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CAPITULO |
Revisdo de Literatura
Puberdade e a qualidade do plasma seminal sob
acdo de hormdnios e proteinas locais

Resumo

A expressividade e acdo de alguns elementos do plasma seminal, como proteinas e hormdnios,
podem servir como marcadores para a fertilidade do sémen. Estudos tém demonstrado uma
associacdo entre proteinas no fluido seminal e a fertilidade, em razdo delas exercerem
importante papel na capacitacdo espermatica e na reacdo acrossdmica. Alguns fatores
enddcrinos e/ou locais podem estar associados a expressividade e/ou funcdo destas proteinas,
por auxiliarem nas condigdes espermaticas favoraveis a fecundacdo, destacando-se dentre elas a
insulina, a leptina e o fator de crescimento semelhante a insulina do tipo I, os quais podem
evidenciar diferencas entre animais associadas a estrutura e as condi¢des metabdlicas da célula
espermatica, podendo auxiliar na determinacdo da qualidade do plasma seminal. Assim, as
proteinas seminais associadas a condi¢cdo metabdlica da célula espermatica, influenciada por
estes hormdnios locais, podem servir de parametro de avaliacdo da condicdo reprodutiva do
macho.

Palavras-chave: BSP, metabolismo espermatico, puberdade.
Abstract

The expression and action of some elements of the seminal plasma, such as proteins and
hormones, may serve as markers for the fertility of semen. Studies have demonstrated an
association between proteins in seminal fluid and fertility, due the important role they plays in
sperm capacitation and acrosome reaction. Some endocrine and/or local factors may be
associated with expressiveness and/or function of these proteins, for assisting in the favorable
conditions to sperm fertilization. The is insulin, leptin and insulin-like growth factor type I, play
out standing because e they can reveal differences between animals associated with the structure
and metabolic conditions of sperm cells. Assisting in this way in determining the quality of
seminal plasma, demonstrating that the study of the seminal proteins associated with metabolic
condition of the sperm cell affected by these sites hormones may serve as an important criterion
for assessing the reproductive condition of the male.

Keywords: BSP, sperm metabolism, puberty.

1. Introducéo

Para a identificacdo de tourinhos precoces,
um acompanhamento androldgico criterioso
deve ser realizado nos animais a partir de
um ano de idade, em touros zebus, e a partir
dos seis meses em animais europeus. Sendo
considerados precoces aqueles animais que
atingirem 0S estadios de seu

desenvolvimento sexual, a puberdade e a
maturidade sexual, antes da idade média
para sua raca (Ferraz e Eler, 2007). E
possivel que a expressdo de alguns
elementos no plasma seminal, como
proteinas e hormonios, antes mesmo do
inicio da produgdo espermatica, possam
servir como marcadores para a precocidade
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sexual nos touros (Killian et al., 1993;
Bellin et al., 1996).

O plasma seminal é um fluido com papel
essencial para as fungdes espermaticas in
vivo, desde a ejaculacdo até a fecundacgdo
(Kraus et al., 2005). Durante o transporte
através do epididimo e na ejaculagdo, os
espermatozoides adquirem varias proteinas
oriundas do fluido epididimario e das
secrecOes das glandulas acessorias, além de
terem contato também com horménios
produzidos nos testiculos (Yanagimachi,
1994).

As proteinas sdo 0s constituintes organicos
encontrados em maior quantidade no
plasma seminal. Contudo, este meio
também apresenta sais minerais e
horménios que atuam juntamente a estas
proteinas, tendo importantes fungdes
fisioldgicas sobre as células espermaticas
(Jelinkova et al., 2003). Dentre as proteinas
encontradas no plasma seminal, destacam-
se aquelas com afinidade a heparina, que
possuem acdo na capacitacdo espermaética e
na reacao acrossdémica (Killian et al., 1993).
Ja entre os hormdnios presentes neste meio,
destacam-se a leptina, a insulina e o fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF),
por apresentarem papel primordial na
estrutura e motilidade  espermatica,
favorecendo a fecundacdo (Ahima et al.,
2000; Tena-Sempere e Barreiro, 2002).

Bellin et al. (1998) e Gnessi et al. (1997)
ressaltaram a importancia desses elementos
sobre a qualidade da célula espermatica,
podendo interferir tanto positiva quanto
negativamente na fertilidade, sendo
possivel que a expressdo de algum desses
produtos, neste meio, possa Servir como
marcador para a fertilidade por evidenciar,
primariamente, a qualidade seminal.

Desta forma, objetivou-se com esta revisdo
de literatura ressaltar os principais pontos
envolvidos na puberdade e nos eventos
funcionais da célula espermatica,
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associados a presenca de proteinas e de
alguns horménios como leptina, insulina e
IGF-I presentes no plasma seminal.

2. Revisdo de Literatura
2.1 Puberdade em touros

A habilidade para o animal entrar na fase
reprodutiva mais cedo reduz o intervalo de
geracfes e aumenta o ganho genético.
Contudo, animais puberes tém reduzida
producdo espermatica e baixa qualidade do
sémen, tendo baixo desempenho (Brito et
al., 2007). A maturagdo sexual é um
processo lento que é amplamente regulada
pela secrecdo das gonadotropinas e
esterdides, sendo expressa pelas
caracteristicas sexuais secundarias, as quais
podem ser utilizadas para estimar certos
padrdes reprodutivos de cada animal (Brito
et al., 2007).

Em touros, a puberdade é avaliada com
base no crescimento testicular e inicio da
producdo espermaética (Lunstra et al., 1978),
sendo definida como a idade na qual o
animal possui um ejaculado contendo pelo
menos 50x10° de espermatozoides com no
minimo 10% de motilidade linear (Wolf et
al., 1965).

A eficiéncia da espermatogénese e,
consequentemente, da producéo
espermatica e qualidade do sémen, devem
melhorar  consideravelmente ap6s a
puberdade antes de o touro poder ser
utilizado para fins reprodutivos, processo
que requer, as vezes, poucos meses (Lunstra
et al., 1978). Contudo, até
aproximadamente trés anos apos o inicio da
puberdade o animal ainda passa por
melhoras quanto a qualidade seminal
(Barth, 2000). Com isto, a proporcdo de
touros Bos taurus com qualidade de sémen
satisfatéria que sejam capazes de passar por
avaliacdo androldgica aumenta até 12-16
meses de idade (Arteaga et al., 2001). J&
touros Bos indicus, sob as condicOes
tropicais, podem atingir a puberdade entre



16 e 17 meses de idade, tendo uma melhora
na qualidade seminal até depois dos 24
meses de idade. Contudo, os niveis séricos
de testosterona antes da puberdade
aumentam em padrdo similar aos Bos
taurus, no entanto, ocorre mais tardiamente
(Silva-Mena, 1995).

Além dos parametros utilizados por Wolf et
al. (1965) para a determinacdo do momento
da puberdade utiliza-se também a
circunferéncia escrotal, pois é em torno da
puberdade que os testiculos crescem mais
rapidamente e de forma quase linear
(Pimentel et al., 1984). De acordo com
Bergmann et al. (1998), os testiculos
crescem segundo curva sigmoide, com a
fase inicial mais lenta, seguida de um pico
gue coincide com a puberdade, havendo,
posteriormente, crescimento lento,
indicativo da maturidade sexual.

Touros zebus tém  desenvolvimento
testicular mais lento e tendem a alcangar a
puberdade mais tarde do que taurinos
(Galina e Arthur, 1991). Considera-se que
aos 18 meses de idade, a maioria dos
tourinhos zebus ja esteja em periodo pos-
pubere e a selecdo praticada para maiores
perimetros escrotais nessa idade esteja
associada ao maior peso corporal e,
possivelmente, a menor precocidade
reprodutiva em ambientes tropicais. Os
resultados de Quirino e Bergmann (1998)
também conduzem a raciocinio semelhante.
Estes dados se refletem no peso dos touros
zebus a puberdade, sendo mais pesados por
serem mais velhos (Nogueira, 2004).
Contudo, apesar das diferencas quanto a
idade média da entrada na puberdade entre
esses dois gendtipos, ndo existe diferenca
na secrecdo de LH induzida pela
administracdo de GnRH durante esta fase
(Chase et al., 1997).

Em touros jovens, o perimetro escrotal é
positivamente correlacionado com o peso
testicular (Willett e Ohms 1957), produgéo
espermatica (Hahn et al. 1969) e fertilidade

(Foote, 2003). A idade a puberdade varia
com a raga e/ou genétipo: em touros
Hereford ocorre entre 39 e 52 semanas de
idade; em touros Charolés entre 33 e 53
semanas de idade; touros Hostein entre 39 e
41 semanas de idade (Lunstra et al. 1978); e
em touros Nelore entre 51 e 67 semanas de
idade (Freneau et al., 2006).

Estudos relacionados a curva de
crescimento testicular de animais das ragas
européias criados em regides temperadas
indicam que uma Unica medi¢do a um ano
de idade seja suficiente para se avaliar o
desenvolvimento testicular. O perimetro
escrotal nesta idade apresenta
heredabilidade alta, com uma média de 0,50
e estd favoravelmente associada com a
idade a puberdade das meio-irmas destes
tourinhos, R =-0,39 (Morris et al., 1992).

As pesquisas realizadas no Brasil,
considerando  aspectos relacionados a
puberdade de animais zebus, salientam a
maior dependéncia de seu aparecimento
com o estado corporal do animal do que
com a idade. Diversos trabalhos sugerem
idades variando entre 10 e 12 meses para o
aparecimento da puberdade de machos
zebus, coincidindo com o periodo de grande
ganho em peso e associado ao rapido
crescimento testicular, aumento da secrecdo
de LH e inicio da espermatogénese (Castro
et al., 1989). Ainda no Brasil, Cardoso
(2002) determinou o inicio da puberdade de
machos Nelore entre os 10 e 12 meses de
idade. J& Castro et al. (1989) observaram
espermatozoides no ejaculado de tourinhos
Nelore, criados exclusivamente a pasto, aos
12-14 meses de idade, engquanto que Castro
et al. (1990) observaram, na mesma raca,
que a puberdade ocorreu aos 17 meses de
idade. Ja Unanian (1997) observou,
segundo a descricdo de Wolf et al. (1965), o
aparecimento da puberdade em machos
Nelore variando de 12,2 a 16,0 meses de
idade.
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No Brasil, a énfase da selecdo para
perimetro escrotal dos zebus tem sido para
a idade de 18 meses. Entretanto, Bergmann
et al. (1998), ao descreverem a curva de
crescimento do perimetro escrotal de
animais Nelore, encontraram ponto de
inflexdo aos 10,8 meses de idade. Segundo
0s autores, tal fato evidenciaria o maior
crescimento do parénquima testicular
ocorrendo préximo aos 12 meses de idade,
sugerindo o inicio do periodo pré-pubere.
Segundo Fitzhugh (1976), neste ponto da
curva de crescimento, a taxa de crescimento
é maxima, passando de funcdo crescente
para funcéo decrescente.

Foi sugerido que o momento da puberdade
era dependente da maturacao do hipotalamo
devido a hipéfise, as gbnadas e os tecidos
dependentes  de  esterOides  serem
responsivos a seus respectivos hormonios
tropicos antes da puberdade. Em bezerros %2
sangue, Hereford x Charolés, 0 momento da
puberdade variou de acordo com as
caracteristicas do inicio do aumento da
secrecdo de gonadotropinas; a puberdade
ocorreu mais cedo em bezerros que
apresentaram aumento na secregdo de
gonadotropinas em maior concentracdo e
precocemente (Evans et al. 1995). A
puberdade também foi acelerada pela rapida
aceleracdo da progressdo do aumento da
administracdo de gonadotropinas exogenas
(Chandolia et al., 1997). Contudo, é incerto
se 0 aumento transiente pds-natal na
concentracdo sérica de gonadotropinas é
suficiente  para acionar 0  rapido
desenvolvimento testicular ou o qudo é
importante a baixa das concentracfes de LH
e FSH.

E claro que touros que atinjam a puberdade
mais cedo terdo melhores chances de serem
selecionados como reprodutores do que
touros tardios. Melhor conhecimento dos
fatores que afetam o desenvolvimento
sexual permitira a indastria de gado
aperfeicoar o0 manejo de touros para reduzir
a idade a puberdade, melhorar a capacidade
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de selecionar touros no inicio da maturacdo
e, talvez, desenvolver tratamentos para
acelerar o inicio da puberdade (Brito et al.,
2007). Dentro destas novas perspectivas
podem ser citados alguns fatores como
hormonios e proteinas contidos no plasma
seminal que podem direta e indiretamente
influenciar a qualidade espermatica,
podendo servir como marcadores da
puberdade em touros.

2.2 Acdo da leptina nos testiculos
diminuindo a concentracao de
testosterona e a qualidade da célula
espermatica

O produto do gene da obesidade, a leptina,
é um hormonio plasmatico secretado pelos
adipdcitos que exerce papel chave na
regulacdo da ingestdo de alimentos, gasto
de energia e homeostase do peso corporal
(Friedman e Halaas 1998). A leptina
originalmente  foi proposta  como
sinalizadora de alca longa do tecido adiposo
com o nucleo hipotaldmico na regulagdo da
ingestdo de alimento em longo prazo.
Subsequentes pesquisas tém amplamente
validado esta hip6tese, provendo fortes
evidéncias que a leptina pode alterar a
ingestdo de energia por modular a producéo
hipotalamica de peptideos orexigénicos
(NPY e AGRP) e anorexigénicos (POMC e
CART). No entanto, os papéis propostos
para a leptina agora tém se expandido para
a regulacdo do metabolismo, crescimento e
reproducéo (Bradford et al., 2006).

Evidéncias indicam que o hipotdlamo é o
alvo priméario para a maioria das acles
deste hormdnio sobre o eixo reprodutivo.
Porém, baseado na caracterizacdo da
distribuicdo dos receptores e nos efeitos da
leptina em sistema in vivo, locais adicionais
para a acao do receptor deste hormonio tém
sido sugeridos, incluindo a hipofise, os
testiculos e os ovarios (Tena-Sempere et al.,
1999).



Existe diferenca, dependente do sexo, na
concentracdo plasmatica de leptina e na sua
expressdo de RNAm (Luukkaa et al., 1998).
Essa diferenga ndo se mostra simplesmente
explicada pela quantidade distinta de
gordura corporal entre 0s sexos. Enquanto
ratas ob/ob (nulas para leptina) séo
invariavelmente inférteis, limitado nimero
de ratos ob/ob apresentam desenvolvimento
reprodutivo normal. Isto sugere que,
embora a leptina participe no controle da
funcéo reprodutiva tanto em machos quanto
em fémeas, diferencas sexuais podem
existir na extensdo fisiolégica deste
controle. Consequentemente nota-se que 0S
esterdides sexuais modulam a expressdo € a
secrecdo da leptina de maneira oposta: o
estrogeno estimula a liberagdo de leptina
pelos adipécitos in vitro, enguanto 0s
androgenos diminuem a expressdo génica e
a secrecdo da mesma (Tena-Sempere e
Barreiro, 2002).

Correlagdo negativa entre os niveis de
testosterona e leptina tem sido descrita em
humanos, sendo atribuida ao efeito direto
dos androgenos na secrecdo de leptina pelos
adipocitos (Tena-Sempere e Barreiro,
2002), como constatado por Luukkaa et al.
(1998) que trabalharam com homens acima
de 70 anos de idade. Este mesmo grupo ao
trabalhar com homens de 31 anos de idade,
demonstrou que a administracdo de
testosterona, 200mg semanalmente,
diminuiu a concentracdo de leptina sérica
do pré-tratamento, 3,4 +1,4ug/L, para 1,9
+0,6ug/L, durante o tratamento. Os valores
de antes do tratamento foram restabelecidos
ap6s a retirada da suplementacdo com
testosterona.

No entanto, a acdo da leptina sobre a
testosterona ndo ocorre somente de forma
sisttmica, sendo constatada intera¢do entre
estes dois horménios nos testiculos, pois a
avaliacdo do efeito testicular direto da
leptina revela sua habilidade para inibir a
secrecdo de testosterona, resposta analoga a
observada em termos de esteroidogénese

ovariana apds estimulacdo pela leptina in
vitro (Tena-Sempere et al., 1999). Desta
forma, especula-se que exista um complexo
modo de acdo da leptina em multiplos
locais do eixo hipotaldamico-hipofisario-
gonadal que envolve tanto a resposta
estimulatéria quanto a inibitéria (Tena-
Sempere et al., 2001).

As acbes biologicas da leptina sdo
executadas por meio de seus receptores de
superficie especificos. O receptor de leptina
(Ob-R) pertence a superfamilia das
citocinas que contém um dominio simples.
A expresséo do gene Ob-R resulta em uma
ordem de isoformas alternativamente
divididas (Ob-Ra a Ob-Rf), compartilhando
0 dominio extracelular, mas diferindo nas
regides transmembrana/citoplasmatica.
Neste cenario, é provavel que a regulacdo
da acdo da leptina sobre os tecidos alvos
possam depender, pelo menos parcialmente,
do balangco da expressdo das diferentes
isoformas do Ob-R (Tena-Sempere et al.,
2001).

Caprio et al. (2003) investigaram o
desenvolvimento da expressdo do Ob-R nos
testiculos de ratos desde o inicio da
gestacdo até a idade adulta e encontraram
um padrdo peculiar da expressdo do Ob-R
nas células de Leydig. Nos testiculos, o Ob-
R imunorreativo esteve presente na vida
embrionéria tardia, sendo ausente na vida
pré-puberal e aparecendo novamente na
idade adulta. O padréo de desenvolvimento
do Ob-R nos testiculos foi diferente do
observado no hipotadlamo, onde este
receptor foi constantemente evidente
durante todo o desenvolvimento.

Ruiz-Cortes e Olivera-Angel (2009), ao
trabalharem com touros do periodo pré-
puberal até o inicio da puberdade,
demonstraram haver correlagdo negativa
entre leptina e testosterona (r=-0,33;
p<0,05). Isto sugeriu um possivel efeito da
leptina  nos testiculos no inicio da
puberdade. A correlacdo entre as isoformas
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Ob-R e a associagdo com 0s niveis de
testosterona e leptina sugerem a possivel
interacdo entre leptina e testosterona via
regulacdo da expressdo dos receptores.
Porém, novas pesquisas sobre os caminhos
moleculares precisam ser realizadas para se
compreender melhor 0s mecanismos
envolvidos nestas vias.

Enquanto em adultos a leptina inibe a
producdo de testosterona induzida por
gonadotropina coriénica humana (hCG) e
amplifica a producdo de AMPc intracelular
estimulada por esta gonadotropina sob as
células de Leydig em adultos, ndo modifica
a esteroidogénese ou a producdo deste
segundo mensageiro nas células de Leydig
pré-puberais (Caprio et al., 2003). Contudo,
deve-se observar que a biossintese dos
hormdnios esteroidais testiculares é um
processo hormonalmente regulado por
multiplos passos que envolvem a conversao
sequencial de colesterol em testosterona por
acGes coordenadas de um grupo de
citocromo P450 hidroxilase e a enzima
hidroxiesterdide desidrogenase. O primeiro
e limitante passo desta cascata € a
translocagéo do colesterol para a membrana
interna mitocondrial e sua subsequente
conversdo em pregnenolona, eventos que
sdo mediados pela proteina esteroidogénica
aguda regulatéria (StAR) e a enzima de
clivagem da cadeia ramificada do colesterol
citocromo P450 (P450), respectivamente
(Miller, 1988).

Desta forma, especula-se que 0s
mecanismos pelos quais a leptina iniba a
secrecdo de testosterona podem envolver,
pelo menos, a modulacdo dos eventos
iniciais no caminho da esteroidogénese. Isto
é evidenciado pelo decréscimo induzido
pela leptina, de maneira dose dependente,
dos niveis de RNAm da StAR observado
nas mesmas amostras (Tena-Sempere et al.,
2001). Dado que a regulagdo da
esteroidogénese  pelos  varios  sinais
hormonais é firmemente correlacionada as
mudangas na expressdo génica de StAR.
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Tena-Sempere et al. (2001) sugeriram que 0
decréscimo na expressdo génica desta
enzima, induzido pela leptina, pode
contribuir para a inibicdo da secrecdo de
testosterona in  vitro, abrindo a
possibilidade que a expressdo desta enzima
possa estar sob a regulacdo da leptina em
outros tecidos esteroidogénicos.

Neste contexto, 0 grupo de pesquisa de
Tena-Sempere e Barreiro (2002) avaliou o
efeito da leptina na secrecéo de testosterona
testicular in vitro. A incubacdo de tecidos
testiculares de ratos puberes (30 dias de
idade) e adultos (70 dias de idade) com
aumento na concentragdo de leptina
recombinante foi realizada tanto nas
condi¢Bes basais quanto com estimulagéo
de hCG. Neste cenério, a leptina foi capaz
de inibir a secrecdo basal e estimulada de
testosterona nas amostras testiculares de
ratos adultos, mas ndo foi efetiva nas
amostras de ratos puberes. Contudo, ¢é
importante considerar que os testiculos de
animais puberes produzem mais andrégenos
5-alfa reduzidos do que testosterona, o que
pode ter contribuido para a falta do efeito
da leptina observado neste estéadio.

Além do envolvimento com  as
concentracBes de testosterona, a leptina do
plasma seminal foi também negativamente
associada a percentagem de
espermatozoides maéveis e a sua velocidade
linear, o que pode indicar um envolvimento
no mecanismo do desenvolvimento da
motilidade. Em contraste, a leptina sérica
em homens ndo mostrou correlagdo com os
pardmetros do espermograma. Entretanto, a
concentracdo de leptina entre amostras de
sémen, normal e patoldgica, diferiu (p
<0,05), apesar de nao haver diferenca
significativa no indice de massa corporal
entre os grupos (Glander et al., 2002).

Estes achados sdo compativeis com o papel
periférico da leptina, como sugerido por
Tena-Sempere et al.  (1999) que
demonstraram inibicdo da secrecdo de



testosterona em testiculo de ratos adultos, in
vitro. Resultados semelhantes foram
apresentados por Sih et al. (1997), ao
observarem a normalizagdo dos niveis
elevados de leptina plasmatica em homens
hipogonadais depois da suplementacdo com
testosterona.

A deteccéo de leptina no plasma seminal de
homens vasectomizados, bem como dentro
dos tubulos seminiferos, sugerem uma
existéncia multilocular deste hormdnio no
trato  reprodutivo do macho. Os
espermatozoides podem, assim, entrar em
estreito contacto com a leptina, podendo ser
afetados quanto ao desenvolvimento da
motilidade, indicando mais um efeito
negativo deste hormonio sobre a fungéo
gonadal. O seu efeito inibitdrio sobre a
secrecdo de testosterona testicular pode
exercer papel no decréscimo da motilidade
espermatica (Glander et al., 2002).

No entanto, apesar dos dados relatados
acima, Caprio et al. (2003) ndo detectaram
receptores para leptina nos tubulos, células
de Sertoli ou células germinativas de ratos,
podendo a presenca de receptores para este
horménio nos testiculos ser apresentada de
forma  espécie-especifica,  devendo-se
sempre observar qual espécie estd sendo
trabalhada para se realizar ponderacgdes
guanto as respostas obtidas frente aos seus
valores gonadais.

2.3 Insulina no plasma seminal e a
qualidade espermatica

A insulina € um horménio anabodlico que
promove a captacdo de (glicose e
aminoacidos, a sintese de proteinas e
lipideos e o0 aumento das funcdes
intracelulares e da membrana plasmatica. E
uma proteina formada por duas cadeias (o e
B), com 21 e 30 aminoacidos,
respectivamente, que sdo conectadas por
duas pontes dissulfeto. Embora haja alguma
diferenca na composicdo dos amino&cidos
entre espécies, elas sdo pequenas. Como

resultado, a atividade da insulina ndo é
espécie-especifica (Abdelmonein et al.,
1998).

Este hormbnio €é importante para a
promocao e regulacdo do crescimento, além
da diferenciagdo e metabolismo celular. Em
mamiferos adultos, considera-se que a
insulina seja produzida somente nas células
B do Ancreas. Contudo, ela exerce papel
central na regulacdo da funcdo gonadal
(Aquila et al., 2005). Segundo Nakayama et
al. (1999), a insulina promove a
diferenciacdo das espermatogdnias em
espermatdcitos primarios pela ligagdo com
0s receptores de IGF-1 presentes nestas
células, sendo que ambas, membrana
plasmética e acrossomal, representam alvos
citologicos para a mesma.

Contudo, além de agir na condi¢do da
membrana plasmaética do espermatozdide,
considera-se que a insulina também aja no
seu metabolismo. A energia utilizada pelo
espermatozoOide para iniciar 0s processos
catabdlicos e manter a motilidade, o
balango i6nico e varias fungdes celulares
vem por intermédio da glicolise. A
motilidade espermatica € um evento
dependente desse processo, pois
aproximadamente 90% dos ATPs séo
produzidos por esta via em espermatozdides
maduros. Além disso, as enzimas
glicoliticas estdo concentradas na pega
principal e produz ATP adjacente ao sitio
em que é requerido para manter a atividade
flagelar (van Tilburg et al., 2008).

O espermatozdide conta primariamente com
90% de substratos extracelulares para
satisfazer sua energia requerida. Eles
metabolizam facilmente monossacarideos,
mas ndo outros acglcares ou carboidratos
complexos. Esses agUcares ndo penetram
tdo prontamente as membranas celulares,
necessitando da presenca de insulina para a
movimentacdo da glicose através da
membrana plasmética, induzindo o aumento
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do numero de proteinas transportadoras
especificas (Cunningham, 1997).

Ando e Aquila (2005) e Aquila et al. (2005)
demonstraram que a insulina liberada pelo
espermatozoide no ejaculado autorregula a
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH),
enzima limitante na via da pentose fosfato
(PPP), que tem se mostrado ser crucial na
aquisicdo da capacidade fecundante e na
motilidade espermaética, tdo bem como na
mediacdo da fusdo dos gametas.

Estas agOes da insulina sdo demonstradas,
por meio de analise imunocitoquimica, um
padrdo de expressdo heterogéneo deste
hormonio, que implica em diferentes graus
de condicdo energética entre  0S
espermatozoOides. Na maioria das células
espermaticas, em amostras ndo capacitadas,
a insulina foi localizada no nivel
subacrossomal, na peca intermediéria e ao
longo de toda a cauda. Contudo, uma
diminuicdo global e distribuicdo uniforme
da intensidade do sinal de insulina foram
observadas em espermatozoides
capacitados, que sugere um possivel
envolvimento da mesma na inducdo da
capacitacdo (Aquila et al., 2005).

Frente a essas observacgdes, van Tilburg et
al. (2008) determinaram que a baixa
concentracdo de insulina em meios
diluidores para congelamento de sémen €
associada ao maior nimero de células
espermaticas capacitadas, 0 que sugere que
durante o processamento do sémen, quando
0 mesmo é diluido, a concentracdo de
insulina presente no plasma seminal
também é diluida, podendo ativar
mecanismos que acarretem na capacitacao
precoce. Desta forma, estes autores
colocam a insulina como fator de
preservacdo do estado ndo capacitado,
insinuando que quando as células
espermaticas entram em contato com 0s
fluidos do trato reprodutivo da fémea,
maior quantidade de insulina é liberada em
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resposta a maior concentragdo de glicose
neste ambiente.

Outra hipotese, segundo revisdo de van
Tilburg et al. (2008), para justificar a agdo
da insulina em preservar a integridade
acrossdmica seria por meio do mecanismo
que ocorre em alguns tipos celulares, como
nas células hepéticas, em que a insulina
inibe a ligacdo do AMPc a proteina quinase
A (PKA) e, consequentemente, a sua
ativacdo, o que demonstra que a insulina
pode diminuir a afinidade desta proteina
com o0 AMPc, baseado na especificidade da
insulina em antagonizar essa ligacdo, e com
isso reduzir a atividade capacitante da
célula espermatica.

Contudo, a capacidade auténoma do
espermatozoide de liberar insulina sugere
que ele, por meio de um circuito de alca
curta autdcrina, pode fornecer o
recrutamento de substratos energéticos, de
acordo com as suas necessidades
metabolicas. 1sso ocorre independentemente
da regulagdo sistémica e pode representar
um mecanismo de prote¢do que preserva a
capacidade de fecundagdo da célula
espermatica por eventuais efeitos nocivos
produzidos pela longa restricdo caldrica ou
por alteragbes que ocorrem na homeostase
energética a nivel sisttmico (Ando e
Aquila, 2005).

A insulina também interfere na condigdo
estrutural da célula espermatica. Resultados
do exame realizado por microscopia
eletrbnica de transmissdo em pacientes
diabéticos  demonstraram  que  estes
apresentaram varios defeitos estruturais.
Em particular, defeitos relacionados a
imaturidade e apoptose foram reconhecidos,
destacando-se as alteragbes no acrossoma,
no ndcleo, na mitocéndria e na membrana
plasmatica. Estes resultados indicam um
papel da insulina e do metabolismo de
carboidratos na espermatogénese. Um sutil
impedimento crénico da secregdo de
gonadotropina pode, pelo menos em parte,



ser responsavel pela espermatogénese
defeituosa. Contudo, a reducdo na resposta
do LH e FSH a administracdo de GnRH ¢
pequena para ser considerada como evento
primario na causa dos distlrbios da
estrutura espermatica (Baccetti et al., 2002).
Porém, a insulina por estimular a sintese de
DNA, RNA, proteinas e lipideos, e por
aumentar as funcbes intracelulares e da
membrana plasmaética, pode ser responsavel
pela melhora da sobrevivéncia espermética
(Abdelmonein et al., 1998).

2.4 Acdo do IGF-1 na qualidade
seminal

Levando em consideragdo o ambiente
testicular, assume-se haver uma rede
intratesticular de reguladores,
requintadamente cronometrada e
regionalizada, que pode participar primeiro
no desenvolvimento da gbnada e mais tarde
na iniciacdo e manutengdo da funcdo
testicular, podendo, em parte, responder
pela qualidade seminal. Entretanto, ao invés
da dependéncia total do classico controle
hormonal intracelular, estes fatores
reguladores envolvem comunicagdes inter,
intra e celular ambiental favorecendo
melhor interacdo entre os mesmos (Gnessi
etal., 1997).

Dentre estes fatores destacam-se os de
crescimento semelhante a insulina, seus
receptores e as suas proteinas ligadoras
(IGFBPs) que exercem papel essencial na
regulacéo do crescimento e
desenvolvimento celular (Gnessi et al.,
1997). Os fatores de crescimento sdo
polipeptidios que  funcionam  como
reguladores  paracrinos, autécrinos e
endocrinos das células em crescimento e em
diferenciagdo. Especificamente, o fator de
crescimento semelhante & insulina do tipo |
e Il (IGF-I e -11) s&o horménios ubiquos que
exercem  potente  acdo  mitogénica,
metabdlica e de diferenciacdo sobre as
células do corpo (Jones e Clemmons,
1995).

Os IGFs no figado e em varios outros
orgdos sdo frequentemente liberados em
resposta a secrec¢do pulsatil do horménio do
crescimento (GH). Contudo, a biossintese
dos IGFs ndo é exclusivamente regulada
por este horménio e ambos, IGF-I e -1, tém
muitas ac¢Oes que sdo independentes do GH
(MacPherson et al., 2002).

A transmissdo dos sinais dos IGFs ocorre
guando um ligante se acopla a um dos trés
receptores especificos: receptor de IGF tipo
I, receptor de IGF tipo Il ou receptor de
insulina. A disponibilidade de IGF é
modulada por um grupo de seis proteinas de
alta afinidade de ligacdo, designadas como
proteinas de ligagdo do fator de crescimento
semelhante a insulina do tipo 1 ao 6
(IGFBP-1, -2, -3, -4, -5 e -6). A fungdo
destas proteinas é regulada pela interacdo
entre a matriz extracelular e a superficie da
célula, tdo bem como pela sua protease
especifica (Jones e Clemmons, 1995).

Esta cadeia de  multicomponentes
moleculares tem sido identificada nos
testiculos de machos. Em vérias espécies 0s
IGFs, -1 e -Il, estdo envolvidos na
diferenciacdo e funcdo das células de
Leydig, estimulando a esteroidogénese por
aumentar a densidade de receptores para
gonadotropinas e a expressdo de enzimas
chave para esta via metabdlica, sendo
consequentemente implicados como
importantes fatores na espermatogénese
(Spiteri-Greech e Nieschlag, 1993).

As funcgbes testiculares do IGF-I parecem
ser servidas pela sua producdo local, sem
uma contribuicdo enddcrina. Isto sugere
fortemente que o IGF-I testicular tem um
papel determinante no desenvolvimento e
diferenciacdo das células de Leydig e das
células germinativas, e que a falta dessa
substdncia no testiculo pode induzir
infertilidade (Gnessi et al., 1997).

Corroborando esta ideia, Wang e Hardy
(2004) determinaram que o IGF-1 aumenta
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a proliferacdo de precursores mesenquimais
e a diferenciacdo dessas células em células
de Leydig. O nimero de células de Leydig
e de enzimas esteroidogénicas especificas a
estas células sdo  diminuidas em
camundongos que sdo nulos para IGF-I.

Contudo, efeitos aditivos do tratamento
com LH e IGF-I sobre o nimero de células
testiculares sdo observados, indicando que
esses dois hormdnios atuam sobre essas
células usando caminhos de sinalizacéo
distintos (Wang e Hardy, 2004; Brito et al.,
2007).

O IGF-I autorregula os receptores de LH e a
secrecdo de testosterona, enquanto a
testosterona, em retorno, autorregula o0s
receptores de IGF-I e a producéo para este
horménio pelas células de Leydig (Wang e
Hardy, 2004). Desta forma, o IGF-I
circulante pode inicialmente autorregular a
producdo de testosterona, a qual em retorno
estimula a secrecdo de IGF-I e o
estabelecimento da  retroalimentacdo
positiva entre IGF-1 e a testosterona
secretada nas células de Leydig. A forte
associagdo do IGF-I circulante com o
tamanho testicular sugere que este fator de
crescimento pode ter efeito mitogénico
direto sobre os testiculos, podendo regular
ndao somente a esteroidogénese testicular,
mas também a proliferacdo celular em
determinada fase da vida do animal (Brito
et al., 2007).

Segundo Ritzen (1983), uma comunicacéo
paracrina entre as células de Sertoli e as
células germinativas nos estadios iniciais de
diferenciacdo via IGF-I é muito provavel de
ocorrer. Os receptores de ligacdo para IGF-I
sdo localizados sobre as células de Leydig,
Sertoli, espermatdcitos e espermatides. O
IGF-I testicular é produzido principalmente
pelas células de Sertoli por estimulagdo do
FSH (Ritzen, 1983; Jones e Clemmons,
1995).
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A produgdo de IGF-1 pela cultura das
células de Sertoli e Leydig sugere que o
IGF-I pode atuar como fator de
desenvolvimento e diferenciagdo para a
espermatogonia, espermatocito e
espermatide. A expressdo dos ligantes de
IGF-I e -l pelas células de Sertoli e Leydig
e a identificagdo de seus receptores sobre
estas células e sobre espermatogonias,
espermatocitos e espermatides indica que
estes fatores de crescimento sdo reguladores
da fungo testicular (Henricks et al., 1998).

Henricks et al. (1998) avaliaram a presenca
de IGF no plasma seminal de bovinos e
determinaram a expressao de receptores de
IGF-I nos espermatozdides ejaculados e sua
acdo sobre a motilidade espermatica. Estes
autores demonstraram que o IGF-I pode
interagir diretamente com o seu receptor
presente no espermatozodide. Esta interacdo
de ligantes e receptores pode aumentar a
motilidade e a velocidade linear da célula
espermatica, sugerindo que o IGF-I,
possivelmente, possua papel regulatério nos
eventos da  pré-fecundagdo, como
demonstrado pelo trabalho de Colombo
(1999) que constatou diferenca significativa
na concentragdo de IGF-I total no plasma
seminal humano entre grupos de homens
férteis e imunoinférteis.

O IGF-I no plasma seminal pode também
ter funcdo regulatéria no pos-ejaculado,
afetando a capacitacdo espermaética por
meio de uma série de mudancas
fisiolégicas, como: mudanca de ions
intracelular, na fluidez da membrana
plasméatica e no metabolismo da célula
espermatica (Sanchez-Luengo et al., 2005).
No entanto, esse papel do IGF-1 é regulado
por suas proteinas ligadoras (IGFBPS) que
limitam sua disponibilidade no plasma
seminal.

Miao et al. (1998) demonstraram que a
superexpressdo de IGF-1 nos testiculos
induz o aumento da IGFBP no plasma
seminal causando a inibicdo da sua



atividade. Isto, em parte, confirma a
existéncia de um sistema de IGF testicular
bem regulado quanto a funcdo da gdnada
(Gupta, 2005). Parte desse sistema
testicular de IGF é composto por algumas
proteinas que também podem limitar a acdo
deste horménio por se ligarem ao mesmo de
forma semelhante as IGFBPs. Quatro das
principais proteinas do plasma seminal,
BSP-Al, -A2, -A3 e -30kDa, se ligam ao
IGF-11 (Desnoyers e Manjunath, 1994) e ao
IGF-1, demonstrando o papel modulador
dessas proteinas (Henricks et al., 1998).

A presenca do receptor de IGF-I sobre os
espermatozOides e a presenca deste
horménio no sémen e a sua habilidade em
estimular a motilidade espermética prové
evidéncias de que o sistema IGF esta
envolvido também na fecundacdo (Henricks
et al., 1998). Uma vez que o receptor de
IGF possui atividade tirosina quinase e seu
ligante esta presente no plasma seminal, o
sistema IGF-I pode estar envolvido no sinal
de transudacdo, conduzindo ao aumento da
motilidade, a capacitacdo espermética e
exocitose acrossémica (Gupta, 2005).

Estes resultados demonstram que este fator
de crescimento esta envolvido também com
a membrana espermatica que é essencial
para a comunicagao entre o espermatozdide,
0 meio externo e o odcito. Esta ideia foi
demonstrada por Selvaraju et al. (2009)
que, ao trabalhar com bufalos verificaram
gue o0 grupo de animais que possuia IGF-I
adicionado ao meio de manutencdo das
células espermatica tinha maior integridade
do plasmalema e da membrana funcional, o
que indica que a adi¢do do IGF-I pode ser
atil na melhoria da habilidade fecundante
do espermatozdide, sugerindo um novo
papel do IGF-I presente no plasma seminal.

2.5 Proteinas do plasma seminal e a
qualidade espermatica: destaque ao
antigeno associado a fertilidade

Durante véarias décadas, cientistas tém se
esforcado para desenvolver ensaios de
laboratério para prever com precisdo o
potencial de fertilidade de determinado
individuo. Em alguns casos, o simples
conhecimento se um macho é fertil ja é
adequado. Contudo, maior estimativa da
fertilidade de uma amostra de sémen é
normalmente desejada (Braundmeier e
Miller, 2001).

Este problema tem sido um desafio por
diversas razfes: 1- ensaios de laboratorio
geralmente examinam o0 conjunto dos
espermatozoides na colecdo. Contudo,
durante a fecundacdo, apenas um fertiliza o
ovulo, podendo ser um espermatozoide
altamente selecionado que ndo representa a
média das células avaliadas no ejaculado; 2-
muitos ensaios testam somente um uUnico
atributo. Isto é pouco para medir com
precisdto a  fertilidade, pois  0s
espermatozoides devem satisfazer muitos
requisitos para alcancar a fecundacéo,
requerendo, desta forma, o exame de varias
caracteristicas (Braundmeier e Miller,
2001).

A combinacdo certa de ensaios de
laboratério deverd permitir ndo so testar a
capacidade dos espermatozbides para
chegar ao local de fecundagdo, mas também
a capacidade destes em fecundar o 6vulo e
ativar o seu desenvolvimento embrionario
com sucesso. Com isto em mente, uma série
de ensaios tem sido desenvolvida, que vao
desde simples testes visuais, tais como
motilidade e morfologia, a exames mais
detalhados para avaliar as moléculas
envolvidas durante a interacdo
espermatozoide-odcito, destacando-se entre
elas as proteinas contidas no plasma
seminal (Braundmeier e Miller, 2001).

A abundéncia de uma variedade de
proteinas tem sido proposta para indicar a
fertilidade do macho. Contudo, como nos
testes de atributos dos espermatozoéides, é
pouco provavel que as analises moleculares,
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individualmente, possam detectar uma
reducéo de fertilidade em todas as amostras
de sémen, sendo que uma bateria de
indicadores moleculares possa ser mais
valiosa. Algumas destas moléculas podem
estar relacionadas a fertilidade em raz&o de
sua funcdo vital, enguanto que outras
podem indicar problemas gerais durante a
espermatogénese e/ou na  maturacdo
espermaética (Braundmeier e Miller, 2001).

Corroborando com a ideia da presenca de
moléculas que atuem na funcdo vital da
célula, McCauley et al. (1999) relataram
que a adicdo de uma variedade de proteinas
e constituintes lipidicos no plasma seminal
exerceram importante papel na capacitacdo
espermatica,  processo  essencial  a
fecundacdo. Essas proteinas sdo produzidas
principalmente nas vesiculas seminais e na
prostata, e influenciam positivamente na
fertilidade (Bellin et al., 1998; McCauley et
al., 1999).

As glandulas sexuais acessoOrias secretam
proteinas com afinidade a heparina (HBP)
como um componente importante do
liquido seminal (McCauley et al., 1999). As
HBP tém maior afinidade aos compostos de
ligacdo similares a heparina, tais como 0s
glicosaminoglicanos (GAGs), que sdo
produzidos ao longo do trato reprodutivo da
fémea (Ax et al., 1999). Uma vez ligada a
membrana espermatica, a HBP prové
aumento no namero dos locais de ligacao
para heparina. Portanto, 0 GAG encontrado
no trato reprodutivo da fémea facilita a
capacitagdo e a reacdo acrossémica da
célula espermatica (Miller et al., 1990).

Dentre as proteinas com afinidade a
heparina encontradas no plasma seminal,
destacam-se as BSP-Al, -A2, -A3 e de
30kDa. Todos os membros dessa familia de
proteinas sdo glicosilados, com excecdo da
BSP-A3. As BSP-Al e -A2, denominadas
de PDC-109, tém sequéncias de
aminoacidos idénticas, mas diferem na
extensdo da glicosilagdo. Contudo, ambas
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as proteinas, BSP-A3 e -30 kDa tém
composicdo de aminodcidos que sao
diferentes da -Al/-A2. A determinagdo da
sua sequéncia de aminoacidos mostra que
as BSP-A1/-A2 e -A3 sdo estruturalmente
dispostas paralelamente em duas unidades
de repeticdo de 38-41 aminoécidos que sdo
similares as estruturas do tipo-1l presentes
no dominio de ligacdo gelatina da
fibronectina do fator XII do plasma humano
ou do fator de crescimento semelhante a
insulina do tipo-1l1 (Manjunath et al., 1994).
Contudo, deve-se salientar que essas BSPs
receberam nova denominagdo, segundo
estudo de Manjunath et al. (2009).

Além dessas proteinas, existem outras que
possuem sitios de ligacdo para a heparina.
Supostamente, estas proteinas atuam na
capacitacdo espermatica, semelhante ao que
acontece com as BSP-Al, -A2 e -A3, sendo
a osteopontina uma delas (Denhardt et al.,
2001). Segundo revisdo de Moura (2005),
esta proteina possui peso molecular que
varia de 25 a 80 kDa, sendo que em bovinos
h& presenca de isoformas de peso molecular
que varia de 14 a 55 kDa, encontradas no
plasma seminal e nas glandulas sexuais
acessorias. [Esta variagdo, quanto as
isoformas é possivelmente resultado de
modificacdes pos-transducionais, tais como
clivagem, glicosilagdo e fosforilagdo
(Moura, 2005).

A funcdo da osteopontina no trato
reprodutivo ainda ndo estd bem definida.
Alguns autores sugerem que esta proteina
aumenta a capacidade de ligagdo com o
calcio, o que é importante para a
fecundagéo. A relacdo da osteopontina com
a fertilidade pode ainda ser indireta (Cancel
et al., 1999), atuando na protecdo da
superficie epitelial das glandulas acessorias
contra infecgBes bacterianas (Brown et al.,
1992), e ainda modificando caracteristicas
da membrana do espermatozoide (Cancel et
al.,, 1999). Contudo, seu papel frente a
ligagdo com a heparina ainda necessita ser
confirmado.



Dentre as proteinas com afinidade a
heparina, destaca-se a HBP de 30kDa, que
foi descrita como antigeno associado a
fertilidade (FAA) (Bellin et al., 1998;
McCauley et al., 1999). Esta proteina foi
localizada na regido equatorial em
espermatozoides humanos, indicando o seu
potencial papel regulador nas interagdes
espermatozoOide-6vulo  (Dawson et al.,
2003).

Quando  encontrada  associada  aos
espermatozoides, a FAA pode aumentar a
ligagdo de heparina, embora a fungdo desta
e de outras proteinas com afinidade a este
GAG ndo seja clara (McCauley et al.,
1999). Contudo, quando novilhas e vacas
foram inseminadas com sémen positivo
para FAA a taxa de prenhez foi 15% maior
do que em fémeas inseminadas com
amostras negativas para esta proteina
(Sprott et al.,, 2000). Bellin et al. (1998)
demonstraram que o0s animais que foram
positivos para FAA foram 9% mais férteis
do que 0s que eram negativos para esta
proteina.

Semelhante a estes estudos, Sprott et al.
(2006) analisaram o ejaculado de touros
peripuberais (n = 468) em cinco diferentes
populagdes para a presenca de FAA. Os
dados do exame androldgico destes animais
foram comparados entre os touros com e
sem FAA no ejaculado. A Unica variavel
que diferiu em todos os touros no momento
da primeira coleta de sémen foi o volume
do ejaculado, com touros negativos para
FAA tendo maior volume (p<0,001) do que
touros positivos para esta proteina. Entre os
animais que ndo tinham alcancado a
puberdade, 70% foram positivos para FAA,
enquanto 10 n&o tiveram FAA na primeira
coleta de sémen, sugerindo que a producéo
de FAA no sémen ndo é influenciada por
nenhuma variavel, tipicamente mensurada,
durante 0 exame androldgico. A presenca
desta proteina pode ser determinada em um
ejaculado com ou sem espermatozdides em
touros peripuberais.

Quando touros foram selecionados para alta
capacidade de servigo, o grupo de animais
positivos para FAA foi ainda mais fértil do
que 0 grupo negativo para esta proteina. Em
adicdo, vacas expostas a touros positivos
para FAA foram fecundadas mais cedo, no
inicio da estacdo de monta, resultando no
aumento do numero de bezerros mais
velhos e mais pesados a desmama. Assim,
em adicdo ao exame androldgico e ao teste
da capacidade de servico, a determinacdo
do perfil de FAA pode ser usada como uma
ferramenta para identificar touros subférteis
(Bellin et al., 1998).

Desta forma, demonstra-se que a interacéo
entre as proteinas associadas a heparina e
espermatozoide é um importante indicador
do potencial de fertilidade do touro.
Espermatozdides de touros de maior
fertilidade se ligam com maior afinidade a
heparina, submetendo-se a maiores taxas de
reacdo acrossdmica, comparado a touros de
menor fertilidade (Ax et al., 1985). Em
razdo de outros estudos terem indicado que
a habilidade do espermatozdide em se ligar
a heparina e a outros GAGs ¢é
correlacionada a qualidade e fertilidade da
célula espermética, afirma-se que proteinas
com afinidade a heparina no plasma
seminal podem, positivamente, influenciar a
fertilidade (Killian et al., 1993).

Essas proteinas ligam-se a superficie dos
espermatozbides na ejaculacdo por sua
interacio  com os fosfolipidios de
membrana do tipo colina. Uma vez que
esses fosfolipidios sdo substratos da
fosfolipase-A2, enzima chave implicada na
reacdo acrossdmica, o efeito das proteinas
do plasma seminal sobre esta enzima foi
investigado por Manjunath et al. (1994),
gue encontraram que as BSPs, no
espermatozoide bovino, sdo co-localizadas
com as fosfolipases-A2, sendo possivel que
estas proteinas interajam diretamente com
as enzimas das fosfolipases-A2 ligadas a
membrana espermatica.
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Estas enzimas podem ser estimuladas ou
inibidas dependendo da concentracéo local
das proteinas BSPs. Ao regular a atividade
das enzimas, as proteinas BSPs podem
modular a composicdo lipidica da
membrana de espermatozoides submetidos
a capacitacdo. Alternativamente, uma vez
que as proteinas BSPs cobrem a superficie
dos espermatozdides na ejaculagdo, via
interacdo especifica com os fosfolipidios
colina, eles podem limitar a disponibilidade
desses fosfolipidios para acdo extracelular
ou para a fosfolipase-A2 ligada & membrana
espermaética. Neste contexto, pode ser que 0
fluido seminal bovino contenha fosfolipase-
A2; contudo, a atividade & quase
indetectavel. Isto € presumivelmente em
razdo as proteinas BSPs, que sdo inibidoras
da atividade da fosfolipase-A2, estarem
presentes em concentragdo muito alta no
fluido seminal (Manjunath et al., 1994).

Contudo, apesar dos efeitos positivos das
proteinas no plasma seminal, segundo
revisdio de Folhadella (2008), efeitos
desfavoraveis de certas proteinas contidas
neste fluido sobre o0s espermatozoides
também j& foram descritos por Shivaji e
Bhargava (1987) que constataram que a
presenca em alta concentracdo das proteinas
de peso molecular entre 15-16 kDa
prejudicou a motilidade espermatica. Além
disso, proteinas como a seminalplasmina
bovina inibem a capacitacdo espermatica e
a reagdo acrossomica, 0 que interfere
negativamente na fecundacéo.

Entretanto, o perfil das proteinas no plasma
seminal  associado  positivamente  a
fertilidade ganha maior foco nas pesquisas,
sendo que dentro da gama de proteinas
presentes no plasma seminal destaca-se
ainda a proteina de 26 kDa que é 75%
idéntica e 100% homologa a uma
prostaglandina D sintase tipo lipocalina
(PDGS). O papel fisioldgico das PGDS no
trato reprodutor masculino ndo estd bem
claro; todavia, ha relatos na literatura que
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sugerem sua associacdo com a fertilidade
(Gerena et al., 1998).

Outra importante proteina encontrada em
grande quantidade no plasma seminal é a
proteina acida do fluido seminal (aSFP)
com peso molecular de 12,9 kDa, secretada
pelas vesiculas seminais, ampolas e
epididimo. Esta proteina tem demonstrado
ser um bom marcador bioquimico para a
alta fertilidade dos touros (Roncolleta,
2003), pois preserva a integridade da
membrana e age como redutor da
peroxidacdo lipidica da membrana do
espermatozoide, além de regular a atividade
mitocondrial e, consequentemente, a
motilidade espermatica (Schéneck et al.,
1996).

McCauley et al. (2001) relataram ainda a
presenga no plasma seminal bovino da
proteina 24 kDa que apresenta 90% de
homogeneidade com a proteina inibidora
das metaloproteinases de matriz-2 (TIMP2).
Esses mesmos autores identificaram a
presenca de RNA mensageiro para esta
proteina nas glandulas bulbouretrais,
prostata e vesicula seminal. Estas proteinas
regulam processos fisiol6gicos associados a
ovulacdo, fecundacdo, desenvolvimento
embrionario, proliferacdo de varios tipos
celulares e producgéo de progesterona pelas
células esteroidogénicas (Boujrad et al.,
1995), porém a sua funcéo ainda ndo é bem
definida (Folhadella, 2008). Isto demonstra
a falta de conhecimento dos aspectos
envolvidos entre as proteinas seminais e a
qualidade reprodutiva do macho.

Considerac6es Finais

A busca por marcadores seminais que
possam identificar precocemente animais de
maior fertilidade resultara em grande ganho
aos sistemas de criacdo, pois propiciara
maior ganho genético em menor intervalo
de tempo. Atualmente, ha certas proteinas
encontradas no plasma seminal que
cumprem esse papel. Entretanto, as mesmas



ndo podem ser utilizadas, isoladamente,
como Unico marcador para determinar o
estado reprodutivo futuro de um animal.
Indiscutivelmente, por mais que se busque
determinada molécula sinalizadora dessa
condicdo futura, deve-se lembrar que a
mesma é dirigida por uma rede integrada de
horménios, enzimas, peptideos e demais
moléculas, podendo, as vezes, refletir a
expressdo de determinada condicdo, como
excesso ou auséncia de certos hormonios ou
proteinas, sem, contudo, ficar limitado a
isto. Desta maneira, a necessidade do
estudo integrado entre os varios segmentos
que compdem e/ou interferem no estado
reprodutivo merecem maiores estudos.

Objetivo Geral

1. Determinar a classificacdo androldgica
por pontos, o perfil protéico e os valores de
leptina, insulina e IGF-I do plasma seminal
durante a peripuberdade e os valores séricos
de testosterona na puberdade de touros da
raca Gir-Leiteiro.

Obijetivos Especificos

1. Verificar se ocorrem diferencgas entre a
guantidade e intensidade das bandas
protéicas determinadas por eletroforese
unidimensional durante o periodo da
peripuberdade entre animais precoces e
regulares;

2. Verificar se ocorrem diferencas na
guantidade das bandas expressas dentro de
um determinado periodo da peripuberdade e
entre animais precoces e regulares;

3. Quantificar os valores plasmaéticos
seminais de IGF-I, insulina e leptina para
analisar a ocorréncia ou nao de diferencas
durante o periodo da peripuberdade e entre
animais precoces e regulares;

4. Correlacionar as densidades Opticas das
bandas protéicas e os valores dos
horménios do plasma seminal com o0s
parametros androlégicos e ponderais dos
animais precoces e regulares;

5. Determinar a concentracdo sérica de
testosterona dos animais precoces e
regulares na puberdade e verificar a
correlagdo da classificagdo androldgica por
pontos (CAP) com os padrdes espermaticos
e ponderais, além das proteinas e das
concentracGes seminais de leptina, insulina
e leptina durante a peripuberdade destes
animais.

Referéncias Bibliogréaficas

ABDELMONEIN, LY.; BETH, R.; SABA,
K.; et al. The effects of antifreeze peptide
Il (AFP) and insulin transferrin selenium
(ITS) on cryopreservation of chimpanzee
(Pan troglodytes) spermatozoa. Journal
of Andrology, v.19, n.2, p. 207-21, 1998.

AHIMA, R.S.; SAPER, C.B.; FLIER, J.S,;
et al. Leptin regulation of neuroendocrine
systems. Frontiers in
Neuroendocrinology, v.21, n.3, p. 263-
307, 2000.

ANDO, S.; AQUILA, S. Arguments raised
by the recent discovery that insulin and
leptin are expressed in and secreted by
human ejaculated spermatozoa. Molecular
and Cellular Endocrinology, v.245, n.1-2,
p.1-6, 2005.

AQUILA, S.; GENTILE, M.; MIDDEA, E.;
et al. Autocrine regulation of Insulin
Secretion in Human Ejaculated
Spermatozoa. Endocrinology, v.146, n.2,
p.552-557, 2005.

ARTEAGA, A.; BARACALDO, M,
BARTH, A.D. The proportion of beef bulls

29



in  western Canada with  mature
spermiograms at 11 to 15 months of age.
Canadian Veterinary Journal, v.42,
p.783-787, 2001.

AX, R.L.; BELLIN, M.E.; ZHANG, H.M,;
et al. New Approach to Estimating Bull
Fertility. In: Proceedings, The Range Beef
Cow Symposium, 16., 1999, Greeley.
Anais... Greeley: [s.n.] 1999. p.119.

AX, R.L.; DICKSON, K.; LENZ, R.W.
Induction of acrosome reactions by
chondroitin sulfates in vitro corresponds to
nonreturn rates of dairy bulls. Journal of
Dairy Science, v.68, n.2, p.387-390, 1985.

BACCETTI, B.; la MARCA, A,;
PIOMBONI, P.; et al. Insulin-dependent
diabetes in men is associated with
hypothalamo-pituitary —derangement and
with impairment in semen quality. Human
Reproduction, v.17, n.10, p. 2673-2677,
2002.

BARTH, A. D. Bull Breeding Soundness
Evaluation. Western Canadian Association
of Bovine Practitioners, Saskatoon, Sask.,
Canada, 2000.

BELLIN, M.E.; OYARZO, J.N,;
HAWKINS, H.E.; et al. Fertility-associated
antigen on bull sperm indicates fertility
potential. Journal of Animal Science,
v.76, n.8, p.2032-2039, 1998.

BERGMANN, JA.G., QUIRINO, CR,,
VALE FILHO, V.R., ANDRADE, V.J.,
PEREIRA, J.C.C. Evaluation of four
mathematical functions to describe scrotal
circumference maturation in Nelore bulls.
In: World Congress on Genetics Applied
to Livestock Production, 6, 1998.

BOUJRAD, N.; OGWUEGBU, S.0;
GARNIER, M.L.C.H.; et al. Identifica tion
of a stimulator of steroid hormone synthesis
isolated from testis. Science. v.268, n.
5217, p. 1609-1612, 1995.

30

BRADFORD, B.J,; OBA, M.;
EHRHARDT, R.A; et al. Propionate is not
an important regulator of plasma leptin
concentration in dairy cattle. Domestic
Animal Endocrinology, v.30, n.2, p. 65-
75, 2006.

BRAUNDMEIER, A.G.; MILLER, D..
The Search is on: Finding Accurate
Molecular Markers of Male Fertility.
Journal of Dairy Science, v.84, n.9,
p.1915-1925, 2001.

BRITO, L.F.C,; BARTH, AD,;
RAWLINGS, N.C.; et al. Effect of nutrition
during calfhood and peripubertal period on
serum metabolic hormones, gonadotropinas
and testosterone concentrations, and on
sexual development in bulls. Domestic
Animal Endocrinology, v.33, n.1, p.1-18,
2007.

BROWN, L.F.; BERSE, B.; VAN DER
WATER, L.; et al. Expression and
distribution of osteopontin in human
tissues:  widespread  association  with
luminal epithelial surfaces. Molecular
Biology of the Cell, v.3, n.10, p. 1169-
1180, 1992.

CANCEL, AM.; CHAPMAN, D.A;
KILLIAN, G.J. Osteopontin localization in
the Holstein bull reproductive tract.
Biology of Reproduction, v.60, n.2, p.
454-460, 1999.

CAPRIO, M.; FABBRINI, E.; RICCI, G;
et al. Ontogenesis of Leptin Receptor in Rat
Leydig Cells. Biology of Reproduction,
v.68, n.4, p.1199-1207, 2003.

CARDOSO, C.AD; et al. Avaliacdo da
biometria testicular e qualidade seminal em
touros jovens Canchim, Limosin e Pardo
Suico. Revista Brasileira de Reproducéo
Animal, v. 26, n.2, p. 61-63, 2002.

CASTRO, V.M., VALE FILHO, V.R,
REIS, S.R., OLIVEIRA, H.N. Puberdade e



inicio de maturacdo sexual em touros
Nelore, de 10-14 meses de idade. Revista
Brasileira de Reproduc¢do Animal, Supl.
v.1, p 183, 1989.

CASTRO, V.M., VALE FILHO, V.R,
REIS, SR, OLIVEIRA, H.N.
Circunferéncia escrotal e diametro dos
tubulos seminiferos de touros Nelore, de 10
aos 24 meses de idade, criados a pasto, na
regido de Montes Claros- MG. Congresso
Mineiro de Medicina Veterinaria, 4, Belo
Horizonte, p. 18-19, 1990.

CHANDOLIA, R.K.; HONARAMOOZ,
A.; OMEKE, B.C. et al. Assessment of
development of the testes and accessory
glands by ultrasonographic in bull calve and
associated endocrine changes.
Theriogenology, v.48, p.119-132, 1997.

CHASE Jr., C.C., CHENOWETH, P.J.,
LARSEN, R.E. Growth and reproductive
development from weaning through 18-
months of age among breeds in sub-tropical
Florida. Theriogenology, v.47, p.723-745,
1997.

COLOMBO, J.B.; NAZ, R.K. Modulation
of insulin-like growth factor-1 in the
seminal plasma of infertile men. Journal of
Andrology, v.20, n.1, p.118 125, 1999.

CUNNINGHAM, D.V.M. Tratado de
fisiologia veterinaria. 2. ed. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 1997.

DAWSON, G.R.; MCCAULEY, T.C;
OYARZO, J.N.; et al. Immunoloca lization
of Fertility-Associated Antigen (FAA) on
bovine, equine, and human sperm. Fertility
and Sterility, v.80, Suppl. 3, p.240-241,
2003.

DENHARDT, D.T.; GIACHELLI, C.M,;
RITTLING, S. Role of osteopontin in
cellular signaling and toxicant injury.
Annual Review of Pharmacology and
Toxicology, v.41, p.723-749, 2001.

DESNOYERS, L., MANJUNATH, P.
Major proteins of bovine seminal fluid bind
to insulin-like growth factor-11. Journal of
Biology and Chemistry, v.269, n.8,
p.5776-5780, 1994.

EVANS, A.C.O.; DAVIES, F.J.; NASSER,
L.F.; BOWMAN, P.; RAWLINGS, N.C.
Differences in early patterns  of
gonadotrophin secretion between early and
late maturing bulls, and changes in semen
characteristics at puberty, Theriogenology,
v. 43, n., p.569-578, 1995.

FERRAZ, J.B.S; ELER, J.P. Sele¢do de
Bos indicus para precocidade sexual. Rev
Bras Reprod Anim, Belo Horizonte, v.31,
n.2, p.167-171, abr./jun. 2007. Disponivel
em  www.cbra.org.br.  Acesso em:
10/07/2009.

FITZHUGH, H.A. Analysis of growth
curves and strategies for altering their
shape. Journal of Animal Science, v.30, p.
706-711, 1976.

FOLHADELLA, 1.M. Perfil protéico do
sémen e fertilidade de touros da raca
Gir. 2008. 66 p. Tese (Doutorado em
Ciéncia Animal) — Escola de Veterinaria,
Universidade Federal de Minas Gerais,
Belo Horizonte, MG.

FOOTE, R. Il. Fertility estimation: a review
of past experience and future prospects.
Animal Reproduction Science, v. 75, p.
119-139, 2003.

FRENEAU, G. E.; VALE FILHO, V. R;
MARQUES JR., A. P.,; MARIA, W. S.
Puberdade em touros Nelore criados em
pasto no Brasil: caracteristicas corporais,
testiculares e seminais e de indice de
capacidade  androldgica por  pontos.
Arquivo  Brasileiro de  Medicina
Veterinaria e Zootecnia, v.58, n.6, p.1107-
1115, 2006.

31



FRIEDMAN, J.M.; HALAAS, J.L. Leptin
and regulation of body weight in mammals.
Nature, v.395, n.6704, p.763-770, 1998.

GALINA, C.S.,, ARTHUR, G.H. Review
for cattle reproduction in the tropics. Part 6.
The male. Animal Breeding Abstract,
v.59, p.403-412, 1991.

GERENA, R.L.; IRIKURA, D.; URADE,
Y.; et al Identification of a
fertilityassociated protein in bull seminal
plasma as lipocalin-type prostaglandin D
sinthase. Biology of Reproduction, v.58,
n.3, p.826-833, 1998.

GLANDER, H.-J.; LAMMERT, A;
PAASCH, U.; et al. Leptin exists in tubuli
seminiferi  and in  seminal plasma.
Andrology, v.34, n.4, p.227-233, 2002.

GNESSI, L.; FABBRI, A.; SPERA, G.
Gonadal Peptides as Mediators of
Development and Functional Control of the
Testis:  An  Integrated System  with
Hormones and Local Environment.
Endocrine Reviews. v.18, n.4, p.541-609,
1997.

GUPTA, G.S. Proteomics of
Spermatogenesis. In:_Chapter 3, Non-
Steroidal Signal Molecules In
Spermatogenesis, p.47-76, 2005.

HAHN, J.; FOOTE, R. H.; SEIDEL JR, G.
E. Testicular growth and related sperm out
put in dairy bulls. Journal of Animal
Science, v.29, n.1, p.41-7, 1969.

HENRICKS, D.M.; KOUBA, AJ,;
LACKEY, B.R.; et al. Identification of
Insulin-Like Growth Factor | in Bovine
Seminal Plasma and Its Receptor on
Spermatozoa: Influence on Sperm Motility.
Biology of Reproduction, v.59, n.2, p.330-
337, 1998.

JELINKOVA, P.; MANASKOVA, P
TICHA M. et al. Proteinase inhibitors in

32

aggregated forms of boar seminal plasma
proteins.  International Journal of
Biological Macromolecules, v.32, n.3-5,
p.99-107, 2003.

JONES, J.I.; CLEMMONS, D.R. Insulin-
like growth factors and their binding
proteins: biological actions. Endocrinology
Reviews, v.16, n.1, p.3-34, 1995.

KILLIAN, G.J.; CHAPMAN, D. A;
ROGOWSKI, L. A. Fertility-Associated
Proteins in  Holstein  Bull Seminal
Plasma. Biology of Reproduction, v.49,
n.6, p.1202-1207, 1993.

KRAUS, M.; TICHA, M.; ZELEZNA, B.;
et al. Characterization of human seminal
plasma proteins homologous to boar AQN
spermadhesins. Journal of Reproductive
Immunology, v.65, n.1, p.33-46, 2005.

LUNSTRA D.D; FORD JJ.;
ECHTEMKAMP S.E. Puberty in beef
bulls: Hormone concentrations, growth,
testicular development, sperm production
and sexual aggressiveness in bulls of
different breeds. Journal of Animal
Science, v. 46, p.1054-1062, 1978.

LUUKKAA, V. PESONEN, u,;
HUHTANIEMI, I.; et al. Inverse
Correlation between Serum Testosterone
and Leptin in Men. Journal of Clinical
Endocrinology & Metabolism, v.83, n.9,
p.3243-3246, 1998.

MaCPHERSON, M.L.; SIMMEN, R.C.M.;
SIMMEN, F.A; et al. Insulin-Like Growth
Factor-1 and Insulin-Like Growth Factor
Binding Protein-2 and -5 in Equine Seminal
Plasma: Association  with Sperm
Characteristics and Fertility. Biology of
Reproduction, v.67, n.2, p.648-654, 2002.

MANJUNATH, P.; LEFEBVRE, J.; JOIS,
P.S.; et. Al New nomenclature for
mammalian BSP genes. Biology of
Reproduction. v.80, n.3, p.394-7, 2009.



MANJUNATH, P.; SOUBEYRAND, S,
CHANDONNET, L.; et al. Major proteins
of bovine seminal plasma inhibit
phospholipase A2. Biochemical Journal,
v.303, (Pt 1), p.121-128, 1994.

McCAULEY, T.C.; ZHANG, H.; BELLIN,
M.E.; et al. Purification and
Characterization of Fertility-Associated
Antigen (FAA) in Bovine Seminal Fluid.
Molecular Reproduction and
Development, v.54, n.2, p.145-153, 1999.

McCAULEY, T.C.;, ZHANG, H.M,;
BELLIN, M.E.; et al. Identification of a
heparin-binding protein in bovine seminal
fluid as tissue inhibitor of
metalloproteinases 2. Molecular
Reproduction & Development, v. 58, n.3,
p.336-341, 2001.

MILLER, DJ.; WINER, A.; AX, R.L.
Heparin-binding proteins from seminal
plasma bind to bovine spermatozoa and
modulate capacitation by heparin. Biology
of Reproduction, v.42, n.5-6, p.899-915,
1990.

MIAO, Z-R; LIN, T.K.; BONGS, T.A.; et
al. Effect of insulin-like growth factors
(IGFs) and IGF-binding proteins on in vitro
sperm motility. Clinical Endocrinology,
v.49, n.2, p.235-239, 1998.

MILLER, W.L. Molecular biology of
steroid hormone synthesis. Endocrine
Reviews, v.9, n.3, 295-318, 1988.

MORRIS, C. A., BAKER, R.L., CULLEN,
N.G. Genetic correlation between pubertal
traits in bulls and heifers. Livestock
Production Science, v.31, p. 221-234,
1992.

MOURA, A.A. Seminal plasma proteins
and fertility indexes in the bull: The case
for osteopontin. Animal Reproduction,
v.2.n.1, p.3-10, 2005.

NAKAYAMA, Y.; YAMAMOTO, T,
ABE, S. 1. IGF-1, IGF-lIl and insulin
promote differentiation of spermato gonia
to primary spermatocytes in organ culture
of newt testes. International Journal of
Developmental Biology, v.43, n.4, p.343—
347, 1999.

NOGUEIRA, G.P. Puberty in South
American Bos indicus (Zebu) cattle.
Animal Reproduction Science, v. 82-83,
p. 361-372, 2004.

PIMENTEL, C.A., FERREIRA, JM.M.,
MORAES, J.C.F., et al. Desenvolvimento
testicular e corporal em touros de corte.
Revista Brasileira de Reproducéo
Animal, Belo Horizonte, v.8, n.1, p. 27-33,
1984,

QUIRINO, C.R., BERGMANN, J.AG.
Heritability —of scrotal circumference
adjusted and unadjusted for body weight in
Nellore bulls using ani and bivariate animal
models. Theroigenology, v.48, n.7, p.1398-
1396, 1998.

RITZEN, E.M. Chemical messengers
between Sertoli cells and neighbouring
cells. Journal Steroids Biochemistry,
v.19, (1B), p.499-504, 1983.

RONCOLETTA, M. Perfil bidimensional
de proteinas de membrana de
espermatozdides e plasma seminal
relacionados com a fertilidade e com a
congelabilidade do sémen de touros.
2003. 104f. Tese (Doutorado em Medicina
Veterinaria) — Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinarias. Universidade
Estadual Paulista. Jabuticabal.

RUIZ-CORTES, Z. T.; OLIVERA-
ANGEL, M. Association between leptin
receptor expression in testis, leptin and
testosterone levels, and onset of puberty in
Holstein x Zebu calves. Biology of
Reproduction, v.81, p.678, 2009. Abstract.

33



SANCHEZ-LUENGO, S.; FERNANDEZ,
P.J.; ROMEU, A. Insulin growth factors
may be implicated in human sperm
capacitation. Fertility and Sterility, v.83,
n.4, 2005.

SCHONECK, C; BRAUM, ;
EINSPANIER, R. Sperm viability is
influenced in vitro by the bovine seminal
protein aSPF: Effects on motility,
mitochondrial activity and lipid
peroxidation. Theriogenology, v.45, n.3, p.
633-642, 1996.

SELVARAJU, S.; REDDY, 1.J.; NANDI,
S.; et al. Influence of IGF-I on buffalo
(Bubalus bubalis) spermatozoa motility,
membrane integrity, lipid peroxidation and
fructose uptake in  vitro.  Animal
Reproduction Science, v.113, n.1-4, p.60-
70, 2009.

SHIVAJl, S.; BHARGAVA, P.M.
Antifertility factors of mammalian seminal
fluid. Bioessays, v.7, n.1, p. 13-17, 1987.

SIH, R.; MORLEY, J.E.; KAISER, F.E.; et
al. Testosterone replacement in older
hypogonadal men: a 12-month randomized
controlled trial. Journal of Clinical &
Endocrinology Metabolism, v.82, n.6,
p.1661-1667, 1997.

SILVA-MENA, C. Peripubertal traits of
Brahaman bulls in Yucatan.
Theriogenology 48, 675-685, 1995.

SPITERI-GREECH, J; NIESCHLAG, E.
Paracrine factors relevant to the Regulation
of spermatogenesis - a review. Jornal of
Reproduction and Fertility, v.98, n.1,
p.1-14, 993.

SPROTT, L.R,; GALLINO, J.L,;
NOVASOD, A.M.; et al. Case study:
fertility-associated antigen in peripubertal
beef bulls. The Professional Animal
Scientist, v.22, n.4, p.353-357, 2006.

34

SPROTT, L.R,; HARRIS, M.D.;
FORREST, D.W. ET AL. Artificial
insemination outcomes in beef females
using bovine sperm with a detectable
fertility-associated antigen. Journal of
Animal Science, v.78, n.4, p. 795-798,
2000.

TENA-SEMPERE, M.; BARREIRO, M.L.
Leptin in male reproduction: the testis
paradigm.  Molecular and Cellular
Endocrinology, v.188, n.1-2, p. 9-13, 2002.

TENA-SEMPERE, M.; MANNA, P.R;
ZHANG, F.-P.; et al. Molecular
mechanisms of leptin action in adult rat
testis: potential targets for leptin-induced
inhibition of steroidogenesis and pattern of
leptin receptor messenger ribonucleic acid
expression. Journal of Endocrinology,
v.170, n.2, p.413-423, 2001.

TENA-SEMPERE, M.; PINILLA, L;
GONZALEZ, L.C.; et al. Leptin inhibits
testosterone secretion from adult rat testis in
vitro. Journal of Endocrinology, v.161,
n.2, p.211-218, 1999.

van TILBURG, M.F.; SILVA, JFS.;
DIAS, AJ.B.; et al. Influéncia da Insulina
na Congelabilidade do Sémen de Ovino.
Ciéncia Animal Brasileira, v.9, n.3, p.
731-739, 2008.

UNANIAN, M. M. A procura de
marcadores de precocidade em gado
Nelore. In O Nelore do Século XXI, 4,
1997, ABCZ, Uberaba, Minas Gerais.
Anais. Uberaba, MG, 1997. P.51-57.

WANG, G.; HARDY, M.P. Development
of Leydig cells in the insulin-like growth
factor-1 (IGF-I) knockout mouse: effects of
IGF-I replacement and gonadotropic
stimulation. Biology of Reproduction,
v.70, n.3, p.632-639, 2004.

WILLETT, E.L.; OHMS, J.I. Measurement
of testicular size and its relation to



production of spermatozoa by bulls.
Journal of Dairy Science, v. 40, n. 12, p.
1559-1569, 1957.

WOLF, F.R., ALMQUIST, J.0., HALE,
E.B. Prepubertal behavior and puberal
characteristics of beef bulls on high nutrient
allowance. Journal of Animal Science,
v.24,n.3, p.761-765, 1965.

YANAGIMACHI, R. Mammalian
fertilization. In: Knobil, E. and Neill, J. D.
(Ed). Physiology of Reproduction. 2nd ed.
New York: Raven Press,1994. p. Al189-
A317.

35



CAPITULO II
Experimento 01
Perfil Eletroforético do Plasma Seminal de Tourinhos Gir-Leiteiro na
Peripuberdade e Sua Correlacdo com os Parametros Espermaticos

Resumo

Objetivou-se com este estudo avaliar o perfil protéico seminal, em SDS-PAGE, de touros da
raca Gir-Leiteiro na peripuberdade (60 dias antes a 60 dias apds o inicio da puberdade),
correlacionando-0 aos parametros espermaticos e aos picos protéicos de afinidade a heparina.
Utilizaram-se 16 tourinhos, separados em dois grupos, precoces e regulares, segundo a
determinacdo da puberdade. Os géis 1D foram preparados em gradiente de 10 a 15% de
acrilamida e as proteinas com afinidade & heparina foram separadas por gel filtracdo por meio
de cromatografia liquida de rapido desempenho em coluna de afinidade. Os dados androl6gicos
foram determinados segundo os critérios do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal. Os
animais precoces apresentaram concentracdes de proteina total no plasma seminal de 13,32+7,7,
12,7549,66, 13,52+13,43, 37,1+36,05 e 32,81+14,76 mg/mL, respectivamente, para 0S
momentos -60, -30, 0, 30 e 60 da puberdade, enquanto os animais regulares apresentaram
concentracdes de 15,18+12,86, 15,48+8,43, 36,94 +24,37, 29,66+17,96 e 34,04£13,75 mg/mL,
para os mesmos periodos, com diferenca (p<0,05) somente entre os intervalos de tempo dentro
de grupos. Os dois grupos expressaram média de 22 bandas protéicas nos periodos estudados
com pesos moleculares variando entre 238 e 6,9kDa. Dentre as proteinas expressas no plasma
seminal apenas as de 112, 62, 55, 30, 22, 19, 16, 13,9, 12, 11 e 6,9kDa apresentaram diferenca
estatistica dentro da peripuberdade (p<0,05). Bandas de 134, 47, 46, 38, 33, 30, 27, 25 e 22kDa
foram correlacionadas com os padrdes espermaticos e picos protéicos com afinidade a heparina.
Entre as proteinas do plasma seminal destacaram-se as de menor peso molecular (<22kDa) que
apresentaram maiores concentragdes, e representaram 69,8% do total, alem de serem
correlacionadas positivamente com a idade, peso corporal, perimetro escrotal, concentragdo e
motilidade espermaticas, e correlacdo negativa com os defeitos esperméaticos maiores e totais. O
perfil protéico seminal de touros da raga Gir-Leiteiro varia com o a idade, sugerindo as
proteinas de 55 e 47kDa como marcadoras negativas e as proteinas de menor peso molecular
(22, 16, 13,9 e 11kDa), como marcadoras positivas da qualidade seminal.

Palavras-chave: Plasma seminal, puberdade, SDS-PAGE, zebu.

Abstract

The objective of this study was to evaluate the seminal protein profile, in SDS-PAGE, of Gyr-
Dairy bulls in peripuberty (from 60 days before to 60 days after the onset of puberty),
correlating it with sperm parameters and binding to heparin protein peaks. A total of 16 young
bulls, separated into two groups, precocious and regular, according to the determination of
puberty. Were used in this study the 1D gels were prepared in gradient from 10 to 15% on
acrylamide and proteins with affinity to heparin were separated by gel filtration using fast
performance liquid chromatography on affinity column. Andrological data were determined
using the criteria of the Brazilian College of Animal Reproduction. Concentrations of total
protein in seminal plasma for precocious animals were 0f13.32 + 7.7, 12.75 + 9.66, 13.52 +
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13.43, 36.05 and 32.81 + 37.1 + 14, 76 mg/mL for times -60, -30, 0, 30 and 60 of puberty,
respectively, while regular animals had concentrations of 15.18 + 12.86, 15.48 + 8.43, 36.94 £
24.37, 29.66 = 17.96 and 34.04 + 13.75 mg/mL, for the same periods. Statistical difference (p
<0.05) was observed only between time interval within groups. Both groups expressed an
average of 22 protein bands in both periods with molecular weights ranging from 238 to 6.9
kDa. Among the proteins expressed in seminal plasma only proteins of 112, 62, 55, 30, 22, 19,
16, 13.9, 12, 11 and 6.9 kDa showed statistical significance within the peripuberty (p <0.05).
Bands of 134, 47, 46, 38, 33, 30, 27, 25 and 22kDa were correlated with patterns and sperm
protein peaks with affinity to heparin. Lower molecular weight proteins (<22kDa) with highest
concentration in the seminal plasma proteins, representing 69.8% of the total, and were
positively correlated with age, body weight, scrotal circumference, sperm concentration and
motility, and negative correlation with the major and total sperm defects. Protein profile of
seminal Gyr-Dairy bulls differs with age and proteins of 55 and 47kDa are suggested as
negative marker and the lower molecular weight protein (22, 16, 13.9 and 11kDa ) as positive
marker of seminal quality.

Keywords: Puberty, SDS-PAGE, seminal plasma, zebu.

1996; Cancel et al., 1997; Bellin et al.,
1998; Gerena et al., 1998).

1. Introducéo

Durante varias décadas, cientistas vém se
(1993)  observaram  diferencas  na

laboratoriais para prever com precisdao 0 ) . ;
guantidade de proteinas associadas a

potencial de fertilidade de determinado
individuo. Em alguns casos, o simples
conhecimento do fato de um macho ser
fértil j4 é adequado, mas normalmente o
desejavel seria a estimativa da fertilidade de
uma amostra de sémen. Este tem sido um
desafio uma vez que o0s ensaios de
laboratério  geralmente  examinam 0
conjunto dos espermatozéides no ejaculado.
Contudo, durante a fecundacéo, apenas um
espermatozoide fecunda o 6vulo, podendo
ser uma célula altamente selecionada que
ndo representa a média de espermatozdides
avaliados (Braundmeier e Miller, 2001).

Desta forma, vérios estudos buscam
marcadores da célula espermatica mais
correlacionados com a fertilidade, tendo
sido demonstrado que as proteinas contidas
no plasma seminal podem responder a este
requisito (Killian et al., 1993; Bellin et al.,

fertilidade. Estes autores, em um estudo
realizado com 35 touros Holandeses com
histérico reprodutivo conhecido,
observaram que quatro proteinas estavam
relacionadas a fertilidade daqueles animais.
Duas delas (26 kDa, pl 6,2; e 55 kDa, pl
4,5) ocorriam com grande frequéncia e
densidade em touros provados com alta
fertilidade, enquanto as outras duas (16
kDa, pl 4,1; e 16 kDa, pl 6,7) foram mais
frequentes em touros com baixa fertilidade,
demonstrando a existéncia da ligacdo tanto
positiva quanto negativa entre alguns desses
marcadores e a fertilidade do macho.

Contudo, apesar da abrangéncia dos relatos
na literatura quanto ao efeito de certas
proteinas no plasma seminal em animais
adultos, ainda é restrita essa descricdo em
animais  jovens, principalmente, na
peribuperdade. Desta maneira, objetivou-se
com este estudo determinar o perfil
eletroforético unidimensional das proteinas
do plasma seminal de tourinhos Gir-
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Leiteiros e associa-lo aos parametros
androlégicos e aos picos protéicos com
afinidade a heparina durante o periodo da
peripuberdade.

2. Material e Métodos

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

2.1 Localizacgéo e dados climaticos

O presente estudo foi realizado na fazenda
experimental Getdlio Vargas da Empresa de
Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais
(EPAMIG) no municipio de Uberaba
(19°45°56” de latitude sul, 47°57°7” de
longitude oeste a 774m de altitude, tendo
clima tropical semi-umido com temperatura
média de 21,4 °C, precipitacdo anual média
de 1684,6mm e umidade média relativa do

ar de 71,4% - Estacdo Climatoldgica
Principal de Uberaba — EPAMIG/INMET)
(Tab. 1), durante o periodo de abril a
dezembro de 2007.

2.2 Animais experimentais € manejo
alimentar

Trinta tourinhos, oriundos de cinco
diferentes propriedades criadoras da raca
Gir-Leiteiro no estado de Minas Gerais,
foram acompanhados clinica e
andrologicamente por um periodo de nove
meses (abril a dezembro de 2007). Todos os
animais eram oriundos de rebanhos de alta
producdo leiteira, provenientes de matrizes
com media de 6000 kg de leite/ano, que
passavam por alta pressdo de selecdo para
eficiéncia reprodutiva e de linhagens
selecionadas para precocidade sexual.
Antes do inicio da coleta dos dados os
animais foram recebidos na fazenda Getulio
Vargas (EPAMIG) e passaram por um
periodo de adaptacdo de um més.

Tabela 1. Média dos valores de temperatura e chuva acumulada no municipio de Uberaba no

periodo de abril a dezembro de 2007

Més do Ano Temperaturas do Ar - °C (Bulbo seco) | Umidade Relativa | Chuva Acumulada
Maxima Média Minima do Ar (12) Média no més (mm)
Abril 32 25 18 65% 100
Maio 30 20 15 60% <20
Junho 30 20 14 60% 0
Julho 30 20 14 60% <10
Agosto 31 22 15 45% 0
Setembro 33 25 17 40% <15
Outubro 36 26 21 50% 180
Novembro 33 24 20 70% 250
Dezembro 32 24 20 75% 310

Fonte: Instituto nacional de meteorologia — INMET; Os valores aqui apresentados sdo médias referentes a

cada més observado.

Os animais foram inicialmente ordenados
segundo Vale Filho (1988; 1997) quanto a
classificagdo andrologica por pontos (CAP).
Neste critério, foram computados os valores
da circunferéncia escrotal, da morfologia e
da motilidade espermaética segundo a idade
de cada animal. No inicio do experimento
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quando os animais apresentavam média de
idade de 15 meses, um apresentou CAP >60
(3,33%), seis apresentaram CAP entre 30 e
55 (20%) e 23 apresentaram CAP<30
(76,67%). No més seguinte ao inicio do
experimento, 12 dos 30 animais (40%)
apresentaram-se puberes e ao final do



experimento, 2 (6,7%) ndo atingiram a
maturidade sexual (Anexo 5).

Como constatado pela avaliacdo da CAP e
pela classificacdo da puberdade segundo
Wolf et al. (1965), no inicio da fase
experimental foi observada a presenca de
animais que ja haviam atingido a puberdade
em data anterior ao inicio da coleta dos
dados. Ao final do experimento
observaram-se animais que néo atingiram a
maturidade sexual. Assim, com 0 objetivo
de padronizar o momento da ocorréncia da
puberdade, esses animais foram descartados
e ndo computados para efeito de anélises,
objetivando trabalhar apenas com animais
dentro do intervalo de 60 dias antes e 60
dias apds a puberdade (peripuberdade).

Em dezembro de 2007, ao final do
experimento, ap6s andlise dos exames
andrologicos, constatou-se a formagdo de
dois grupos distintos entre os trinta animais
alocados inicialmente no experimento.
Estes grupos se caracterizavam por animais
gue atingiram a puberdade, segundo Wolf
et al. (1965), antes da idade média da raca
(18 meses) e os que atingiram esse padrdo
apos essa idade. Com isto, dos trinta
animais  inicialmente  alocados  na
experimentacdo, trabalhou-se apenas com
16, sendo oito animais alocados no grupo
precoce (Prec) e oito no grupo regular

(Reg).

Os dados utilizados no presente estudo
foram ajustados de acordo com a idade a
puberdade, segundo a metodologia descrita
por Brito et al. (2004), determinando cinco
periodos segundo o inicio da puberdade (-
60, -30, 0, +30 e +60 dias). Sob esta
estrutura de ajuste dos dados, todas as
variaveis foram comparadas entre 0s grupos
nos respectivos momentos em relagdo a
puberdade.

Durante o periodo experimental os animais
foram mantidos em  confinamento
individual recebendo concentrado contendo

20% de proteina bruta (PB), 70% de
nutrientes digestiveis totais (NDT) e
1,105Mcal/kg de energia liquida, a base de
1% do peso vivo, além de silagem de milho
como volumoso, sal mineral e 4gua ad
libitum.

Os dados  apresentados sobre 0
desenvolvimento ponderal e as
caracteristicas androlégicas dos animais
estudados foram descritos por Martins
(2010). O presente estudo foi realizado em
conjunto ao projeto deste ultimo autor,
sendo, entdo, abordados aqui apenas 0s
dados originais concernentes a esta parte
experimental, correlacionando-os com 0s
dados de Martins (2010) quando oportuno.

Contudo, deve-se salientar que Martins
(2010) trabalhou com a purificagdo de
proteinas com afinidade & heparina e
constatou a presenga de oito picos
cromatograficos sob diferentes tempos de
eluicdo frente as diferentes concentracdes
de NaCl utilizadas na fase mével: P1 — OM;
P2 e P3 - 0,09M; P4 - 0,18M; P5 - 0,3M;
P6 — 0,45M; P7 — 0,6M e P8 — 156M. A
concentracdo deste sal na fase movel
determinou o grau de afinidade da proteina
a heparina. Assim, os U(ltimos picos
protéicos foram os de maior afinidade a este
glicosaminoglicano.

2.3 Procedimento experimental
2.3.1 Coleta do plasma seminal

Durante o periodo experimental os animais
passaram por avaliagbes androldgicas
mensais para coleta do plasma seminal. Os
dados referentes ao exame androldgico de
cada animal eram anotados e o plasma
seminal separado. Uma aliquota de 1mL do
sémen obtido por eletro-ejaculacdo  foi
diluida na proporcdo de 1:1 em uma
solucdo tampdo (Tris base 40mM, CaCl,
2mM, Azida Sodica 0,01%, Pepstatina-A
14M, PMSF 1mM) e imediatamente
congelada a -196°C em nitrogénio liquido
para transporte até o Laboratorio de
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Enzimologia de Bioquimica de Proteinas,
no Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB)
da UFMG.

Em laboratério, as amostras foram
submetidas a centrifugacdo em 1200g
durante 15 minutos a 4°C para separar 0
plasma seminal das células espermaticas.

2.3.1.1 Determinacdo da concentracdo de
proteinas totais do plasma seminal (PT)

A determinacdo das proteinas totais (PT) do
plasma seminal foi realizada segundo
Bradford (1976). Inicialmente, uma curva
padrdo foi construida a partir de
quantidades conhecidas (0; 0,5; 1,5; 3; 5 ¢
10ug) de albumina sérica bovina (BSA). Os
valores de absorbancia da curva padrédo
apresentaram funcdo linear (y=0,624 +
0,066x, R2=0,99) com as concentracfes de
BSA.

Dois microlitros da amostra de plasma
seminal foram diluidos até 1000 vezes
(1:1000) em tampédo Tris Base 40mM para
enquadramento da leitura de absorbancia
das amostras na curva padrdo. Dessas
amostras diluidas, 160uL foram
depositados em duplicata em pocos de uma
microplaca de ELISA e aos mesmos foram
adicionados e homogeneizados 40uL de
reagente de Bradford (10% de Coomassie
Brilliant Blue G-250, 5% de Etanol a 95% e
10% de acido fosforico a 85%) concentrado
cinco vezes. Ap6s um periodo de 10min de
incubacdo, a placa foi submetida a
espectrofotometria em leitor de ELISA
(SpectraMax 340, Molecular Devices Inc,
Toronto, Canadd) em um comprimento de
onda de 595nm.

As médias dos valores de absorbancia das
duplicatas foram substituidas no valor “Y”
da curva padrdo, obtendo-se a quantidade
de PT da amostra diluida (ug/160uL). Em
seguida esse valor foi convertido para
mg/mL e logo ap6s, multiplicado pelo seu
fator de diluicdo (até 1:1000) para
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determinar a concentracdo de proteinas
totais na amostra coletada.

2.3.1.2 Analise eletroforética, em SDS-
PAGE, do plasma seminal

Para a eletroforese unidimensional, foram
aplicados 20 ug de proteinas do plasma
seminal de cada amostra tratada com
tampédo de amostra (0,125M TRIS-CI, 4%
SDS, 20% v/v glicerol, 0,2M DDT, 0,02%
azul de bromofenol, pH 6,8) em um volume
total de 50 pL. A mistura foi aquecida a
100°C por 90 segundos e aplicadas em gel
de poliacrilamida com dodecil-sulfato de
sodio (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). O gel
de separagdo continha acrilamida em
gradiente de 10 a 15%, em tamp&o Tris-HCI
1,5mM pH 8,8 e SDS 10%. O gel de
empilhamento continha poliacrilamida 4%,
Tris-HCI 0,5M pH 6,8 e SDS 0,24%.

Ap0s o preparo das amostras, aplicaram-se
com uma seringa HAMILTON (1700 Series
GASTIGHT®; Bonaduz, Switzerland), 50
pul da amostra abaixo do tamp&o em cada
poco do gel de eletroforese. Este
procedimento garantiu que cada pogo se
comportasse da mesma forma durante a
separacdo. Utilizou-se o primeiro poco de
cada gel para aplicacdo dos padrBes que
variaram entre 200kDa (Miosina de
musculo de coelho) a 6,5kDa (Aprotinina
de pulmdo bovino), todos do fabricante
Sigma® (69883/Sigma Chemical Co., St.
Louis, USA). Como foi utilizado o corante
Azul de Coomassie para revelar o gel,
optou-se por utilizar 1 pg de cada
componente padréo.

Apbs montado o aparato aplicou-se a
corrente elétrica de 25mA por gel para a
separacdo das proteinas de acordo com o
seu peso molecular. Todo o sistema foi
operado com a refrigeracdo do sistema de
eletroforese a uma temperatura de 5°C com
a utilizacdo de um banho termostatico com
circulagdo externa. As corridas foram
realizadas em cuba de eletroforese SE 600



Ruby (Hoeffer Inc.; Holliston, USA) em
tampéo de corrida (25 mM Tris-base, 192
mM glicina e 0,1% SDS, pH 8,3). A corrida
eletroforética foi conduzida até 0 momento
em que o marcador azul de bromofenol,
presente no tampdo da amostra, atingiu a
parte inferior do gel.

Apds a corrida eletroforética, os géis foram
corados pelo corante Azul de Coomassie R-
250, por 16 horas. As bandas foram
reveladas apos terem sido descoradas com
solucdo descorante | (40% v/v Metanol, 7%
viv &cido acético) seguida da solugdo
descorante Il (5% v/v metanol, 7% vl/v
acido acético).

Os geis resultantes foram digitalizados
(600dpi) em formato Tiff e analisados pelo
programa Quantity One®, versao 4.6.3 (Bio-
Rad Laboratories, Inc., Kingston Station,
USA). Foram estimados 0s  pesos
moleculares das proteinas presentes nas
amostras, segundo o padrdo utilizado, e
quantificada a intensidade das bandas. Para
a determinacdo da intensidade das bandas
pelo Quantity One®, utilizou-se a unidade
de pixel da imagem digitalizada,
trabalhando com esta unidade por meio de
coordenadas (X, Y e Z). Os valores das
coordenadas X e Y representaram as
posicdes, horizontal e vertical, do pixel na
imagem, e o valor de Z a intensidade do
sinal (Fig. 1).

v

Intensidade

Desta forma, para que um objeto de dados
pudesse ser visivel e quantificado, a
intensidade dos seus pixels agrupados
deveria ser maior do que a intensidade dos
pixels que compbem o fundo da imagem. A
intensidade total de um objeto de dados foi
determinada pela soma das intensidades de
todos os pixels que compdem este objeto.
Ja a intensidade média de um objeto de
dados foi calculada pela intensidade total
dividida pelo namero de pixels no objeto.
Assim, sabendo a concentragdo total de
proteina colocada em cada poco do gel de
eletroforese compararam-se as intensidades
das bandas reveladas entre os geis. A
unidade obtida pelo programa para
comparacdo das intensidades das distintas
bandas foi a densidade 6ptica (DO).

2.4 Analise Estatistica

Apbs o ajuste dos dados de acordo com a
idade em relacdo a puberdade (dias), no
momento O (zero) foi realizada uma
distribuicdo de frequéncia das idades dos 16
animais  estudados por meio do
procedimento FREQ do SAS (SAS, 2002).
Adotou-se como ponto de separacdo dos
grupos a mediana (18 meses) das idades
naquele periodo. Assim, animais com
idades a puberdade menores do que os da
mediana foram considerados precoces e
aqueles com idades superiores a mediana,
foram considerados regulares.

Aintensidade de sinal de um Unico pixel

Ir'sl

Ay

3D

;e

2-D

Figura 1: Coordenadas dos pixels nos géis digitalizados para anélise. Fonte: Quantity One® (User Guide

for Version 4.6.3).
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Os valores de proteinas totais e da
intensidade de cada banda nos géis foram
submetidos aos testes de normalidade de
Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov e de
assimetria e curtose, pelo procedimento
UNIVARIATE com as op¢cdes NORMAL e
PLOT do pacote estatistico SAS (2002).

As bandas protéicas de 134, 112, 62, 58,9,
47, 46, 41, 38, 25, 22, 19, 16 e 14kDa
foram  transformadas logaritmicamente
[log(x+1)] para se ajustarem a normalidade.
As proteinas de 191, 124, 85, 65, 64, 61,
53, 43, 31, 29, 27, 18 e 13kDa, por ndo se
enquadrarem na curva normal, mesmo ap6s
a transformacdo  logaritmica, foram
considerados varidveis ndo-paramétricas
(Sampaio, 2002).

O delineamento experimental adotado para
analise das variaveis foi em blocos ao acaso
em esquema de subparcelas com oito
repeticbes. Os grupos (Prec e Reg)
constituiram as parcelas e as idades em que
0s animais foram avaliados (-60, -30, 0, 30
e 60), as subparcelas. As analises foram
realizadas utilizando-se o procedimento
MIXED do pacote estatistico SAS segundo
Littell, et al. (1998). O efeito de grupo foi
obtido pelo teste F e os efeitos de idade
foram estimados por meio de ajustamento
de modelos de regressdo linear e quadratica.
As comparacGes entre as idades dentro de
cada grupo foram realizadas pelo teste de
Duncan por meio do procedimento GLM do
SAS (2002).

As bandas protéicas de 191, 124, 85, 65, 64,
61, 53, 43, 31, 29, 27, 18 e 13kDa, por
serem consideradas ndo paramétricos,
foram submetidas & ordenacdo das
observacbes por meio do procedimento
RANK do SAS (Ipe, 1987), para, s6 entdo,
serem comparadas pelos  contrastes
ortogonais entre 0s grupos, nas idades em
relacdo & puberdade e entre as idades dentro
de cada grupo, utilizando-se o teste nao-
paramétrico de Friedman (Sampaio, 2002).
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Os modelos de regressdo das variaveis
avaliadas em relacdo a idade & puberdade
foram ajustados por meio do PROC REG
do SAS (2002). Para os casos em que a
interacdo entre grupo e idade foi
significativa, ajustou-se um modelo de
regressdo para cada grupo. As correlagdes
entre as variaveis paramétricas foram
estimadas pelo coeficiente de correlagdo de
Pearson por meio do PROC CORR e as
associacOes entre as variaveis paramétricas
e ndo-paramétricas pelo coeficiente de
correlacdo de Spearman por meio do PROC
CORR com a op¢do SPEARMAN do SAS
(2002).

3. Resultados e Discussao
3.1 Concentracbes de proteinas totais
analisadas pelo método de Bradford

A quantidade de proteinas totais ndo diferiu
entre 0s grupos analisados (p>0,05). Os
animais Prec apresentaram concentracdes
de 13,32+7,7, 12,75%9,66, 13,52+13,43,
37,1+36,05 e 32,81+£14,76 mg/mL para o0s
momentos -60, -30, 0, 30 e 60 da
puberdade, respectivamente, enquanto 0s
animais Reg tiveram concentragbes de
15,18 +12,86, 15,48 8,43, 36,94 +24,37,
29,66 +17,96 e 34,04 +£13,75 mg/mL, para
estes mesmos momentos da puberdade
(Tab. 2). Contudo, a unica diferenca
(p<0,05) observada foi entre os periodos
analisados (-60 a +60) (Fig. 2).



Tabela 2: Concentracdo média de proteinas no plasma seminal de touros Gir-Leitreiros durante
0 desenvolvimento sexual

Estadio de desenvolvimento sexual REGULARES (mg/mL) PRECOCES (mg/mL)
-60 15,2°+12,9 13,3°+7,7
-30 15,57+8,4 12,7°+9,7
0 36,9°+24,4 13,5°+13,5
30 29,7%+17,9 37,1°+36,1
60 34,0°+13,7 32,8°+14,8

Letras distintas na mesma coluna diferem (P<0,05) pelo teste de Duncan.
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Figura 2: Distribuicdo da quantidade de proteinas totais em mg/mL (médiaterro padrdo) durante o
desenvolvimento sexual em animais Prec (A) e Reg (B).

Apesar de ndo ocorrer diferenca entre 0s grupo, sendo que 0s animais Prec
grupos, registrou-se interacdo de grupo X demonstraram o pico de secrecdo 30 dias
idade. Desta forma, uma regressdo apos os animais Reg (Fig. 2). 1sso ocorreu,
sigmoidal, segundo modelo de Boltzmann, provavelmente, em razdo dos animais terem
foi ajustada para  cada  grupo, sido ajustados segundo a idade a puberdade.
separadamente. Este modelo foi adotado Assim, como 0s animais Reg entraram na
por melhor representar respostas bioldgicas puberdade mais tardiamente do que os
as quais apresentam um aumento com animais Prec, apresentaram maior peso e
posterior estabilizacdo, com o avancar da maior PE, o que pode ter influenciado esta
idade. Os animais Prec foram representados resposta.
pelo modelo  f=13+21,95/(1+exp(-(x-
4,42)/1,17)) (R?® =0,99) e os Reg pelo O aumento na secre¢do de proteinas ocorreu
modelo f=15,2+18,33/(1+exp(-(x- junto ao momento 0 da puberdade, podendo
4,42)/1,17)) (R*=0,96). esta condigéo fisioldgica ter influenciado tal
variavel. Segundo Sharpe (1984), a
O comportamento da secre¢do das proteinas secre¢do do plasma seminal, pelas
contidas no plasma seminal foi similar entre glandulas acessorias, esta sob influéncia da
os dois grupos, modificando apenas o testosterona, hormdnio anabdlico que
momento em que ocorre a maior secrecao, estimula a sintese de proteinas em suas
como observado pela interacdo idade X células-alvo, desta forma, influenciando o
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perfil protéico que o constitui (Parrish e
First, 1993). |Isto pode explicar o
comportamento secretério das proteinas no
plasma seminal apresentado no presente
estudo. Apds a puberdade, supostamente
com a estabilizacdo da secrecdo de
androgenos pelas gbnadas, em decorréncia
da maturidade sexual, ocorreu também
estabilizacdo da secrecdo destas proteinas.

Contudo, por ndo terem sido avaliadas as
concentracBes séricas de testosterona
durante a peripuberdade, fica aqui, apenas a
especulacéo de tal acontecimento, servindo
como indicacdo para futuros estudos.

3.2 Perfil e densidade dptica das bandas
protéicas presentes no plasma seminal
durante a peripuberdade

De uma forma geral, sem levar em
consideragéo 0 momento do
desenvolvimento sexual, os dois grupos de
animais (Prec e Reg) expressaram 37
bandas protéicas com pesos moleculares
iguais a: 238, 191, 134, 124, 112, 85, 73,
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65, 64, 62, 61, 58,9, 55, 47, 46, 43, 41, 38,
36, 34, 33, 32, 31, 30, 29, 27, 25, 22, 19,
18, 16, 14, 13,9, 13,12, 11 e 6,9 kDa.

Contudo, nenhum dos grupos apresentou
todas as bandas em um mesmo periodo. No
momento -60, os dois grupos apresentaram
23 bandas, no momento -30 os Prec
apresentaram 23 bandas enquanto 0s Reg
apresentaram 18 bandas. Nos momentos 0,
+30 e +60, os animais Prec e Reg
apresentaram 21 e 20, 27 e 26 e 24 e 21
bandas, respectivamente, semelhante ao que
foi relatado por Welter (2006) que ao
trabalhar com touros da raga Nelore,
encontrou 21 bandas protéicas no ejaculado
destes animais, por meio de géis SDS-
PAGE a 14% de acrilamida. No presente
estudo, em ambos 0s grupos analisados, a
maior expressdo de bandas protéicas
ocorreu no momento +30 (Fig. 3A),
superando o valor encontrado por Welter
(2006). Todavia, nos demais momentos 0s
valores registrados se assemelharam aos
relatados por este autor (Anexo 2).
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Figura 3: Diagramas dos géis SDS-PAGE dos momentos +30 (A) e 0 (B) do desenvolvimento sexual de

touros Gir-Leiteiro.

As bandas de peso molecular de 112, 62,
55, 38, 30, 22, 19, 16, 13,9, 12 e 11kDa
estiveram presentes em todos 0s momentos
da puberdade para ambos o0s grupos.

44

Entretanto, nenhuma das bandas foi
expressa em 100% dos animais dentro de
um mesmo periodo observado, variando
entre 12,5% a 75% em ambos o0s grupos. O



grupo de animais Prec apresentou, além das
bandas supracitadas, a banda de 85kDa.
Neste grupo, no momento O da puberdade,
foi registrado maior numero de animais
expressando esta proteina (75%). Os
animais Reg ndo apresentaram as bandas
protéicas de 191, 124 e 64kDa em nenhum
momento do desenvolvimento sexual.

Pela anélise dos géis, pbde-se notar que
existem diferencas individuais entre 0s
perfis de proteinas no plasma seminal de
cada animal, tanto dentro de periodo como
entre os periodos, principalmente na faixa
que compreende as cadeias polipeptidicas
acima de 22kDa (Fig. 4: A e B). Resultados
semelhantes foram obtidos por Roncoletta
et al. (1999) ao trabalharem com touros da
raca Gir de alta e baixa congelabilidade de
sémen e por Welter (2006), com touros da
raca Nelore.

As proteinas de menor peso molecular
também apresentaram variagdes
individuais, mas quando os perfis foram
comparados, dentro e entre periodos, houve
menor  variabilidade que os citados
anteriormente. Com baixo peso molecular
encontram-se as cadeias polipeptidicas em
maior concentracdo no plasma seminal,
com peso molecular aparente abaixo de
16kDa, sendo marcadas mais fortemente no
gel (Fig. 4 Ae B).

No presente estudo, as proteinas abaixo de
16kDa representaram 56,65%, 57,64%,
78,64%, 67,22% e 73,84% da proteina total
contida no gel, para os periodos -60, -30, 0,
+30 e +60, nos animais Prec,
respectivamente.  Os  animais  Reg
apresentaram 66,43%, 72,14%, 80,16%,
73,13% e 76,35% para 0s mesmos periodos,
respectivamente. Isto demonstra, segundo
Roncoletta et al. (1999), Scheit et al. (1988)
e Welter (2006) o predominio de tais
proteinas no plasma seminal de bovinos.

A densidade odptica (DO) das bandas
presentes nos géis variou de acordo com
sua concentracdo no plasma seminal. Desta
forma, obteve-se a diferenca entre as
bandas protéicas tanto dentro de grupos
guanto dentro dos periodos. As bandas de
238, 134, 85, 73, 61, 58,9, 47, 46, 43, 41,
34, 31, 25, 18 e 1l4kDa ndo diferiram
(p>0,05) entre os grupos e os periodos do
desenvolvimento sexual.

Essas bandas apresentaram distribuicdo
irregular dentro dos periodos, sendo
ausentes em alguns momentos do
desenvolvimento sexual. Isto reduziu o
namero de amostras de tais variaveis dentro
da wunidade experimental, podendo ter
influenciado na resposta estatistica das
mesmas. Resultado semelhante, mas com
outro grupo de bandas protéicas, foi
observado por Alonso Marques et al.
(2000). Roconletta et al. (1999) também
relataram resultados semelhantes,
demonstrando a variabilidade do padrédo de
certas proteinas no plasma seminal de
bovinos.

Entretanto, ha proteinas que possuem uma
frequéncia de distribuicdo consistente,
servindo como parametro de analise. Dentre
elas estdo as proteinas com peso molecular
de 112, 62, 55, 30, 22, 19, 16, 13,9, 12,11 e
6,9kDa. Essas proteinas diferiram (p<0,05)
dentro do periodo da puberdade (-60 a
+60), mas ndo entre grupos (p>0,05).
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As proteinas de 112kDa demonstram
estarem mais presentes a medida que ocorre
0 desenvolvimento sexual, diferindo
(p<0,05) dentro, mas ndo entre 0S grupos
segundo a idade (Fig. 5A). Em razéo dessa
varidvel apresentar efeito de idade, sem
contudo apresentar interacdo com grupo,
ajustou-se um modelo de regresséo
representativo dos valores (y=2,04+0,21x;
R?=0,19) para ambos 0s grupos. Essa maior
expressdo dentro de tempo sugere ter
correlagdo com a secrecdo de andrdgenos,
como reflexo do ganho de peso e do
desenvolvimento  testicular, dando a
entender que a mesma sSeja associada
positivamente com o desenvolvimento
sexual e, consequentemente, com a
fertilidade.

A banda de 62kDa apresentou diferenca
(p<0,05) apenas no momento +30 do
desenvolvimento sexual (Fig. 5B) dentro de
cada grupo, mas ndo entre grupos, ndo
apresentando correlagdo com os pardmetros
espermaticos. Contudo, esta proteina pode
ter ligacdo com a secrecdo de testosterona,
uma vez que 0 aumento da sua
concentracdo ocorreu a partir da puberdade,
atingindo seu pico 30 dias apdés e se
estabilizando logo a seguir. Entretanto, a
falta de ligacdo com outros pardmetros
sexuais limitou tal observacéo.

A banda de 55kDa demonstrou ter maior
secre¢cdo no inicio do desenvolvimento
sexual em ambos os grupos (Fig. 5C),
diminuindo sua expressdo com o avancar da
idade. Como foi registrado efeito de idade,
sem, contudo, ter sido observada correlagéo
com grupo, ajustou-se uma regressdo
sigmoidal, segundo 0 modelo de
Boltzmann, representativo dos valores
(f=10,97+22,53/(1+exp(-(x+18,68)/-5,18);
R?=0,99). Esta proteina demonstrou padréo
inverso a banda de 112kDa, podendo
indicar uma correlacdo inversa com o
desenvolvimento sexual.

A modulacdo da expressdo da banda de
30kDa foi similar entre os dois grupos,
tendo maior secrecdo nos momentos 0 e
+60 da puberdade (Fig. 5D), ndo diferindo
(p>0,05) entre os grupos (Prec e Reg),
apresentando, contudo, interacdo de idade e
grupo. Em razdo disto, se ajustou um
modelo de regressdo para cada um dos
grupos (Prec: y=1,09+0,15x, R?=0,27;
Reg: y=-0,77+1,62x-0,22x°, R?=0,44).

A expressdo das bandas de 22kDa, nos
animais Prec e Reg, demonstrou
similaridade com a expressdo das bandas de
30kDa, tendo picos nos momentos 0 e +60
da puberdade. Estes momentos (0 e +60)
diferiram dos demais nos dois grupos
estudados (Fig. 5E). Em razéo de ter sido
registrado efeito de idade para esta variavel,
sem, contudo, apresentar interacdo com
grupo, ajustou-se uma regressdo que
pudesse representar seus valores
(y=1,71+0,35x; R*=0,28) (Fig. 9).

A banda de 16kDa também apresentou
maior expressdo no momento 0 da
puberdade tanto em animais Prec quanto
Reg, mas néo diferiu (P>0,05) entre grupos.
As proteinas de 22kDa e 16kDa podem ter
alguma ligacdo com a secre¢do de
testosterona, semelhante & banda de 62kDa,
demonstrando  serem  responsivas  ao
momento em que € esperada maior secrecao
deste horménio. Contudo, como ndo foram
determinadas as  concentracbes  de
testosterona durante o periodo de
desenvolvimento sexual dos animais, ndo se
pbde confirmar tal hipotese.

As proteinas de menores pesos moleculares
(<22kDa)  apresentaram  em  maior
concentracdo no plasma seminal bovino,
representando, respectivamente, 78,64% e
80,16% do total de proteinas no plasma
seminal no momento O da puberdade para
0s grupos Prec e Reg, respectivamente. Isto
pode ser observado quando comparada a
intensidade individual das bandas que
representam a concentracdo de proteina no
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plasma seminal. Similar as proteinas de
30kDa e 22kDa, as de menores pesos
moleculares (<16kDa) demonstraram pico
de expressdo nos momentos 0 e +60 da
puberdade, podendo indicar o envolvimento
destas proteinas com a testosterona
secretada durante a puberdade (Fig. 6).

Assim, como para as demais proteinas
estudadas, estas também ndo demonstraram
diferenca estatistica (p>0,05) entre o0s
grupos, mas apresentaram diferenca
(p<0,05) entre  0s  estddios  de
desenvolvimento sexual, sendo que a banda
de 12kDa apresentou interacdo entre idade e

grupo.

Desta forma, ajustou-se um modelo de
regressdo para cada uma delas. A de
13,9kDa teve o modelo y=-8,54+57,06x-
7,74x%, R*=0,24 e a de 11kDa teve o
modelo y=7,59+30,51x-2,39x*>, R%=0,35.
Em decorréncia da interacdo, idade x grupo,

observada na banda de 12kDa, ajustou-se
um modelo para cada grupo. Prec (12kDa):
y=21,38+13,64x, R*=0,24; Reg (12kDa):
y=-43,45+91,16-12,70x*, R*=0,58.

3.3 Correlagdes entre a intensidade das
bandas  protéicas, 0S  parametros
espermaticos e as proteinas com afinidade
a heparina

H& vaérios relatos que demonstram a
importancia, tanto positiva quanto negativa,
das proteinas no plasma seminal sobre a
fertilidade do macho. Em funcdo dessa
ocorréncia, buscou-se no presente estudo a
correlacdo da densidade dptica (DO) das
bandas protéicas com o0s parametros
ponderais, espermaticos (Tab.3) e o0s
valores dos picos protéicos com afinidade a
heparina (Tab.4), segundo Martins (2010),
nos periodos de -60 a +60 da puberdade.

Tabela 3: Média e desvio padrdo dos valores ponderais, espermaticos e dos picos protéicos com

afinidade a heparina (Martins, 2010)

Variaveis Estadio do desenvolvimento sexual (dias a puberdade)
60 30 0 30 60
Idade (meses) 16,26+149  17,18#1,50  18,14*154 19,08+1,52 20,10+1,58
Perimetro 2453+1,81  26,74+210  2825+237  29.87+2.11 30,91+2,50
Escrotal (cm)
Peso (Kg) 272,63+40,50 301,21+41,90 330,63+34,93 357,63+37,26  373,25%+31,56
VVolume do 3,71%2,07 4974221 5,29+3,00 5,15+2,79 5,07+1,64
Ejaculado (mL)
Concentracao 3,83+3,52 4704423  80,70+71,83 141,02+16845 154,69+195 17
Espermatica(x10°)
Motilidade 5754729  787+1165 222541779  42,0041925  39.06+21.23
Espermatica (%)
Vigor (1-5) 1,0621,08 1,4421,19 2,5621,09 3,0621,39 3,19+1,22
Defeitos 65,20+16,00  75,30+14,08 5550+24,94  33,20+42851  12,69+10,33
Maiores (%)
Defeitos
11,9746,63  11,30#7,17  12,25+10,08  14,07+14,75  11,88+11,30

Menores (%)
Defeitos

: 77241659  86,60£11,94 67,75222,29  47,30+26,89  24,56+17,18
Totais (%)
Normais (%) 22,80+16,59  13,37+11,94 32,2542229 527142689  7544+17,18
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Figura 5: Média (terro padrao) da expressdo das bandas protéicas de 112 (A), 62 (B), 55(C), 30 (D) e
20kDa (E) durante o desenvolvimento sexual. Letras maitsculas e mintsculas distintas diferem (p<0,05),
pelo teste de Duncan, nos animais Prec e Reg, respectivamente.
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Figura 6: Média (zerro padrdo) da expressdo das bandas protéicas de 13,9, 12 e 11kDa durante o
desenvolvimento sexual. Letras distintas na mesma linha diferem (p<0,05) pelo teste de Duncan nos
animais Prec (A) e Reg (B), respectivamente.

Tabela 4: Média e desvio padréo dos picos proteicos com afinidade a heparina (Martins, 2010)

Estadio do desenvolvimento sexual (dias a puberdade)
Variaveis
-60 -30 0 30 60
Proteina total (mg/mL) | 14,01+10,29  13,13¥8,90 2522%2255 33,38+27,77  33,42£13,80
Pico com afinidade 7,76+399  714+380  811+545  10,68+574 11524370
a heparina 1 (mg/mL)
Pico com afinidade 06042  057t054 060049  0,96+0,97 1,08+0,94
a heparina 2 (mg/mL)
Pico com afinidade
a heparina 3 (mg/mL) 2,03£3,13 2,16+2,92 5,41+6,27 6,75+6,38 5,94+3,37
Picocomafinidade ' | 5064975 2158167  390:420 6064740 5074396
a heparina 4 (mg/mL)
Picocomafitidade | 1514161 0116£1,30  393:476  569¢682 4914255
a heparina 5 (mg/mL)
Pico com afinidade
heparina 6 (mg/mL) | 052067 041057 2345310 2404240 2,38+1,64
Pico com afinidade 02£036  013t021 0684092  127+169 1,17+0,98
a heparina 7 (mg/mL)
Pico com afinidade 0,0£0,12  0,09:0,09  0,28:0,33  0,42+0,74 0,440,45
a heparina 8 (mg/mL)
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As bandas protéicas com peso molecular
aparente de 238, 191, 124, 85, 73, 65, 64,
62, 61, 58,9, 53, 43, 41, 36, 34, 32, 31, 29,
19, 18 e 14kDa ndo apresentaram
correlagcdo  significativa (p>0,05) com
nenhuma das caracteristicas estudadas.
Desta forma, ndo foram apresentadas, sendo
expostas apenas as bandas que tiveram
alguma correlagcdo significativa com as
varidveis abordadas (Tab. 5).
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As intensidades das bandas, dentro de
periodo, que tiveram correlacdo com
alguma das varidveis sdo apresentadas na
figura 7. Deve-se salientar que a densidade
da banda representa sua concentragdo no
plasma seminal, ou seja, quanto maior ou
menor for sua densidade, maior ou menor
serd sua concentracdo neste fluido (Oberst
etal., 2002).
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Figura 7: Densidade optica (DO) das bandas 134, 112, 55, 47, 46, 38, 33, 30 e 25kDa (A) e das bandas
27,22,16, 13,9, 12, 11 e 6,9kDa (B), durante a peripuberdade.

As bandas de 55 e 47kDa, com
significancia minima de 5%, tiveram
correlagdo negativa com idade, perimetro
escrotal (PE), peso corporal, concentragdo
espermaética, proteinas totais, picos 3, 4, 5, 6
e 7 de afinidade a heparina. A banda de
55kDa também apresentou correlagéo
negativa com o nimero de células normais
e 0 pico 1, e correlacdo positiva com o
ndmero de defeitos totais e maiores,
enquanto a banda de 47kDa apresentou
correlagdo negativa com a motilidade
espermatica.
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Tabela 5: Correlages de Pearson e Spearman entre as bandas protéicas do plasma seminal (134
a 25kDa) e os valores ponderais, espermaticos e 0s picos protéicos com afinidade a

heparina
ivel Bandas Protéicas (kDa)
Variave 134 112 55 47 46 38 33 30 25
PE -0,59'1 027t -0,41%> -0,73° -0,63*
Peso corporal 0,34+ -053* -0,51
Conc. Espermat. 0,328 -0,32' -0,54! 0,46°
Motilidade* 0,37° -0,58  0,49'
Def. Maiores 0,422 -0,43*
Def. Menores
Def. Totais 0,35! -0,48°
P1 -0,28*
P2 -0,53°
pP3* -0,41> -0,52*
P4 -0,32'  -0,84° 0,63 -0,46*
P5 -0,24 0,21 -0,49° -0,64> 0,46' 0,36!
P6 -0,47°  -0,53' 0,45! 0,35!
p7* -0,51® -0,60' 0,54! 0,08 -0,50* 0,27
p8* -0,23 -0,57* 0,36 0,19 -0,37 0,26

PE: perimetro escrotal; Conc. Espermat.: concentracdo espermatica; Def.: defeitos; Prot.. proteina; P1 a
P6: picos com afinidade & heparina. *Variaveis correlacionadas pelo método de Spearman; *(p<0,05);

?(p<0,005); *(p<0,0005).

As intensidades das bandas de 55 e 47kDa
diminuiram dentro de tempo (Fig. 8),
mostrando correlagdo de média a alta
magnitude entre os parametros analisados.
Isto demonstra a associacdo dessas
proteinas com o desenvolvimento sexual,
pois as varidveis: idade, peso corporal,
perimetro escrotal, concentracao
espermaética, defeitos maiores e totais, sdo
inerentes a condi¢do da puberdade.

Essas proteinas também demonstraram ter
correlacdo negativa com 0s picos protéicos
com afinidade a heparina, mostrando com
isto, relacdo inversa com a fertilidade, uma
vez que tanto esses picos protéicos
(Martins, 2010) quanto esse GAG (Ax et
al., 1999) ja& apresentaram correlagéo
positiva com o0s padrdes espermaticos e a
fertilidade, respectivamente. Desta forma,
estas proteinas podem servir como um
indicador negativo do estado de maturidade
sexual.
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Figura 8: Densidade Optica das bandas de 55kDa e 47kDa e o crescimento testicular durante o

desenvolvimento sexual (médiaterro padréo).

H& relatos na literatura que descreve a
presenga de proteinas com esses pesos
moleculares no plasma seminal de touros.
Contudo, em principio, ndo demonstram
serem as mesmas, pois a proteina de 55kDa
relatada por Killian et al. (1993) e mais
tarde denominada de osteopontina, €
associada positivamente a fertilidade, sendo
mais expressa em touros de alta fertilidade,
contrario ao que se apresenta no presente
estudo.

Entretanto, Eloy e Furtado (2008) ao
utilizarem ovinos machos da raca Anglu-
Nubiano, demonstraram haver correlacéo
negativa entre uma proteina de 55kDa do
plasma seminal e a congelabilidade de
sémen desses animais. Apesar de serem
espécies diferentes, pode-se aqui ter um
parametro sobre a presenca de uma proteina
de banda de tal peso molecular que possa
ser desfavoravel a fertilidade em machos,
como as aqui relatadas.

A proteina de 47kDa foi relatada por Jones
et al. (1980), como sendo uma proteina
presente na cauda do epididimo e
androgeno dependente. Todavia, apesar de
ndo haver dados que confirmem tal
hipbtese, essa proteina teve sua expressao

diminuida e anulada apds a puberdade com
aumento da testosterona circulante, n&o
demonstrando tal acdo. Desta forma, fica
aqui como  perspectiva futura a
discriminacdo detalhada destas proteinas
gue podem ter funcdo indicadora quanto ao
momento do inicio da puberdade em
machos zebus.

As bandas de 134kDa e 25kDa
apresentaram correlacdo negativa e de alta
magnitude (r=-0,59; p<0,05) com o PE,
demonstrando diminuirem sua expressao a
medida que ocorre o desenvolvimento
testicular. J& a banda de 112kDa
demonstrou correlagcdo positiva de média
magnitude com o PE, peso, concentracao
espermatica, motilidade e concentragcdo de
proteinas  totais, demonstrando  ser
associada a fertilidade do macho (Fig. 9).
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Figura 9: Intensidade da banda de 112kDa e o perimetro escrotal durante o desenvolvimento sexual

(médiazerro padréo).

N&o foram encontrados na literatura relatos
envolvendo banda de peso molecular
proxima ao registrado no presente estudo
que tenha sido correlacionada aos padrdes
espermaticos em bovinos. No entanto, na
espécie caprina, Eloy e Furtado (2008) ao
utilizarem machos da raca Anglo-Nubiano
de acordo com a capacidade de congelacéo
do sémen, observaram bandas de 112kDa
em animais que apresentaram boa
congelabilidade. Estes autores consideraram
ser possivel que esta banda protéica possa
vir a ser um interessante marcador de
congelabilidade em caprinos.

Assim, apesar de ndao haver dados
comparativos de congelabilidade de sémen
no presente estudo, pode-se especular que
tal proteina seja favoravel a fertilidade do
macho, a partir dos dados aqui analisados,
ficando aqui como perspectiva para novos
estudos, 0 sequenciamento dessa proteina.

A proteina de 46kDa apresentou correlacdo
positiva de média a alta magnitude com a
motilidade espermatica e 0s picos protéicos
4, 5, 6 e 7 com afinidade a heparina.
Segundo Martins (2010), todos os picos
protéicos com afinidade a heparina tiveram
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correlagio com os padrdes reprodutivos
estudados (idade, PE, peso corporal,
motilidade espermatica, defeitos maiores,
menores e totais, volume e concentracao
espermatica). Contudo, dentre 0s picos
avaliados, observou-se que P5, P6 e,
especialmente, o P7 apresentaram as
maiores correlagbes com estes pardmetros.
Desta forma, pode-se sugerir, segundo a
correlacdo apresentada entre essa banda
protéica e 0s parametros espermaticos, que
esta proteina tenha repercussdo positiva na
reproducdo do macho.

Soubeyrand et al. (1998) encontraram no
plasma seminal de touros uma proteina de
banda de 46kDa que identificaram como
sendo um fragmento da fosfolipase A,. Esta
enzima é ligada diretamente a acdo da
heparina no processo de capacitacdo
espermatica, o que pode explicar a alta
correlagdo encontrada entre a banda
protéica de 46kDa, do presente estudo, e 0s
picos com afinidade a heparina. Contudo,
por ndo ter sido sequenciada tal banda, ndo
se pode aqui inferir que esta seja a mesma
encontrada por Soubeyrand et al. (1998).



A proteina de 38kDa apresentou correlagéo
negativa de média magnitude com os
defeitos maiores e total, e positiva com o
nimero de células espermaticas normais,
que demonstra  associagdo com a
espermatogénese. Ja a proteina de 33kDa
apresentou correlagdo negativa de média
magnitude com a concentracdo de proteina
total e os picos protéicos 2, 4 e 7 com
afinidade a heparina, podendo ter papel
inverso ao apresentado pela proteina de
38kDa.

A proteina de 30kDa demonstrou ter papel
favoravel a fertilidade, pois apresentou

[ Banda protéica de 30KDA

Concentragéo de proteina (mg/mL)

b

] —— Pico 5 de afinidade & heparina
—O— Pico 6 de afinidade a heparina

e

correlagdo positiva de média a alta
magnitude com a idade, o volume do
gjaculado, a concentracdo espermatica e 0s
picos 5 e 6 de afinidade a heparina (Fig.
10). Segundo Manjunath et al. (1993), a
proteina de 30kDa presente no plasma
seminal pode ser a BSP-30 que se liga a
membrana espermatica e promove o0
sequestro de colesterol, tornando a
membrana permeavel para a entrada de
calcio e ativacdo da fosfolipase A2, que
promovera a capacitagéo dos
espermatozoides. Todavia, maiores estudos
necessitam ser realizados para que se possa
confirmar tal hipotese.

r 10
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Figura 10: Densidade dptica da banda de 30kDa e a concentracdo de proteinas dos picos 5 e 6 de
afinidade a heparina durante o desenvolvimento sexual (médiaterro padréo).

Dentre as BSPs, existem as de menores
pesos (<22kDa) e que se apresentam em
maior quantidade no plasma seminal bovino
(Roncoletta et al., 1999). No presente
estudo, foi constatada a presenca de bandas
protéicas de pesos moleculares menores ou
iguais a 22kDa gue estavam presentes desde
0 momento -60 até o +60 da puberdade,
apresentando uma  distribuicdo  mais
uniforme, dentro de animais e de tempo,
comparadas as proteinas plasmaticas
seminais de maior peso molecular.

As bandas protéicas de 22, 16, 12, 11 e
6,9kDa apresentaram correlacdo positiva e
de média a alta magnitude com as variaveis
idade, PE, peso corporal, concentracéo,
motilidade e vigor espermatico (Tab. 5). As
proteinas de 22, 16, 12 e 11kDa também
apresentaram correlagdo negativa com os
defeitos maiores, demonstrando com isto, a
ligagdo que estas proteinas tém com a
fertilidade.
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Resultados semelhantes, mas trabalhando
com congelabilidade de sémen bovino,
foram relatados por Jobim et al. (2003) que
registraram 12 bandas protéicas, nessa
mesma faixa de peso molecular, das quais
quatro apresentaram-se quantitativamente
maiores  (p<0,05) nas amostras dos
reprodutores bovinos pertencentes ao grupo
de maior congelabilidade, bandas 3 (15-
16kDa; pl 4,7-5,2), 7 (11-12kDa; pl 4,1-
4,8), 11 (13-14kDa; pl 6,90-6,50) e 23 (18-
20kDa; pl 4,8-5,2), enquanto gque a banda
protéica de 25-26kDa (pl 6,0-6,5), mostrou-
se significativamente maior (P<0,05) nos
reprodutores de menor congelabilidade do
sémen, evidenciando a existéncia de
diferencas no  perfil  protéico dos
reprodutores com maior € menor
congelabilidade do sémen, o0 que sugere
indiretamente os dados aqui apresentados,
por associar essas proteinas a melhor
gualidade seminal. Porém, como ndo foi
realizada a identificacdo de cada proteina,
ndo foi possivel confirmar que sejam as
mesmas.

A proteina de 27kDa encontrada no
presente estudo (Tab. 6), segundo revisdo
de Souza (2007), pode ser uma isoforma da
prostaglandina D sintetase (PGDS), a qual
aumenta a medida que o animal envelhece.
Este mesmo autor cita que apesar desta
proteina ser mais abundante em touros de
alta fertilidade, a PGDS estd presente em
quantidades variaveis em animais com
diversos niveis de fertilidade, o que sugere
gue esta proteina seja benéfica, mas ndo
crucial a fertilidade.

As proteinas de 22, 13,9, 12, 11 e 6,9kDa
apresentaram também correlagdo positiva
com 0s picos protéicos 3, 4, 5, 6 e 7 de
afinidade a heparina, variando na
magnitude e no grau de significancia,
conforme explicitado na tabela 5.

Dentre todas as bandas registradas no

presente estudo, as de menores pesos
moleculares foram as que  mais
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apresentaram correlagdo com 0s picos
protéicos de afinidade a heparina, indicando
associacdo com a fertilidade da célula
espermatica por caminhos que possam
utilizar os GAGS nesse mecanismo, assim
como apresentado nas proteinas do grupo
das BSPs. Contudo, deve-se ressaltar que
em razdo de ndo ter sido realizada a
identificagdo das bandas protéicas ndo se
pdde inferir eventuais papéis a estas
proteinas como se fossem pertencentes a
esta mesma classe, mas apenas mencioné-
las frente aos dados aqui levantados.

Entretanto, existem proteinas nessa faixa de
peso molecular que sdo encontradas no
plasma seminal de bovinos e sdo
correlacionadas negativamente com a
fertilidade. Corroborando esta afirmativa,
Garcia e Graham (1987) demonstraram que
uma fracdo protéica de baixo peso
molecular (<12-14 kDa) ndo foi benéfica
para as células espermaticas durante a
congelacdo. Al-Somai et al. (1994)
encontraram que as proteinas anionicas,
com peso molecular entre 15 e 16 kDa, sdo
maléficas a motilidade espermatica,
diferentemente dos dados aqui
apresentados.



Tabela 6: Correlagdes de Pearson e Spearman entre as bandas protéicas do plasma seminal (22 a
6,9 kDa) e os valores ponderais, espermaticos e os picos protéicos com afinidade a

heparina
Variavel Bandas Protéicas (kDa)

27* 22 16 13,9 12 11 6,9
PE 0,37* 0,382 0,382 0,372 0,46° 0,53° 0,47°
Peso 0,472 0,55° 0,432 0,54° 0,64 0,55° 0,60°
Volume Ejaculado 0,31! 0,40° 0,54° 0,28? 0,57
Conc. Espermat. 0,46' 0,51° 0,52° 0,432 0,52° 057 0,432
Motilidade* 0,492 0,30 0,33 0,462 0,42 0,66°
Vigor* 0,46 0,28 0,31 0,372 0,35 0,54°
Def. Maiores -0,55° -0,31* -0,42? -0,51°
Def. Menores
Def. Totais -0,57° -0,42? -0,53* -0,26
P1 0,43 0,382 0,31 0,38t
P2
p3* 0,58? 0,36! 0,29 0,54° 0,35
P4 0,32! 0,30* 0,372 0,44° 0,36 0,55
P5 0,44* 0,48° 0,407 0,47° 0,59° 0,43 0,507
P6 0,542 0,56° 0,402 0,48° 0,63° 0,452 0,36
p7* 0,502 0,56° 0,34 0,44° 0,60° 0,42 0,35
p8* 0,37 0,392 0,407 0,38t

PE: perimetro escrotal; Conc. Espermdt.: concentracdo espermatica; Def.: defeitos; Prot.: proteina; P1 a
P6: picos com afinidade & heparina. * Variaveis correlacionadas pelo método de Spearman; * (p<0,05); 2

(p<0,005); 3 (p<0,0005).

4. Concluséo

1. A concentracdo de proteinas totais no
plasma seminal diferiu apenas dentro do
periodo da puberdade sem sofrer influéncia
da categoria animal, precoce ou regular.

2. As proteinas seminais de 134, 112, 55,
47, 46, 38, 33, 30, 27, 25, 16, 13,9, 12,11 ¢
6,9kDa apresentaram correlagdo com os
padrdes espermaticos.

3. As bandas protéicas de 55 e 47kDa
podem servir como possiveis marcadoras
negativas da maturidade sexual.

4. Destacaram-se as proteinas de menor
peso molecular (<22kDa) que apresentaram
correlagdo com a maioria dos parametros
espermaticos, tendo aumento na sua
concentracdo com a maturidade sexual.

Referéncias Bibliogréaficas

ALONSO MARQUES, V.; GOULART,
L.R.; FELICIANO SILVA, AE.D.
Variations of protein profiles and calcium
and phospholipase A2 concentrations in
thawed bovine semen and their relation to
acrosome reaction. Genetics and
Molecular Biology, v.23, n.4, p.825-829,
2000.

AL-SOMAI, N.; VISHWANATH, R
SHANNON, P.; et al. Low molecular
weight components in bovine semen
diffusate and their effects motility of bull
sperm.  Reproduction  Fertility and
Development, v.6, n.2, p. 165-171, 1994,

AX, R.L.; BELLIN, M.E.; ZHANG, H.M,;
et al. New Approach to Estimating Bull
Fertility. In_: Proceedings, The Range
Beef Cow Symposium XVI. 1999,
Greeley, Colorado.

57



BELLIN, M.E.; HAWKINS, H.E,;
OYARZO,J.N.; et al. Monoclonal antibody
detection of heparin binding proteins on
sperm corresponds to increased fertility of
bulls. Journal Animal Science, v.74, n.1,
p. 173-182, 1996.

BELLIN, M.E.;; OYARZO, JN;
HAWKINS, H.E.; et al. Fertility-associated
antigen on bull sperm indicates fertility
potential. Journal of Animal Science,
V.76, n.8, p.2032-2039, 1998.

BRADFORD, M. M. A Rapid and Sensitive
Method for the Quantitation of Microgram
Quantities of Protein Utilizing the Principle
of Protein-Dye Binding. Analytical
Biochemistry, v.72, p. 248-254, 1976.

BRAUNDMEIER, A.G.; MILLER, D.J.
The Search is on: Finding Accurate
Molecular Markers of Male Fertility.
Journal of Dairy Science, v.84, n.9,
p.1915-1925, 2001.

BRITO, L.F.C;, SILVA, AED.F,;
UNANIAN, M.M.; et al. Sexual
development in early- and late-maturing
Bos indicus and Bos indicus x Bos taurus
crossbred bulls in Brazil. Theriogenology,
v.62, n.7, p.1198-1217, 2004.

CANCEL, AM.; CHAPMAN, D.A;
KILLIAN, G.J. Osteopontin is the 55
Kilodalton Fertility-Associated Protein in
Holstein Bull Seminal Plasma. Biology of
Reproduction, v. 57, n.6, p. 1293-1301
1997.

ELOY, AM.X.; FURTADO, IJR.
Marcadores de Congelabilidade no Plasma
Seminal de  Caprinos -  Estudos
Preliminares. Comunicado  Técnico,
Embrapa-Sobral, p.1-4, 2008. Disponi vel
em: http://www.cnpc.embrapa.br/cot97.pdf,
Acessado em: 20/05/ 2010.

GARCIA, M.A.; GRAHAM, E.F. Dialysis
of bovine semen and its effect on fresh and

58

freeze-thawed spermatozoa. Cryobiology,
v.24,n.5, p. 446-454, 1987.

GERENA, L.R.; IRIKURA, D.; URADE,
Y. et al Identification of a
fertilityassociated protein in Bull seminal
plasma as lipocain-type prostaglandin D
synthase. Biology of Reproduction, v. 58,
n.3, p. 826-833, 1998.

IPE, D. Performing the Friedman test and
the associated multiple comparison test
using PROC GLM. Proceedings of the
Twelfth  Annual SAS Users Group
International Conference, v.12, p.1146-
1148, 1987.

JOBIM. M.1.M.; OBERST, ER,;
SALBEGO, C.G.; et al. Proteinas de baixo
peso molecular do plasma seminal bovino
relacionadas com a congelabilidade do
sémen através de eletroforese bidimensional
em gel de poliacrilamida. Acta Scientiae
Veterinariae, v.31, n.1, p. 21- 30, 2003.

JONES, R; BROWN C.R; VON GLOS,
K.1.; et al. Hormonal regulation of protein
synthesis in  the rat epididymis.
Biochemical Journal, v.188, n.3, p. 667-
676, 1980.

KILLIAN, G.J.; CHAPMAN, D.A;
ROGOWSKI, L.A. Fertility-Associated
Proteins in  Holstein  Bull Seminal
Plasma. Biology of Reproduction, v.49,
n.6, p.1202-1207, 1993.

LAEMMLI, U.K. Cleavage of structural
proteins during assembly of the head of the
bacteriophage T. Nature, v.277, n.5259,
p.680-685, 1970.

LITTELL, R.C,; HENRY, P.R,;
AMMERMAN, C.B. Statistical Analysis of
repeated measures data using SAS
procedures. Journal of Animal Science,
v.78, n.4, p.1216-1231, 1998.


http://www.cnpc.embrapa.br/cot97.pdf�

MANJUNATH, P; CHANDONNET, L;
LEBLOND, E. et al. Major proteins of
bovine  seminal  vesicles bind to
spermatozoa. Biology of Reproduction,
v.48,n.1, p.27-37. 1993.

MARTINS, JA.M. Desenvolvimento
reprodutivo e andlise das proteinas do
plasma seminal com afinidade a
heparina, em tourinhos Gir selecionados
para a producdo de leite. Tese
(Doutorado). UFMG, Belo Horizonte/MG.
71f, 2010.

PARRISH, J.J.; FIRST, N.L. Fertilization.
In: King GJ, Neimann-Sorensen A, Tribe
DE (Ed.). World animal science-
Reproduction in domesticated animals.
New York: Elsevier, 1993. p.195-227.

RONCOLETTA, M.; FRANCESCHINI,
P.H.; LIMA, V.F.M.H.; et al. Perfil em
SDS-PAGE das proteinas do plasma
seminal e sua relagdo com a
congelabilidade do sémen de touros
doadores da raca Gir. Brazilian Journal of
Veterinary Research and  Animal
Science, v.36, n.2, p. 1-5, 1999.

SAMPAIO, |.B.M. Estatistica Aplicada a
Experimentagdo Animal. 2ed. Belo
Horizonte, Minas Gerais: FEP MVZ
Editora, 2002.

SAS. User’s Guide. SAS Inst., Inc., Cary,
NC, 2002.

SCHEIT, K.H,; KEMME, M.:
AUMIILLER, G.; et al. The Major Protein
of Bull Seminal Plasma: Biosynthesis and
Biological Function. Bioscience Reports,
v.8, n.6, p.589-608, 1988.

SHARPE, R.M. Intratesticular factors
controlling testicular function. Biology of
Reproduction, v.30, n.1, p.29-49, 1984,

SOUBEYRAND, S.; LAZURE, C;
MANJUNATH, P. Phospholipase A, from

bovine seminal plasma is a platelet-
activating factor acetylhydrolase.
Biochemical Journal, v.329, (Pt 1), p.41-
47,1998.

SOUZA, JAT., CAMPELO, JEG,;
MACEDO, N.A; et al. Biometria testicular,
caracteristicas seminais, libido e
concentracdo de testosterona em ovinos da
raca santa inés, criados a campo, ha
microrregido de campo maior, Piaui.
Ciéncia Veterinaria nos Tropicos, v. 10,
n.1, p. 21-28, 2007.

VALE FILHO, V.R. Desenvolvimento
testicular em touros: aspectos clinicos.
Animal Reprocution, v.1, n.7, p. 418-438,
1988.

VALE FILHO, V.R. Andrologia no touro:
avaliagdo genital, exame de sémen e
classificagdo  por  pontos. Revista
Brasileira de Reproducdo Animal, v.21,
n.3, p.7-13, 1997.

WELTER, B.M. Proteinas do plasma
seminal e sua relacdo com caracteristicas
esperméticas e nivel sérico de
testosterona em touros da raca nelore.
Dissertacdo (Mestrado). UFU,
Uberlandia/MG, 43f, 2006.

WOLF, F.R., ALMQUIST, J.O., HALE,
E.B. Prepubertal behavior and puberal
characteristics of beef bulls on high nutrient
allowance. Journal Animal Science, v.24,
n.3, p.761-765, 1965.

59



CAPITULO III
Experimento 02
Determinacdo de IGF-I, leptina e insulina no plasma seminal associados aos parametros
androldgicos durante a peripuberdade de tourinhos Gir-Leiteiros

Resumo

Buscou-se com este estudo determinar o perfil dos valores de leptina, insulina e IGF-1 no
plasma seminal e suas correlacGes com os padrdes espermaticos e protéicos seminais no periodo
da peripuberdade (60 dias antes até 60 dias apds a puberdade). Utilizaram-se 16 tourinhos da
raca Gir-Leiteiro, separados em dois grupos, precoces e regulares, segundo a determinacdo da
puberdade. As concentragbes hormonais foram determinadas por radioimunoensaio e as
proteinas por géis 1D em gradiente de 10 a 15% de poliacrilamida, sendo as proteinas com
afinidade a heparina separadas por gel filtracdo por meio de cromatografia liquida de rapido
desempenho em coluna de afinidade. Os dados androldgicos foram determinados segundo 0s
critérios do Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal. As concentracbes de IGF-I no plasma
seminal diferiram entre os periodos da puberdade (p<0,05), mas ndo entre 0s grupos. Desta
forma, agruparam-se os valores que apresentaram média para os periodos -60; -30; 0; 30 e 60 da
puberdade, respectivamente, de 38,11+93,77, 104,42+107,47, 321,28+318,29, 208,33+193,83 e
264,91+278,97 ng/mL, respectivamente. As concentracdes de IGF-1 no plasma seminal
apresentaram correlagdo positiva com idade, peso, perimetro escrotal, motilidade e concentracao
espermatica, e com as bandas protéicas de menor peso molecular (<22kDa). As concentrages
de insulina no plasma seminal ndo diferiram entre grupos ou idades. Com isto, agruparam-se 0s
dados apresentando médias de 35,15+16,93, 36,60+26,21, 26,82+09,81, 43,56+31,71 e
32,24+16,71 pU/mL para os periodos da puberdade de -60 a +60, respectivamente. As
concentracdes de insulina ndo apresentaram correlacdo com 0s parametros espermaticos, mas
diferiram (p <0,05) nos grupos que apresentaram maiores concentracdes de defeitos maiores
(31,08 £ 18,58 mU / mL) em comparagdo com 0s gque apresentaram menor concentracdo desses
defeitos (40,01 £ 25,37 mU / mL). A leptina no plasma seminal ndo diferiu entre 0s grupos ou
estadio de desenvolvimento sexual, com concentra¢Ges de 23,10 + 10,43, 24,35 £ 9,42, 22,41 +
9,90, 23,76 + 9,69 e 24,99 + 11,42 ng/ml para os periodos de puberdade (-60 - 30, 0, 30 e 60),
respectivamente, ap0s terem sido agrupados. Esses resultados demonstram que a determinagao
da insulina e IGF-I no plasma seminal de touros na peripuberdade pode servir como ferramenta
para avaliacdo da qualidade do espermatozéide e inicio da puberdade.

Palavras-chave: plasma seminal, proteinas, puberdade, zebu.

Abstract

This study aimed to evaluate the profile of leptin, insulin and IGF-1 values in seminal plasma
and estimate their correlations with sperm and seminal protein patterns during the peripuberty
(60 days before until 60 days after puberty). A total used 16 crossbred Gyr-Dairy bulls,
precocious and regular, groups classified according to the determination of puberty. Hormonal
concentrations were determined by radioimmunoassay and the proteins by 1D gel with gradient
from 10 to 15% polyacrylamide, and proteins with affinity to heparin were separated by gel
filtration using fast performance liquid chromatography on affinity column. Andrological data
were determined using the criteria of the Brazilian College of Animal Reproduction. The
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concentrations of IGF-1 in seminal plasma differed between the periods of puberty (p <0.05),
but not between groups. Thus, the values were grouped and showed a mean for the periods
analyzed of 38.11+93.77, 104.42+ 107.47, 321.28+318.29, 208.33+193.83 and 264,91+278.97
ng/mL, respectively. The concentrations of IGF-I in seminal plasma were positively correlated
with age, weight, scrotal circumference, sperm motility and concentration, and protein bands of
lower molecular weight (<22kDa). The insulin concentrations in seminal plasma did not differ
between groups or among age and, thus, after grouped showed means of 35.15+16.93,
36.60+26.21, 26.82+09.81, 43.56+31.71 and 32.24+16.71 pU/mL for periods of puberty
varying -60 to +60, respectively. The insulin concentrations not correlated with sperm
parameters, but differed (p <0.05) in groups of animals with higher concentrations of major
defects (31.08+18.58 pU/mL) compared with animals lower concentration of sperm defects
(40.01+25.37 pU/mL). Leptin in seminal plasma did not differ between groups or stage of
sexual development, and shower concentrations of 23.10+10.43, 24.35+9.42, 22.41+9.90,
23.76+9.69 and 24.99+11.42 ng/ml for the periods of puberty (-60, -30, 0, 30 and 60),
respectively, after grouping. These results demonstrate that the determination of insulin and
IGF-I in seminal plasma of bulls in peripuberty can serve as a tool for evaluation of sperm
quality and timing of puberty.

Keywords: puberty, protein, seminal plasma, zebu.

sua acdo reguladora na funcdo testicular
(Hansson et al., 1989).

1. Introducéo

O plasma seminal é uma complexa mistura

de secrecdes originadas nos testiculos, nos Alguns pesquisadores registraram
epididimos e nas glandulas sexuais resultados semelhantes com a leptina no
acessorias (Manjunath et al., 1993), plasma seminal, a qual influenciou tanto
servindo como  veiculo para  os positiva (Andd e Aquila 2005) quanto
espermatozoides ejaculados, além de conter negativamente (Glander et al., 2002) a

fatores que influenciam a capacidade de
fecundacdo dos mesmos (Calvete et al.,
1996). Frente a interacdo que ha entre o
fluido seminal e as células espermaticas, as
pesquisas mais recentes apontam certos
fatores de crescimento como determinantes
na qualidade seminal. Dentre estes, o fator
de crescimento semelhante & insulina do
tipo 1 (IGF-I) é considerado um dos mais
importantes para o desenvolvimento das
células germinativas e para a maturacdo do
espermatozoide (Kinner, 1992).

A producdo de IGF-1 pela cultura das
células de Sertoli e Leydig corrobora essa
ideia, sugerindo que o IGF-I possa atuar
como  fator de  diferenciacdo e
desenvolvimento para a espermatogdnia, o
espermatocito e a espermatide, sugerindo

célula espermética. Nos ultimos anos, foi
demonstrado que a leptina é capaz de agir
em diferentes niveis do eixo hipotalamico-
hipofisario-testicular, além de na prépria
célula espermatica (Nikbakh et al., 2010),
podendo influenciar 0s  mecanismos
envolvidos no  desenvolvimento  da
motilidade dos espermatozdides (Jorsaraei
et al. 2008). Como demonstrado por
Glander et al. (2002) que, ao trabalharem
com homens como modelo de estudo,
relataram que os niveis de leptina no
plasma seminal foram, significativamente,
menores Nnos pacientes com 0s parametros
de espermograma normal, comparado as
amostras de sémen patoldgico, e mostraram
correlacdo negativa com a motilidade dos
espermatozoides humanos, sugerindo que a
maior concentracdo de leptina tem
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associagdo negativa sobre a fungdo
espermatica.

A insulina também tem papel central na
regulacdo da funcdo gonadal, promovendo a
diferenciacdo da espermatogbnia em
espermatocito primario por se ligar aos
receptores de IGF-1 (Nakayama et al.,
1999). A importancia deste horménio na
qualidade espermatica foi constatada em
homens insulina-dependentes, 0s quais
apresentaram espermatozoides com severos
defeitos estruturais, tendo menor motilidade
espermaética, por terem menor concentragdo
de insulina no plasma seminal (Shrivastav
et al.,, 1989). Além disto, demonstrou-se
também que ambos, membrana plasmatica
do espermatozdide e seu acrossoma, Sao
alvos citoldgicos para insulina (Silvestroni
et al., 1992), podendo 0 mesmo interferir na
capacidade fecundante desta célula.

Desta forma, embora o controle enddcrino
seja integral a funcdo reprodutiva, alguns
machos  inférteis ndo  demonstram
anormalidades sistémicas (Kandeel et al.,
2001), podendo ter alteragbes apenas na
condicdo local, no plasma seminal. Assim,
0s parametros endocrinos sozinhos nem
sempre explicam as anomalias na producgéo
espermética ou infertilidade, necessitando
do maior nimero de informagdes possiveis
para um diagndstico. Buscou-se, com este
estudo determinar o perfil dos valores de
leptina, insulina e IGF-I no plasma seminal
e suas correlagbes com os padrdes
espermaticos e protéicos seminais no
periodo da peripuberdade

2. Material e Métodos
2.1 Local, dados climaticos, animais
experimentais e manejo alimentar

O local, os dados climéaticos, os animais
experimentais e 0 manejo alimentar foram
determinados segundo o descrito no
capitulo dois desta tese.

2.2 Procedimento experimental

62

2.2.1 Coleta do plasma seminal

A coleta do plasma seminal foi realizada
segundo o discriminado no capitulo dois
desta tese.

2.2.1.1 Andlise do plasma seminal para
determinacdo das concentracGes de IGF-I,
Leptina e Insulina

Uma aliquota de 500pL das amostras
coletadas em campo contendo 250uL de
plasma seminal e 250uL de tampdo foi
submetida inicialmente a uma coluna de gel
filtracdo, Superose-12® (HR 10/30, General
Electric Company, Piscataway/USA), em
sistema de cromatografia liquida de répido
desempenho (FPLC) com fase movel
composta  por:  Tris-20mmol;  NaCl-
50mmol; pH 8, para a verificacdo das
diferentes fracbes ou picos de proteinas
presentes no material analisado.

As fracbes dos picos correspondentes as
representacdes gréficas (Figura 1) do total
de proteinas presentes foram analisadas
comparativamente entre tempos (-60, -30,
0, 30 e 60) e entre grupos de touros (Prec e
Reg). Para a verificagdo da estimativa dos
pesos moleculares, em cada pico ou fragdo
distinta de proteina, foi feita a calibracéo da
coluna com seis diferentes proteinas de
peso molecular crescente (Aprotinina de
pulméo bovino: 6,5 kDa; Citocromo C de
coracdo de cavalo: 12,4 kDa; Anidrase
Carbonica de bovinos: 29 kDa; Albumina
Sérica Bovina: 66 kDa;  Alcool
Desidrogenase: 150 kDa; PB-Amilase de
batata doce: 200 kDa; Azul Dextran: 2,000
kDa — Todos os padrfes foram comprados
do fabricante Sigma-Aldrich®).
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Figura 1: Representacgdo grafica do cromatograma de gel filtracdo (FPLC) do plasma seminal.

De acordo com a regressdo logaritmica do
valor do peso molecular das proteinas em
funcdo do tempo de retencdo na coluna, foi
realizado o célculo aproximado do peso
molecular das proteinas de cada pico,
segundo a férmula: y=3,31-6,66x+4,46x%, y
= Kav (razdo de diluigdo) e x = log do peso
molecular.

As fragOes referentes aos pesos moleculares
de cada horménio (Insulina: 5,5kDa;
Leptina livre: 16kDa, Leptina ligada:
250kDa, IGF-1 livre: 7,5kDa e IGF-I
ligado: 150kDa) foram separadas para
posterior analise. Para o IGF-I e a leptina,
as fracbes livres e as ligadas foram
agrupadas em um mesmo tubo para que
passassem pelo mesmo processo de analise,
sendo que as fragBes correspondentes ao
IGF-I passaram por extracdo 4&cida-
alcodlica. Apds a gel filtragdo, as amostras
coletadas nos tubos de eppendorf na saida
do fluxo do FPLC que representavam cada
pico, foram agrupadas por peso molecular
em um tubo tipo falcon para serem
liofilizadas. Apds este procedimento as
amostras foram mantidas a -20°C até o
momento da andlise.

As concentracfes de IGF-1, insulina e
leptina foram determinadas por
radioimunoensaio. Foi utilizado o kit IRMA
DSL-5600 Active® (Diagnostic Systems
Laboratories, Texas/USA) para mensurar a
concentracdo de IGF-1, o kit multi-espécie
XL-85K® (LINCO Research,
Missouri/USA) para leptina e o kit PI-12k®
suina (LINCO Research, Missouri/USA)
para determinacdo da insulina. Os controles
de maximo e minimo de todas as analises
estiveram dentro da variacdo aceita pelos
fabricantes, sendo que o coeficiente intra-
ensaio para IGF-I foi de 21,36, enquanto 0s
de leptina e insulina foram de 13,52 e
38,49, respectivamente.

2.2.1.1.1 Determinagdo das concentragoes
de IGF-I

Antes do ensaio radiométrico as amostras
que estavam liofilizadas foram
ressuspendidas com agua deionizada para o
volume final de 100pL. Para a
determinacdo da concentracdo final foi feita
a correcdo segundo o valor de diluicédo.

O procedimento radiométrico incluiu uma

etapa de extracdo das amostras diluidas em
solucdo acida com etanol, onde o IGF-I foi
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separado de sua proteina carreadora
(IGFBP). Nesta etapa, 100uL das amostras
foram pipetados em tubos tipo falcon e
adicionados de 400 pL da solugdo de
extracdo fornecida no kit e, entdo, agitadas
em vartex. Apds este passo colocaram-se as
amostras em centrifuga refrigerada a 5.000
rpm por 30 minutos a 4°C. Sem agitar 0
precipitado, transferiram-se 100uL do
sobrenadante limpido para o tubo de
neutralizag&o. Apos este passo
adicionaram-se 500uL. da solucao de
neutralizacdo ao segundo tubo (contendo o
sobrenadante extraido). Este extrato da
amostra neutralizado foi usado no ensaio.

Na segunda etapa do ensaio, 50uL das
amostras-teste, controle e padrfes foram
transferidas  para  tubos teste de
polipropileno e adicionadas de anti-IGF-I
[1125]. Em seguida, as amostras foram
incubadas durante trés horas a 25°C em
agitador ajustado para 180 rpm. Apds a
drenagem, os tubos permaneceram secando
durante dois minutos. Em seguida foram
submetidos a trés enxagues com 3mL de
agua deionizada e, posteriormente, levados
para a contagem da radiacdo em contador
gama. Os resultados foram apresentados em
ng/mL, segundo a contagem por minuto
(CPM) obtida, ap6s serem multiplicados
pelo seu fator de diluicéo.

2.2.1.1.2 Determinacdo das concentracdes
de Leptina

As amostras liofilizadas de leptina foram
ressuspendidas a 125uL com 4gua
deionizada momentos antes do ensaio. Para
a determinacdo da concentracdo final foi
feita a correcdo segundo o valor de diluicédo.
O processo de analise da leptina envolveu
trés etapas. No primeiro dia de analise
pipetaram-se 300uL do tampao de ensaio
para determinacdo da ligagdo ndo especifica
nos tubos 3-4, 200ul. para referéncia nos
tubos 5-6 e 175uL nos tubos de numero 7
até o final do ensaio. Pipetaram-se 100uL
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do padrdo e dos controles de qualidade em
duplicata.

Em seguida, adicionaram-se 25ul. das
amostras em duplicata, com volume igual
do anticorpo Leptina Multi-Espécie. Por
meio de vortex, homogeneizaram-se as
amostras por um minuto apds a adicdo do
anticorpo; na sequéncia manteve-se 0
material incubado por todo periodo da noite
a4°C.

No segundo dia pipetaram-se 25uL de
leptina humana [1125] em todos os tubos.
Homogeneizaram-se as amostras por meio
de vortex, sendo incubadas por todo o
periodo da noite a 4°C.

No terceiro dia, adicionou-se 1mL do
reagente de precipitacdo em todos os tubos,
exceto os tubos de contagem total (1-2).
Apo6s esta adigdo, misturou-se o material
por meio de vortex, sendo incubado por 20
minutos a 4°C. Em seguida todos os tubos,
exceto os de contagem total, foram
centrifugados por 20 minutos a 2.000g a
4°C. Os tubos foram aspirados retirando-se
0 sobrenadante e posto no leitor gama. Os
resultados foram expressos em ng/mL,
segundo a CPM obtida.

2.2.1.1.3 Determinagdo das concentragdes
de Insulina

As amostras de insulina liofilizadas foram
ressuspendidas a 250uL com &gua
deionizada antes do ensaio. Para a
determinacdo da concentracgdo final foi feita
a correcdo segundo o valor de diluicéo.

O processo de analise da insulina envolveu
duas etapas. No primeiro dia de analise
pipetaram-se 300uL. do tampédo de ensaio
para determinacdo da ligacdo ndo especifica
nos tubos 3-4, 200uL para a referencia nos
tubos 5-6 e 175uL nos tubos de numero 7
até o final do ensaio. Pipetaram-se 100uL
do padrdo e dos controles de qualidade em
duplicata. Apds se pipetarem 25ul das



amostras em duplicata adicionaram-se
25uL de insulina [1125] em todos os tubos,
realizando a mistura das amostras por meio
de vértex. Volume igual do anticorpo de
insulina suina foi adicionado nas amostras
que foram homogeneizadas por meio de
vértex por um minuto, com o material
sendo incubado por todo o periodo da noite
a 4°C.

No segundo dia adicionou-se 1mL do
reagente de precipitacdo em todos os tubos,
exceto os tubos de contagem total (1-2) e 0s
de ligacdo ndo especifica (3-4). Apos esta
adicdo, misturou-se o material por meio de
vértex e manteve-se incubado por 20
minutos a 4°C. Em seguida, todos os tubos,
exceto o0s de contagem total, foram
centrifugados por 20 minutos a 2.000g a
4°C. Posteriormente, o0s tubos foram
aspirados retirando-se 0 sobrenadante e
posto no leitor gama. Os resultados foram
expressos em pU/mL, segundo a CPM
obtida.

2.3 Analise Estatistica

Apobs o ajuste dos dados de acordo com a
idade em relacdo & puberdade (dias), no
momento O (zero) foi realizada uma
distribuigdo de frequéncia das idades dos 16
animais experimentais por meio do
procedimento FREQ do SAS (2002).
Adotou-se como ponto de separagdo dos
grupos a mediana, 18 meses, das idades
naquele periodo. Assim, animais com
idades a puberdade menores do que a da
mediana foram considerados precoces
(Prec) e aqueles com idades superiores a
mediana, foram considerados regulares

(Reg).

Os valores de IGF-I, insulina e leptina
foram submetidas aos testes de normalidade
de Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov e
de assimetria e curtose, pelo procedimento
UNIVARIATE com as op¢cdes NORMAL e
PLOT do pacote estatistico SAS (2002). As
varidveis IGF-1 e insulina  foram

transformadas logaritmicamente [log(x+1)]
para se ajustarem a curva normal (Sampaio,
2002).

O delineamento experimental adotado para
andlise das variaveis foi em blocos ao acaso
em esquema de subparcelas com oito
repetices. Os grupos constituiram as
parcelas e as idades em que 0s animais
foram avaliados, as subparcelas. As analises
foram realizadas utilizando-se 0
procedimento MIXED do pacote estatistico
SAS segundo Littell, et al. (1998). O efeito
de grupo foi obtido pelo teste F e os efeitos
de idade foram estimados por meio de
ajustamento de modelos de regressdo linear
e quadratica. As comparagbes entre as
idades dentro de cada grupo foram
realizadas pelo teste SNK por meio do
procedimento GLM do SAS (2002).

Os modelos de regressdo das variaveis
avaliadas em relacdo a idade a puberdade
foram ajustados por meio do PROC REG
do SAS (2002). Para os casos em gue a
interacdo entre grupo e idade foi
significativa, ajustou-se um modelo de
regressdo para cada grupo. As correlacfes
entre as variaveis paramétricas foram
estimadas pelo coeficiente de correlacdo de
Pearson por meio do PROC CORR e as
associacOes entre as variaveis paramétricas
e nao-paramétricas pelo coeficiente de
correlacdo de Spearman por meio do PROC
CORR com a opgdo SPEARMAN do SAS
(2002).

3. Resultados e Discussao
3.1 Fator de crescimento semelhante a
insulina do tipo 1 (IGF-I)

Os valores da concentracdo de IGF-l1 no
plasma seminal dos animais estudados
diferiram nos momentos do estadio de
desenvolvimento sexual (-60 a +60) dentro
de grupos (p<0,05), mas ndo entre grupos
(Tab. 1).
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Tabela 1: Concentracdo de IGF-I no plasma seminal durante o desenvolvimento sexual dos

animais precoces (Prec) e regulares (Reg)
Estadio de
Desenvolvimento PRECOCES (ng/mL) REGULARES (ng/mL)
Sexual (dias)
-60 5,74°+7,21 66,45"+124,80
-30 101,98*+125,85 106,87%°+94,34
0 220,19%+328,32 436,822+285,37
30 236,58°+163,38 183,61%°+225,31
60 379,99°+349,25 149,83*+120,47

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

Assim, como houve efeito de idade, sem
que fosse registrada interacdo com grupo,
ajustou-se uma regressao representativa dos

valores de ambos os grupos, y=0,43+2,07x-
0,25x° (Fig 2).

6007 o we e IGF-IXIdaded puberdade: r 140
y=043+2,07x-0,25x*R?=0,19 a
Precoces

50040 k120

Regulares

400 4 r 100

300 r 80

200 r 60

IGF-1 (ng/mL)
Ajuste de IGF-I (ng/ml)

100 A r40

Idade: p<0,001 | 20

T T T T
-60 -30 0 30 60

Idade em relagéo & puberdade (dias)

Figura 2: Concentracdo de IGF-I no plasma seminal de animais Prec e Reg durante o desenvolvimento
sexual (médiaterro padrdo). Médias com letras mindsculas e mailsculas distintas diferem entre as idades
dentro dos grupos pelo teste SNK (p<0,05).

O momento de acréscimo deste horménio
no plasma seminal ocorreu 30 dias antes
nos animais Reg, no momento 0 do
desenvolvimento sexual, frente aos animais
Prec. Contudo, este valor é corrigido
segundo 0 modelo de regressdo ajustado
para a idade. Como 0s animais nao
demonstraram diferenca (P>0,05) entre
grupos, os dados foram agrupados para
serem analisados conjuntamente (Tab. 2).

66



Tabela 2: Concentracdo de IGF-I no plasma seminal durante o desenvolvimento sexual

Estadio de Desenvolvimento Concentracéo de IGF-I
Sexual (dias) (ng/mL)
-60 38,11°+93,77
-30 104,42%+107,47
0 321,28°+318,29
30 208,33°+£193,83
60 264,91°+278,97

Valores na mesma coluna acompanhados de letras diferentes diferem (p<0,05) pelo teste de SNK.

A diferenca no momento -60 da puberdade
é representada por menor secre¢do de IGF-I
(Fig. 3), sendo logo acompanhada por
maior secre¢do a medida que se aproxima
do momento 0 da puberdade.

Existem vérias metodologias para se
determinar o momento do inicio da
puberdade em bovinos, entre as quais se
destacam as que determinam a puberdade
pelo tamanho minimo das gbnadas (Foot,
1969), as que determinam a puberdade pelo
momento em que Se encontra a primeira
célula espermatica no ejaculado (Castro et
al., 1989) e as que consideram a puberdade
como sendo o momento no qual o animal
apresenta no minimo  50x10° de
espermatozoOides no ejaculado com pelo

500 -
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IGF-1 no plasma seminal (ng/mL)
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menos 10% de motilidade progressiva
(Wolf et al., 1965).

Esta ultima metodologia foi utilizada no
presente experimento, sendo sugerida como
boa ferramenta para a determinacdo do
momento do inicio da puberdade, frente as
concentraces de IGF-1 no momento 0 do
desenvolvimento sexual (Fig. 3).Verificou-
se que no momento O da puberdade ocorreu
0 pico de liberagdo de IGF-I no plasma
seminal, podendo esta ocorréncia ser

reflexo de maior secrecdo de testosterona,
uma vez que ja é estabelecida (Spiteri-
Greech e Nieschlag, 1993) a ligacdo deste
fator de crescimento com as células de
Leydig, favorecendo maior secregdo deste
horménio.

—6— IGF-I Total (ng/mL)

0 T T
-60 -30

T

0

T T

30 60

Estadio do desenvolvimento sexual (dias & puberdade)

Figura 3: Concentragdo de IGF-1 no plasma seminal de touros Gir-Leiteiro durante a peripuberdade
(médiazerro padrédo). Letras distintas diferem pelo teste de SNK (p<0,05).
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Até 30 dias antes da puberdade as
concentracdes de IGF-1 no plasma seminal
foram baixas (104,42 107,47 ng/mL),
considerando-se 0s demais momentos
observados neste experimento (0, +30 e
+60). Esses resultados sdo semelhantes aos
apresentados por Henricks et al. (1998) e
Souza (2004) que encontraram em touros
taurinos de corte maturos, concentracdes de
116,29+40,83 e 132,3+15,8 ng/mL,
respectivamente.  Hoeflich et al. (1999)
encontraram concentracdo média de 144+9
ng/mL, variando entre 79 e 238 ng/mL, em
touros da raca Simental. Valor semelhante
também foi encontrado em touros bdfalos
da raca Surti, 116,83 +28,34 ng/mL,
variando de 41,4 a 198,95 (Selvarajua et al.
2009).

Esses valores sdo correspondentes aos
encontrados no ejaculado de homens
adultos que apresentam concentracdo média
de 113,23+17,88 ng/mL (Glander et al.
1996). Entretanto, deve-se ainda salientar
que ha diferenca na concentracdo de IGF-I
encontrada no plasma seminal de diferentes
espécies. Segundo Lackey et al. (2002),
cavalos e porcos apresentam concentragoes
plasmaticas seminais de IGF-1 de
20+2ng/mL (variando de 15 a 25ng/mL) e
17+1,15ng/mL (variando de 5 a 25ng/mL),
respectivamente. Esses valores representam
até 18 vezes menos quando comparados
com os resultados do presente estudo.

Todavia, deve-se observar que somente 0s
valores obtidos no periodo da pré-
puberdade, 30 dias antes do momento zero,
foram o0s que se assemelharam aos
encontrados em animais adultos. E
conhecido que as concentracdes sericas de
IGF-1 em touros, assim como em humanos,
tendem a elevar-se desde o periodo infantil
até a puberdade, sendo que a partir deste
ponto a concentracdo diminui atingindo um
platb e se estabilizando (Ronge e Blum,
1989).
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Segundo estes Gltimos autores, isso se deve
ao fato do IGF-I responder por parte do
desenvolvimento do organismo animal
frente aos estimulos do hormdnio do
crescimento (GH) durante esta fase. No
entanto, ndo foram encontrados relatos que
categorizassem a secrecdo de IGF-I no
plasma seminal durante a pré-puberdade até
a maturidade sexual, tanto em humanos
guanto em animais. Normalmente, séo
encontrados relatos que envolvem a
secre¢cdo de IGF-I no plasma seminal com
as caracteristicas espermaticas em animais
adultos, mas ndo durante a fase de
desenvolvimento sexual.

Porém, € conhecido que o IGF-I estd
envolvido na diferenciacdo e funcdo das
células de Leydig, estimulando a
esteroidogénese por aumentar a densidade
de receptores para  gonadotropinas
(LH/GnRH) e a expressdo de enzimas-
chave na esteroidogénese nestas células,
consequentemente, sendo apontado como
importante  fator na espermatogénese
(Spiteri-Greech e Nieschlag, 1993).

As funcbes testiculares do IGF-1 parecem
ser resultantes da sua producéo local, sem
uma contribuicdo enddcrina. Isto €
demonstrado quando se compararam as
concentracBes sericas com a do plasma
seminal, sendo que estas Gltimas podem
alcancar concentracbes até 10 vezes
maiores que as séricas (Ronge e Blum,
1989). Isto sugere fortemente que o IGF-I
testicular tem papel determinante no
desenvolvimento e diferenciagdo das
células de Leydig e das células
germinativas, e que a falta dessa substancia
nos testiculos pode induzir a infertilidade
(Gnessi et al., 1997), podendo, desta forma,
ser utilizado como ferramenta para
determinacdo da puberdade, em virtude da
sua acdo sobre as celulas de Leydig,
favorecendo o desenvolvimento testicular
com consequente aumento de testosterona e
por retroalimentacdo negativa, controlando
a secrecdo local do IGF-I (Fig.4).



No entanto, os valores nos momentos 0,
+30 e +60 do desenvolvimento sexual
(Tab.2) apresentaram concentracdes acima
destas relatadas pelos autores supracitados.
Esta resposta diferenciada pode ser
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Figura 4: Concentracdo de IGF-I durante o desenvolvimento sexual (médiaterro padrdo). Letras distintas

diferem pelo teste de SNK (p<0,05).

Os estudos que trabalharam com
metodologias semelhantes, onde
purificaram o IGF-1 por meio de
cromatografia, normalmente separavam

somente a fracdo ligada para ser submetida
a extracdo 4cida-alcodlica. Desta forma, a
diferenca aqui observada entre os valores
nos estaddios do desenvolvimento sexual
(Fig. 4) e os dados da literatura pode ser
atribuida a metodologia utilizada.

Todavia, como ndo foi encontrado nenhum
trabalho que tenha  descrito  as
concentracdes no plasma seminal de IGF-I
para bovinos da raga Gir-Leiteiro, pode-se
hipotetizar que esta racga apresenta padrdes
diferenciados frente as demais,
necessitando, desta forma, de maiores
investigaces.

H& vérios relatos (Glander et al., 1996;
Henricks et al., 1998; Hess e Roser, 2001;
MacPherson et al., 2002; Miao et al., 1998;
Nakayama et al.,1999) que demonstraram
correlacdo entre a concentracdo de IGF-I do

plasma seminal e as caracteristicas
espermaticas. Desta forma, determinou-se a
correlagdo das concentragdes de IGF-1 no
plasma seminal durante os cinco periodos
de observacdo do desenvolvimento sexual
(-60, -30, 0, +30 e +60) com os parametros
espermaticos, como: motilidade,
concentracdo, defeitos maiores, menores e
totais, além do peso corporal e do
desenvolvimento testicular nestes mesmos
periodos (Tab. 3).

Os dados referentes aos  padrbes
androlégicos foram  apresentados por
Martins (2010) (Tab. 4), ao trabalhar com
0S mesmos animais durante 0 mesmo
periodo experimental. Desta forma, aqueles
dados serdo correlacionados com 0s novos
dados gerados na sequéncia das andlises
experimentais do presente estudo.
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Tabela 3: Correlagdo de Pearson entre a concentracdo de IGF-1 no plasma seminal e a idade,
peso corporal, perimetro escrotal, volume do ejaculado e concentracdo espermatica

Idade Peso PE Vol Conc
r= 0,39 0,39 0,40 0,10 0,42
p= 0,0003 0,0003 0,0003 0,037 0,0001

IGF-I: fator de crescimento semelhante a insulina do tipo 1; PE: perimetro escrotal; Vol: volume do

ejaculado; Conc: concentracdo espermatica.

Tabela 4: Média e desvio padrdo dos valores androlégicos de touros Gir-Leiteiro na

peripuberdade (Martins, 2010)

Variavel Estadio do desenvolvimento sexual (dias a puberdade)
60 30 0 30 60

Idade (meses) 16,26+1,49  17,18#1,50  18,14+1,54 19,08+1,52 20,10+1,58
Perimetro 2453+181  26,74+210  2825+237  29,87+2.11 30,91+2,50
Escrotal (cm)
Peso (Kg) 272,63+40,50 301,21+41,90 330,63+34,93 357,63+37,26  373,25+31,56
Volume do 3,71%2,07 4974221 5,29+3,00 5,15+2,79 5,07+1,64
Ejaculado (mL)
Concentragao 3,83%3,52 470+4,23  80,70+71,83 141,02+168/45 154,69+195,17
Espermatica(x10°)
Motilidade 5755729 7871165  2225+17.79  42,00+19.25 39062123
Espermaética (%)
Vigor (1-5) 1,06+1,08 1,44%1,19 2,5621,09 3,0621,39 3,19+1,22
Defeitos
Maiores (%) 65,20+16,00  7530+14,08 555042494  33,20+2851  12,69+10,33
Defeitos

11,9746,63  11,30#7,17  12,25+10,08  14,07+14,75  11,88+11,30
Menores (%)
Defeitos 77241659  86,60£11,94 67,75222,29  47,30+26,89  24,56+17,18
Totais (%)
Normais (%) 22,80+16,59  13,37+11,94 32,2542229 527142689  7544+17,18
As concentragdes de IGF-I no plasma O numero de células com defeitos maiores

seminal apresentaram correla¢fes de média
magnitude entre os parametros idade, peso
corporal, perimetro escrotal e concentragéo
espermatica, enquanto baixa correlagdo
com o volume do ejaculado (Tab. 3). Esses
resultados estdo de acordo com o exposto
na literatura que indica o envolvimento
deste horménio tanto com 0
desenvolvimento corporal (Ronge e Blum,
1989) quanto com as células de Sertoli e
Leydig (Gnessi et al., 1997), implicando o
envolvimento deste hormdnio na qualidade
espermética. Contudo, ndo se pode aqui
inferir que apenas este hormonio influencia
na condi¢cdo espermatica, mas sim que o
mesmo possa favorecé-la.
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e totais apresentaram correlacdo de baixa
magnitude, mas significativas (p<0,03) com
as concentragdes de IGF-I (Tab. 5), o que
demonstra o envolvimento do IGF-l1 na
espermatogénese, uma vez que este
horménio ndo se correlacionou com 0s
defeitos menores (r=0,06), os quais sdo
representativos da condi¢do de maturacéo e
ndo de desenvolvimento da célula
espermatica, corroborando a ideia do
envolvimento deste horménio com o
desenvolvimento das células espermaéticas.



Tabela 5: CorrelagBes de Pearson e Spearman entre as concentragdes de IGF-I no plasma
seminal e os parametros espermaticos de touros Gir-Leiteiros

Def. Maior* Def. Menor* Def. Totais* Normais*  Motilidade**  Vigor**
r= -0,28 0,06 0,26 0,26 0,13
p= 0,021 0,598 0,032 0,032 0,02 0,288

Def.: Defeito; *Varidveis analisadas pela correlacdo de Pearson; ** Variaveis analisadas pela correlagio

de Spearman.

Como a correlagdo foi negativa com o0s
defeitos esperméticos maiores e totais,
demonstra-se uma ligacdo positiva deste
horménio com as células espermaéticas, ou
seja, quanto mais IGF-I existir no meio
plasmatico seminal, maior numero de
células esperméticas normais ira existir.

Henricks et al. (1998) demonstraram a
presenga do receptor de IGF-1 sobre os
espermatozOides e a habilidade deste
horménio, presente no plasma seminal, em
estimular a motilidade espermética. Uma
vez que o receptor de IGF possui atividade
tirosina quinase e seu ligante esta presente
no plasma seminal, o sistema IGF-I pode
estar envolvido no sinal de transducéo,
conduzindo ao aumento da motilidade, da
capacitacdo espermética e da exocitose
acrossdmica (Gupta, 2005).

Assim, o IGF-1 pode atuar como fator
quimiocinético na regulacdo do movimento
das células espermaticas, como sugerido
por Henricks et al. (1998). A motilidade e a
velocidade dos espermatozdides refletem
sua fungdo mitocondrial indiretamente, o
que fez com o0s  pesquisadores
relacionassem 0S parametros de
movimentacdo com a fertilidade em touros.
Desde que os receptores de IGF-1 foram
reportados sobre os espermatozoides, é
concebivel que o efeito do IGF-1 para
estimular a motilidade espermatica possa
ser atribuido ao efeito direto por meio dos
seus receptores sobre estas células
(Selvaraju et al., 2009).

No presente estudo, constatou-se correlagao
de baixa magnitude (r=0,26), mas

significativa (p<0,02), entre a concentracédo
de IGF-1 e a motilidade espermatica.
Talvez, ndo se tenha encontrado correlagédo
de maior magnitude em decorréncia da
metodologia utilizada para avaliar a
motilidade espermaética, a qual foi realizada
por avaliagdo subjetiva por meio de duplo
cego (dois diferentes observadores sem o
informe das avaliagdes prévias de cada um).
Este tipo de avaliacdo pode ter mascarado
as menores diferencas que pudessem ter
existido.

Provavelmente, se equipamentos
automatizados que hoje sdo utilizados para
esta funcéo tivessem sido utilizados, poder-
se-ia esperar maior correlacdo. Mas, apesar
de baixa, existe correlagdo o que sugere o
que a literatura relata. Todavia, ndo houve
correlagdo entre os valores de IGF-1 e o
vigor espermatico.

O estudo de Martins (2010) (Tab. 6), que
trabalhou com a purificacdo de proteinas
com afinidade a heparina, constatou a
presenca de oito picos cromatograficos sob
diferentes tempos de eluicdo frente as
diferentes concentracGes de NaCl utilizadas
na fase movel: P1 — OM; P2 e P3 — 0,09M;
P4 - 0,18M; P5 - 0,3M; P6 — 0,45M; P7 -
0,6M e P8 — 1,5M. A concentracdo deste sal
na fase movel determinou o grau de
afinidade da proteina a heparina.

Assim, quanto maior guantidade de sal na
solucdo necessaria para desfazer a ligacdo
entre a proteina e a matriz da coluna, maior
o grau de afinidade. Com isto, as proteinas
no estudo de Martins (2010) foram
agrupadas na ordem crescente, proteinas
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sem afinidade (P1) para a de maior
afinidade (P8) (Tab. 6). Este autor
encontrou correlagBes significativas entre
0s picos cromatograficos e 0s parametros
ponderais e reprodutivos avaliados, com
destaque aos picos de maior afinidade, em
especial, o pico 7 (P7). Este pico apresentou
as maiores correlagcBes positivas com o
perimetro escrotal, a motilidade e a
concentracdo espermatica, além de ser o

Unico  correlacionado
espermatico.

com o vigor

Desta forma, foi proposta a correlacdo

destes picos cromatograficos com as
concentracBes plasmaticas seminais do
IGF-I, uma vez que este hormdnio

correlaciou-se com o0s principais pardmetros
espermaticos (Tab. 7).

Tabela 6: Média e desvio padrdo da concentracdo dos picos protéicos com afinidade a heparina

apresentados por Martins (2010)

Estadio do desenvolvimento sexual (dias a puberdade)

Variavel 60 30 0 30 60
Proteina total 1401%1029 13,13t890  2522+2255 33,38%27,77  33,42£13,80
Pico com afinidade 7,76£399  7,14#380  811#545 10684574  11,52¢3,70
a heparina 1
Pico com afinidade 06%042  057:054 060049  096£097  1,08+0,94
a heparina 2
Picocomafinidade 5034313 2162292  541$627 675638 5941337
a heparina 3
Pico com afinidade 2,06£275  2,15+167  3,90429 606740  597+396
a heparina 4
Pico com afinidade 121#1,61  01,16+1,39 393476 5694682  4,91+255
a heparina 5
Pico com afinidade 05+0,67 041057  234+310  240:2,40  2,38+164
a heparina 6
Pico com afinidade 024036  013:021 068092 1274169  1,17+0,98
a heparina 7
Picocomafinidade 4104012 009£000  028:033 0424074 0442045
a heparina 8

As concentracbes de IGF-1 no plasma
seminal tiveram correlacbes de média
magnitude para a concentracdo de proteina
total e os picos 3, 4, 5, 6 e 7, apresentando
correlacdo de média-alta magnitude com o
pico 8 (r=0,54; p<0,0001) e baixa

correlacdo com o pico 1 (r=0,25; p<0,03),
ndo se registrando correlacdo com o pico 2,
demonstrando com esses resultados a
ligagdo do IGF-I com as proteinas com
afinidade a heparina (Tab. 7).

Tabela 7: Correlacdo de Pearson e Spearman entre as concentrac@es de IGF-1 no plasma seminal
e 0s picos protéicos com afinidade a heparina (Martins, 2010)

Prot. Total P1* Pp2* p3** p4* pP5* P6* p7** pg**
r= 0,37 0,25 0,08 0,41 0,41 0,45 0,41 0,50 0,54
p= 0,001 0,03 0,49 0,0004 0,0003 <0,0001 0,00038 <0,0001 <0,0001

*Variaveis analisadas pela correlagdo de Pearson; **Variaveis analisadas pela correlacdo de Spearman;
Prot: proteina; P1-P8: pico com afinidade a heparina (de um a oito).
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Sanchez-Luengo et al. (2005)
demonstraram que o IGF-1 participa dos
processos de capacitacdo, passo no qual o
espermatozoide torna-se “competente para a
fecundacdo” por meio de uma série de
mudancas fisiol6gicas, como mudanca de:
ions intracelular, fluidez da membrana
plasmatica, metabolismo e motilidade.
Resultados semelhantes a estes foram
demonstrados no presente estudo por meio
da correlagdo que este hormdnio apresentou
com as proteinas com afinidade a heparina,
uma vez que estas podem atuar neste
processo espermatico.

Segundo Martins (2010), todos os picos
correlacionaram-se com 0s  padrdes
reprodutivos estudados (idade, PE, peso
vivo, motilidade espermatica, defeitos
maiores, menores e totais, volume e
concentracdo espermatica). Contudo, dentre
todos os picos avaliados, observou-se que
0s de numero 5, 6 e, especialmente, 0 7
apresentaram as maiores correlacbes com
estes parametros.

Deve-se salientar que estes picos,
juntamente com o pico 8, sdo 0s que
apresentaram maior afinidade a heparina, de
acordo com seu grau de dissociacdo da
coluna de afinidade. Isto ratifica as ideias
levantadas por Desnoyers e Manjunath
(1994) e Henricks et al. (1998) que
associaram o IGF-1 a capacitacdo e a
motilidade espermatica.

Marks e Ax (1985), ao utilizarem touros
holandeses com no minimo 2.000 servigos
por animal e que apresentavam indices de
ndo retorno do estro entre os 59 e 90 dias,
concluiram que a ligacdo da heparina
marcada aos  espermatozlides  estd
relacionada aos indices de ndo retorno do
cio, podendo ser um teste adequado para se
predizer a fertilidade de touros.

Assim, uma vez que este GAG
correlaciona-se com o indice de fertilidade
de touros, se pode, de forma indireta,

relacionar o IGF-I encontrado no plasma
seminal com este indice, frente a correlacéo
apresentada entre este horménio e as
proteinas com afinidade & heparina,
principalmente, por ser observada maior
correlacdo com os picos de maior afinidade
(P5, P6, P7 e P8). Contudo, mais estudos
S30 necessarios para que se possa avaliar
esta proposta.

Complementando o0s estudos realizados
com o0s picos protéicos de afinidade a
heparina, foi proposta a correlacdo das
concentracBes de IGF-1 no plasma seminal
com a densidade optica das bandas
protéicas encontradas no presente estudo e
apresentadas no capitulo dois desta tese.
Segundo Desnoyers e Manjunath (1994) e
Henricks et al. (1998) o IGF-I no plasma
seminal pode ter funcéo regulatdria no pré-
e pos-ejaculado afetando a capacitagdo e a
motilidade espermética, em funcdo da
ligacdo de certas proteinas contidas no
plasma seminal (BSP-Al, -A2, -A3 e -
30kDa) a este fator de crescimento
(Desnoyers e Manjunath, 1994). As
IGFBPs, juntamente com as proteinas
BSPs, podem servir como moduladores do
IGF-1 no plasma seminal bovino (Henricks
etal., 1998).

Registraram-se correlagbes negativas e de
média-alta magnitude entre as
concentracBes de IGF-I e as proteinas de
peso molecular de 55, 47 e 33kDa (Tab. 8),
0 que demonstra ligagdo inversa entre as
concentracdes de IGF-1 no plasma seminal
e estas proteinas (Fig. 5). Estas bandas
protéicas tiveram correlagdo negativa com
as varidveis: peso corporal, PE, idade,
motilidade espermatica e com 0s picos de
afinidade & heparina, como apresentado no
capitulo dois deste estudo.

Assim, uma vez que a concentracao de IGF-
I no plasma seminal tem sido proposta
como fator positivo da qualidade seminal,
essa correlacdo negativa, juntamente com
os outros dados abordados destas proteinas,
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podem indicar que as mesmas servem como
indicadoras negativas da qualidade seminal.

507 = s5KDA 50
V771 4TKDA
FEE 33KDA
—e— IGF-
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Estadio do desenvolvimento sexual (idade & puberdade)

Figura 5: Concentracdo de IGF-I e a intensidade das bandas de 55, 47 e 33kDa durante o
desenvolvimento sexual (médiaterro padrdo).

Tabela 8: Correlacdo de Pearson e Spearman entre as concentrac@es de IGF-1 no plasma seminal
e a densidade dptica das bandas protéicas em gel SDS-PAGE

55kDa 47kDa 33kDa 27kDa* 22kDa 13,9kDa 11kDa 6,9kDa

r= -0,33 -0,63 -0,40 0,37 0,29 0,31 0,29 0,41
p= 0,01 0,003 0,04 0,04 0,04 0,02 0,04 0,01

*Variaveis analisadas pela correlagdo de Spearman.

As bandas protéicas de peso molecular de
27, 22, 139, 11 e 6,9kDa apresentaram
correlacdo positiva com as concentragdes
de IGF-I no plasma seminal. Apresentaram
ainda correlagéo positiva com os principais
pardmetros espermaticos, o que demonstra a
ligacdo do IGF-I com a boa qualidade
seminal. As demais bandas protéicas ndo
apresentaram correlagdo com a
concentracdo de IGF-I durante o
desenvolvimento sexual.

3.2 Insulina

Os valores da concentragdo de insulina no
plasma seminal (Tabela 9) ndo diferiram
(p>0,05) entre  os  estadios  de
desenvolvimento sexual (-60 a +60) e nem
entre grupos (Prec e Reg; p>0,05).
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Tabela 9: Concentracdo de insulina no plasma seminal durante o desenvolvimento sexual dos

animais precoces e regulares

Estadio de
Desenvolvimento PRECOCES (uU/mL) REGULARES (uU/mL)
Sexual (dias)

-60 36,04+21,45 34,16+12,34
-30 42,75+31,09 30,45+20,47

0 26,55+11,90 38,99+27,90

30 42,31+34,42 32,14+22,13

60 28,28+12,38 36,19+21,17

Valores na mesma coluna e na mesma linha ndo diferem (p<0,05) pelo teste F.

Apesar de néo ter sido observada diferenga
(p>0,05) entre 0s grupos e entre 0s estadios
de desenvolvimento sexual dentro de cada
grupo, 0s animais Prec demonstraram ter
modulag&o diferente na secregéo de insulina
no plasma seminal quando comparados aos

60
55
50
45 -
40 A

35 4

plasma seminal (uU/mL)

30 A

Concentracdo de insulina no

251 —o— Precoces
-0 Regulares

animais Reg (Fig. 6). Os momentos em que
0s animais Prec demonstraram ter maior
concentracdo de insulina foram
coincidentes com as menores concentragdes
deste hormonio nos animais Reg.

20 T T
-60 -30

T T

30 60

Estadio do desenvolvimento sexual (dias & puberdade)

Figura 6: Concentragdo de insulina no plasma seminal de animais Prec e Reg durante o desenvolvimento

sexual (médiazerro padrdo).

Assim, por ndo haver diferenca (p>0,05)
entre 0s grupos e entre os estaddios de
desenvolvimento sexual dentro de cada
grupo os dados foram agrupados e
analisados conjuntamente (Tab. 10).
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Tabela 10: Concentracdo de insulina no plasma seminal durante o desenvolvimento sexual

Estadio de Desenvolvimento Concentracéo de Insulina
Sexual (dias) (LU/mL)
-60 35,15+16,93
-30 36,60+26,21
0 26,82+09,81
30 43,56+31,71
60 32,24+16,71

Valores na mesma coluna néo diferem (p<0,05) pelo teste F.

Nao foram encontrados relatos na literatura
referentes as concentragdes de insulina no
plasma seminal de bovinos. No entanto,
Pbvoa Jr. et al. (1973) ao trabalharem com
homens  normospérmicos  encontraram
concentracbes de 45,8151 pU/mL no
plasma seminal. Neste mesmo ano, Hicks et
al. que trabalharam com homens néo
diabéticos  encontraram  concentragdo
plasmatica seminal menor (19+3 pU/mL)
gue as encontradas por Povoa Jr. et al.
(1973).

Alguns autores (Hicks et al., 1973),
trabalhando com homens, relataram que a
concentracdo  plasmatica seminal de
insulina pode chegar até duas vezes a
concentracdo sérica em humanos (7,5+1,5).
Em bovinos, maior concentracdo de
insulina também é verificada no plasma
seminal frente & concentragdo serica deste
horménio 34,56+£22,01pU/mL (dados do
presente estudo) e 10,9+1,0 pU/mL
relatados por Delavaud et al. (2002),
respectivamente. Contudo, estes resultados
devem ser analisados com cuidado, uma
vez que ndo foi determinada a concentracéo
sérica deste horménio nos animais em
estudo.

Na figura 7, pode ser observada uma
modulacdo na concentracdo de insulina
presente no plasma seminal durante o
desenvolvimento sexual. Esta modulagéo
coincide com a variagéo da concentragéo de
IGF-1 no plasma seminal durante 0 mesmo
periodo. Isto indica uma provavel
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retroalimentagdo negativa entre estes dois
horménios.

De forma  sistémica, a insulina
conjuntamente  com o hormbnio do
crescimento (GH) favorece a secre¢do de
IGF-I pelas células hepéticas. Contudo, em
um determinado ponto, 0 aumento da
secrecdo de insulina, por retroalimentacdo
negativa, diminui a secre¢do do GH, que
consequentemente diminui a secrecdo de
IGF-I hepético (Fortune, 2003). Apesar
deste caminho de al¢a longa nédo ter sido
efetivamente constato quanto sua influéncia
na secrecdo deste hormdnio no plasma
seminal, pode-se utiliza-lo como alternativa
para explicar a modulagdo encontrada no
presente estudo.
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Figura 7: Concentracdo de insulina e IGF-I no plasma seminal de touros Gir-Leiteiro durante o

desenvolvimento sexual (médiaterro padrdo).

Foi reportado que tanto a insulina quanto o
IGF-I, promovem a diferenciacdo das
espermatogonias em espermatocitos
primarios pela ligacdo com os receptores de
IGF-I, sendo que ambas, membrana
plasmatica e acrossomal, representam alvos
citologicos para a mesma (Nakayama et al.,
1999). A insulina também é essencial para a
movimentagdo da glicose através da
membrana plasmatica, induzindo o aumento
do nimero de proteinas transportadoras
especificas (Cunningham, 1997),
auxiliando, desta forma, na motilidade
espermatica.

Assim, embasados por estes relatos, se
objetivou a determinacdo da correlagdo das
concentracbes plasmaticas seminais da
insulina com seus parametros androl6gicos
e com as concentracbes plasmaticas
seminais de IGF-I.

As concentracdes de insulina no plasma
seminal ndo se correlacionaram com as
caracteristicas avaliadas. Resultados
semelhantes foram obtidos por Garcia-Diez
et al. (1991) que ao trabalhar com dois
grupos de homens, normoglicémicos e
diabéticos, constataram maior concentragdo
de insulina no plasma seminal, frente aos

valores sericos, de todos 0s grupos
estudados, mas sem nenhuma correlacdo
entre esses valores e 0s parametros
espermaticos.

Contudo, Baccetti et al. (2002), ao
trabalharem com homens diabéticos,
demonstraram por meio da microscopia
eletrbnica de transmissdo, que as células
espermaticas deste grupo apresentavam
graves defeitos estruturais, em comparacao
com as células espermaticas do grupo
controle (normoglicémico).

Estes mesmos autores relataram a
possibilidade dos distlrbios reprodutivos
reconhecidos em homens com diabetes
Mellitus serem oriundos da interferéncia da
doenca sobre o eixo hipotalamico-
hipofisario-gonadal em varios niveis, como
indicado pelas caracteristicas anormais das
células espermaticas no ejaculado.

Desta forma, por ndo ter sido constatado
diferenca estatistica (p>0,05) entre grupos
de animais e entre os periodos de
desenvolvimento sexual destes mesmos
grupos separaram-se 0S animais por
concentracdo de defeitos maiores (G1:
>20% e G2<20%), buscando confirmar o

7



que foi apresentado por Baccetti et al.
(2002).

Houve diferenga (p<0,05) na concentracéo
de insulina no plasma seminal entre os
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n
o
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[ Defeito Maior abaixo de 20%

b

grupos de animais com baixa concentracdo
de defeitos maiores (40,01+25,37 pU/mL) e
0s que apresentaram elevadas
concentracdes destes defeitos espermaticos
(31,08+18,58 pU/mL) (Fig. 8).

Figura 8: Concentracdo de insulina no plasma seminal de animais com concentra¢do de defeito maior
acima (G1) e a baixo (G2) de 20% (médiazerro padrdo). Letras distintas nas colunas diferem pelo teste

SNK (p<0,05).
Apesar de ndo ter sido utilizada
metodologia mais precisa como

microscopia eletrdnica, para que se pudesse
identificar partes ultra-estruturais nao
captadas pela microscopia Optica em
contraste de fase, os dados registrados
corroboram os encontrados por Baccetti et
al. (2002), e demonstram a importancia
deste hormonio na condigdo estrutural da
célula espermatica.

Apesar de neste estudo ndo ter sido
observada correlacdo entre as concentragdes
plasméaticas seminais de insulina e o0s
pardmetros esperméticos avaliados, a
literatura cita que as mudancas na liberacéo
deste hormonio no meio contendo células
espermaticas sao relacionadas as diferentes
condigdes fisioldgicas, como na mudanca
da condicdo de ndo capacitado para
capacitado (Ando e Aquila, 2005).
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Aquila et al. (2005) determinaram que a
secregdo de insulina a partir dos
espermatozoides no meio de capacitacdo
ocorre imediatamente, a0 momento zero,
sugerindo um possivel envolvimento da
insulina na inducdo deste processo.

Em razdo do envolvimento deste hormonio
com a capacitagdo espermaética, segundo 0s
dados de Aquila et al. (2005), foi
determinada a correlacdo entre a
concentracdo de insulina no plasma seminal
e 0s picos protéicos com afinidade a
heparina, visto a potencial acdo que este
GAG possui no processo de capacitagéo.

Apesar da constatacdo literaria de que a
insulina (Aquila et al., 2005) e a heparina
(Miller et al., 1990) possuam agdo no
processo de capacitacdo, ndo foi encontrada
nenhuma correlacdo entre este horménio e



os picos de afinidade a heparina (Martins,
2010).

Buscou-se  também determinar 0
envolvimento da insulina no plasma
seminal e as proteinas presentes no mesmo,
por meio da correlagdo entre estas
variaveis. A intensidade das bandas
protéicas correlacionadas foi determinada
segundo o capitulo dois desta tese.

O plasma seminal dos touros Gir-Leiteiros
demonstrou durante o periodo de analise 37
bandas distintas, variando entre animais e
entre idades. Destas 37 bandas, as de peso
molecular de 85 (r=0,41; p=0,04) e 46kDa
(r=0,54; p=0,02) apresentaram correlacao
positiva, enquanto a de peso molecular de

112kDa (r=-0,26; p=0,05), negativa com a
concentracdo de insulina no plasma
seminal. Isto indica que certas proteinas
podem ter ponto de regulacdo, positivo ou
negativo, semelhantes aos da insulina.
Contudo, maiores pesquisas sao requeridas
para se determinar a ligagdo entre este
hormdnio e tais bandas protéicas.

3.3 Leptina

Os valores da concentracdo de leptina no
plasma seminal (Tabela 11) ndo diferiram
(p>0,05) nem entre o0s estddios de
desenvolvimento sexual (-60 a +60), nem
entre grupos (Prec e Reg; p>0,05).

Tabela 11: Concentragdo de leptina no plasma seminal durante o desenvolvimento sexual dos

animais precoces e regulares

Estadio de
Desenvolvimento
Sexual (dias)

PRECOCES (ng/mL)

REGULARES (ng/mL)

-60 26,39+13,11
-30 24,69+10,73
0 21,25+8,82
30 24,07+9,43
60 21,31+4,96

20,01+6,19
24,02+8,64
27,01+8,46
23,54+9,30
28,68+14,96

Valores na mesma coluna e na mesma linha ndo diferem (p<0,05) pelo teste F.

Assim, devido ndo ter ocorrido diferenca
estatistica entre os grupos (Prec e Reg) e
entre os estadios de desenvolvimento sexual

(-60 a +60) dentro de grupos, procedeu-se o
agrupamento dos dados para anélise (Tab.
12).

Tabela 12: Concentracdo de leptina no plasma seminal durante o desenvolvimento sexual

Estadio de Desenvolvimento Concentracao de Leptina
Sexual (dias) (ng/mL)
-60 23,19+10,43
-30 24,35+9,42
0 22,41+9,90
30 23,76+9,69
60 24,99+11,42

Valores na mesma coluna e na mesma linha ndo diferem (p<0,05) pelo teste SNK.
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N&o foram encontrados na literatura
trabalnos que tenham mensurado a
concentracdo de leptina no plasma seminal
de bovinos. Entretanto, Nikbakh et al.
(2010) encontraram RNAmM para receptores
deste hormonio nas células espermaéticas de
touros. Estes autores sugeriram que a
presenca de tais receptores nestas células
indica um papel fisiolégico deste hormonio
nas mesmas, assim como ja constatado em
humanos e suinos (Aquila et al., 2005:
Aquila, et al., 2008).

Lackey et al. (2002), ao trabalharem com
plasma seminal de humanos e suinos,
encontraram concentracdes de leptina,
respectivamente, de 0,86+0,04 e
10,88+0,84 ng/mL, valores estes abaixo dos
relatados nos animais do presente
experimento (23,76+9,97 ng/mL).

von Sobbe et al. (2003), ao trabalharem
com humanos, também  registraram
correlacdo entre as concentracdes seminais
e séricas de leptina. No entanto, em bovinos
ndo foram encontrados relatos que tenham
encontrado essa correlacdo. Entretanto,
poderia se esperar que animais que tenham
maior concentragcdo sérica de leptina,
também a tenham em maior concentracdo
no plasma seminal. No entanto, quando se
analisam os dados referentes & concentracéo
sérica de leptina em bovinos encontram-se
relatos de baixas concentragdes como 0s
registrados por Sansinanea et al. (2001)
gue, ao trabalharem com machos bovinos
da raca Holandesa, castrados, encontraram
concentracdo sérica média de leptina de
6,05+0,19 ng/mL.

Parte da resposta, aqui apresentada, pode
ser oriunda do tipo de kit utilizado para
determinacdo deste horménio. Delavaud et
al. (2002) encontraram, para bovinos, que o
kit multi-espécie para leptina determinou
concentracdes séricas, pelo menos, 50%
abaixo daquelas encontradas quando se
utilizou o kit para a espécie ovina, valores,
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respectivamente de 2,4+0,2 ng/mL e
5,9+£0,4 ng/mL.

Todavia, por ndo ter sido encontrado
nenhum relato que tenha realizado a
mensuracdo deste hormoénio no plasma
seminal de bovinos, ndo se compararam 0s
valores séricos e plasmaticos seminais.
Impossibilitando, desta forma, inferir se a
maior concentracdo de leptina encontrada
no presente estudo, comparada as
concentracBes em humanos e suinos, seja
proveniente dos animais em estudo ou da
metodologia aplicada.

No presente estudo, purificaram-se as
proteinas com peso molecular aparente de
16kDa e 250kDa que sdo referentes a
leptina livre e ligada, respectivamente, por
meio de gel filtracdo em cromatégrafo de
rapido desempenho antes das andlises
radiométricas o que pode explicar as
respostas obtidas no presente estudo.
Contudo, como nd&o ha relatos da
concentracdo de leptina no plasma seminal
de touros da raga Gir-Leiteiro, novas
pesquisas devem ser realizadas para avaliar
se a resposta é oriunda da raca ou da
metodologia empregada.

Apesar de ndo haver diferenga entre os
estadios de desenvolvimento pode-se
observar certa modulacdo da concentracdo
da leptina dentro dos periodos (-60 a +60)

(Fig. 9).
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Essa modulagéo na concentragéo de leptina
dentro dos estaddios de desenvolvimento
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sexual foi acompanhada, inicialmente, pelas
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Figura 10: Concentracdes de leptina e insulina no plasma seminal de touros Gir-Leiteiros durante o

desenvolvimento sexual (médiozerro padréo).

Segundo Patel et al. (1998) ha uma
dependéncia da leptina pela insulina, ou
seja, a auséncia de insulina inibe a sintese
de leptina, como evidenciado pela baixa
concentracdo de leptina em ratos diabéticos
induzido pela estreptozotocina, enquanto a

reposicdo  de insulina resultou na
restauracao das concentracdes de leptina.

Nos ultimos anos, foi fortemente sugerido

gue a leptina seria capaz de agir em
diferentes niveis do eixo hipotalamico-
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hipofisario-testicular, além da propria
célula espermatica (Nikbakh et al., 2010), e
influenciar os mecanismos envolvidos no
desenvolvimento da  motilidade dos
espermatozoides (Jorsaraei et al. 2008).
Desta forma, estimou-se a correlagdo da
leptina com os parametros espermaticos dos
animais em estudo, juntamente com oS
valores de insulina e IGF-l, para se
determinar a influéncia deste hormonio na
qualidade seminal.

Nenhuma das caracteristicas avaliadas
apresentou correlagdo com a concentragdo
de leptina no plasma seminal (p>0,05).
Contudo, a concentracdo de insulina
apresentou correlacdo de baixa magnitude
(r=0,21) com a concentracdo de leptina no
plasma seminal a uma significancia de 6%,
corroborando com a modulacdo destes dois

30
25 1
20 A

154

seminal (ng/mL)

10

Concentragao de leptina no plasma

horménios dentro dos estddios de
desenvolvimento sexual (Fig.10). Segundo
0 estudo de Patel et al. (1998), isto pode
sugerir uma provavel dependéncia entre
estes hormonios.

Contudo, essa afirmacdo deve ser analisada
e interpretada com cautela, dada a baixa
magnitude da correlacdo (r=21) e o seu
nivel de significancia (6%).

Por ndo ter sido registrada diferenca
estatistica entre grupos e estadios de
desenvolvimento sexual agruparam-se 0s
animais segundo a quantidade de defeitos
maiores, ficando classificados como Gl
(concentracdo de defeitos maiores >20%) e
G2 (concentracdo de defeitos maiores
<20%) (Fig. 11).

I G1: Grupo com defeitos maiores >20%
[ G2: Grupo com defeitos maiores <20%

1

Figura 11: Concentracdo de leptina no plasma seminal segundo a concentracéo de defeitos maiores. G1:

>20% e G2: <20%. (médiazerro padréo).

O grupo G2, menor concentracdo de
defeitos maiores, apresentou semelhante ao
grupo G1 concentracdo de leptina no
plasma seminal. Diferentemente dos dados
aqui apresentados, Glander et al. (2002), ao
trabalharem com homens como modelo de
estudo, relataram que os niveis de leptina
no plasma seminal foram,
significativamente, menores nos pacientes
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com 0s pardmetros de espermograma
normal, comparado com as amostras de
sémen patolégico, e mostrou uma
correlagcdo negativa com a motilidade dos
espermatozoides humanos, sugerindo que a
maior concentracdo de leptina tem efeitos
negativos sobre a funcéo espermatica.



Provavelmente, a baixa especificidade do
kit multi-espécie para determinacdo da
concentracdo de leptina em bovinos ndo
tenha permitido obter tal resposta. Todavia,
mesmo que houvesse diferenca, essa seria
contraditdria aos achados de Glander et al.
(2002), pois aqui 0s animais com menor
quantidade de defeitos maiores
apresentaram maior concentracdo de leptina
no plasma seminal.

Desta forma, apesar destes efeitos
negativos, segundo Glander et al. (2002),
sobre as células espermaticas, deve-se
salientar os dados de Ando e Aquila (2005)
que relataram que a leptina possui efeitos

positivos, juntamente com a insulina, nos
processos metabdlicos do espermatozéide,
favorecendo tanto a capacitagdo quanto a
motilidade espermaética. Essa resposta pode,
indiretamente, contrapor os relatos de
Glander et al. (2002) quanto ao efeito da
leptina na estrutura da célula espermatica.

Assim, frente a essas observacoes, estimou-
se a correlagdo entre os valores plasmaticos
seminais de leptina e 0s picos protéicos
com afinidade a heparina, uma vez que
estes Ultimos possuem acdo reconhecida nas
funcbes de motilidade e capacitacdo
espermatica (Tab. 13).

Tabela 13: Correlagdo de Pearson e Spearman entre as concentractes de leptina no plasma
seminal e os picos protéicos com afinidade a heparina

Prot. Total P1* p2*

P4*  P5*  Pe*  P7**  pgr*

r=

0,24
0,04

*Variaveis analisadas pela correlagdo de Pearson; **Variaveis analisadas pela correlacdo de Spearman;
Prot: proteina; P1-P8: pico com afinidade a heparina de um a oito.

A concentracdo de leptina no plasma
seminal durante o desenvolvimento sexual
dos animais (-60 a +60) sO apresentou
correlacdo  significativa e de baixa
magnitude com o pico 8 das proteinas com
afinidade a heparina (r=0,24) (Tab. 13).
Este pico, segundo estudo de Martins
(2010), representou 0 pico com maior
afinidade a este GAG, sendo eluido na
coluna de afinidade sob concentracdo de
1,5M de NaCl.

Neste mesmo estudo, Martins (2010)
obteve correlacdo positiva deste pico
protéico com a idade (r=0,42; p<0,01), com
o perimetro escrotal (r=0,38; p<0,01), com
0 peso vivo (r=0,52; p<0,0001), com a
motilidade espermaética (r=0,36; p<0,01),
com a concentragcdo espermatica (r=0,53;
p<0,0001) e com o concentragdo de células
normais no ejaculado (r=0,58; p<0,0001).
Obteve também correlagdo negativa com a

concentracdo de células com defeitos
maiores (r=0,54; p<0,0001) e defeitos totais
(r=0,58; p<0,0001).

Tais resultados sugerem uma provavel
ligagdo entre a leptina e os fatores
capacitantes no plasma seminal, frente ao
perfil de afinidade & heparina que apresenta
0 pico 8 do estudo de Martins (2010). No
entanto, essa hipdtese precisa ser melhor
estudada para se confirmar tal suposicao.

Além dessas varaveis, correlacionou-se a
concentracdo de leptina no plasma seminal
com a intensidade das bandas protéicas
presentes no ejaculado, segundo o capitulo
dois desta tese. Das 37 bandas presentes,
identificadas por SDS-PAGE, apenas trés
(peso molecular de 41, 33 e 14kDa)
apresentaram correlacdo com a leptina. As
bandas de 33 (-0,39; p=0,04) e
14kDa (-0,46; p=0,05) apresentaram
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correlacdo negativa, enquanto a de peso
molecular de 41kDa (0,48; p=0,03),
correlacdo positiva. Contudo, essas bandas
ndo apresentaram correlagio com o0s
pardmetros espermaticos e nem com o0
desenvolvimento ponderal. Desta forma, os
dados aqui apresentados para leptina,
ficaram sem uma maior ligacdo com os
pardmetros espermaticos, salvo a sua
correlagdo com o pico 8 de afinidade a
heparina.

4. Concluséo

1. Insulina no plasma seminal mostrou certa
interferéncia na qualidade estrutural da
celula espermatica, tendo maior
concentracdo nos animais com menor
namero de células esperméticas com defeito
maior;

2. As concentracfes de leptina no plasma
seminal ndo diferiram entre grupos ou
idades e ndo apresentaram correlagdo com
as variaveis analisadas;

3. Os valores de IGF-1 no plasma seminal
ndo diferiram entre grupos. Mas,
apresentaram  efeito do estddio de
desenvolvimento sexual, tendo correlagdo
com os padrdes espermaticos e protéicos do
plasma seminal.
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CAPITULO IV
Experimento 03
Classificacao andrologica por pontos (CAP) associada aos parametros hormonais e
protéicos seminais durante a peripuberdade de tourinhos Gir-Leiteiros

Resumo

Objetivou-se com este estudo determinar a classificacdo androlégica por pontos (CAP) de
touros Gir-Leiteiros, precoces e regulares, durante a peripuberdade associando-a com os dados
hormonais e protéicos seminais obtidos neste periodo. A ordenacdo pela CAP foi realizada
segundo o perimetro escrotal e a condicdo espermética. As concentra¢cBes hormonais foram
determinadas por radioimunoensaio e as proteinas por geis 1D em gradiente de 10 a 15% de
poliacrilamida, sendo as proteinas com afinidade a heparina separadas por gel filtragdo por meio
de cromatografia liquida de rapido desempenho em coluna de afinidade. Os animais precoces
tiveram CAP de 23,67+7,31, 28,83+8,86, 34,5+16,19, 34,5+16,19, 48,16+12,38 e 66,50+14,12
para 0os momentos -60, -30, 0, 30 e 60 da puberdade, respectivamente. Para estes mesmos
periodos, os animais regulares tiveram valores da CAP de 26,00+9,97, 32,00+12,00,
39,83+12,95, 57,33+10,80 e 76,83+14,63, respectivamente. Ndo foi constatada diferenga
estatistica (p>0,05) entre os grupos. A CAP apresentou correlacdo positiva de alta magnitude
com as variaveis: idade, perimetro escrotal, peso corporal, concentragdo espermatica, nimero de
espermatozoides totais e numero de células normais, e apresentou também correlagdo com as
bandas protéicas seminais de 112, 55, 47, 27, 25, 22, 18, 12 e 6,9kDa, além das concentra¢des
de IGF-I1, dos picos protéicos com afinidade & heparina e de proteinas totais. Estes resultados
sugerem a importdncia que a CAP desempenha na classificacdo de animais com maior
capacidade para a reproducdo e de alto padrdo andrologico ligados a fatores como peso,
protéicos ou humorais de ag&o local.

Palavras-chave: IGF-I, insulina, leptina, proteina seminal, zebu.
Abstract

This study was carried out to evaluate breeding soundness (CAP) in , precocious and regular,
bulls Gyr-Dairy during the peripuberty and its relationship with the hormone and seminal
protein recorded in this period. The ranking of CAP was performed according scrotal
circumference and sperm condition. The hormone levels in seminal plasma IGF-I, leptin and
insulin were obtained by RIA and the values of seminal protein bands by one-dimensional
electrophoresis. The CAP of precocious animals were 23.67 + 7.31, 28.83 + 8.86, 34.5 + 16.19
345 + 16.19, 48.16 + 12.38 and 66.50 + 14.12 for -60, -30, 0, 30 and 60 days of puberty,
respectively. While the CAP of regular animals were values of 26.00 + 9.97, 32.00 + 12.00,
39.83 + 12.95, 57.33 + 10.80 and 76.83 + 14 .63, respectively. There was not found statistical
difference (p> 0.05) between groups. The CAP had a positive correlation of high magnitude
with variables: age, scrotal circumference, live weight, sperm concentration, sperm number and
total number of normal cells, also showing a correlation with the seminal protein bands of 112,
55, 47, 27, 25, 22, 18, 12 and 6.9 kDa, and the concentrations of IGF-I, the protein peaks with
affinity to heparin and total protein. These results suggest the importance role of CAP in the
classification of animals with high capacity for reproduction and andrological standard, linked
to factors as weight, protein or humoral local action.

Keywords: IGF-I, insulin, leptin, seminal protein, zebu.
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1. Introducéo

A avaliacdo da fertilidade do touro depende
de uma série de fatores associados, ou nao,
que vao desde os aspectos mais basicos,
mas também fundamentais, do exame
clinico e da biometria testicular, passando
pela avaliacdo dos aspectos fisicos e
morfoldgicos do sémen, até os parametros
de avaliagBes funcionais, biogquimicos e
hormonais (Salvador et al., 2008). Desta
forma, observa-se que o0 potencial
reprodutivo de um touro é a soma dos
diversos fatores ligados & reproducgéo (Dias
et al., 2009a).

Assim, diante da importancia das
caracteristicas androl6gicas, notadamente
aquelas ligadas ao perimetro escrotal (PE) e
qualidade do sémen, tém sido propostos
diferentes sistemas de pontuacdo do
desempenho reprodutivo de touros que
atuam como indices mais adequados de
sele¢do androldgica. Os touros podem ser
avaliados e submetidos a sistemas de
tabelas de classificagdo andrologica por
pontos (CAP) segundo Vale Filho (1988 e
1989) e Vale Filho et al. (2010), que lhes
conferem classificacbes a partir do seu
potencial reprodutivo (Dias et al., 2009a).

Nesses indices pontuam-se as
caracteristicas com maior correlagdo com a
fertilidade (motilidade, perimetro escrotal e
morfologia espermatica) de acordo com a
idade do animal. A pontuacdo méaxima
obtida é de 100 pontos, onde 20 pontos sao
atribuidos a motilidade, 40 a morfologia e
40 ao perimetro escrotal (Vale Filho, 1988 e
1989; Vale Filho et al., 2010). Touros
clinicamente normais considerados aptos a
reproducdo devem apresentar valor minimo
de 60 pontos nesse indice (Folhadella et al.,
2006).

Segundo Vale Filho (1989) e Vale Filho et
al. (2001), a estimativa de um indice
androlégico como a CAP, auxilia na
comparagdo entre touros de mesma raca

guanto a sua capacidade fecundante. Desta
forma, objetivou-se com este estudo
determinar o padrdo de secrecdo de
testosterona durante a puberdade e a CAP
durante a peripuberdade associando-a aos
valores hormonais e proteinas seminais em
touros da raca Gir-Leiteiro.

2. Material e Métodos

2.1 Local, dados climaticos, animais
experimentais e manejo alimentar

O local, os dados climéaticos, os animais
experimentais e 0 manejo alimentar foram
determinados segundo o descrito no
capitulo dois desta tese.

2.2 Procedimento experimental
2.2.1 Coleta do plasma seminal

A coleta do plasma seminal foi realizada
segundo o discriminado no capitulo dois
desta tese.

2.2.2 Classificagdo androldgica por pontos
(CAP)

Os animais foram pontuados segundo Vale
Filho (1988, 1989) e Vale Filho et al.
(2010) (Anexo 3), numa escala de 3 a 20
pontos segundo as caracteristicas de
motilidade, de 3 a 40 pontos segundo a
morfologia espermatica e de 10 a 40 pontos
segundo o perimetro escrotal. Esta Ultima
variavel levou em consideracdo a idade do
animal para se determinar a pontuacao
empregada.

Apbs a classificacdo pela CAP, os dados
foram ajustados a puberdade (Wolf et al.,
1965), segundo Brito et al. (2004), para,
entdo, serem comparados entre 0S grupos,
precoces (Prec) e regulares (Reg) e o
periodo do estddio de desenvolvimento
sexual (-60, -30, 0, +30 e +60), sendo,
entdo, correlacionados com os valores de
IGF-1, leptina, insulina, proteinas seminais
e de afinidade a heparina.
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2.3 Coleta do soro sanguineo para
determinacdo da  concentracdo  de
testosterona

As coletas foram realizadas em dois
momentos (setembro e dezembro) quando
0s animais apresentavam média de idade de
18,8 e 21,8 meses, sendo realizadas a
intervalos de duas horas, durante 10 horas
consecutivas, nos horarios: 08:00h, 10:00h,
12:00h, 14:00h, 16:00h e 18:00h. As
amostras foram coletadas na veia jugular,
utilizando-se  tubos  vacutainer  sem
anticoagulante.

Ap0s a coleta, os tubos foram centrifugados
a 4.000 rpm, por 15 minutos, para obtencéo
do soro, sendo armazenados a -196 °C
(nitrogénio liquido), para posterior analise
no Laboratério de Enzimologia de
Bioguimica de Proteinas, no Instituto de
Ciéncias Biologicas (ICB) da UFMG.

Para a coleta do sangue dividiram-se 0s
animais em grupos de 10 para se evitarem
intervalos muito longos entre um mesmo
animal dentro de coletas subsequentes. Com
este procedimento, mesmo na situacdo de
um animal ser o primeiro numa coleta e o
Gltimo na coleta subsequente, a diferencga na
sequéncia das coletas ndo ultrapassaria a 20
minutos, considerando-se o tempo de coleta
por animal de apenas dois minutos.

Somente ao final do periodo experimental,
antes das analises laboratoriais, € que se
dividiram os animais nos grupos de Prec e
Reg, como explicado no capitulo dois.
Desta forma, os 30 animais alocados
inicialmente no experimento foram todos
coletados. Mas, somente o0s 16 que
constituiam os grupos amostrais foram
analisados.

2.3.1 Andlise do soro sanguineo para

determinacdo da  concentracdo  de
testosterona
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A concentragdo sérica de testosterona foi
determinada segundo Loi et al. (2006) por
meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) em método isocrético,
utilizando-se  para  isso integrador
Chromatopac C-R4A, System Controller
SCL-10, UV-VIS  Spectrophotometric
detector SPD-10AV, Auto injetor SIL-10A,
Liquid chromatograph LC-10AD e Column
oven CTO-10A, todos equipamentos da
empresa Shimadzu.

O sistema HPLC foi equipado com uma
coluna de fase reversa C-18 (Discovery®,
Supelco) com 250mm de comprimento,
4,6mm de didmetro e 5um de tamanho de
particula, sem pré-coluna. A fase movel
utilizada foi composta por acetonitrila e
agua (35:65, v/v), sendo a mesma deaerada
por 12 minutos por succdo com bomba de
vacuo e agitacdo em ultrassom. A taxa de
fluxo empregada no sistema foi de
ImL/min e o volume de injecdo de 50pL.
A temperatura do CTO, onde a coluna era
mantida, foi ajustada para 38°C, com o
intuito de diminuir o tempo de eluicdo da
testosterona. A absorbancia foi mensurada
em 234nm, sendo este comprimento de
onda 6timo para a testosterona e satisfatério
para o padrdo interno (propilparabeno),
segundo Loi et al. (2006). Os tempos de
eluicdo do padrdo interno (Pl) e da
testosterona, nas amostras de soro, foram de
15,4 e 20,2min, respectivamente (Fig. 01).
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Figura 01: Cromatograma (HPLC) apresentando o tempo de eluicdo do padrdo interno (propilparabeno),

15,40min, e da testosterona, 20,20min.

A curva de calibracdo do equipamento foi
realizada com o preparo de solucdes de
testosterona pura (17B-hydroxy-4-
androstene-3-one, > 99,9%; Sigma Aldrich)
em metanol (P.A.) variando de 10ng/mL a
200ng/mL. O ponto minimo de deteccdo do
aparelho foi de 6ng/mL e o de quantificagcdo
foi de 13ng/mL, com volume de injecdo de
50uL e atenuacdo zero no integrador.

O propil parabeno (padrdo interno;
HOC¢H,CO,CH,CH,CH3) (Fig. 02) foi

utilizado para aumentar a acuracia e
precisdo da deteccdo dos menores limites.
Este padrdo apresentava estabilidade
durante a analise, tempo de eluicdo menor
do que o da testosterona e seu pico nao
interferia com a matriz das amostras do
soro.

Para o preparo da solucdo trabalho, o
padrdo era pesado e diluido em metanol até
a concentragéo de 1pg/mL.

Figura 02: Estrutura da testosterona (A) e do propilparabeno (B). Fonte: Loi et al. (2006).

Para andlise das amostras de testosterona
utilizaram-se 2mL de soro que foram

transferidos para tubo de centrifuga de
15mL para posterior adicdo de 50uL da
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solugdo de trabalho do Pl (1pg/mL). Apds
agitacdo em vortex por 30s, 5mL de
dietileter contendo 2% de isopropanol
foram adicionados passando, entdo, a nova
solucdo em vortex por 1min. Apés estes
procedimentos o tubo foi centrifugado por
10min a 3360 rpm (1856g) a 10°C. A fase
clara orgéanica foi separada e colocada em
tubos de vacutainer e levada ao
equipamento speedvac por um periodo de
45min para evaporacdo do solvente
organico. Estas amostras eram entdo
ressuspendidas com 100uL de metanol e
vortexadas por 1min, a seguir se adicionava
mais 100pL de acetonitrila e, novamente,
passava-se a amostra pelo vortex.

Em razdo da ndo utilizacdo de uma pré-
coluna no sistema HPLC, optou-se por
filtrar todas as amostras antes da injecdo
das mesmas no sistema de cromatografia,
evitando o entupimento da coluna. Para isso
utilizou-se filtro Millipore® com membrana
HV em PVDF de 0,45 mm e 13mm de
didmetro.

As amostras de soro que ndo continham
2mL, eram medidas por meio de
micropipetas e realizava-se a proporc¢ao
referente aos 2mL para que se obtivesse
resultado preciso quanto a pré-concentracdo
de 10x. Para determinacdo dos valores de
testosterona a partir das areas registradas
pelo Chromatopac C-R4 obteve-se, por
meio da média dos pontos da curva de
calibragdo, a equacio: y=5,56x°+464,89x+
88,90 (R*= 0,99).

Em raz8o das amostras ndo conterem
unicamente testosterona apds sua extracao e
também por ndo se conhecer a
hidrofobicidade de todas as substancias que
se encontravam presentes no momento da
anélise optou-se, entdo, pela lavagem da
coluna com acetonitrila a 100% a cada 20
amostras analisadas ou a cada vez que a
linha de base do Chromatopac néo
corrigisse o desvio registrado, passando 10
volumes de coluna, semelhante ao tempo
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proposto para o equilibrio da mesma. Desta
forma, todas as substancias que possuiam
uma hidrofobicidade maior do que a
testosterona e mantinham-se ligadas em
razdo da baixa concentracdo de acetonitrilia
utilizada na fase modvel eram retiradas,
favorecendo com isso a corregdo da linha
de base do integrador.

2.4 Analises Estatisticas

Apbs o ajuste dos dados de acordo com a
idade em relacdo a puberdade (dias), no
momento 0 (zero) foi realizada uma
distribuicdo de frequéncia das idades dos 16
animais  estudados por meio do
procedimento FREQ do SAS (SAS, 2002).
Adotou-se como ponto de separacdo dos
grupos a mediana, 18 meses, de idade
naquele momento. Assim, animais com
idades a puberdade menores do que a da
mediana foram considerados precoces
(Prec) e aqueles com idades maiores do que
a mediana, foram considerados regulares

(Reg).

O indice da CAP, por possuir pontuacdo a
partir de dados subjetivos como a
motilidade espermatica, foi considerado
varidvel ndo paramétrica. O delineamento
experimental adotado para analise das
variaveis foi em blocos ao acaso em
esquema de subparcelas com 8 repetigdes.
Os grupos constituiram as parcelas e as
idades em que os animais foram avaliados,
as subparcelas. As analises foram realizadas
utilizando o procedimento MIXED do
pacote estatistico SAS segundo Littell, et al.
(1998).

O efeito de grupo foi obtido pelo teste F e
os efeitos de idade foram estimados por
meio de ajustamento de modelos de
regressdo  linear e quadratica. As
comparacdes entre as idades dentro de cada
grupo foram realizadas pelo teste de
Friedman.



Os modelos de regressdo das variaveis
avaliadas em relacdo a idade a puberdade
foram ajustados por meio do PROC REG
do SAS (2002). Para os casos em que a
interacdo entre grupo e idade foi
significativa, ajustou-se um modelo de
regressdo para cada grupo. As correlacdes
entre as varidveis paramétricas e nao-
paramétricas foram obtidas pelo coeficiente
de correlacdo de Spearman por meio do
PROC CORR com a opgdo SPEARMAN
do SAS (2002).

Os dados relacionados a testosterona sao
descritivos, pois 0s mesmos ndo tiveram
consisténcia quanto a comparacdo dentro de
tempo e entre grupos em razdo da perda de
amostras durante o procedimento de anélise
laboratorial. Desta forma, foram
apresentados conjuntamente, sem distingdo
de grupo.

3. Resultados e discusséo

3.1 Classificagdo androldgica por pontos
(CAP) de tourinhos Gir-Leiteiros na
peripuberdade

Os valores da CAP para os momentos -60, -
30, 0, +30 e +60 da puberdade para o0s
animais Prec foram de 23,67+7,31,
28,83+8,86, 34,5+16,19, 48,16+12,38 e
66,50+14,12. Os animais Reg apresentaram
para estes mesmos momentos valores de
26,00+9,97, 32,00+12,00, 39,83+12,95,
57,33+10,80 e 76,83+14,63. Ambos o0s
grupos apresentaram CAP >60 no periodo
+60, sugerindo 0 momento da maturidade
sexual desses animais, uma vez que este
valor representou a maior CE e a melhor
qualidade das células espermaticas.

Os animais Reg apresentaram maiores
valores da CAP durante todo o periodo do
desenvolvimento sexual. Contudo, nédo
houve diferenca estatistica entre 0os grupos
(p>0,05) (Fig. 3). Todavia, deve-se salientar
gue os dados foram ajustados para idade a
puberdade. Desta forma, em razdo dos
animais Prec terem entrado na puberdade

mais  precocemente que 0s Reg,
apresentaram pesos corporais mais leves, o
gue pode ter interferido na resposta final do
grupo, ja que a CAP é regida pela idade,
perimetro escrotal e morfologia
espermaética, favorecendo os animais Reg
gue no momento das comparagdes dos
estadios de desenvolvimento sexual, foram
mais pesados, por serem mais velhos, tendo
o0 desenvolvimento testicular favorecido.

Esta hipGtese é corroborada pelos
resultados obtidos por Dias et al. (2009a)
gue ao trabalharem com touros da raga
Nelore, em regime extensivo, encontraram
gue os animais com CAP abaixo de 60
pontos tinham 0s menores pesos, sugerindo
gue o peso corporal exerce influéncia na
determinacdo da condicdo reprodutiva e na
classificacdo desses animais quanto a CAP,
0 que tambeém foi sugerido por Coulter
(1986) em touros Bos taurus taurus.
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Figura 03: Classificacdo
desenvolvimento sexual.

Contudo, apesar dos animais Reg serem
mais pesados, ndo houve diferenca
estatistica (p>0,05) entre os grupos quanto a
CAP. A falta desta diferenca estatistica
(p>0,05) entre os grupos pode ser explicada
pelo manejo alimentar empregado. Pois, no
presente experimento, 0s animais foram
criados em sistema intensivo, alimentados
com dieta de elevado contetdo protéico
recebendo 1% do peso vivo (PV), além de
silagem de milho como volumoso. Isto
pode ter repercutido nos valores do
perimetro escrotal e, consequentemente, na
morfologia espermatica, fatores relevantes
na quantificacdo da CAP.

Esta ideia é corroborada pelos dados de
Correa et al. (2006) que trabalharam com
516 touros jovens da raca Tabapud, de um e
dois anos de idade, criados sob trés regimes
alimentar (R1: pasto, com suplementagdo
mineral; R2: pasto com suplementacdo de
cana-de-aclcar, 05% de uréia e
2kg/animal/dia de concentrado comercial
com 84%NDT e 18%PB no periodo da seca
(julho a setembro) e R3: animais
estabulados que receberam, a partir do
desmame  (maio), dieta balanceada
composta por cana-de-acUcar, capim-
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androlégica por pontos (CAP) dos animais Prec e Reg durante o

elefante, uréia (0,5%) e concentrado
comercial (88%NDT e 19%PB), que variou
de 2kg/animal/dia até atingir 6kg/animal/dia
na idade adulta (27 meses de idade)).

Estes autores encontraram efeito do regime
alimentar (P<0,05) sobre o peso corporal,
circunferéncia escrotal (CE), volume do
ejaculado e CAP. Os animais do R3 foram
mais pesados do que os do R2, e estes mais
do que os do R1, sendo que os melhores
resultados para CE e CAP foram
encontrados para animais do R3, e ndo
houve diferenca (P>0,05) entre 0s animais
do R1 e R2. Como a CAP é indice de
classificagdo dos touros aptos a reproducao,
foi observado, por estes autores, que o0
manejo alimentar aumentou os valores da
CAP.

Outro estudo (Garnero et al., 1999)
corrobora os resultados do presente trabalho
ao indicar interacbes entre as medidas
testiculares e 0 peso corporal em bovinos.
Estas interacGes sugerem a existéncia do
envolvimento dos processos fisiolégicos
gue controlam a fungdo reprodutiva e o
desenvolvimento ponderal dos touros,
podendo, desta forma, a biometria testicular



e 0 peso Vivo, avaliados em animais jovens, aumentar com o avangar da idade (Silva,

serem potenciais indicadores do 2007), podendo os valores aqui
desenvolvimento ponderal do touro na fase apresentados se igualarem, numericamente,
adulta (Moura et al., 2002). apos a maturidade sexual.

Contudo, é necessario ressaltar que a CAP é Entretanto, por ndo ter sido encontrada
um indice dindmico e, ja que o PE somente diferenca (p>0,05) entre os animais Prec e
atinge um platé de crescimento nos touros Reg, e néo ter ocorrido interagdo entre 0s
zebuinos em torno dos 40 meses (Quirino et grupos e os estadios de desenvolvimento
al., 1999), os valores da CAP tendem a sexual, agruparam-se os resultados (Tab. 1).

Tabela 1: Classificacdo androldgica por pontos (CAP) de touros Gir-Leiteiro durante a

peripuberdade
Estadio do desenvolvimento sexual CAP (MédiatSD)
-60 24,83+8,42°
-30 30,42+10,19%
0 37,17+14,26%
30 52,75+12,06°
60 71,67+14,73

Letras distintas na mesma coluna diferem pelo teste Friedman (p<0,05).

Como esperado, os valores da CAP estddios de desenvolvimento  sexual
aumentaram com o0 avancar da idade, (p<0,05) (Fig. 04).
apresentando diferencas estatisticas entre os
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Figura 04: Classificagdo andrologica por pontos (CAP) durante o desenvolvimento sexual. Letras distintas
diferem pelo teste de Friedman (p<0,05).

Como mostrado na figura 4, os animais de classificacdo boa), 60 dias apds a
atingiram CAP acima de 60 pontos (touros puberdade, momento do inicio da
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maturidade  sexual destes  animais,
apresentando média de idade de 20,1 meses.
Estes resultados demonstraram a eficacia da
CAP na determinacdo do momento da
maturidade sexual quando se realiza o
acompanhamento dentro do periodo da
peripuberdade.

Contudo, Freneau et al. (2006) relataram
que a CAP ndo capta as modificacdes
seminais de touros em fase puberal e sim de
touros adultos, portanto ndo seria
ferramenta de avaliacdo de touros nesta
fase, sendo util somente para identificar
tourinhos mais precoces, como 0s que aqui
se apresentaram.

Estes mesmos autores, utilizando a analise
da CAP, verificaram que, pelas
caracteristicas seminais puberais terem sido
de baixa qualidade, o maior aporte de
pontos foi dado pelo perimetro escrotal,
sendo quase insignificante em relacdo a
morfologia e a motilidade espermatica,
mostrando que a CAP seria uma ferramenta
muito mais importante para identificar
touros pela sua precocidade do que para
descarte de animais nessa fase de
desenvolvimento (Freneau et al., 2006).

Contudo, deve-se salientar que 0s animais
andrologicamente superiores em idades
precoces serdo 0s de maiores potenciais
reprodutivos &  maturidade  sexual
(Mathevon et al., 1998). Assim, segundo
Picard-Hagen et al (2002), avaliacGes
androlégicas precoces sdo importantes
formas de se avaliar a funcdo sexual de
touros jovens, permitindo o seu melhor uso
como futuros reprodutores, demonstrando,
com isto, a importancia destas avaliacdes
em animais novos para que Se possa
direcionar, precocemente, 0s animais que
poderdo ser candidatos a reprodutores.
Corroborando esta ideia, Folhadella et al.
(2006) observaram que a selecdo
androlégica de touros da raca Gir deve ser
iniciada antes dos 18 meses, possibilitando
identificar entre 18 e 24 meses animais

96

precoces e maduros quanto ao potencial
reprodutivo.

As observacGes de Folhadella et al. (2006)
foram semelhantes aos constatados no
presente estudo ao que sugerem associagdo
das variaveis da CAP e o0s pardmetros
espermaticos (Tab. 03).

A CAP apresentou correlacdo positiva de
alta magnitude com as varidveis: idade,
perimetro escrotal, peso vivo, concentra¢do
espermatica, nimero de espermatozdides
totais e ndmero de células normais.
Apresentou também correlacdo positiva de
média magnitude com a motilidade e vigor
espermatico. Além de apresentar correlacdo
negativa e de alta magnitude com as
variaveis: defeitos maiores e totais.

Resultados semelhantes foram relatados por
Folhadella et al. (2006), como citado
anteriormente, que ao trabalharem com
touros Gir-Leiteiros com idade variando
entre 18 e 38 meses registraram que a CAP
foi altamente correlacionada, de forma
positiva, com o perimetro escrotal, e
negativa, com os defeitos maiores e totais,
ou seja, quanto maior a circunferéncia
escrotal e menores os defeitos maiores e
totais, maior serd a CAP.

Folhadella et al. (2006) também
encontraram  correlagdo  de  média
magnitude entre CAP e motilidade,
diferindo de Johnson et al. (1995), que
encontraram alta magnitude, mas
semelhantes aos resultados de Salvador et
al. (2002) e Freneau et al. (1997). As
caracteristicas de maiores magnitudes de
correlacdo que envolveram a CAP foram:
perimetro escrotal, defeitos maiores e
defeitos totais, ou seja, exatamente aquelas
que compdem este indice.

3.2 Correlacdo dos valores de IGF-I,
leptina, insulina e proteinas do plasma



seminal com a classificacdo androldgica
por pontos (CAP)

Os capitulos 1 e 2 desta tese determinaram
os valores das proteinas, do IGF-I, da
leptina e da insulina contidos no plasma
seminal durante a peripuberdade. Como 0s

dados da CAP foram ajustados a puberdade,
seguindo os critérios estabelecidos nos dois
primeiros  capitulos  deste  estudo,
estabeleceu-se a correlacdo deste indice
com os valores hormonais e protéicos do
plasma seminal. Estes resultados séo
apresentados na tabela 2.

Tabela 02: Correlagdo da CAP e dos parametros hormonais e protéicos do plasma seminal de
touros Gir-leiteiros durante a peripuberdade

IGF- Prot 112 55 47

I Tot kDa kDa kDa kDa

25 22 18 12 11 6,9

kDa kDa kDa kDa kDa kDa

r
1

0,381 052! 0,30 -0,43' -0,71' 0,447

-0,841 050" 0,88° 047% 059' 0,40

: p=<0,005; *: p=<0,05.

Observou-se correlagdo positiva e de média
magnitude da CAP com as concentra¢des
de IGF-1 e das proteinas totais e com as
proteinas de 112, 27, 22, 12 e 6,9kDa e de
alta magnitude com a proteina de 18kDa. A
CAP também apresentou correlacdo
negativa de média magnitude com as
proteinas plasmaticas seminais de 55 e
47kDa e de alta magnitude com a de
25kDa. As demais proteinas, assim como 0s
valores de insulina e leptina do plasma
seminal, ndo apresentaram correlagdo com a
CAP.

Como abordado no capitulo dois desta tese,
as concentragfes totais de proteinas e as
proteinas de 112, 22, 12 e 6,9kDa
apresentaram correlacdo positiva com 0s
parametros ponderais e espermaticos
durante o  desenvolvimento  sexual,
justificando, desta forma, tal correlacdo
com a CAP. Contudo, ndo foi encontrada
nenhuma correlacdo entre as proteinas de
27 e 18kDa e estes mesmos parametros,
podendo estas proteinas serem utilizadas
como marcadoras da CAP durante o
desenvolvimento sexual de touros Gir-
Leiteiros, uma vez que apresentaram
correlacdo positiva e de alta magnitude com
a mesma.

Contudo, deve-se salientar, a correlacdo
obtida entre a CAP e as concentragdes
plasmaticas seminais de IGF-I. Este fator de
crescimento tem destaque no
desenvolvimento sexual, atuando nos
testiculos tanto por meio do
desenvolvimento das células germinativas e
somaticas (Kinner, 1992) quanto nas
préprias células espermaticas, promovendo
maior velocidade linear das mesmas por se
ligarem a seus receptores presentes nestas
células (Nakayama et al., 1999).

Assim, frente a correlagdo aqui apresentada
entre essas variaveis, pode se esperar que
animais com maior CAP tenham maior
concentracdo de IGF-I no plasma seminal,
demonstrando com isso, maior
aplicabilidade deste indice frente a escolha
de futuros reprodutores.

Deve-se também ser ressaltada a
importancia das proteinas com afinidade a
heparina. Estas proteinas tem acdo central
quanto a viabilidade da célula espermatica
por atuarem na capacitagdo espermatica e
reacdo acrossémica (Killian et al., 1993), e
favorecer, desta maneira, a fecundagéo. Por
isto, estimou-se esta correlacdo a partir do
estudo de Martins (2010), segundo
explicitado no capitulo dois desta tese, com
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os valores da CAP do presente experimento
(Tab. 3).

Tabela 03: Correlacdo da CAP e as proteinas com afinidade a heparina do plasma seminal de
touros Gir-leiteiros durante a peripuberdade

P1 P2 P3

P4 P5 P6 P7 P8

r= 0,41° 0,28° 0,45!

0,52! 0,54! 0,57 0,60! 0,437

1. P=<0,0005; P=<0,005; *: P=<0,05; P1-8: pico de afinidade & heparina de um a oito.

Como exposto no capitulo dois, todos os
picos apresentaram correlagdo com 0S
padrdes reprodutivos estudados (idade, PE,
peso vivo, motilidade espermatica, defeitos
maiores, menores e totais, volume e
concentragdo espermatica) (Martins, 2010).
Contudo, dentre todos os picos avaliados,
observou-se que 5, 6 e, especialmente, o 7
apresentaram as maiores correlacbes com
estes parametros. Estes picos, juntamente
com o0 pico 8, sd0 0s que apresentaram
maior afinidade a heparina, de acordo com
seu grau de dissociacdo da coluna de
afinidade.

Isto sugere a importdncia que a CAP
desempenha na classificagdo de animais
com maior capacidade para a reproducdo. A
correlacdo obtida entre a CAP e todos 0s
picos de afinidade & heparina, com exce¢do
do P2, foi positiva e de média-alta
magnitude (Fig. 5).

Entretanto, estes resultados vao de encontro
aos dados apresentados por Salvador (2005)
e Folhadella (2008) que, ao trabalharem
com touros da raga Nelore e Gir,
respectivamente, ndo encontraram
correlacdo entre a CAP e 0s picos protéicos
com afinidade a heparina. Talvez a falta de
correlacdo apontada por estes autores se
deva a metodologia empregada, onde seus
desenhos experimentais pontuaram apenas
determinado momento da vida reprodutiva
dos animais utilizados. Diferente do que é
aqui apresentado, onde se determinou o
acompanhamento androldégico dos animais
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durante o desenvolvimento sexual, indo de
60 dias antes até 60 depois da puberdade.

Como explicitado na figura 06, a
distribuicdo das concentracGes dos picos
protéicos de afinidade a heparina
demonstraram  ter resposta  bioldgica,
apresentando distribuicdo sigmoidal, tendo
menor concentragdo no periodo de 60 dias
antes e maior 60 dias ap6s a puberdade, o
gue demonstra que as secrecGes destas
proteinas podem ter ligacdo com o0s
androgenos testiculares que seguem esta
distribuicdo. Isto, em parte, explica a sua
correlagdo com a CAP, uma vez que este
hormdnio terd resposta direta na qualidade
espermatica e no didametro testicular.
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Figura 5: CAP e o pico 7 de afinidade a heparina (A) e os picos de afinidade a heparina 1, 2, 3 e 4 (B)

durante o desenvolvimento sexual.

Contudo, essa observacdo deve ser vista
com cautela uma vez que ndo se
determinaram, no presente estudo, 0s
valores deste andrégeno durante a
peripuberdade para que, entdo, se
determinasse a sua correlacdo com a CAP.

A importancia desta correlacdo entre CAP e
proteinas com afinidade a heparina é
demonstrada por Marks e Ax (1985), que ao
utilizarem touros holandeses com indices de
ndo retorno do estro entre 59 e 90 dias e, no
minimo, 2.000 servicos por animal,
demonstraram que a ligagdo da heparina
marcada aos espermatozdides esteve
relacionada aos indices de ndo retorno do
cio, podendo, assim, ser um teste para
predizer a fertilidade de touros.

O acompanhamento de todas essas
variaveis durante a peripuberdade, realizado
no presente estudo, pdde fornecer subsidios
guanto a importancia deste indice na
classificagdo dos futuros reprodutores e
demonstrar a ligagdo direta deste indice
com a funcdo reprodutiva do macho,
servindo como ferramenta complementar na
escolha de animais que serdo direcionados a
reproducéo.

Todavia, deve-se ressaltar novamente o que
foi apresentado por Freneau et al. (2006),
que relataram que a CAP ndo capta as
modificacdes seminais de touros em fase
puberal e sim de touros adultos. Porém, este
indice serve para indicar os animais que se
apresentam precoces e com melhor
gualidade seminal dentro do rebanho, frente
as correlacbes aqui apresentadas. Assim,
servindo como uma ferramenta a mais no
momento de selecionar, precocemente, um
futuro reprodutor.

3.3 Descricdo dos valores séricos de
testosterona no momento da puberdade

Como descrito anteriormente, os dados
referentes a testosterona sdo descritivos,
pois houve perda laboratorial que acarretou
na diminui¢cdo das unidades amostrais e,
com isto, impediu a execugdo da andlise
estatistica destes dados. N&do sendo possivel

separar estes dados por grupo (Prec e Reg).

Os valores referentes aos seis momentos da
coleta (8:00, 10:00, 12:00, 14:00, 16:00 e
18:00h) dos dois periodos analisados sdo
apresentados na figura 6.
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Tanto na primeira quanto na segunda coleta
0S animais apresentaram oscilacdo nos
valores de testosterona dentro das 10 horas
de coleta (8 as 18 horas), apresentando
maiores valores nas primeiras coletas,
realizada as 8:00h da manha. A amplitude
dos valores na primeira e na segunda coleta
¢ de 094 a 1762 e 124 a 15,65,
respectivamente. Estes resultados sdo
semelhantes aos obtidos por Sanwal et al.
(1974) que ao trabalharem com touros
Norugeses vermelhos, obtiveram amplitude

12 4

8,89+3,96

10

8,11+4,18

Testosterona (ng/mL)

4,02+3,32

—— | Coleta (%18 meses de idade)
—O— |l Coleta (= 21 meses de idade)
T T T

de 0,75 a 15,26, semelhante ao resultados
apresentados por Barbosa (1987) que
trabalharam com touros da raca Canchim e
Nelore.

Estes autores sugeriram que essa
modulacdo da secrecdo de testosterona
verificada dentro do periodo de coleta pode
ser ocasionada pelo tempo médio de vida
plasmatico da testosterona frente aos seus
estimulos secretérios ocasionados pelo
horménio luteinizante.

8,18+2,96 7,82+4,20

6,68+3,79

6,36+2,27

5,69+3,15

4,12+2,88

8 10
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14 16 18
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Figura 07: Concentragdo sérica de testosterona de touros Gir-Leiteiros com média de idade de 18 e 21
meses durante a primeira e segunda coleta, respectivamente. (médiazerro padrdo).

Tanto na primeira quanto na segunda coleta
0s pontos de menor concentracdo de
testosterona foram os de 10:00 e 16:00
horas. Resultados semelhantes foram
obtidos por Barbosa (1987) que, ao
trabalhar com touros da ragca Canchim,
coletando por 24 horas com intervalos de 2
horas entre as coletas, encontrou variagdes
nas concentragbes séricas de testosterona,
com pontos de menores valores dentro das
24 horas, observados as 06:00, 16:00 e
22:00 horas. Este mesmo autor encontrou
pontos diferentes do nadir sérico de
testosterona em touros da raca Nelore, ao
observar menores valores de testosterona
nos momentos 02:00, 08:00, 12:00 e 18:00
horas. Constatou ainda diferenca na
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concentracdo média didria entre estas duas
racas, com touros Nelore apresentando
média de 3,1+£3,7 ng/mL e os Canchim de
1,2+1,8 ng/mL.

Estes valores estdo aquém dos resultados
encontrados no presente estudo, com touros
da raca Gir-Leiteiro, quando na primeira
coleta a média diaria foi 6,18+3,97 ng/mL e
na segunda foi 7,07+£3,26 ng/mL. A
diferenca entre os dados de literatura
supracitados e os do presente estudo pode
estar associada as diferencas no manejo
alimentar e na selegdo para precocidade
sexual.



Sanches et al. (1998a), em Uberaba/MG,
mostraram que 0 manejo nutricional de
tourinhos da raca Nelore teve influéncia
significativa sobre o aumento na secrecéo
de testosterona entre as idades de 11 e 15
meses, com animais suplementados com
dietas contendo mais energia apresentando
concentracdo sérica de testosterona mais
elevadas.

Contudo, deve-se ressaltar que a
metodologia empregada para a
determinacdo das concentracfes séricas de
testosterona no presente estudo utilizou
cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) em fase reversa. Este método
apesar de ser mais laborioso, tem maior
poder de determinacdo dos valores
pesquisados.

Loi et al. (2006) validaram a técnica, neste
sistema, para a determinacdo das
concentracdes de testosterona. Ressaltaram
gue por esta metodologia a determinagdo
dos valores de testosterona sd&o maiores
comparados com os obtidos por técnicas de
radioimunoensaio. Isto se  deveu,
provavelmente, a eliminagdo da reacdo
cruzada e a purificagéo utilizada nos passos
iniciais do processo.

Desta forma, diferente dos valores
apresentados por Sanwal et al. (1974),
Sanches et al. (1998b), Moura et al. (2002)
e Dias et al. (2009b), que se assemelham
aos de Barbosa (1987), os dados aqui
apresentados sdo mais elevados que 0s
comumente encontrados na literatura,
permanecendo como hipdtese para a busca
da resposta com base unicamente na
metodologia empregada ou na contribuicdo
dos animais analisados ou o somatorio dos
dois.

4. Concluséo
A CAP pode ser utilizada para a

determinacdo da maturidade sexual precoce
de touros da raca Gir-Leiteiro, tendo

correlagdo com o0s principais parametros
androldgicos, assim como com a
concentracdo de IGF-I e das principais
proteinas seminais.
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CAPITULO V
Sugestdes e Recomendacdes

Conforme sugerido na discussdo dos dados
recomenda-se a identificacdo das proteinas
de peso molecular de 55 e 47kDa, de forma
criteriosa, utilizando-se espectrometria de
massa e mapa 2D, para que se possa
determinar sua verdadeira acdo frente ao
desenvolvimento sexual e, entdo, confirmé-
las ou ndo, como marcadoras negativas do
desenvolvimento sexual em touros da raca
Gir-Leiteiro.

Sugere-se também o desenvolvimento de
kits comerciais para determinacdo da
precocidade sexual utilizando as proteinas
55 e 47kDa, como marcadoras negativas,
associadas com as proteinas de baixo peso
molecular (<20kDa), como marcadoras
positivas. Devendo-se determinar as
proteinas contidas no plasma seminal de
touros Gir-Leiteiro através de géis de

gradiente de 5 a 20% de acrilamida para
melhorar a separacdo das bandas protéicas.

Uma vez que a literatura ressalta a
importante ligacdo existente entre 0s
andrégenos e as secregdes plasmaéticas
seminais, as quais podem influenciar tanto
o perfil protéico quanto o hormonal no
plasma seminal, devem-se verificar as
associacdes entre esses esterdides e 0s
dados aqui apresentados, durante o
desenvolvimento sexual.

Por fim, novos estudos para verificar se as
concentracdes elevadas de IGF-1 no plasma
seminal, aqui relatadas, foram resposta do
animal ou da metodologia empregada
devem ser realizadas, pois ndo ha dados
concernentes a estas variaveis nesta raca.
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ANEXO 01A: Géis de eletroforese no periodo de -60 e -30 da puberdade.
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Figura 01: Gel eletroforético 1D do gerlodo -60d da puberdade. O numero 1 representa a canaleta
contendo o padrdo do gel. Os numeros 3, 4, 8, 9, 11 e 13 representam as canaletas contendo a proteina dos
animais Precs. As demais representam os animais Reg. A canaleta 9 ndo contem proteina.
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Figura 02: Gel eletroforético 1D do periodo 30d da puberdade. O nimero 1 representa a canaleta
contendo o padréo do gel. Os numeros 3, 4, 8, 9, 11 e 13 representam as canaletas contendo a proteina dos
animais Prec. As demais representam os animais Reg. A canaleta 7 ndo contem proteina.
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ANEXO 01B: Géis de eletroforese no periodo de 0 e +30 da puberdade.
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Figura 03: Gel eletroforético 1D do periodo -30d da puberdade. O nimero 1 representa a canaleta
contendo o padrdo do gel. Os nimeros 3, 4, 8, 9, 11 e 12 representam as canaletas contendo a proteina dos
animais Prec. As demais representam os animais Reg. A canaleta 7 ndo contem proteina.
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Figura 04: Gel eletroforético 1D do periodo +30d da puberdade. O nimero 1 representa a canaleta

contendo o padréo do gel. Os ndmeros 3, 4, 8, 9, 11 e 13 representam as canaletas contendo a proteina dos
animais Prec. As demais representam os animais Reg. A canaleta 10 ndo contem proteina.
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ANEXO 01C: Gel de eletroforese no periodo de +60 da puberdade.

Figura 05: Gel eletroforético 1D do periodo +60d da puberdade. O nimero 1 representa a canaleta
contendo o padréo do gel. Os nimeros 3, 4, 8, 9, 11 e 13 representam as canaletas contendo a proteina dos
animais Prec. As demais representam os animais Reg.
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ANEXO 02A: Diagrama dos géis de eletroforese no periodo de -60 e -30 da puberdade.

2
100.0%

12
71.8%

3

5

9

4

68 3% 606% 4933% 417%

10
38.4%

g 6 11
37.3% 324% 242%

T
12.1%

Figura 01: Diagrama comparativo das canaletas do gel eletroforético 1D do periodo -60d antes da
puberdade. Os numeros 3, 4, 8, 9, 11 e 13 representam as canaletas contendo a proteina dos animais Prec.
As demais representam os animais Reg.
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Figura 02: Diagrama comparativo das canaletas do gel eletroforético 1D do periodo -30d antes da
puberdade. Os numeros 3, 4, 8, 9, 11 e 13 representam as canaletas contendo a proteina dos animais Prec.
As demais representam os animais Reg.
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ANEXO 02B: Diagrama dos géis de eletroforese no periodo de 0 e +30 da puberdade.

14 11
21 12
3t —— 13
41 1a
a1 15
&1 18
[ e — e — — —_ 17
RN —— 18
gl +9
19f s 19
124 —— 112
131 —— 13
141 14
151 15
16+ 16
17 — 17
18+ 18
19 — 19
221 122
23 123
2 8 10 11 4 5 ] 3 7 6

100.0% 90.0% 84.2% 80.8% 7V62% 742% 721% 71.7% 709% G622%

Figura 03: Diagrama comparativo das canaletas do gel eletroforético 1D do periodo 0d da puberdade. Os
nameros 3, 4, 8, 9, 11 e 13 representam as canaletas contendo a proteina dos animais Prec. As demais
representam os animais Reg.
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Figura 04: Diagrama comparativo das canaletas do gel eletroforético 1D do periodo +30d antes da
puberdade. Os nimeros 3, 4, 8, 9, 11 e 13 representam as canaletas contendo a proteina dos animais Prec.
As demais representam 0s animais Reg.
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ANEXO 02C: Diagrama do gel de eletroforese no periodo de +60 da puberdade.
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ANEXO 03: CAP - Classificacdo Androlégica Por Pontos para touros, baseada na
circunferéncia escrotal e caracteristicas do sémen (Indice Androldgico)

(Excelente) (Bom) (Regular) (Fraco)
Motilidade Espermatica
De Massa (1-5) Vigor 5 Vigor 4-5 Vigor 4 Vigor 3 (0-3)
Individual (%) Acima de 70 60-70 50-60 Abaixo de 50
Total de Pontos 20 12 10 3
Morfologia Espermética
Defeitos Maiores, % Abaixo de 10 10-19 20-29 Acima de 29
Total de Defeitos, % Abaixo de 25 26-39 40-59 Acima de 59
Total de Pontos 40 25 10 3
Circunferéncia Escrotal
Idade Meses
Bos taurus Bos indicus Diametro em cm
06-08 12-17 Acima 26 24-26 Abaixo 24 Abaixo 24
09-11 18-23 Acima 30 27-30 Abaixo 27 Abaixo 27
12-14 24-30 Acima 34 30-34 Abaixo 30 Abaixo 30
15-20 31-40 Acima 36 31-36 Abaixo 31 Abaixo 31
21-30 41-60 Acima 38 32-38 Abaixo 32 Abaixo 32
>30 >60 Acima 39 34-39 Abaixo 34 Abaixo 34
Total de Pontos 40 24 10 10

Tabela proposta por Vale Filho (1988). Baseada na tabela do BSE “Breeding Soundness
Evaluation”, da American Society of Theriogenology, USA. 1976. Chenoweth, P. J. and Ball, 1.,
in: Morrow, D. A. Current Therapy in Theriogenology Sauders Co. Phyladelphia — USA. 1980,
p. 330-339. VALE FILHO et al. Avaliacdo androldgica e selecdo de tourinhos zebu para
reproducdo. In: Anais... VII SIMCORTE, p. 363-412, Vigosa/MG, 2010.

Nota: somente indicada para touros clinicamente normais (sem distarbios funcionais). Para se
classificar os defeitos espermaticos dos tipos maiores e menores, sugere-se 0 espermiograma
proposto por Blom (1973) (BLOM, E. The ultrastructure of some sperm defects and a proposal
for new Bull spermiogram. Nord. Vet. Med., v.25, p.283-391, 1973).
Interpretacdo: Satisfatorio: 60-100.
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ANEXO 04: Ficha para espermograma

Espermograma Realizado por : Data da coleta
Fazenda: Proprietario: N° da Folha:
N° de Ordem: 12 |3 |4 9 |10 |11 [12

N° Touro (identificacéo)

ASPECTOS MORFOLOGICOS

DEF. MAIORES (%)

Acrossoma

Gota Cit. Proximal (GCP)

Subdesenvolvido

Cabeca Isol. Patolbgica

Delgado na Base

Piriforme

Peguena Anormal

Contorno Anormal

Pouch Format. (diadema)

Teratoldgica (form. duplas)

Peca Intermediaria (PI)

Cau. Fort. Dob./Enr.

Cauda Enr. Cabeca

Outros

DEF. MENORES (%)

Gota Cit. Distal (GCD)

Cabeca Delgada

GCLP (perda menb. acr)

Cabeca Isol. Normal

Abax./Retro./Oblig.

Cauda Dob./Enr.

TOTAL DEFEITOS (%)

OBS.:

N° de Ordem:

N° Touro (identificacdo)

Data de nascimento:

Idade (Meses):

Peso (KQg):

ASPECTOS FISICOS

Volume

Motilidade de massa (1-5)

Motilidade individual (%0)

Vigor (1-5)

CONCENTRACAO (x 10°%)

DISTURBIO

CE

Consisténcia
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ANEXO 05: Quadro da CAP estimada no inicio do periodo experimental

Trinta tourinhos oriundos de cinco rebanhos de alta pressdo de selecdo para producio de leite' e
para precocidade sexual®, ap6s chegarem & Fazenda Experimental com 14 meses de idade,
foram mantidos 30 dias em regime de adaptacdo, permanecendo por nove meses em Uberaba
(MG), recebendo alto nivel nutricional, sendo submetidos ao CAP aos 15 meses de idade, para
a determinacéo do grau de maturidade sexual®

Idade média (meses) n % (30 animais) CAP
1 3,33 >60
15 { 6 20 30ab55
23 76,67 <30
16 12 40 >60
20 2 6,67 <40

'Producdo de leite: 6000kg/leite/lactagdo; 2Fazenda experimental Getllio Vargas
(Epamig/Uberaba-MG); *racéo balanceada comercial com 20% de proteina bruta, servida em
cocho individual; “CAP: a partir de 112 meses para Bos taurus taurus (V11 SIMCORTE, 2010);
°6,7% n&o atingiram a maturidade sexual, mesmo tendo atingido 24 meses de idade.
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