 2003).

Tedeshi (2000) identificou a proteina 26 KDa como Z13 e relatou que a
mesma se liga na superficie do espermatozdide, no momento da ejaculagéo.

A pesquisa relata a presenca dos peptideos de 10, 16, e 26 Kda no
plasma seminal, interferindo, de forma negativa, na aptidao reprodutiva (CHACUR et
al., 2006).

Pesquisas realizadas nao encontraram relacdo entre a avaliacio
androlégica por pontos, dos touros com o perfil protéico do plasma seminal néo
apresentando bandas protéicas distintas. Segundo os autores, ndo houve correlagao
da fertilidade dos touros com o perfil protéico do plasma seminal (PERES; DINIZ.,
2006).

Chacur et al. (2003) estudaram a correlagdo da fertilidade e proteinas
do plasma seminal em touros Limousin e constataram que proteinas de 55 e 66 KDa
estavam relacionadas a excelente quadro espermatico. No entanto as proteinas com
16 e 36 KDa apareceram, exclusivamente, no touro com pior quadro espermatico.

Pesquisas feitas por Oberst et al. (2002) Identificam, em 14
reprodutores Bos taurus taurus e Bos taurus indicus, a banda de 55 KDa e a banda
de 66kDa, como osteopontina e albumina, respectivamente, por meio de
imunoidentificacéo, utilizando anticorpos monoclonais especificos.

A albumina (66KDa) foi identificada em 6,6 % dos animais aptos para a
reproducao; e em 33,3% dos parcialmente aptos, segundo Killian (1999). Ainda, e de
acordo com Jobim; Mattos (2002), esta auxilia na gametogénese e no metabolismo
das células de Sértoli.

A osteopontina (55 KDa) € uma glicoproteina acida identificada e
isolada da matriz 6ssea bovina, cartilagens, pele fetal, cérebro, rins, ovario e utero,
bem como na urina, bile e leite bovino (KILLIAN; CHAPMAN; ROGOWSKI, 1993;
KERR et al., 1991). Ela foi localizada nas ampolas e vesiculas seminais, mas n&o foi

detectada no testiculo, epididimo, canal deferente, prostata e glandulas bulbo
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uretrais, indicando que a proteina n&o se ligaria ao espermatozdide, ou teria apenas
uma associacgao transitéria com a membrana espermatica (CANCEL et al., 1999).

Kilian et al. (1993); Rogowski et al. (1993) e Cancel (1999) observaram
que a osteopontina seria um dos marcadores de alta fertilidade existentes no plasma
seminal. Modula a funcao celular pelos receptores e modifica as caracteristicas da
membrana plasmatica do espermatozoéide, favorecendo a fertilidade, além de
participar da capacitagao espermatica.

No entanto, alguns pesquisadores relatam a alta correlagdo entre o
perfil protéico do plasma seminal e a fertilidade de touros em trabalhos com ragas
européias (BELIN et al., 1998; CHACUR et al., 2003).

A proteina de 29 KDa se apresentou, em 25% das amostras de plasma
seminal, em touros da raca Nelore, aptos para a reproducéo; e em 75% dos touros
Nelore parcialmente aptos, pertencentes as variedades padrao e mocho, sendo essa
proteina alvo de estudos, por supostamente conferir baixa fertilidade aos touros,
quando presente no plasma seminal (CHACUR et al., 2003).

Em 100 % das amostras analisadas por Oberst et al. (2002), foram
identificadas trés proteinas, que apresentaram pesos moleculares entre 55 e 195
KDa e Pl entre 4,5 a 7,5, com densidade Optica média de 1,22 a 2,13. A banda de 55
KDa, Pl 4,5 foi imunoidentificada como osteopontina, que, na comparagao entre sub-
espécies, foi a unica banda que apresentou diferenga significativa (p<0,05),
ocorrendo maior densidade Optica nas amostras de reprodutores taurinos, em
relagdo as amostras de zebuinos.

Segundo Killian et al. (1993), a proteina de 26KDa ¢ idéntica e, em
86%, homologa a do tipo lipocalin prostaglandina D Sintase (PGDS), uma das
proteinas mais prevalentes em touros de alta fertiidade, e age tanto no
desenvolvimento quanto na maturagéo dos espermatozoides.

Estudos feitos por Chacur et al. (2006 e 2007) relatam achados de
bandas protéicas com pesos entre 5 a 105 KDa, estando presente em 100% dos
touros da raga Nelore Bos taurus indicus, aptos no exame androlégico, bandas com
peso de 13, 18 e 20 KDa.

Romé&o (2002) descreve a proteina de 13 KDa como PDC- 109,
conferindo alta fertilidade aos touros, agindo, de forma direta, no metabolismo do
espermatozoide. Kemme et al. (1984) citou a proteina de 20KDa como

seminalplasmin, promotora de alta fertilidade, com agao antimicrobiana no sémen.
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Chacur et al. (2006) sustentam que a agao conjunta dos peptideos do plasma

seminal auxilia na espermatogénese.

Segundo Chacur; Machado Neto (no prelo), as diferentes estagcdes do

ano podem influenciar a presencga ou auséncia de proteinas no plasma seminal. Foi

observada nos géis, presenga de cadeias polipeptidicas com pesos entre 6,5 KDa e

205 KDa, no inverno, e de 14,9 KDa a 80KDa, no verao, concluindo que as proteinas

de 20, 55, 66 e 80 KDa contribuiram, positivamente, para a qualidade do sémen,

sendo que a proteina 20 KDa esteve presente no inverno e no verao.

A banda de 55 KDa esteve presente em trés (25%)

dos 12 touros

Limousin, no inverno, e dois (22%) dos nove touros, no verdo, (CHACUR;
MACHADO NETO, 2007).

TABELA 1 Proteinas do plasma seminal bovino, pesos moleculares, fungao, local e
relagdo com a fertilidade.

AUTOR RACA PROTEINAS PESO MOLEC. FUNCAO LOCAL FERTILIDADE
Envolve a reagado com o
Ayrshire Osteopontina 85 KDa calcio. Ativagéo do Plasma Alta
VIERULA espermatozoéide. Reagéo seminal
(1983) do acrossoma
----------------- 44 KDa
35 KDa
------------------ 17 KDa Fator desca- e Baixa
pacitante
KEMME et ---------—- Seminal 20 KDa Proteina antimicrobial do Plasma Alta
al. (1986) plasmin sémen seminal
Atividade antimicrobial.
MANJUNA  -—-----—-- Seminal 6 KDa Captar ions Ca+2 para o Plasma
TH (1987) plasmin espermatozoide seminal  ------mmememeeee-
epididmal bovino.
KILLIAN
etal. - 12 KDa Afetam a motilidade do Plasma Alta
(1993) espermatozoide. seminal
DESNOYE Santa BSP
RSetal. Gertudis.  ----------m-m-m-- 13Kba - Plasma Alta
(1994) Gelbvien seminal
Holstein
ROMERO Bos PDC-109 13 KDa Maior fosforilcolina, ata-

etal. taurus

(1997)

se a proteina do plasma
seminal do touro
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TABELA 2 Proteinas do plasma seminal bovino, pesos moleculares, fungao, local e
relagdo com a fertilidade.

PESO
AUTOR RACA PROTEINAS MOLEC. FUNGAO LOCAL FERTILIDADE
Interagdo com a
fosforilcolina, contém
GASSET proteinas ligadoras a
et al. Holstein PDC-109 20 KDa heparina, que se atam Plasma -
(1997) a superficie do seminal
espermatozoéide na
ejaculacgéao. -
Potencial
MORANI gametogénico dos
etal. = e Albumina 66 KDa testiculos e células de  -------------- Alta
(1998) Sertoli.
Indicadora da
KILLIAN =~ =memeeeeee Osteopontina 55 KDa capacidade da Plasma Alta
et al. fertilidade seminal
(1999) Prostaglandina 26 KDa = -
D
GATTI et
al. (1999) 105KDa  smeemeeeeeeeeeeee- Epididimo = ==memeecemeeeeee-
CANCEL
et al. Holstein ~ Osteopontina 55 KDa
(1999)
BRANDO
Netal.  --—-—-—-- SP-2 75 KDa Alta
(1999)
Pode ser responsavel
pela recuperagéo da
BARRIOS permeabilidade da
et al. 20 KDa membrana = - Baixa
(2000) espermatica, depois
de serem submetidos
ao choque térmico ao
frio, no qual se produz
a ruptura da
membrana .
GERENA Acrossoma
et al Holstein Lipocalina 26 KDa s do esperma- = --m-mmmmemmemeeee-
(2000) tozoide
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TABELA 3 Proteinas do plasma seminal bovino, pesos moleculares, fungao, local e
relagdo com a fertilidade.

PESO
AUTOR RACA PROTEINAS MOLEC. FUNGAO LOCAL FERTILIDADE
RONCOLETTA et Gir e 26 KDa Baixa fertiidade =~ -------—--- Baixa
al. (2000)
Acéo do
---------- Lactoferrina 80 KDa acrossoma na Plasma e
cabeca do seminal
espermatozoide.
Ata-se a superficie
THEDESCHI et Holstein Z-13 26 KDA do espermatozéide = ------------ Alta
al. (2000) no momento da
13 KDa ejaculacéo.
RAMAKRISHAN  ---------- BSP-A1 13 KDa Capacitaggodo ~ ---—-—-—-—-- Alta
et al. (2001). espermatozoide
Células de
JOBIM et al. Osteopontina 66 KDa Sertoli, Alta
(2002 e Epitélio
Albumina 55 KDa seminal
CHACUR et al.
(2003) Limousin Osteopontina 55 KDa Fertilizacao Plasma
seminal Alta
RONCOLETTA 44 1KD Fertilizagado Plasma ~  -—————--
et al. (2004) a seminal

2.2.1 Eletroforese SDS-PAGE do plasma seminal

O tipo de eletroforese de proteinas mais amplamente usado é o SDS-
PAGE. Seu nome significa eletroforese em géis de poliacrilamida, que se realiza na
presengca de SDS (“SDS-POLYACRILAMIDE GEL ELECTROPHORESIS”). Foi
descrito por Laemmli (1970) um tipo de eletroforese desnaturalizante, na qual as
amostras sdo desnaturadas pelo calor, quando na presenga de agentes que fazem
essa fungao, como o beta-mercaptoetanol, que rompe as pontes de dissulfeto.

Um gel de poliacrilamida é utilizado com uma matriz inerte, por meio da
qual as proteinas migram. O tamanho do poro do gel pode ser ajustado, de forma
que sejam suficientemente pequenas, para retardar a migracédo das moléculas de
proteinas. As proprias proteinas ndo estdo em uma solugcdo aquosa, mas em uma

solugao que inclui um detergente forte, carregado negativamente, duodecil sulfato de
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soédio (SDS). Cada molécula de proteina se liga a varias moléculas do detergente
carregado negativamente, que supera a carga intrinseca da proteina e faz com que
ela migre em diregdo ao eletrodo positivo, quando a voltagem €& aplicada
(ALFRENAS, 1998).

A eletroforese € uma técnica que vem sendo utilizada desde a década
de 50, para mapear e identificar componentes protéicos soluveis de ejaculados, na
busca de marcadores bioquimicos para diagnostico de algumas patologias ou
diferenciagdo de animais quanto ao grau de sua fertilidade frente a alteragdes de
clima e manejo, associadas a patologias do trato reprodutivo masculino ou do
espermatozoide. Determinadas proteinas no plasma seminal de seres humanos
foram caracterizadas e relacionad.as com infertilidade (MORANI, 1998;
RONCOLETTA, 1999).

Sistemas de eletroforese contendo dodecil sulfato de sodio SDS
“Sodium Dodecyl Sulfate ”"(SDS-PAGE) sdao usados na separagao de cadeias
polipeptidicas. A proteina € desnaturada por aquecimento a 100° C, na presencga de
B - mercaptoetanol ou ditiotreitol (DTT) e do detergente SDS. Mercaptoetanol e DTT
reduzem as ligagdes dissulfidricas (S-S) por ruptura e os polipeptidios adquirem a
carga negativa do SDS. A organizacdao da cadeia peptidica, na sua estrutura
terciaria, é deteriorada em virtude da agcdo do detergente. Na eletroforese, as
cadeias polipeptidicas, providas de acentuada carga negativa, proporcional ao
comprimento da cadeia peptidica, migrardo com velocidades definidas apenas por
diferencas de seus tamanhos moleculares (peneiramento molecular), (ALFRENAS,
1998).

O detergente de agado desnaturalizante SDS se une as cadeias
polipeptidicas desnaturalizadas com uma relagdo de 1,4g do SDS por grama de
proteina, ligando, aproximadamente, uma molécula de SDS para cada dois
aminoacidos da cadeia (REINA, 2002).

A separacido dos complexos SDS-proteinas é proporcional em relagéo
a massa da proteina, uma vez que todas tém a mesma carga por unidade da massa.
Proteinas marcadoras de peso molecular conhecido podem ser usadas para
determinar o tamanho das moléculas de proteina da amostra. As mobilidades das
proteinas, nos geéis de SDS-PAGE, sao fungdes lineares do logaritmo de seu peso
molecular (COUTO et al., 1998).
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A matriz funciona como um filtro separando as moléculas de acordo
com o tamanho e a carga elétrica liquida que possuem, ao serem submetidas a um
campo elétrico. No caso de acidos nucléicos, o grupo fosfato € responsavel pela
forte carga negativa em condi¢gbes de pH neutro, fazendo com que os fragmentos
migrem para o polo positivo (dnodo), durante a eletroforese. Como a carga elétrica
liquida dos fragmentos € negativa, a separagcéo ocorrera com base no comprimento
dos fragmentos. Para realizar-se a corrida de eletroforese, € preciso uma fonte
elétrica de boa capacidade e qualidade. O tempo de corrida varia, naturalmente,

com o tamanho do gel e a voltagem escolhida (ALFRENAS, 1998).

2.3 Peso e Perimetro Escrotal

A selecdo de um touro deve abranger a avaliagdo da sua saude
reprodutiva e do seu desempenho para ganho de peso, por meio do exame clinico
reprodutivo, avaliando as caracteristicas morfofisioldgicas do aparelho reprodutor,
como o perimetro escrotal e espermograma (COSTA; SILVA, 1994; UNANIAN et al.,
2000).

Outros aspectos que devem ser avaliados no processo de selecédo de
reprodutores incluem o comportamento sexual e o levantamento de doengas da
reprodugao, de acordo com o historico da regido e do rebanho (COSTA; SILVA,
1994).

O perimetro escrotal (PE) é facilmente mensuravel e de alta
repetitividade. Esse permite prever-se o potencial reprodutivo de machos jovens, por
estar associado ao desenvolvimento testicular, produgao diaria de espermatozdides
e puberdade (PINEDA et al., 2000; SMITH, 1989; SILVA, 1993). Fields (1979)
observou maior volume testicular por unidade de peso corporal em animais
precoces, com peso aproximado de 300 kg e idades entre 8 e 30 meses.

O tamanho dos testiculos esta diretamente relacionado com a
capacidade de producido espermatica. Touros com testiculos mais desenvolvidos
apresentam maior volume e maior concentragdo espermatica no ejaculado, podendo

cobrir maior numero de fémeas ou produzir maior numero de doses de sémen
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quando em rotina de colheita e congelacdo (PENA; QUEIROS; FRIES, 2000;
BARBOSA, 2003).

Segundo Fonseca et al. (2000), o potencial reprodutivo do touro € a
soma dos fatores: idade, puberdade, qualidade do sémen, perimetro escrotal e
libido; e esta devidamente suportada por condi¢cdes fisicas adequadas, que
permitam colocarem-se em pratica os processos que culminam com a monta.

Gressler et al. (2000) indicam que a selegdo de touros com maior
perimetro escrotal, aos 12 meses de idade, estd associada aos maiores niveis de
horménios gonadotréficos, culminando com o inicio da puberdade; transmitindo para
fémeas e no inicio da atividade reprodutiva das fémeas concepgdes mais precoces
na primeira estacdo de monta e consequentemente antecipagado do primeiro parto.
Aos 18 meses de idade, a maioria dos animais ja sdo puberes, sendo a selegéo
praticada para maiores perimetros escrotais, estando associado o ganho de peso.

Touros com sémen de baixa qualidade geralmente tém baixo perimetro
escrotal, que, por sua vez, tem sido relacionado com alteragbes nos tubulos
seminiferos. Menor fertilidade ocorre em touros sexualmente maduros com
hipoplasia, ou em touros com testiculos pequenos, devido as lesbes do parénquima
testicular. O tamanho dos testiculos também é indicativo de puberdade em touros
jovens, associados a idade e ao peso corporal ou perimetro escrotal, ressaltando-a
como a caracteristica mais precisa e indicativa de desenvolvimento sexual em
touros, relacionada com a idade do animal (SMITH et al., 1989).

Pinho (2000) afirma que o peso corporal associado ao perimetro
escrotal e a qualidade do sémen, em touros jovens, tem sido de importancia para a
selecao de animais com maior potencial destinado as producdes quantitativas e
quantitativas de sémen e, consequentemente, melhor fertilidade.

Fatores ligados ao reprodutor, como idade, capacidade de producéao e
maturagcdo espermatica estdo relacionados ao perimetro escrotal e ao peso dos
testiculos, além da libido, estimada pelos testes de comportamento sexual
(BARBOSA, 2003).

Segundo Barbosa et al. (1991) e Freitas et al. (2000), as caracteristicas
fisicas e morfolégicas do sémen melhoraram com o avango da idade dos 27 aos 39
meses, correspondendo ao aumento do perimetro escrotal dos touros.

Silva et al. (2002) observaram interacdo entre a ragca e época de

avaliacao, caracteristica que também reflete o efeito da idade. A diminui¢cdo, com o



36

avanco da idade, das diferencas entre médias do perimetro escrotal de zebuinos e
mestigos, provavelmente existe, porque o inicio da puberdade é mais tardio nos
zebuinos.

Sugere-se que o PE, possa ser usado como caracteristica, para se
predizer a quantidade e a qualidade do sémen, porém nao deve ser suficiente para
aferir a fertilidade em touros (MARTINEZ et al., 2000).

Em touros de ragas Tabapua, foi encontrada corelagéo (p<0,05) para o
PE e caracteristicas do sémen: motilidade; defeitos espermaticos maiores e totais.
Os animais tiveram a habilidade de expressar essas caracteristicas, até mesmo
jovens, em condicbes melhoradas de pastagem. De acordo com avaliagdo do
aparelho reprodutor, os valores foram considerados altos, com 78.64 pontos, de
acordo com a selegcdo “Breeding Soundness Evaluation for zebu bulls (BSE-Z)
(GONGCALVES et al., 2006).

Foi relatada a média do PE em um estudo realizado por Martinez et al.
(2000), de 36,9 cm, em touros da raga Gir com idade média de 38,5£14,9 meses.
Nas ragas Canchim e Nelore, selecionadas para carne, avaliadas com idade média
de 39 meses, o PE foi de 34, 7 e 32,3 cm, respectivamente (BARBOSA et al., 1991).

O PE minimo aceitavel varia conforme as subespécies, ragcas e com a
faixa etaria, em que se encontra o reprodutor. “Para as subespécies “Bos taurus
taurus”, esses parametros podem ser norteados conforme proposta da “Beef

Improvement Federation”, 1994” (Tabela 4).

TABELA 4 Classificagao de touros Bos taurus taurus baseada no perimetro

escrotal.
IDADE (meses) MUITO BOM BOM QUESTIONAVEL
(cm) (cm) (cm)
12-14 >35 30-35 <30
15-20 >37 31-37 <3
21-30 >39 32-39 <32
Acima de 30 > 40 33-40 <33

Fonte: Beef Improvement Federation, (1994): apud CBRA (1998).
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Para o Bos taurus indicus, a classificacdo, de acordo com Fonseca
(1997), para touros da raca Nelore, esta expressa na tabela 5. (Citado por CBRA,
1998).

TABELA 5 Classificagcdo androlégica de touros Bos taurus indicus, baseada no
perimetro escrotal.

IDADE EXELENTE MUITOBOM BOM QUESTIONAVEL
(meses) (cm) (cm) (cm) (cm)
7a <12 21,0 19,5 <21,0 17,5<19,5 <17,5
12a<18 26,0 24,0 < 26,0 21,5<24,0 <21,5
18a<24 31,5 28,5 <31,5 26,0<28,5 <26,0
24 a< 36 35,0 32,0<35,0 29,0<32,0 <29,0
36 a <48 37,0 33,5<37,0 30,5<33,5 <30,5
> 48 39,0 36,0 <39,0 33,0<36,0 <33,0
Acima de 60 > 38 36-38 33-,36 <33

Fonte: FONSECA et al. (1997)

2.4 Aspectos Qualitativos e Quantitativos do Sémen

A selegcao de touros pela qualidade do sémen é um fator muito
importante para se obter progresso genético e maior produtividade do rebanho
(HAMORI, 1983). A avaliagdo da capacidade reprodutiva do macho somente se
completa com o exame espermatico. O método de obtencdo do sémen deve ser
eficiente para que nao haja contaminacao, e de boa qualidade para a avaliacdo do
animal, além disso, deve ser de facil repetitividadae e sem prejuizo para o touro,
( Embrapa gado de corte 1993).

O sémen é um liquido ou uma suspensao celular liquida contendo
espermatozoides (gametas masculinos) e secreg¢des dos 6rgaos acessorios do trato
genital masculino. A porcao fluida dessa suspensao, que é formada na ejaculagao, é
conhecida como plasma seminal (HAFEZ, 2004).

Os espermatozodides sdo formados dentro dos tubulos seminiferos, nos
testiculos, as espermatides arredondadas passam por um processo chamado
espermiogénese (fase de golgi, capuchdo, acrossomo e maturagcéo) originando o
espermatozoide que por sua vez é liberado durante a espermiagdo na luz dos

tubulos seminiferos (HAFEZ, 2004). O acrossoma € uma estrutura de dupla parede
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situada entre a membrana plasmatica, e a porgdo anterior do nucleo do
espermatozoéide (YOUNGQUIST, 1997).

As caracteristicas genéticas associadas a eficiéncia reprodutiva dos
machos € necessaria, para auxiliar na identificacdo dos animais aptos a reproducao
e geneticamente superiores. Os aspectos qualitativos e quantitativos do sémen dos
bovinos também tém sido objeto de estudo, sendo importante conhecer a magnitude
do componente genético aditivo, associado a essas caracteristicas reprodutivas e a
suas interrelacdes (SARREIRO et al., 2002).

As caracteristicas do sémen, normalmente consideradas para se
avaliar a qualidade da amostra, incluem aspectos fisicos tais como volume,
turbilhonamento, motilidade, vigor e concentragado além dos aspectos morfologicos:
defeitos maiores, menores e totais (BARBOSA et al., 1991). Essas caracteristicas
seminais apresentam estimativa de herdabilidade e podem ser influenciadas por
fatores ambientais (SARREIRO et al., 2002).

A capacidade reprodutiva de touros também €& avaliada, pelos testes
funcionais, constituidos da reagao acrossémica induzida e integridade do acrossoma
e cromatina, que permitem identificar a funcionalidade dos testiculos para produgao
qualitativa do sémen (UNANIAN et al., 2000).

De acordo o Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal (CBRA, 1998),
as caracteristicas seminais, em valores médios para bovinos, estdo representadas

na tabela 6.

TABELA 6 Valores médios para as caracteristicas de sémen fresco de touros.

VARIAVEL VALORES MEDIOS
Volume 5mL
Movimento de massa presente
Vigor 3 (1-5)
N° total de espermatozodides 7x10° /mL
Motilidade espermatica 70%
Espermatozoides normais 80%
Ejaculados/ semana 6-10

Fonte: (1986) Apud: Colégio Brasileiro de Reprodugédo Animal (1998)
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Varios fatores influenciam na qualidade espermatica e fertilidade dos
touros, como fotoperiodo, temperatura, nutricdo, sistema enddcrino, individualmente
ou interrelacionados, dentro das variagbes estacionais, provocando
consequentemente, alteragcbes na atividade sexual do macho (FIELDS et al., 1979).

As altas temperaturas nos testiculos reduzem a qualidade do sémen
produzido, ocasionando aumento das patologias espermaticas e diminuicdo da
motilidade, vigor e espermatozdides vivos, por deprimir a espermatogénese nos
touros. Além disso, pode apresentar redugédo do volume do ejaculado e alteragao da
concentragao espermatica (VAN DEMARK et al, 1970; GABALDI, 2000).

Climas quentes afetam a produgao espermatica em ruminantes, devido
a reducdo na taxa de crescimento corporal e testicular, influenciada pela
disponibilidade nutricional. Essa baixa taxa de crescimento do testiculo é
acompanhada da diminuicdo de espermatécitos e maturacdo de espermatides,
principalmente devido a reducdo da capacidade esteroidogénica das células de
Leydig, levando a uma significativa queda da producé&o espermatica (SETCHELL,
1998).

Embora vaérios fatores afetem as caracteristicas do sémen e o
perimetro escrotal dos touros, os mais comumente considerados, nas analises, séo:
raca, idade e peso. Outro aspecto importante é a época do ano, em que se colhem e
avaliam as amostras do sémen (BARBOSA et al., 1991).

No Brasil, tém sido observadas variagdes significativas do perimetro
escrotal e da qualidade espermatica entre as estagcbes seca e chuvosa,
caracterizando a recuperagao de um quadro degenerativo testicular, leve ou médio,
ainda durante a estacdo de monta (Fonseca et al., 1993 apud COSTA;
SILVA.,1994).

Silva et al. (1991a, b), estudaram o efeito da época do ano nas racas
Nelore e Fleckvieh avaliando PE, volume, motilidade, vigor e concentragdo. Nesse
estudo concluiram que, na época chuvosa (janeiro a maio), o volume foi de
4,5+0,37mL, motilidade 73,4+ 1,54% e vigor 3,7+0,07, significativamente maiores
(p<0,05) do que na seca. Mas, em contrapartida, a concentragdo do ejaculado
1,7x10%/mL mostrou-se inversamente proporcional ao volume, apresentando-se
signaficativamente menor (p< 0,05) na época chuvosa.

Segundo Chacur e Machado Neto (2007), as medidas obtidas para o

PE foram de 35,54+2,96 cm no inverno e de 34,61+3,26 cm no verdo, sendo as
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mesmas, classificadas como boas para a faixa etaria de 21 a 30 meses, segundo
normas para touros Bos taurus taurus (CBRA 1998), sugerindo que a maturidade
sexual estda mais intimamente relacionada ao peso do animal do que a idade, e
sofre a influéncia de fatores como raca, heterose, balanceamento hormonal e

manejo.

2.4.1 Coloracgao e aspectos do sémen

A avaliacdo da coloracdo e do aspecto do sémen depende,
fundamentalmente, da concentracdo de espermatozoides e eventual presenca de
sangue, pus, urina, células epiteliais e detritos (Colégio Brasileiro de Reproducgéao
Animal, 1998). O aspecto do sémen pode variar de cremoso a marmoéreo, leitoso,
opaco, até aquoso (ZEMJANIS, 1970).

A cor pode ser esbranquicada, branca, marfim ou amarelada. As
coloragbes avermelhadas, marrons e cinza escuras sao indicativos de,
respectivamente, sangue vivo, sangue hemolisado e sujidades. (COLEGIO
BRASILEIRO DE REPRODUCAO ANIMAL, 1998).

Os ejaculados podem apresentar cor amarelada, devido a presenca de
riboflavina, que é in6cua (HAFEZ, 2004). Segundo Chacur e Machado Neto (2007),
a coloragao dos ejaculados mostrou-se branco marmorea, com aspecto viscoso, em

um estudo com touros da raga Limousin.

2.4.2 Volume do ejaculado e concentragdo espermatica

O volume é expresso em mililitros (mL) e dependendo do método de
colheita de sémen. A colheita feita com vagina artificial apresenta valores mais
préoximos dos fisioldgicos. Outros métodos eficientes para a colheita do sémen sao:
eletroejaculacdo e massagem da ampola (COLEGIO BRASILEIRO DE
REPRODUCAO ANIMAL., 1998).
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Milicevic et al. (1968) apud Silva (2000), constataram influéncia direta
da temperatura ambiente sobre o pH do sémen e negativa sobre o volume e a
capacidade de sobrevivéncia in vitro dos espermatozdides das ragas européias.
Racas zebuinas também apresentaram alteracdo da qualidade seminal, pH e
congelabilidade, cerca de 3 semanas apds serem submetidas a uma temperatura
ambiente, acima de 33°C (SILVA; CASAGRANDE, 1976).

O volume pode variar, conforme o método de colheita, de 2 a 6 mL,
por meio da vagina artificial, até 25 mL na eletroejaculagdo, em zebuinos. No
entanto a variagcdo depende, algumas vezes, do proprio animal, da eficiéncia da
contracao dos ductos deferentes e cauda do epididimo, em resposta aos estimulos
elétricos (GALLOWAY ., 1974).

Em um estudo realizado por Martinez et al. (2000), em touros da raga
Gir, com idade média de 38,5+14,9 meses, encontraram média de 5,16 mL de
sémen produzido por ejaculado. Esse valor foi maior que o volume produzido (4,0
mL) por touros Nelore; e mesticos Fleckvieh e Chianina x Nelore com idade
semelhante no estudo de Silva et al. (1991b). Porém o volume produzido teria sido
inferior ao reportado por Chacur et al. (2006) em touros da raga Nelore, variedade
padrdao e mocho, respectivamente, o volume foi de 5,82+0,48 mL e 5,17+£0,29 mL,
inferior ao reportado por Barbosa et al. (1991), 15,2 e 13,3 mL para touros Canchim
e Nelore, respectivamente, com a mesma idade dos touros Gir deste trabalho. O
nimero de espermatozéides x 10° por mL (concentracéo) foi muito maior (1379 x 10°
, para o Gir; 351 x 10° por mL, para o Canchim; e 361 x 10° , para o Nelore).

Ejaculacdes frequentes resultam em volume médio menor. Desse
modo, quando duas ejaculagbes sao obtidas consequentemente, a segunda
geralmente apresenta volume menor. O pequeno volume de sémen nao é
prejudicial, mas, se acompanhado de baixa concentragdo espermatica, a producao
total declina (HAFEZ, 2004).

Segundo Chacur e Machado Neto (2007), na analise do sémen de
touros Limousin, os volumes dos ejaculados foram de 5,10+0,60 mL (inverno) e
6,22+1,86 mL (verao), superiores ao descrito por Silva (2002), de 4,0 mL e inferior
aos 12 mL citados por Martinez et al. (2000), estando esse aspecto quantitativo
sujeito as variagdes, principalmente frente ao método de colheta por meio da

eletroejaculagao.
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A concentragdo espermatica obtida € dada pela quantidade de
células no ejaculado e pode variar com o método de colheita (menor na
eletroejaculag&o), com a nutrigdo, estagdées do ano, raga, individuo, estado psiquico,
além de concentracdes e patologias espermaticas (GALLOWAY 1974; DEDE et al.,
1983 ; SILVA et al., 1987).

A concentracdo varia de 2 x 10 espermatozoides por mL, em touros
jovens; de 1,8 x 10 ¥ mL, em touros adultos, segundo Hafez (2004).

Nos animais de centrais de inseminacgao, onde a colheita é constante e
regular, a produgdo espermatica também se mantém constante (AMMAN;
SCHANBACHER,1983).

Nos zebuinos a concentracdo normal € de 200 mil a 1,2 milhdo de
espermatozoides/mL, por meio do eletroejaculador; e 800 mil a 1,2 milhdo de
espermatozoides/mL com vagina artificial, segundo a EMBRAPA gado de corte
(1993).

2.4.3 Motilidade espermatica progressiva e vigor

Visconti et al. (1998) relatam que, durante o transito epididimario, o
espermatozoide adquire motilidade progressiva. As modificacdes fisioldgicas que
conferem a capacidade fertilizante sdo chamadas, coletivamente, de capacitagao
espermatica e ocorrem no trato reprodutivo da fémea e pode estar relacionada com
alteracdes na motilidade do espermatozoide e hiperativacao.

A motilidade é expressa em porcentagem, conforme a proporcao de
espermatozoides que apresentam movimento, sendo uma avaliagdo subjetiva, que
pode estar sujeita a variagdo na dependéncia do treinamento do Médico Veterinario.
O valor deve expressar a percentagem total de espermatozéides moveis. O exame é
realizado em microscopio, preferencialmente binocular, com objetiva de 10 a 40X,
utilizando lamina coberta por laminula, previamente aquecidas e mantidas a 37°C
durante a avaliacdo (COLEGIO BRASILEIRO DE REPRODUCAO ANIMAL CBRA,
1998).
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A porcentagem de espermatozoides, com motilidade progressiva, €
mais bem apreciada em sémen diluido, pois a alta concentragdo pode prejudicar a
avaliagdo (EMBRAPA, 1993).

Muitos fatores influenciam a motilidade espermatica. O diluidor pode
alterar, levemente, a motilidade, geralmente aumentando as mensuragdes da
velocidade. Depois da diluicdo inicial, uma alta porcentagem de espermatozdides
pode exibir um movimento circular, que geralmente desaparece depois de 5 a 10
minutos no diluidor (HAFEZ, 2004).

A  motilidade apresenta correlacdo com a fertilidade

(SULLIVAN.,1970) e deve ser avaliada imediatamente apds a colheita.

A motilidade espermatica € extremadamente suscetivel as condigbes
ambientais (excesso de calor ou frio), de modo que é necessario proteger o sémen
de condi¢des ou agentes prejudiciais antes da analise (HAFEZ, 2004).

Um animal pode apresentar baixa motilidade numa colheita, e alta,
alguns dias apds. Deve ser observado que a motilidade sofre o efeito da
estacionalidade, seja ela representada pela temperatura, nutricio ou umidade
relativa (DEDE et al., 1983; SILVA et al., 1987).

A qualidade de sémen pode ser afetada pelas altas temperaturas.
Durante a segunda semana que segue ao estresse térmico, a motilidade do sémen e
a percentagem de espermatozdéides anormais aumenta (COSTA E SILVA, 1994).

Chiquitelli Neto (2002), num trabalho realizado em touros Brangus com
idade média de 14 meses, mantidos em semiconfinamento, estudou o efeito da
disponibilidade de sombra sobre a qualidade seminal, encontrando uma reducgao da
motilidade espermatica dos touros mantidos sem sombreamento.

Martinez et al. (2000) relatam motilidade espermatica progressiva dos
espermatozoides de 59,3 %, obtida em touros da raca Gir, sendo essa ligeramente
maior que a obtida por Barbosa et al. (1991), com o sémen dos touros Canchim
(54,3%); mas inferior a dos touros Nelore (63 e 68%) encontrados, respectivamente,
nos trabalhos de (SILVA et al., 1991b); e inferior, também, a reportada por Chacur et
al. (2006), de 73,50+2,81% e 75,62+0,97% para a raca Nelore, respectivamente para
as variedades padrao e mocho.

Estudo realizado revela motilidade espermatica de 65,3% Silva (1993).

Sarreiro (2002) relata motilidade de 62,7%. Outros pesquisadores Chacur; Machado
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Neto (2007) relataram médias de 68,27+3,44% (inverno) e 61,11+24,72% no verao
em touros Limousin.

O vigor espermatico € um parametro de grande importancia a ser
avaliado nos ejaculados e representa a intensidade do movimento que acaba
influenciando na motilidade progressiva dos espermatozoides (CHACUR, 1999).

O vigor do espermatozéide € dado em uma escala de 0 a 5, que
representa a intensidade de deslocamento da célula no campo do microscopio. O
numero representa a totalidade dos espermatozdides em movimento progressivo-
retilineo, com a nota de 1 a 5, com todas as células iméveis, e 0 (zero) com
auséncia de espermatozoides (MILES FILHO., 1975).

Martinez et al. (2000) relatam que a média, para vigor, na raga Gir, foi
de 4,9, sendo maior que as obtidas por Barbosa et al. (1991) e Silva et al. (1991b),
que encontraram 3,7 para Nelore, 3,1 para o Canchim e 3,3 para os mesticos
Fleckvieh e Chianina x Nelore; e maior, também, os valores reportados por Chacur
et al. (2006) na raga Nelore, variedade padrao (4,3+0,19) e Mocho (4,27+0,11).

2.4.4 Morfologia espermatica

Os espermatozdides completamente desenvolvidos sdo células
alongadas, consistidas de uma cabega contendo o nucleo achatado de forma oval,
contendo cromatina altamente condensada, composta de acido desoxirribonucleico
(DNA). A extremidade anterior do nucleo espermatico € recoberta pelo acrossomo
situado entre a membrana plasmatica e a por¢cdo anterior da cabeca. O colo
conecta-se a cabega do espermatozoide com a cauda (flagelo), que € subdividida
em pecas intermediaria, principal e terminal, necessarias para a motilidade celular
(HAFEZ, 2004).

Para a avaliagdo das caracteristicas morfologicas dos
espermatozoides, poderéo ser utilizados esfregagos corados ou preparagdo umida,
em microscopio de contraste de fase ou de interferéncia diferencial, associados ou
nao (CBRA, 1998).
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As anormalidades espermaticas alcangcam 30% de herdabilidade
(BRINKS, 1972) e possuem alta correlagcdo com a taxa de fertiidade (HANCOCK,
1959).

Toda amostra de sémen possui células espermaticas com morfologia
anormal, as quais apresentam alta relacdo com a fertilidade dos rebanhos. O
estresse térmico provoca alta incidéncia de espermatozéides deformados. Periodos
de alta temperatura ambiente, combinados com alta umidade, podem manter um
macho estéril por até 6 semanas (HAFEZ, 2004).

Segundo Velhankar (1969), a fertilidade do touro € dependente da
porcentagem de células anormais no ejaculado. Por isso, o estado do sémen € muito

importante, para se conhecer a eficiéncia reprodutiva do touro.

As anormalidades morfolégicas séo classificadas, segundo Blom
(1973), com base na importancia dos defeitos e seus efeitos na fertilidade, em:
defeitos maiores e menores. Por outro lado, Hafez (2004), classifica as
anormalidades morfolégicas como primarias, secundarias e terciarias. As primarias
estdo associadas a cabeca e ao acrossomo; as secundarias referem-se a presenca
de gotas citoplasmaticas na peca intermediaria da cauda; as terciarias relacionam-se
com outros defeitos da cauda.

Chacon (2001) observou, em touros zebu de diversas ragas, maior
percentual de gota citoplasmatica proximal no ejaculado de touros com idade inferior
a dois anos e, em touros considerados inaptos para a reproducaio.

Segundo Martinez (2000), a porcentagem de defeitos totais em touros
Gir foi cerca de 13 % inferior ao observado por Silva et al. (1991), que encontraram
cerca de 28% no Nelore e 31 % nos mesticos Fleckvieh e Chianina x Nelore, quando
estes tinham média de idade de 48 meses.

Chacur et al. (2006) relatam, médias para a ragca Nelore para a
morfologia espermatica, nas variedades padrao e mocho, de 5,06% e 5,32% para os
defeitos maiores; 9,91 e 8,36 para os defeitos menores; e, para os defeitos totais,
14,76% e 13,82%, respectivamente.

Barbosa et al. (1991) indicaram porcentagem de defeitos totais de
16,5% e 13,9 % para o Canchim e Nelore, respectivamente, com média de idade de

39 meses.
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Os defeitos espermaticos que mais contribuiram para o total de
espermatozoides anormais, na época chuvosa, foram os de cabecga (22,7%) e cauda
(32,7%) nos mesticos; e cabega (18,5%), cauda (32,9%) e gota citoplasmatica distal
(24,2%) nos Nelore. Na época seca, a gota citoplasmatica distal (66,3%) se
destacou nos Nelore; e os defeitos de cauda foram de 41,6% nos mesticos (SILVA,
et al., 1991b).

As porcentagens para a morfologia espermatica, no periodo de inverno
e verao, foram de 20,96+3,26% e 8,2+5,5% para os defeitos maiores; e de
6,181£3,24% e 21,80+12,20% para os defeitos menores (CHACUR; MACHADO
NETO, 2007).

Em touros da raca Gir, selecionados para leite, quando comparados
com os apresentados na literatura em touros selecionados para carne, avaliados em
idades semelhantes, sugerem ligeira superioridade para o sémen do Gir, visto que
apresentaram menor porcentagem de defeitos, maior concentragdo, melhor vigor e
maior motilidade. Este fato pode ser explicado pela média da circunferéncia escrotal
de 36,9cm, sendo superior em relacdo aos touros selecionados para carne
(MARTINEZ et al., 2000).

A baixa temperatura ambiente pode ser uma das causa da alta
incidéncia de defeitos maiores no periodo de inverno. A morfologia espermatica,
supostamente, é influenciada pelos constituintes do plasma seminal, sendo o
mesmo um dos responsaveis pela fertilidade observada em touros Limousin
(CHACUR et al., 2003; 2004) e Nelore (CHACUR et al., 2005).
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito da sazonalidade, inverno e verdo, sobre
as proteinas do plasma seminal em touros Tabapua. Foram colhidas amostras de sémen de 11
animais com 30 meses de idade, por eletroejaculacao, durante o inverno e o verao, com 120
dias de intervalo, em um total de 22 amostras. Os ejaculados foram centrifugados a 1.500 g /
15 minutos e ImL do plasma seminal de cada amostra foi estocado em microtubo e
armazenado a -20°C. A extragdo de proteina foi realizada com a utilizagdo de tampao
composto por 6,25 mM Tris HCI, pH 6,8, 20% glicerol, 5% SDS, 2% mercaptoetanol e dgua
destilada (13,6 mL) na propor¢do 1:5 9 (v:v). As proteinas foram quantificadas e as
eletroforeses realizadas. Os géis foram fixados em isopropanol: acido acético: agua e
revelados em 4cido acético 10%, com 2% de Coomassie blue R-250, até a visualizagdo das
bandas. Em cinco touros, a auséncia de proteinas de alto peso molecular (APM 55 KDa, 66
KDa e 80 KDa) foi verificada no verdo; e uma que se supoe ser de baixa fertilidade (BF 40
KDa) presente em dois touros, no inverno e verdo. Sete touros mostraram presenga de
proteinas de APM (55 KDa) no inverno. Em trés touros, a proteina APM (55 KDa) e, em um
animal, as proteinas APM (66 KDa e 80 KDa) estiveram presentes com uma condi¢do
satisfatoria de sémen. Oito touros mostraram presenga de proteinas APM (125 KDa) no
inverno e verao. Sugere-se que as diferentes estagdes do ano podem influenciar a presenga ou
auséncia de proteinas no plasma seminal.

ABSTRACT —

The objective of this work was the evaluation of seasonal effect, winter and summer,
upon seminal plasma proteins in Tabapua bulls. Semen samples of 11 animals with 30 months
old were collected with electroejaculation, during winter and summer, at 120 days intervals in
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a total of 22 samples semen. Samples were centrifuged at 1.500 g / 15 min and conditioned in
eppendorf tubes and stored at —20°C until further processing. The Proteins were extracted
from 200 pL of each sample in 2 mL of extraction buffer composed by 0.625 M Tris-HCI; pH
6.8, 2% SDS, 5% B-mercaptoethanol and 20% of glycerol. The protein was quantified and the
electrophoresis performed; gels were fixed, in isopropanol: Acetic acid: water and stained
10% acetic acid in the same solution with 2% of Coomassie Blue R250. In five bulls the
absence high molecular weight (HMW 55 KDa, 66 KDa and 80 KDa) proteins was verified in
the summer the one which suppose to be of low fertility (LF 40 KDa) verified in two bulls in
winter and summer. Seven bulls showed presence of HMW (55KDa) in the winter. In three
bulls - HMW (55 KDa) and one animal - HMW (66 KDa and 80 KDa) proteins were present
with a satisfactory semen condition. Eight bulls showed presence of HMW proteins (125
KDa) in winter and summer. It suggests that different seasons of the year may influence the
presence or absence of proteins in seminal plasma.

INTRODUCAO

Pela monta natural, um touro fértil deixa cerca de 120 a 400 descendentes, quando
selecionado por meio da avaliagdo andrologica. Com a utilizacdo da inseminagdo artificial,
esse numero ultrapassa os 100.000 descendentes, quando se revela a importincia de se
utilizarem os individuos com caracteristicas desejaveis, segundo a Associacido Brasileira de
Inseminacdo Artificial — ASBIA (2003).

A biologia molecular, na area da reproducdo animal, traz novas ferramentas para o
melhoramento genético, por meio da utilizacdo de marcadores bioquimicos em liquidos
organicos que demonstrem o potencial genético de um animal, cuja selecdo de gendtipos
superiores, para determinadas caracteristicas reprodutivas, possa ser incrementada (Roncoletta
et al., 1999;2004).

O plasma seminal serve como veiculo para os espermatozoéides ejaculados, consistindo
em uma mistura de secregdes do testiculo e glandulas sexuais acessorias, com funcao
carreadora dos gametas masculinos até o trato genital feminino, viabilizando a fertilizagdo. Os
perfis eletroforéticos das proteinas do plasma seminal auxiliam na avaliagdo clinica, em casos
de infertilidade em touros (Manjunath; Sairam, 1987; Einspanier, et al. 1991; Gasset, et al.
1997; Mortarino, et al. 1998). Na década de 90, varios trabalhos (Killian, 1993; 1999; Killian
et al, 1993) relataram a presenga de quatro “proteinas associadas a fertilidade”, dando inicio
as pesquisas com proteinas do plasma seminal. Nos mamiferos, este grupo de proteinas do
plasma seminal se ligam ao espermatozoéide, sendo conhecidas como BSP-A1, BSP-A2, BSP-
A3 e BSP-30KDa, que possivelmente induzem as alteragdes moleculares na membrana

plasmatica, essenciais para a capacitacao (Therien, et al. 1998; Bergeron, 2004).
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O presente estudo teve o objetivo de avaliar o efeito da sazonalidade, inverno e verao,
sobre as proteinas do plasma seminal, por meio da eletroforese SDS-PAGE em touros

Tabapua criados extensivamente.

MATERIAL E METODOS
Animais e local do experimento

Foram utilizados 11 touros da raca Tabapud (Bos taurus indicus), com idade média de
30 meses, criados extensivamente em uma propriedade, no municipio de Presidente Prudente,
SP — Brasil, sendo mantidos em pasto de Brachiaria decumbens, com sal mineral e dgua “ad
libitum”.

Os touros foram submetidos as avaliacdes clinicas e espermaticas, para efeito de

selecdo para monta natural, segundo normas do Colégio Brasileiro de Reproducao Animal

(CBRA, 1998).

Colheita e processamento do sémen

Duas colheitas de sémen foram efetuadas em todos os touros, pelo método da
eletroejaculacdo, perfazendo 22 amostras. O intervalo entre as colheitas foi de 120 dias, sendo
a primeira realizada no inverno e a segunda no verao.

Apos as avaliagcdes dos aspectos qualitativos e quantitativos do sémen, as amostras
foram centrifugadas a 1.500g por 15 minutos, e ImL do plasma seminal separado e estocado
em tubos devidamente identificados e armazenados a 20°C negativos, para a posterior
realizacdo das analises por meio da eletroforese SDS-PAGE, com extragdes ¢ quantificagdes
das proteinas foi feita segundo Laemlli (1970) e Bradford (1976), respectivamente.

A extragdo de proteina foi realizada com a utilizacdo de tampao, composto por: 6,25
mM Tris HCI pH 6,8, 20% glicerol, 5% SDS e 2% mercaptoetanol e agua destilada (13,6 mL)
na propor¢ao 1:5 (v:v). As amostras foram aquecidas até a ebuli¢@o, durante trés minutos. As
proteinas foram quantificadas conforme Bradford (1976). As amostras de proteinas foram
aplicadas na quantidade de 3,5 pg por animal.

A corrida eletroforética foi iniciada a 50 V por 30 minutos e, posteriormente, a 16 mA,
até que a banda de frente atingisse 1 cm da borda inferior do gel. Os géis foram fixados em
isopropanol: 4cido acético: dgua e revelados em 4cido acético 10%, com 2% de Coomassie
blue R-250, até a visualizagcdo das bandas. As imagens foram capturadas com a utilizacao de

transluminador e camera digital CCD.
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O modelo matematico utilizado foi:

Xjj=m+ ¢+ ¢j

sendo:

xij = valor observado no grupo i e repeticdo j; m = média geral; c; = efeito da colheita
e;; = efeito do acaso

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F (Banzatto e Kronka, 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Perante as avaliagdes clinicas e espermaticas, para efeito de selecdo para monta
natural, segundo normas do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 1998), o
perimetro escrotal médio foi de 29,90 cm e 34,30 cm no inverno e verdo, respectivamente,
resultado esse similar as médias de 32,2 cm descritas por Pineda et al. (2000); de 35,54+2,96
c¢m no inverno; e de 34,61£3,26 cm no verdo, relatada por Chacur e Machado Neto (2007) em
touros limousin, com idades de 24 meses, sendo as mesmas classificadas como boas para a

faixa etdria de 21 a 30 meses, segundo a classificagdo andrologica de touros Bos taurus taurus

(CBRA, 1998).

O vigor espermatico revelou médias e desvios - padrao, com diferenca significativa
(P<0,01) de 2,09mL e 1,76mL no inverno e verao, respectivamente. Para os defeitos menores
(Dm) e totais (Dt) houve diferenca significativa (P<0,05), (Dm) 14,99 % e 20,84 % no

inverno e verao, respectivamente e para (Dt) foi de 25,14 % no inverno e 32,81 % no verao.

Silva et al. (1991a,b), quando avaliaram nas racas Nelore e Fleckvieh a influéncia da
época do ano, para as caracteristicas do PE, para volume, motilidade, vigor e concentragao,
concluiram que, na época chuvosa (janeiro a maio), o volume foi de 4,5+ 0,37mL, motilidade
73,4+ 1,54% e vigor 3,7+ 0,07, significativamente maior (p<0,05) do que na seca. Mas, em
contrapartida, a concentragdo do ejaculado 1,7x10°/mL mostrou-se inversamente proporcional
ao volume, apresentando-se menor (p< 0,05) na época chuvosa.

Os pesos médios foram de 355,5 Kg no inverno e de 509,1 Kg no verdo, revelando
crescimento dos animais durante o periodo experimental. No inverno, o peso médio dos
touros foi inferior @ média de 434 kg descrita em Brangus por Lopez ef al. (2007) aos 13

meses de idade.

As caracteristicas do sémen: volume, motilidade, vigor, defeitos maiores, menores e

totais, nas estacdes do inverno e verdo sdo apresentadas na tabela I. Com relagdo ao
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espermograma, no verdo 8/11 (72,72%) dos touros, apresentaram defeitos maiores acima do

limite de 10% preconizado pelo CBRA em 1998, com valores entre 14% e 34%.

A despeito de os animais zebuinos estarem mais adaptados aos climas quentes, em
relacdo aos taurinos, sugere-se que, no verao, as altas temperaturas reflitam, de forma direta,
na termorregulagdo testicular, resultando em acréscimo dos defeitos espermaticos maiores e
menores. Na mesma linha de raciocinio, devido ao acompanhamento do quadro espermatico
dos touros durante diferentes épocas do ano, a elevacdo dos defeitos espermaticos, no verao, ¢
constantemente relatada por centrais de inseminagao artificial.

Outros trabalhos descrevem que as altas temperaturas, nos testiculos, reduzem a
qualidade do sémen produzido, ocasionando o aumento das patologias espermaticas e a
diminui¢do da motilidade, do vigor e de espermatozdides vivos, devido a depressdo da
espermatogénese nos touros. Além disso, pode apresentar reducdo do volume do ejaculado e

alteracdo da concentragdo espermatica (Van Demark, et al, 1970; Gabaldi, 2000).

LOCAL PARA INSERIR-SE A TABELA 1.

As proteinas do plasma seminal foram observadas nas amostras colhidas no inverno e
verdo, por meio de eletroforese SDS-PAGE, sendo visualizadas cadeias polipeptidicas com
pesos moleculares entre 6 KDa e 125 KDa, conforme a tabela II. Dentre as bandas protéicas
identificadas nas esta¢des do ano, as percentagens de ocorréncia estiveram entre 9,09% e
100%, com variagdes entre os animais estudados.

Os resultados revelaram a presenca da proteina de 6KDa em dez animais dos Onze, no
verdao (90,90%), e, em nove dos onze, no inverno (81,81%). Wempe et al. (1990) relataram
que a proteina “seminalplasmin”, de 6 KDa, tem atividade antimicrobiana, capta ions Ca*+
para o espermatozoide nos epdidimos dos bovinos, e inibe a proliferacdo de linfocitos.
Sugere-se que a alta percentagem da presenga dessa banda protéica esteja mais relacionada

com a atividade antimicrobiana do que com a estagdo do ano.

Proteinas de 9KDa foram identificadas, na presente pesquisa, em 90,90% das amostras
no inverno, ¢ 72,72% no verdo; e de cadeias polipeptidicas com pesos de 12 Kda, com
frequéncia de 63,63%, no inverno, e de 45,45% no verdo. Supde-se que as proteinas de 9 KDa
e 12 KDa sejam do grupo das espermadesinas. Essas duas bandas apresentaram maior

incidéncia no inverno, estagdo onde todos os touros apresentaram quadro espermatico
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satisfatorio. Bandas protéicas de 9 KDa e 12 KDa sdo classificadas como espermadesinas,
conferindo alta fertilidade aos touros (Romao, 2002).

Foram encontradas, com menos freqiiéncia, proteinas de 13KDa em 9,09% das
amostras no verdo e de 45,45% no inverno. Trabalhos descrevem a proteina de 13 KDa como
PDC-109, conferindo alta fertilidade aos touros, agindo, de forma direta, no metabolismo dos
espermatozodides (Desnoyers, 1994). No presente estudo, a qualidade do s€émen foi superior no
inverno.

No verdo, houve maior visualizacdo de uma banda protéica de 17 KDa em 63,63% das
amostras, que, no inverno 27,27%. Conforme Veirula (1983), esta proteina atua como fator
decapacitante para o espermatozodide, levando a queda da fertilidade em bovinos. Sugere-se
que a banda de 17 KDa e o aumento das patologias espermaticas possam ser concomitantes.

No inverno e no verdo, ndo foi observada oscilagdo na presenca da banda protéica de
20 KDa, verificada em trés touros, perfazendo 27,27%. Essa proteina pode ser responsavel
pela recuperacao da permeabilidade da membrana espermatica, depois de ser submetida ao
choque térmico pelo frio (Barrios et al, 2000). Em taurinos, a proteina de 20 KDa esteve
presente em 100% das amostras de plasma seminal, em reprodutores Limousin, nas mesmas
estagoes do ano (Chacur et al., 2004; Chacur ¢ Machado Neto, no prelo).

A eletroforese revelou a presenga de uma proteina de 26 KDa, identificada em 54,54%
das amostras, no inverno, e em 100%, no verao, sendo evidente a maior incidéncia no verao,
similar aos resultados encontrados por Chacur e Machado Neto (2007) em taurinos. No
presente estudo, oito (72,72%) dos touros apresentaram quadro espermatico insatisfatorio no
verdao, com defeitos maiores acima de 10%, na presenca da banda de 26 KDa. Por outro lado,
no inverno, quatro (36,36%) desses mesmos animais, com a banda de 26 KDa, tinham os
aspectos qualitativos e quantitativos do sémen dentro dos padroes.

Essa proteina de 26 KDa tem sido alvo de estudos por conferir baixa fertilidade aos
touros, quando presente no plasma seminal (Killian, 1999; Roncoletta et al, 1999; Chacur et
al, 2003 e 2006b). Por outro lado, Sorrentino et al. (1998) relatam que a mesma possui a
funcdo de transportar o 4cido retindico, necessdrio para manter a espermatogénese. Ja
Thedeschi et al.(2000) citaram haver ligagao na superficie do espermatozoide, no momento da

ejaculagdo, denominando-a como proteina Z-13.

LOCAL PARA INSERIR-SE A TABELA 1II.
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A proteina de 35 KDa esteve presente em 36,36% dos animais, no inverno, € em
63,63%, no verdo. Segundo a literatura consultada, a banda de 35 KDa ¢ responsavel pela
alteracdo lipidica da membrana espermatica, inibindo a reacdo acrossdmica (Brandon, 1991).
Supostamente, as altas temperaturas do verdo interferem na reacdo acrossdmica, evento esse
necessario no processo do transporte dos espermatozoides.

Uma banda protéica de 40 KDa foi identificada em dois animais no inverno.Outra
banda protéica apresentou peso de 44 KDa, estando presente em 18,18% dos touros, no
inverno, e em 72,72%, no verdo. Vierula (1983) relatou que as proteinas de 40 KDa e 44 KDa
participam da reag¢do acrossdmica.

A banda de 55 KDa esteve presente em 63,63% dos animais, no inverno, reduzindo
sua presenga, no verao, para 27,27%. A banda protéica de 55 KDa esteve ausente no inverno e
presente em 44,44% dos touros Limousin, no verdo (Chacur et al., 2004; 2006a).

Acdo benéfica da proteina de 55 KDa sobre a qualidade do sémen ¢ descrita,
pertencente ao grupo das osteopontinas, identificada como uma das proteinas de fertilidade
em touros de origem leiteira, presente no fluido das glandulas sexuais acessorias (Moura et
al., 2006). Essa proteina modula a fungdo celular pelos receptores e modifica as
caracteristicas da membrana plasmatica do espermatozdide, favorecendo a fertilidade, além de
participar da capacitacdo espermatica (Killian et al., 1993; Morani, 1998; Cancel, 1999;
Gerena, 2000).

Observou-se, no presente trabalho, uma proteina de 66 KDa, identificada em dois
touros (B e D), no inverno, ¢ em quatro animais (D, H, I e K), no verdo. A literatura descreve
essa banda e a denomina albumina (Morani, 1998; Killian, 1999). Segundo relatos de Jobim
et al. (2002), a mesma auxilia na gametogénese e no metabolismo das células de Sertoli.

Uma banda de 75 KDa foi visualizada em 54,54% dos touros, no inverno € no verao.
A proteina chamada de SP-2 possui peso de 75 KDa, sendo que sua presenga esta relacionada,
de forma negativa, com a fertilidade (Brandon ez al., 1999).

A eletroforese revelou a existéncia da proteina de 80 KDa, provavelmente a
lactoferrina, encontrada, comumente, no plasma seminal de garanhdes (Inagaki, 2002). Atua
como antioxidante, protegendo a membrana plasmatica dos espermatozoéides (Fouchecourt et
al., 2002). Essa proteina esteve presente em um touro (9,09%), no inverno, e, em quatro
animais (36,36%), no verao.

No inverno, 27,2% dos animais e, no verdo, 18,18% apresentaram a proteina de
85KDa. A osteopontina, com 85 KDa, estd relacionada com a agdo do calcio que ativa o

espermatozdide e atua na reacao do acrossoma (Vierula, 1983).
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Observou-se uma banda de 105 KDa em quatro touros (36,36%), no inverno, € em trés
(27,27%), no verdo. Essa proteina, segundo Gatti ef al, 1999, foi encontrada na regido do
epididimo, que influencia a motilidade espermatica.

A eletroforese identificou uma proteina de 125 KDa, presente em 81,81% dos touros,
no inverno, € em 90,90%, no verdo. Na literatura consultada, ndo ha relatos dessa banda
protéica. As bandas protéicas de 6 KDa, 9 KDa e 125 KDa apresentaram, nas duas estagdes,
as maiores percentagens dentre todas as bandas identificadas, o mesmo ocorrendo com a
banda de 26 KDa no verdo. Novas investigacdes, nas diferentes ragas, faixas etarias e épocas
do ano s3o necessarias para uma melhor compreensao dos fatores que levam a oscilagdo na
presenca das proteinas do plasma seminal, na espécie bovina.

Como resultado do estudo da influéncia da estagdo do ano sobre as proteinas do
plasma seminal de touros Tabapua, conclui-se que: as estacdes de inverno e verdo revelaram
influéncia na percentagem de bandas protéicas, com pesos especificos, e tem influéncia na
composi¢ao protéica do plasma seminal.

As estacdes do ano podem influenciar na presenga ou auséncia de proteinas do plasma

seminal, entretanto isso ndo tem relacdo direta com a qualidade espermatica.
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Tabela I. Caracteristicas do sémen durante o inverno e verdao, em touros Tabapua.
(Semen characteristics during winter and summer in Tabapua bulls).

lheita Volume Motilidade  Vigor Defeitos Defeitos  Defeitos
cothe (mL) (%) (1a5) maiores menores totais (%)
(%) (%)
inverno 3,89a 56,00 a 2,09 a 19,05 a 14,99 b 25,14 b
verao 551 a 49,61 a 1,76 b 2293 a 20,84 a 32,81 a
Teste: F
colheitas 2,26 337" 14,65%%  0,89™ 6,46* 430 *
NS

— ndo significativo (P>0,05); * - significativo (P<0,05); ** - significativo (P<0,01)

a, b - em cada coluna, para cada colheita, médias com a mesma letra ndo diferem (P>0,05).

Tabela II. Percentagens de ocorréncia de bandas protéicas especificas no plasma seminal de
touros Tabapuad, nas estagcdes do inverno e verdo. (Occurrence percentages of
specific proteic bands in bulls seminal plasma in winter and summer stations).

Touros Proteinas Inverno (n=11) Verdo(n=11)
(KDa)

A,B,C,D,E,F,H, 1,J],K, 6 9/11 (81,81%)  10/11(90,90%)
A,B,C,D,E,F,G,H,J,K 9 10/11(90,90%)  8/11(72,72%)
D,E,F,H,LJ,K 12 7/11(63,63%) 5/11(45,45%)

A,B,C,D,E 13 5/11(45,45%) 1/11(9,09%)
A,B,C,E F,G,J 17 3/11(27,27%) 7/11(63,63%
A,D,E, F,J 20 3/11(27,27%) 3/11(27,27%)
A,B,C,D,E,F,G,H, 1, J, 26 6/11(54,54%) 11/11(100%)
A, B, C, E,Ié, HLJ K 35 4/11(36,36%) 7/11 (63,63%)
A,B,E,F,G,H,J,K 44 2/11(18,18%) 8/11(72,72%)
A,C,D,E,F,H, 1LJ 55 7/11(63,63%) 3/11(27,27%)
B,D,H,[,K 66 2/11(18,18%) 4/11(36,36%)
A,C,D,E,F,[L],K 75 6/11(54,54%) 6/11(54,54%)
A,B,C, 1 80 1/11(9,09%) 4/11(36,36%)
A,CFL]J 105 4/11(36,36%) 3/11(27,27%)
A,B,C,E,F,G,H,LJ,K 125 9/11 (81,81%)  10/11(90,90%)
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RESUMO

A proposta deste estudo foi investigar a influéncia do probiodtico (Proenzime®) no peso,
perimetro escrotal e espermograma de touros Tabapud. Duas amostras de sémen de 21 touros
Tabapua, com idades de 30 meses, foram colhidas nos dias 0 e 120 por eletroejaculagao,
totalizando 42 amostras. Os touros foram divididos em grupo 1 (G1)=10 (controle) e grupo 2
(G2)=11 (grupo probidtico: 4g/animal/dia, durante 120 dias). Houve diferencga (P<0,01) entre
as colheitas (C1 e C2) nos grupos gle G2, respectivamente, para: perimetro escrotal (G1 - Cl1:
30,50 cm e C2: 33,55 cm; G2 - C1: 29,90 cm e C2: 34,30 cm) e peso (G1 - C1: 362,70 kg e
C2: 509.60 kg; G2 - CI: 355.50 kg e C2: 509.10 kg). Houve diferenca (P<0.05) entre
colheitas (C1 e C2) nos grupos G1 e G2, respectivamente, para: defeitos menores (G1 - CI:
13,84 % e C2: 21,79 %; G2 - C1: 14,99 % e C2: 20,84 %) e defeitos totais (G1 - C1: 22,29 %
e C2: 29,24 %; G2 - Cl1: 25,14 % e C2: 32,81 %). Os resultados demonstram que, entre os
grupos, ndao houve alteragdo significativa das caracteristicas seminais.

PALAVRAS-CHAVE: Zebu, touros, probiotico, perimetro escrotal, sémen.

PROBIOTIC INFLUENCE UPON WEIGHT, SCROTAL PERIMETER AND SPERMIOGRAM IN
TABAPUA BULLS (Bos taurus indicus)

ABSTRACT

The purpose of this study was the investigates of one probiotic (Proenzime®) influence upon
weight, scrotal perimeter and spermiogram in Tabapua bulls. Two ejaculated samples from 21
Tabapua bulls, aging 30 months, were collected (day 0 and day 120) by electroejaculation,
totalizing 42 samples. The bulls were, divided in group 1 (G1) =10 (control) and group 2
(G2)=11 (probiotic group: 4g/animal/day, during 120 days). There was difference (P<0.01)
between collects (C1 and C2) in the groups G1 and G2, respectively: scrotal perimeter (G1 -
C1: 30.50 cm and C2: 33.55 cm; G2 - C1: 29.90 cm and C2: 34.30 cm) and weight (G1 - C1:
362.70 kg and C2: 509.60 kg; G2 - C1: 355.50 kg and C2: 509.10 kg). There was difference
(P<0.05) between collects (C1 and C2) in the groups Gl and G2, respectively for minor
defects (G1 - C1: 13.84 % and C2: 21.79 %; G2 - C1: 14.99 % and C2: 20.84 %) and total
defects (G1 - C1: 22.29 % and C2: 29.24 %; G2 - C1: 25.14 % and C2: 32.81 %). The results
shown allowed the conclusion that there were no significant alterations between groups for

the seminal characteristics with the use of probiotic.
KEY WORDS: Zebu, bulls, probiotic, scrotal perimeter, semen.
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INTRODUCAO

Probidtico ¢ um suplemento alimentar que contém microrganismos vivos, produtores
de efeitos benéficos no hospedeiro (MOTA et al., 2006), estabiliza a popula¢do da microbiota
do aparelho digestorio e melhora a conversdo alimentar (AVILA et al., 2000). O “Food and
Drug Administration” (FDA) define probidtico como fonte de microrganismos, que pode ser
adicionada a alimentacao dos animais (LOODY, 2002).

Existem poucos trabalhos sobre o efeito do probiodtico na fertilidade dos machos,
sendo relatado que, em fémeas, o Lactobacillus sp previne a metrite no pés-parto (OTERO &
NADER-MACIAS, 2006). Nos bovinos, o probidtico atua como imunoestimulante,
aumentando a resisténcia as doencgas infecciosas (LEEDLE, 2000; CHUKEATIROTE, 2003;
COPPOLA & GIL-TURNES, 2004; SAAD, 2006). Atua como promotor de crescimento e
ganho de peso (ALVES et al., 2000; JORGE et al., 2006).

A habilidade para a seleg¢do de touros com alta fertilidade resulta na producao de doses
de sémen com qualidade superior, aumentando a taxa de concep¢do. Normalmente, a analise
do sémen ¢ realizada, considerando-se as caracteristicas qualitativas e quantitativas, nem
sempre resultando na selecdo de touros férteis (CHACUR & MACHADO NETO, 2007). Por
monta natural, um touro fértil deixa cerca de 120 a 400 descendentes, quando selecionado por
meio da avaliacdo andrologica. Utilizando-se a inseminagdo artificial, esse niumero pode
ultrapassar os 100.000 descendentes, demonstrando a importancia de se utilizarem individuos
com caracteristicas desejaveis, conforme normas da Associagdo Brasileira de Inseminagdo
Artificial (ASBIA, 2003).

Um dos parametros morfométricos tradicionais na sele¢do de touros € o perimetro
escrotal (PE), facilmente mensuravel e de alta repetitividade. Este permite estimar-se o
potencial reprodutivo de machos jovens, por estar associado ao desenvolvimento testicular, a
produgdo diaria de espermatozoides e a puberdade (SMITH, 1989; SILVA, 1993; PINEDA et
al., 2000). A presenga de um maior volume testicular, por unidade de peso corporal, foi
relatada em animais precoces, com peso aproximado de 300kg e idades entre 8 e 30 meses
(FIELDS, 1979). O perimetro escrotal e a qualidade do ejaculado, em touros jovens, tém sido
importantes para a selegdo de animais com maior potencial para a producdo qualitativa e

quantitativa de sémen e, conseqiientemente, melhor fertilidade (PINHO, 2000).
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O objetivo do presente estudo foi o de avaliar-se a influéncia do probidtico
(Proenzime®) no peso corpdreo, perimetro escrotal e espermograma em touros da raca

Tabapua, criados extensivamente.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 21 touros da raca Tabapud, com idade média de 30 meses, divididos
em dois grupos: grupo 1 (G1) = 10 (controle) e grupo 2 (G2) = 11 (tratados com probiotico -
Proenzime®), criados extensivamente na regido de Presidente Prudente — SP, em pasto de
Brachiaria decumbens, com sal mineral e a4gua “ad libitum”.

Os touros foram classificados por avaliagdes clinicas e espermaticas, para efeito de
selecdo para monta natural, segundo normas do Colégio Brasileiro de Reprodugdao Animal
(CBRA, 1998). Apds a mensuracdo do perimetro escrotal (PE), os ejaculados colhidos
foram analisados macroscopicamente, quanto ao volume, cor e aspecto; e,
microscopicamente, quanto a motilidade espermatica progressiva, vigor ¢ morfologia, por
meio de microscopio de contraste de fase, com camara de video CCD, nas dependéncias do
Laboratério de Reproducdo Animal da FCA-Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE),
Presidente Prudente - SP.

Duas colheitas de sémen foram efetuadas, em todos os touros, pelo método da
eletroejaculacdo, perfazendo 42 amostras. A primeira colheita foi realizada em setembro,
antes do inicio do fornecimento do probiotico (dia zero), com inicio imediato da adigcdo de 4g
do probidtico (Proenzime®) por animal / dia, no grupo 2 (tratado), conforme posologia do
fabricante. Durante 120 dias consecutivos, o produto foi servido diariamente, em cocho
coberto, observando-se a total ingestdo didria pelos touros. Transcorrido esse periodo, foi
realizada, em janeiro (dia 120), a segunda colheita de s€émen em todos os animais.

Os dados experimentais foram analisados em esquema fatorial inteiramente
casualizado, com os fatores: grupos (1 e 2) e colheitas (I e 2), com numeros iguais ou
diferentes de repeti¢des, conforme a variavel considerada.

Modelo matematico:
X =m+g, +C, +(ge)y te iik
Sendo:

X y = valor observado no grupo i, colheita k e repeti¢éo j; m = média geral; g ; = efeito do

grupo i; c = efeito da colheita k; (g c) i = efeito da interagdo entre o grupo i e a colheita k;
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e jjk = efeito do acaso
Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, com 42 repeticdes. Os dados

foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F (BANZATTO & KRONKA, 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, houve aumento do perimetro escrotal (PE) médio didrio de
0,0338cm para o G1 e de 0,0488cm para os animais do G2, perfazendo um total de 9,09% e
12,82% de acréscimo para o PE dos grupos 1 e 2, respectivamente. Frente a mensurag¢do do
PE, houve diferenca significativa (P<0,01) entre as colheitas do grupo 1 (30,50 cm e 33,55
cm) e do grupo 2 (29,90 cm e 34,30 cm), observada na Tabela 1. Todavia ndo houve
diferenca significativa entre os grupos 1 e 2.

O perimetro escrotal, em touros, ¢ um parametro obtido com praticidade e
repetitividade, apresentando relagdo com o peso e a idade. As médias obtidas, no presente
estudo, para o PE, variaram entre 29,90 cm e 34,30 cm. Segundo a classificagdo androldgica
de touros Bos taurus indicus, baseado no PE, para a faixa etaria de 30 meses, os animais
classificam-se como muito bons, segundo FONSECA et al. (1997); semelhantes as médias de
32,2 cm descritas por PINEDA et al. (2000) e de 34,0cm relatada por CHACUR et al.
(2006¢), na faixa etaria de 48 meses, em Nelores criados, no Centro-Oeste do Brasil.

Foi observado desenvolvimento corporal satisfatorio dos touros, no presente
experimento, similar as observagdes de EVANS (1996), sugerindo que a maturidade sexual
estd mais intimamente relacionada ao peso do animal do que a idade, sofrendo a influéncia de
fatores, como raga, heterose, balanceamento hormonal e manejo.

Houve acréscimo de peso médio diario de 1,63kg para o G1 e de 1,70kg para os
animais do G2, perfazendo um total de 28,76% e 30,17% de acréscimo para os grupos 1 e 2,
respectivamente. Para o peso corpéreo, houve diferenga significativa (P<0,01) entre as
colheitas do grupo 1 (362,70 kg e 509,60 kg) e do grupo 2 (355,50 kg e 509,10 kg), ilustrada
na Tabela 1. A diferenga observada, supostamente estd relacionada ao ganho de peso obtido
no periodo experimental, totalizado em 90 dias. Os ganhos de peso dos animais, nos dois
grupos, demonstram que os mesmos tiveram acesso a alimentacdo, com quantidade e
qualidade satisfatorias, levando-se em consideracdo que o experimento foi conduzido, em sua

maior parte, na estagdo do inverno e verdo (setembro a janeiro).
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TABELA 1. Médias, desvios-padrdo e coeficientes de variagdo no grupo 1 (n = 10) e grupo 2
(n = 11), para perimetro escrotal (PE), volume do ejaculado, peso, motilidade, vigor, defeitos

maiores, defeitos menores e defeitos totais em touros da raca Tabapuad, Presidente Prudente —

SP.
Motilidade (%) Vigor Defeitos Defeitos Defeitos Totais
otilidade
grupo colheita PE Volume Peso ’ (1a5) Maiores (%)  Menores (%) (%)
(cm) (mL) (kg)
arcsen v% /X +1 arcsen4% arcsen+% arcsen v%
1 1 30,50bA  290aA 362, 70b A 53.03a A 204aA 16,45a A 13,84 b A 2229b A
1 2 3355aA 3,57aA  50960aA 4495a A 1,80a A 17,96 a A 21,79a A 2924a A
2 1 2990bA  3.89aA  355550b A 56,00 a A 2,09a A 19,052 A 14,99 b A 25,14b A
2 2 3430aA  55laA 509,102 A 49,61 a A 1,76 b A 2293aA 20,84 a A 32.81aA
Teste F:
GRUPOS (G) 0,01 M 3,69 N8 0,11 0,94 NS 0,00 N 1,75 N 0,00 N 0,83 N
COLHEITAS (C) 31,57 ** 226 170,53 ** 3,370 14,65 ** 0,89 N 6,46 * 430 *
INTERACAO
. f 1,04 039" 0,09 N 0,05 N 0,42 N 0,178 0,158 0,01 M
X
Desvio padrio 2,10 2,41 36,38 11,93 0,23 7,45 7,06 9,17
C.V. (%) 6,55 60,71 8,38 23,44 11,98 39,01 39,53 33,50

NS _ndo significativo (P>0,05) * - significativo (P<0,05)  ** - significativo (P<0,01)
a, b — em cada coluna, para cada grupo, médias de colheitas com a mesma letra mintscula ndo diferem (P>0,05).

A - em cada coluna, para cada colheita, médias de grupos com a mesma letra maitscula ndo diferem (P>0,05).

As percentagens de ganho de peso obtidas nos grupos do presente estudo foram
superiores as relatadas por ALVES et al. (2000) e JORGE et al. (2006), com 22% e 25%,
respectivamente, para bovinos confinados; ¢ RASTEIRO et al. (2006), com incremento de
19,4% no peso dos bovinos em pastejo extensivo, no periodo de seca. Por outro lado,
inferiores ao de ARENAS et al. (2007), verificando 33,3 % de acréscimo no peso.

Para a motilidade espermatica progressiva, ndo houve diferengas significativas entre as
colheitas (1 e 2) e grupos 1 e 2 (Tabela 1). Supostamente, o metabolismo espermatico dos
zebuinos do presente estudo mostrou-se mais eficiente em relagcdo aos taurinos da raga
Limousin (CHACUR et al. 2006b) e em touros Canchim, para o mesmo periodo do ano

(CHACUR et al. 2006).
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Nao houve diferenca significativa entre as médias de peso entre os grupos. Supde-se
que a formulagdo do probidtico Proenzime® nao seja especifica para ganho de peso, quando
fornecido a touros em regime de criagdo extensiva.

Com relagdo ao espermograma, todas as amostras de sémen dos dois grupos
experimentais revelaram as seguintes caracteristicas macroscopicas: coloragcdo branco-
marmoéreo e aspecto viscoso, ndo sendo verificada qualquer variagdo entre as colheitas e
grupos. Por outro lado, o vigor espermatico revelou médias e desvios- padrao, com diferenca
significativa (P<0,01) entre as colheitas do grupo 2: 2,09 e 1,76 (Tabela 1). No grupo 1, ndo
houve diferenca para o vigor espermatico. Supostamente, o aumento da temperatura ambiente,
no periodo da segunda colheita de sémen, tenha influenciado nesse parametro. Por outro lado,
vigor espermdtico médio de 4,3 foi relatado para Nelores, na primavera, sugerindo uma

melhor adaptagdo dos zebuinos ao clima quente (CHACUR et al., 2006).

Para os defeitos menores (Dm) e totais (Dt) houve diferenga significativa
(P<0,05) entre as colheitas para os dois grupos, sendo: grupo 1 (Dm) 13,84 % e 21,79 %;
grupo 2 (Dm) 14,99 % e 20,84 %. Para (Dt) no grupo 1 (22,29 % e 29,24 %) e grupo 2 (Dt)
25,14 % e 32,81 % (Tabela 1), resultados esses superiores aos defeitos menores descritos, em
Nelores, por Chacur et al. (2006), com valores de 9,91% e 8,36%, nas variedades padrdo e
mocho, respectivamente. Por outro lado, similar aos defeitos menores relatados por Chacur e
Machado Neto (2007) em 21,80%.

Para os defeitos totais, o presente estudo revelou percentagens superiores as de
13% na raga Gir (MARTINEZ, 2000); 28% a 31% em bovinos mesti¢os (SILVA et al. 1991);
de 13% a 14% em touros Nelore (CHACUR et al. 2006); e de 13% a 16,5% para as racas
Canchim e Nelore, respectivamente (BARBOSA et al., 1991).

No presente trabalho, os defeitos menores foram superiores aos relatados, nas
mesmas estagdes do ano, por Chacur e Machado Neto (2007), com 6,18% no inverno e
21,80% no verao.

Supostamente, os defeitos menores e totais foram superiores no verdo, devido
a a¢do da temperatura ambiente, bem como da inatividade sexual dos touros.

Nao houve diferenca significativa (P>0,05) entre as colheitas nos grupos para volume,
motilidade e defeitos maiores (Tabela 1). O volume dos ejaculados foi semelhante ao descrito
por SILVA et al. (2002), de 4,0 mL, e inferior aos 12 mL citados por MARTINEZ et al.
(2000), estando esse aspecto quantitativo sujeito a variagdes, principalmente quando se trata

do método de coleta por meio da eletroejaculagao.
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A caracteristica motilidade espermatica, do presente estudo, apresentou médias
inferiores, nas colheitas (C1 e C2), nos grupos Gle G2, respectivamente, para motilidade (G1
- CI: 53,03% e C2: 44,95%; G2 - C1: 56,00 % e C2: 49,61%), as relatadas por SILVA
(1993), com 65,3%; SARREIRO (2002), obtendo 62,7% em touros zebuinos; e CHACUR et
al. (2006¢), com média de 75% em Nelores, na pré-estagdo de monta. No presente trabalho, as
médias para as percentagens de defeitos maiores, foram superiores ao limite de 10%,
preconizado pelo Colégio Brasileiro de Reprodu¢do Animal (CBRA, 1998). Sugere-se que a
baixa temperatura ambiente do inverno, associada a inatividade sexual dos touros, durante o
periodo experimental, possa ter influenciado na percentagem de defeitos maiores, os quais

apresentaram médias minima e maxima de 16,45 % e 22,93 %, respectivamente.

A morfologia espermadtica, supostamente, ¢ influenciada pelos constituintes protéicos
do plasma seminal, os quais variam conforme a estagao do ano, repercutindo na fertilidade de
touros Limousin, criados em regime semi-intensivo (RABESQUINE et al. 2003; CHACUR et
al., 2004 e 2007); na raga Canchim, aos 14 ¢ 48 meses de idade (CHACUR et al. 2006), € na
raga Nelore, criada extensivamente (SANCHEZ et al., 2004; CHACUR et al., 2006c¢).

A utilizag@o de probiodticos em bovinos ¢ uma opcao para suplementa-los na época da
seca, devendo ser objetivo de um maior nimero de estudos para a padronizagdo de protocolos

nutricionais para reprodutores criados de forma extensiva.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstraram que o probidtico Proenzime® nio ocasionou
efeito deletério no espermograma dos touros, podendo ser fornecido a reprodutores. O
probidtico utilizado ndo demonstrou acdo promotora para o ganho de peso e aumento do

perimetro escrotal, para touros criados extensivamente.
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