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RESUMO

MERCHID, NARA CLARA LAZARONI E. Efeito da suplementacé&o na qualidade
seminal, libido e niveis séricos de insulina em touros cruzados (Bos taurus
taurus x Bos taurus indicus). 2017. 80p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Veterinarias) - Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Espirito Santo,
Alegre, ES, 2017.

Objetivou-se avaliar o efeito da suplementacdo na libido, qualidade espermética e
concentracdes séricas de insulina de touros mesticos e jovens. Foram utilizados 12
animais higidos, puberes, cruzados (3/4 Holandes x Gir), com idade média de 19
meses. Os animais foram divididos igual e aleatoriamente em grupo suplementado e
grupo controle. Ambos 0s grupos permaneceram em piquete de Brachiaria brizantha,
com acesso a sal mineral proteinado e agua ad libitum. O grupo suplementado
recebeu concentrado contendo 20% de proteina bruta e 70% de nutrientes digestiveis
totais, com consumo diario de 1,0% de peso vivo do animal, do dia 1 até o dia 70. As
coletas de sémen foram realizadas semanalmente no setor de bovinocultura do
Instituto Federal do Espirito Santo. O sémen foi avaliado quanto a cor, odor, aparéncia,
volume (mL), turbilhonamento (0-5), motilidade espermatica total (%), vigor (0-5),
concentracdo espermatica (sptz/mL), morfologia espermatica, teste de
termorresisténcia (TTR) e teste hiposmotico (HOST). Nos dias 0, 35 e 70 foi realizado
o teste da libido, pesagem dos animais, afericdo da circunferéncia escrotal e coletadas
amostras de sangue para realizacdo da dosagem da concentracdo sérica de insulina.
As variaveis quantitativas foram avaliadas em modelos mistos lineares com medidas
repetidas no tempo; os escores dados para a variavel libido foram utilizados para a
classificacdo em questionavel, bom, muito bom e excelente. As frequéncias das
classificagOes foram arranjadas em tabelas de contingéncia e as associacdes entre
as classificacdes e os tratamentos foram avaliadas pelo teste exato de Fisher ou teste
de Freeman-Halton. Para as variaveis qualitativas, foi utilizado o teste de Kruskall-
Walllis; a 5% de significancia. N&o houve diferengas para motilidade, vigor com 180min
apos a coleta, concentracdo espermatica, espermatozoides totais, espermatozoides
viaveis, morfologia esperméatica maior, teste hipostatico e concentracfes séricas de
insulina. Foi encontrado diferenca significativa para turbilhonamento, vigor em tempo

0 apos coleta e morfologia espermatica totais e menores. As variaveis circunferéncia



escrotal, peso e ganho médio diario sdo altamente relacionados a precocidade e

ganho reprodutivo, e foram positivamente influenciadas pelo tratamento.

Palavras chaves: Bovino, Reproducéo, Suplementacéo.



ABSTRACT

MERCHID, NARA CLARA LAZARONI E. Effect of supplementation on seminal
quality, libido and serum insulin levels in crossbred bulls (Bos taurus taurus X
Bos taurus indicus). 2017. 80p. Dissertation (Mestrado em Ciéncias Veterinérias) -
Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias, Universidade Federal do Espirito Santo,
Alegre, ES, 2017.

The objective of this study was to evaluate the effect of supplement on libido, sperm
quality and serum insulin concentrations of mestizo and young bulls. Twelve healthy,
pubescent, crossbred (3/4 Holstein x Gir) animals, averaging 19 months, were used.
The animals were divided equally and randomly into the supplemented and control
groups. Both groups are in the Brachiaria brizantha picket, with access to protein
mineral salt and water ad libitum. The group supplemented with concentrate containing
20% crude protein and 70% of total digestible nutrients, with daily consumption of 1.0%
of live weight of the animal from day 1 to day 70. As semen collections were carried
out weekly without sector of the Federal Institute of Espirito Santo. (0-5), total sperm
motility (%), vigor (0-5), sperm concentration (sptz / mL), sperm morphology, test (s),
evaluated for color, odor, appearance, volume, (TTR) and hyposmotic test (HOST). On
days 0, 35 and 70 it was performed for libido testing, animal weighing, circumference
gauging and blood sample collection for measurement of insulin concentration
measurement. The quantitative variables were evaluated in linear mixed models with
measures repeated in time; the given scores for a libido variable to use for a
guestionable, good, very good and excellent rating. The frequencies of the distributions
were arranged in contingency tables and as associations between the correction and
the treatments as evaluated by Fisher's exact test or Freeman-Halton test. For as
gualitative variables, used as Kruskall-Wallis test; a 5% significance level. There was
no difference for motility, vigor with 180 min after collection, sperm concentration, total
spermatozoa, viable spermatozoa, greater sperm morphology, hypostatic test and
serum insulin concentrations. Significant difference was found for whirling, vigor at time
O after collection and total and minor sperm morphology. As variables scrotal
circumference, weight and mean daily gain are highly related to precocity and

reproductive gain, and thus are positively influenced by treatment.



Key-words: Bovine, Reproduction, Supplementation.
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1. INTRODUCAO

Sabe-se que a nutricdo influéncia diretamente o desenvolvimento e
funcionamento dos 6rgdos relacionados a reproducdo. A ingestdo adequada de
nutrientes é fundamental para um bom desempenho reprodutivo em bovinos, levando
ao aumento da sua produtividade (NEIVA, 2000).

Geralmente, nas condi¢cdes brasileiras de pecuéaria, a disponibilidade de
forragem € estacional. Nesse sentido, nas épocas de baixa oferta de forragem
(estacOes de dias mais curtos), torna-se de extrema importancia o fornecimento de
suplementacdo para a manutencdo do da aquisicdo de nutrientes em quantidade
necessaria para o bom funcionamento dos Orgdos reprodutivos nos animais,
garantindo crescimento continuo e reducéo no ciclo de producdo (NEIVA, 2000; REIS
et al., 2011).

Além disso, a suplementacdo auxilia em casos de animais que n&o
consomem forragem suficiente para manutencao das suas condic¢es fisiologicas, por
nao serem de boa qualidade, tendo baixa digestibilidade e/ou pouca concentracao
proteica (NEIVA, 2000). O consumo insuficiente de energia interfere negativamente
sobre a fertilidade, retardando o inicio da producéo espermética e a maturidade sexual
do macho (KASTELIC, 2014; CUNHA et al., 2015).

O rebanho bovino brasileiro possui cerca de 215,2 milhdes de cabecgas (IBGE
2015). De acordo com o ultimo relatorio da Associacdo Brasileira de Inseminacgéo
Artificial, apenas 10% das matrizes nacionais sdo inseminadas (ASBIA, 2011). Diante
desses dados, torna-se claro a importancia da fertilidade do touro dentro do rebanho
e a necessidade de maximizar a eficiéncia reprodutiva desses animais a fim de uma
melhor produtividade na pecuaria.

A utilizacdo de dietas que causam hiperinsulinémia e a suplementacdo podem
aumentar os niveis de glicose, insulina e IGF-I (Lucy, 2011). Além disso, um dos
efeitos positivos da insulina no sistema reprodutivo deriva da sua capacidade de
estimular a secrecao de leptina (ROA, J.; TENA-SEMPERE, 2014). A utilizacdo dessa
estratégia melhora o status energético dos animais, podendo contribuir para uma
maior eficiéncia reprodutiva (VASCONCELOS, LEIVA e PERES, 2014). A insulina,
bem como, a leptina, possui sitios de ligacdo no hipotalamo, regulando de forma
indireta a reproducdo, aumento os estimulos para producéo e secrecdo de hormdnio

liberador de gonadotrofinas (GnTH), que irdo potencializar a liberacdo de hormonio
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foliculo estimulante (FSH) e hormonio luteinizante (LH). Esses irdo atuar sobre as
gbnadas e sdo responsaveis por produzir estradiol pelas células de Sertoli e a
testosterona através da célula de Leydig, respectivamente (CHENOWETH,;
KASTELIC, 2007; CHENOWETH; KASTELIC, 2007; ROA e TENA-SEMPERE, 2014).

Bruning e coloboradores (2000) pré-selecionaram ratos que ndo possuiam
receptores de insulina no hipotalamo que passaram a exibir quadros de obesidade e
também disfuncédo gonadal, principalmente devido a deficiéncia de GnRH. Portanto,
sugere-se um papel estimulante da insulina no controle do eixo gonadotrépico (ROA,
J.; TENA-SEMPERE, 2014).

Dessa forma, o objetivo de desenvolver esse trabalho foi avaliar a influéncia do
suplementacao no comportamento sexual (libido), qualidade seminal e concentracdes

seéricas de insulina de touros puberes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Anatomia reprodutiva do macho bovino

O sistema reprodutivo do touro compreende 0s seguintes 6rgaos: os testiculos
e escrotos, corddo espermatico, epididimo, ducto deferente e ampola, pénis e
prepuacio, e as glandulas acessorias (vesiculas seminais, prostata e as glandulas
bulbouretrais) (FRANDSON; LEE WILKE; DEE FAILS, 2005).

Os testiculos possuem formato oval ou alongado, com consisténcia tenso-
elastica, e sdo encontrados anatomicamente na vertical e paralelos um ao outro. Sao
responsaveis pela producdo dos espermatozoides e alguns hormoénios,
principalmente a testosterona (CBRA, 2013). O escroto envolve os testiculos, o
epididimo e inicio do ducto deferente e € constituido de tunica vaginal, fascia
espermética interna, fascia cremastérica, fascia esperméatica externa, lamina fibro-
elastica, denominada tunica dardos e por ultimo, a pele. Ele tem por finalidade a
protecdo dos testiculos, e participacdo no processo de termorregulacao testicular
(FAYRER-HOSKEN, 1997).

O cordao espermatico é composto por artéria testicular, plexo venoso
pampiniforme, veias testiculares, vasos linfaticos e nervos autbnomos, estes unem-se
a artéria do ducto deferente e aos feixes de tecido muscular liso, e circundam os vasos
e lamina visceral da tunica vaginal (FAYRER-HOSKEN, 1997).

O epididimo é um ducto altamente enrolado, alinhado por um epitélio
pseudoestratificado complexo, constituido por ceélulas principais, basais, claras,
apicais e halo (KEMPINAS ; KLINEFELTER, 2014). E composto por segmento inicial
e cabeca que ficam situadas na parte proximal das gbnadas, corpo, instalado na fase
medial, e cauda, localizada na extremidade distal dos testiculos. Possui funcédo de
armazenamento e maturacdo dos espermatozoides produzidos pelos tubulos
seminiferos (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

O ducto deferente € uma continuagéo do epididimo que se estende até a uretra,
e porta-se como canal de passagem para os espermatozoides (HAFEZ; HAFEZ,
2004). Ao fim do ducto deferente encontra-se as ampolas, que sdo uma dilatacdo
deste, e estéo localizadas entre as vesiculas seminais (GALLOWAY, 1974).

O o6rgao responsavel pela copula € o pénis, constituindo-se de tecido

fibroelastico, possui dois corpos cavernosos dorsais, um COrpo esponjoso e uma
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glande. Em ruminantes e suinos, € encontrado o “S” peniano ou flexura sigmoide, que
€ sustentado pelo muasculo retrator do pénis, e durante a erecdo apresenta-se
distendido (GONCALVES et al., 2008). O prepucio cobre o pénis em estado de
repouso, oferecendo-lhe protecdo, € composto externamente por pele e internamente
pela cavidade prepucial (KONIG; LIEBICH, 2016).

A maior fracdo do volume seminal, bem como o fornecimento de um ambiente
bioquimicamente apropriado para a sobrevivéncia dos espermatozoides, é obtido por
meio das glandulas acessorias (FRANDSON; LEE WILKE; DEE FAILS, 2005). A
prostata € uma glandula tubuloalveolar ramificada, que desemboca na uretra
prostatica. Em bovinos, o seu comprimento varia de 3 a 4 cm, e tem por finalidade
produzir o liquido prostatico, que protegera e nutrird os espermatozoides apos a
ejaculacdo (GONCALVES et al., 2008).

As glandulas vesiculares variam de 8 a 15 cm de comprimento e 2 a 4 cm de
largura, sendo alongadas, lobuladas. S&o responsaveis por produzir o liquido seminal,
que nutre e facilita a mobilidade dos espermatozoides (FAYRER-HOSKEN, 1997). Ja
as glandulas bulbouretrais sdo tubuloalveolares, situam-se caudal as outras glandulas
acessorias, um em cada lado da uretra pélvica. A glandula bulbouretral ird participar
da producédo do fluido pré-ejaculatério, sendo fonte de energia e protecdo dos
espermatozoides, lubrificando a uretra e a extremidade do pénis, diminuindo a
qguantidade de espermatozoides danificados durante a ejaculacédo (FRANDSON; LEE
WILKE; DEE FAILS, 2005).

2.2 Espermatogénese

A espermatogénese é o processo de producdo dos gametas masculinos, e
ocorre nos tabulos seminiferos dos testiculos. Nos machos, a producédo segue de
maneira continua durante toda vida sexual ativa dos animais, e sofre influéncia do
Horménio Foliculo Estimulante (FSH) devido a sua acdo nas células de Sertoli
(KUDRYAVTSEV; SAFRONOVA; KUDRYAVTSEV, 2003; FILHO, 2006).

Na espécie bovina, a espermatogénese tem duracdo media de 60 dias,
compreendendo a fase da célula primordial até sua maturagdo (RUSSELL et al., 1990)
e é dividida em duas fases: espermatocitogénese e espermiogénse (BALL; PETERS,
2006).



15

2.2.1 Espermacitogénese

O epitélio dos tubulos seminiferos sdo compostos por trés tipos celulares
bésicos: as células de Sertoli, células midides e as células germinativas em
desenvolvimento (FILHO, 2006). O processo de espermacitogénese ocorre entre as
células de Sertoli, e trata-se de sucessivas divisbes mitéticas, diferenciacbes e
divisbes meidticas, partindo de células germinativas diploides até dar origem células
haploides (O'DONNEL et al.,, 2001). Sendo que as células germinativas pouco
diferenciadas podem ser dividas em: espermatogodnias tipo A e espermatogobnias tipo
B, que sdo as células aptas a se dividir para formar espermatdcitos primarios
(JOHNSTON et al., 2001).

A espermatocitogénese compreende a divisdo mitética das espermatogdnias
Al, formando células mais diferenciadas, denominadas de espermatogbnias A2, A3,
intermediéarias, B1 e B2. As espermatog6bnias Bl e B2 dividem-se e dao origem a dois
espermatdécitos primarios, que por meiose forma os espermatécitos secundarios. Ao
final da segunda meiose, realizada pelos espematdcitos secundarios, originam-se as
espermatides (AMANN; SCHANBACHER, 1983).

O processo de espermatocitogénese divisional abrange desde a
espermatogobnia até sua diferenciacdo em espermatide, e leva aproximadamente 45
dias no touro (GARNER; HAFEZ, 2004).

2.2.2 Espermiogénese

Caracteriza-se espermiogénes a diferenciacdo das esperméatides em
espermatozoides (BALL; PETERS, 2006). Nesse estagio de desenvolvimento, ndo
ocorrem mais divisdo celular, uma vez as espermétides ja sdo células haploides.
Sendo assim, nessa fase, ocorre formagdo do acrossoma, condensacao nuclear,
desenvolvimento do flagelo e grande perda do citoplasma (KNOLBIL; NEIL, 1993).
Podendo ser dividida em quatros fases: de golgi, capa, acrossomo e de maturacéo
(KNOLBIL; NEIL, 1993).

A fase de golgi é caracterizada pela formagé&o dos granulos pré-acrossomaticos
dentro do aparelho de Golgi. Os granulos acrossomais formados se unem e em

seguida, aderem ao envelope nuclear. O centriolo proximal migra aproximadamente
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ao nucleo, local onde se acredita que forme uma base para a unido da cauda a cabeca
(FILHO, 2006).

Na fase de capa, ocorrera a difusdo dos granulos acrossomais aderentes sobre
0 nucleo da espermatide. Durante essa etapa, 0s componentes de axonemas em
desenvolvimento na cauda alongam-se além da periferia do citoplasma celular
(HAFEZ; HAFEZ, 2004, FILHO, 2006).

Dentre as fases da espermiogénese, a acrossémica € a que mais proporciona
alteracbes na morfologia da célula, envolvendo altera¢des nucleares, acrossémica e
nas caudas das esperméatides em desenvolvimento (BARTH, 1989). Durante as
modificacdes nucleares, ocorre a condensacdo da cromatina dentro de densos
granulos e a mudanca do nucleo esferoidal para uma estrutura alongada. O
acrossomo que se encontra aderente ao nucleo, se alonga a fim de corresponder a
forma do nucleo (FILHO, 2006).

As mitocbndrias que estdo distribuidas pelo citoplasma das espermatides
comecam a se concentrar proximo ao axonema, formando a bainha que caracteriza a
peca intermediaria da cauda (FILHO, 2006).

Na fase de maturacdo ocorrem as transformacdes finais das espermatides em
espermatozoides, que serao liberados para o limen dos tubulos seminiferos por meio
das células de Sertoli (BARTH, 1989).

Apbs essas fases, ocorrera o evento de espermiagdo, que sera a passagem
das células germinativas para dentro do Ilidmen dos tdbulos seminiferos,
acompanhados do processo de fagocitose das células em degeneracéo pelas células
de Sertoli (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

2.2.3 Morfologia do espermatozoide

Os espermatozoides possuem duas regides morfologicamente e
funcionalmente distintas, e envoltas por uma unica membrana plasmatica, sendo:
cauda, que impulsiona o espermatozoide por meio do trato reprodutivo da fémea e
auxilia no processo de fecundacgdo, e a cabeca, que comporta o nucleo haploide
extremamente condensado (ALBERTS, 2008).

Na regido da cabeca, posicionado proximo a extremidade anterior do envelope

nuclear, encontra-se a vesicula acrossbmica ou acrossomo. Quando o
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espermatozoide se liga a receptores da zona pellcida do odcito, ocorre o estimulo
para reacdo acrossdmica, com exocitose das vesiculas acrossomais. Essa reacao
auxilia na passagem do espermatozoide pela zona pellucida, que se aloja ao espaco
perivitelino (HAFEZ; HAFEZ, 2004; ALBERTS, 2008).

O axonema presente na cauda do espermatozoide consiste em dois
microtubulos centrais simples circundados por nove pares de microtubulos. A
movimentacgao da cauda ocorre por meio do deslizamento dos pares de microtibulos
adjacentes entre si, esse dobramento € controlado por proteinas motoras (dineinas),
as quais utiliza a energia de hidrolise do ATP. A producéo do ATP é realizada por um
grande namero mitocéndrias altamente especializadas, que se concentram na parte
superior da cauda, denominada peca intermediaria (ALBERTS, 2008).

As duas regibes bem estabelecidas, bem como as organelas dos

espermatozoides estéo ilustradas na figura 1.

Nucleo
Haploide
Membrana
ACrossomo Peca Mitocdndria Plasmatica Flagelo

Intermediaria

Cabeca Cauda

Figura 1: Espermatozoide mostrado em corte longitudinal.
Fonte: Alberts et al., (2008).

2.2.4 Transito Epididimario, maturacao e capacitacdo espermatica

Os espermatozoides recém-formados pela diferenciacdo das espermatides
ainda ndo sao capazes de realizar a fecundacdo. Para tal, sdo liberados
gradativamente dos tubulos seminiferos, por meio da rete testis, para o epididimo,
onde adquirem mobilidade e capacidade fecundante (FRANDSON et al., 2009).

No touro, o tempo despendido para o transporte dos espermatozoides pelo
epididimo é aproximadamente sete dias. No segmento inicial do epididimo, ocorre
uma concentracao do fluido procedente do testiculo, onde se inicia o primeiro estagio
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da maturacdo espermatica (GARNER; HAFEZ, 2004). Modificacbes funcionais,
incluindo o desenvolvimento da potencialidade para manter a motilidade, a perda
progressiva de agua e a migragdo distal da gota citoplasmatica com sua eventual
perda (HAFEZ; HAFEZ, 2004), sdo etapas da maturacdo espermética, que se
completada no segmento médio (AMANN; SCHANBACHER, 1983).

Por fim, os espermatozoides sdo armazenados na cauda do epididimo até o
momento da ejaculacdo. Embora o ambiente epididimario seja favoravel a
sobrevivéncia dos espermatozoides, eles ndo sédo preservados indefinidamente
(AMANN; SCHANBACHER, 1983).

Na ejaculacdo os espermatozoides sédo depositados no trato reprodutivo da
fémea, especificamente na tuba uterina, na regido do istmo, onde ocorre a
capacitacdo espermatica. Nesse processo, ocorre a mudanca no padrao da
mobilidade do espermatozoide, induzindo-o a uma hiperativacdo, que ira facilitar a
penetracdo do espermatozoide no odcito, e a aquisicdo de capacidade para
ocorréncia reacao do acrossoma (KNOBIL; NEILL, 1993; ALBERTS, 2008; CRUZ et
al, 2014).

A capacitacdo € mediada por proteinas das glandulas sexuais acessorias, e por
componentes do fluido do tuba uterina, principalmente albumina, Ca?* e HOCs3,
causando alteragcdes na estrutura e composicdo da membrana plasmatica dos
espermatozoides, como o efluxo de colesterol da superficie espermatica, e a
desestabilizacdo da bicamada fosfolipidica, sendo imprescindivel para a reacao
acrossomica (BALL; PETERS, 2006; ALBERTS, 2008).

No decorrer desse processo, observa-se um aumento do pH citosolico, a
fosforilacdo de tirosina de varias proteinas espermaticas e a exposicéo dos receptores
de superficie celular, que ajudam o espermatozoide a ligar-se a zona pellcida
(ALBERTS, 2008).

A reacdo do acrossoma acontece apds a aproximacao do espermatozoide na
zona peldcida do oocito e a sua ligacdo a ZP3, no qual ira ocorrer a fusdo da
membrana plasmatica com a membrana acrossomal externa, e consequentemente,
exposicdo do conteudo do acrossoma, com liberacdo de pequenas vesiculas. O
conteudo inclui antigenos de superficie, e enzimas digestivas como: hialuronidase e
acrosina (SENGER, 2004).
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A hialuronidade e acrosina serdo responsaveis, pelo desdobramento do acido
hialurénico, componente das células do cummulus, e a enzima proteolitica que digere

a zona pelucida, permitindo dessa forma, a fecundacédo (SENGER, 2004).

2.3 Endocrinologia Reprodutiva do Macho

O controle enddcrino do sistema reprodutivo masculino € fundamentado na
comunicacdo entre os produtos sintetizados e secretados pelo hipotalamo, hipofise
anterior (adeno-hipdfise), gbnadas e células alvo (BALL; PETERS, 2006; SOEDE et
al., 2011).

Na adeno-hipdfise, sdo produzidas gonadotrofinas denominadas horménio
foliculo estimulante (FSH) e o horménio luteinizante (LH), em resposta ao horménio
liberador de gonadotrofinas (GnRH), liberado pelo hipotalamo (JONES; HUNT; KING,
2007; STABENFELDT; DAVIDSON; BRINSKO, 2004).

Nas gbnadas masculinas, o LH atua nas células de Leydig por meio de seus
receptores de membrana, estimulando a conversédo de colesterol em testosterona. A
testosterona serd responsavel pela manutencdo das caracteristicas sexuais
secundéarias, do comportamento sexual no macho e da producdo dos
espermatozoides no estagio final da espermatogénese, por meio da atuacdo nas
células de Sertoli (BALL; PETERS, 2006). Ela é carreada para o interior dos tubulos
seminiferos pela ligacdo a proteina secretada pelas células de Sertoli, proteina
denominada proteina fixadora de andrégenos (ABP), em resposta ao FSH. Assim, sdo
mantidas elevadas concentracdes testiculares de testosterona, fundamental para o
processo de espermatogénese (CHENOWETH; KASTELIC, 2007).

A testosterona também participa da regulacao da sintese e secrecao de LH,
por feedback negativo exercido na adeno-hipofise (BRINSKO, 2004).

O FSH estimula a participagdo das ceélulas de Sertoli no processo da
espermatogénese até o estagio de espermatécito secundario. As células de Sertoli,
além de atuar na conversdo de testosterona em estradiol, secreta hormoénios
reguladores, tais como a inibina e ativina (BRINSKO, 2004, CHENOWETH,;
KASTELIC, 2007; HAFEZ; HAFEZ, 2004).

A inibina e ativina agem como reguladores de horménio gonadotréfico. Sendo

a inibina responsavel por realizar o feedback negativo em nivel hipofisarico, inibindo
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a producéo e secrecao de FSH, enquanto a ativina atua fazendo o feedback positivo,
estimulando a producédo desse horménio pela hipéfise (OONK et al., 1998).

O estradiol realiza a inibicdo da producdo de hormdnios gonadotréficos,
realizando o feedback negativo em nivel hipotalamico coibindo a secrecdo de GnRH,
e consequentemente, a producdo de LH e FSH pela hipofise (CHENOWETH,;
KASTELIC, 2007). Na figura 2, esquematiza-se a acado dos horménios gonadotroficos

sobre as células testiculares e os reguladores do eixo hipotalamico-hipofiséario.

TeE2
(-LH e FSH)

Inibina

Células
germinativas

Células de
Sertoli

Células de Leydig LH

Figura 2: Resumo do circuito endécrino que controla a espermatogénese. O horménio
luteinizante (LH) e o horménio foliculo-estimulante (FSH) s@o secretados na corrente
sanguinea pela adeno-hipofise, em resposta ao GnRH hipotalamico. O LH ira atuar
nas células de Leydig para produzir hormdnios esteroides, principalmente
testosterona (T), que pode ser aromatizada, pela enzima aromatase, em estradiol (E2)
nas células de Sertoli. T e E2 atuam na espermatogénese e tem efeito de feedback
negativo no hipotalamo (via controle da secre¢cdo de GnRH) e da hipofise para limitar
a secrecdo de LH e FSH. O FSH estimula as células de Sertoli a atuar na
espermatogénese. Em resposta a FSH, o epitélio seminifero produz inibina, que ira

suprimir a producéo de FSH.
FONTE: (Adaptado de KNOBIL; NIELLS, 1993).
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Os horménios esteroides se ligam aos seus receptores especificos no nucleo
da célula-alvo. A interacdo hormonio-receptor altera diretamente a transcricdo de
genes especificos, levando a sintese de RNAm pelo ndcleo e a subsequente sintese,
de proteinas necessérias para promover as respostas caracteristicas ao hormonio
(BENITES; BARUSELLI, 2006). Enquanto os horménios gonadotréficos possuem
receptores de membrana, e atuam através de vias que inibem a adenilciclase,
diminuindo os niveis de AMPc, por meio da ativacdo da proteina G (GONZALEZ ;
CERONI da SILVA, 2006).

2.4 Endocrinologiaregida pela ingestao de alimento

O consumo adequado de energia, proteina, vitaminas e minerais é de extrema
importancia para um bom desempenho reprodutivo (PIRES, 2011).

A nutricdo afeta a concentragcdo de horménios e outros metabdlitos
relacionados a reproducdo por dois tipos de processos fisiolégicos distintos:
exercendo efeito qualitativo no eixo neuroenddcrino, influenciando a fertilidade por
meio da sintese e liberacdo do GnRH, e consequentemente, dos hormonios FSH e
LH; ou ainda atuando nas gbnadas, aumentando a secrecdo ou potencializacéo de
horménios e metabdlitos (ROBINSON et al., 2006; BOMFIM; ALBUQUERQUE;
SOUSA, 2014; GUAN et al., 2016).

Bartke e colaboradores (1999) verificaram que a deficiéncia na decodificacéo
de GH implica no declinio da performance reprodutiva de machos e altera¢des no eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal.

Sabe-se que o horménio do crescimento (GH) possui receptores nas células
testiculares, podendo agir diretamente nelas (N'DIAYE et al., 2002). Experimentos in
vitro mostraram que o GH estimulou a secrecao de testosterona pelas células de
Leydig (MANI MARAN et al., 2000).

Existem evidéncias de que o horménio do crescimento (GH) regula o
crescimento somatico e a diferenciagéo espermatica, afetando a funcgéo testicular, por
modular a sintese de esteroides gonadais e a gametogénese (ZACHMAN, 1992).

A leptina € um hormdnio secretado pelo tecido adiposo que regula varias
funcbes metabdlicas, tais como: ingestdo, manutencdo do balangco energético e
reproducado (MAGGIONI, 2008). Ela exerce um efeito trans-sinapse no hipotalamo, por

meio de neuropeptideos Y (NPY), sobre a regulacdo do LH e da somatrotopina
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(WILLIANS et al., 2002). O NPY é um potente estimulador de consumo e inibidor da
secrecdo de gonadotrofinas. Sendo assim, o NPY por estar diretamente envolvido
com 0s neurdnios que secretam o GnRH, atua inibindo a secre¢ao de LH (PARENT,;
BOURGUIGNON, 2000).

A administracdo intravenosa de GH e NPY tende a aumentar a sintese de
leptina, que por sua vez, provoca um mecanismo de feedback negativo sobre seus
receptores no hipotalamo, diminuindo a secrecéo desses hormonios (CHILLIARD et
al., 2001; CATUNDA et al., 2014).

De acordo com Barash et al. (1996), a acdo da leptina sobre a reproducéo pode
se dar de duas formas: direta, quando ela age sobre as gbnadas promovendo o
aumento na producao de esteroides sexuais, e indireta, por meio da sua acao sobre
o0 eixo hipotalamico-hipofisario, cuja funcéo é informativa sobre o estado nutricional do
individuo.

A leptina interage ativamente em outros dois sistemas endocrinos envolvidos
no controle reprodutivo: pancreético - insulina (ZIEBA et al., 2003) e GH- hipofise
(HENRY et al., 2001). A correlagdo com a insulina forma algas reflexas em que a
insulina promove a secrecao de leptina e a leptina sérica reduz a producéo da insulina
(TAVARES, 2014).

A insulina é considerada um dos principais hormdnios metabdlicos relacionado
a reproducédo (BLACHE; ADAM; MARTIN, 2002). No hipotalamo, sdo encontrados
receptores de insulina (BLACHE; ADAM; MARTIN, 2002).

O aumento do subsidio dietético eleva as concentracdes de insulina no plasma
e no fluido cefaloraquidiano (MILLER et al., 1995; ZHANG et al., 2005a; ZHANG et al.,
2005b). Quando a concentracdo de insulina no cérebro é elevada, ha diminuicdo da
expressao hipotalamica dos neuropeptideos orexigénicos, peptideo relacionado ao
agouti (AgRP) e neuropeptideo-Y (NPY), esses acontecimentos sdo associados a
estimulacdo de secre¢cdo de GnRH, e em consequéncia, aumento nas taxas de
secrecdo de FSH e secrecéao pulsatil de LH (MILLER et al., 2007).

Quando ocorre o aumento do status energético, por consequéncia, os niveis de
insulina e do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-I) seréo elevados
no plasma sanguineo de bovinos. Este ultimo é produzido principalmente pelo figado,
porém os testiculos também sdo capazes de secreta-lo (SELVARAJU et al., 2009).

O IGF-I € um importante sinal hormonal que influéncia os eventos reprodutivos
como a mitogénese celular e produgédo hormonal (SPICER; ECHTERNKAMP, 1995).
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Ele €& associado com o aumento precoce de LH, potencializando o efeito
gonadotrofico, agindo como um mensageiro do estado nutricional ao hipotalamo e/ou
por afetar diretamente a células somaticas dos testiculos (DANCE et al., 2015).

A acao da leptina, insulina, IGF-1 e GH no eixo hipotalamicos-hipofisario-gonal

estao ilustrados na figura 3.
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Figura 3: Resumo da acgdo de hormonios influenciados pela dieta no controle
endocrino do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal. A insulina produzida pelo
pancreas participa estimulando a producéo de IGF-I (fator de crescimento semelhante
a insulina tipo 1) pelo figado, sua presenca afeta a concentracao circulante de leptina.
O GH (hormbnio de crescimento) é produzido pela hipdfise e atua no tecido adiposo
estimulando a producéo de leptina. Todos esses horménios influenciam o hipotalamo
a produzir e secretar o GnRH (hormonio liberador de gonadotrofina) desencadeando
a cascata hormonal do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal. Exceto pela leptina,
todos os outros hormdénios também agem diretamente nos testiculos produzindo

horménios esteroides, que realizam o feedback negativo no hipotalamo.
FONTE: adaptado de Martin, Blache, Miller e Vercoe, (2009)

2.5 Exigéncia Nutricional dos Bovinos

O estudo das exigéncias nutricionais de bovinos no Brasil tem envolvido,
principalmente, a determinagcdo dos requerimentos de energia, proteina,

macrominerais e, em menor intensidade, de aminoacidos, bem como a eficiéncia de
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utilizacdo da energia para mantenca e ganho de peso (FONTES, 1995). A
espermatogénese € influenciada pelo estado de nutricdo. No periodo de crescimento,
as deficiéncias alimentares atrasam o desenvolvimento do aparelho genital e o inicio
da puberdade (MARTIN et al., 2010).

Para bom desenvolvimento do touro, a dieta deve ter energia e teor de
proteinas adequado, além de correta suplementacdo mineral. Estudos tém
demonstrado que a espermatogénese em bovinos é sensivel ao aumento de ingestao
de proteinas. A producdo de sémen, bem como o nimero total de espermatozoides
por ejaculacdo, pode ser influenciada pelo aumento do consumo de alimentos
energéticos (TUFARELLI et al., 2011).

Curasson (1949/1950) apud Prada (2005) cita que a caréncia quantitativa de
proteinas e, principalmente, no que se refere aos aminoacidos, como a lisina e o
triptofano, provoca a formacdo de espermatozoides anormais, diminui a sua
motilidade, atingindo, as vezes, até a azoospermia.

A situacdo metabolica favoravel em animais com maior consumo de energia
aumenta os niveis de glicose, insulina e IGF-I, estimulando a secrecdo de GnRH, o
gue por sua vez aumenta a sintese e liberacédo de LH (SCHILLO, 1992).

Quando a ingestao de energia é restrita, o desenvolvimento testicular diminui a
producdo esperméatica pode ser reduzida, sendo que deficiéncias prolongadas de
nutrientes essenciais podem provocar infertilidade. Por outro lado, uma alimentacao
excessiva pode tornar os reprodutores obesos e indolentes, e também nesse caso,
com reflexos negativos nas taxas reprodutivas do animal (EMBRAPA, 2008; CHACUR
et al., 2010; KASTELIC, 2014; CUNHA et al., 2015).

2.6 Suplementacao Proteico/Energética

Nas condic¢des climaticas brasileiras, a oferta de forragem € estacional, sendo
assim, nas épocas mais secas do ano (periodo de dias mais curtos), a disponibilidade
de forragem é baixa, comprometendo 0 consumo minimo para manutencdo das
condic¢des organicas de animais criados em regime de pastejo (NEIVA, 2000).

A quantidade de energia disponivel para a reproducdo depende da diferenca
entre a quantidade de energia gasta, incluindo as exigéncias para manutencédo e o
conjunto de energia produzida. A energia disponivel inclui a energia derivada da

ingestao de alimentos, mais a energia armazenada no organismo, especialmente no
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tecido adiposo, figado e musculo (SCHILLO, 1992). Quando ha baixa oferta de
nutrientes, as funcbes nao vitais ao organismo, producdo e reproducdo, sdo as
primeiras a serem debilitadas.

A desnutricdo pode, dessa forma, atrasar o desenvolvimento da maturidade
sexual, causando danos a producéo de espermatozoides e a manifestacéo da libido
(MAYNARD, 1984).

A subnutricdo afeta 0 mecanismo enddécrino, diminuindo a secre¢cédo do LH e a
resposta da testosterona ao GnRH, alterando a funcionalidade testicular (HAFEZ,
HAFEZ, 2004).

A gueda de peso vivo e testicular, no periodo da seca, pode refletir na taxa de
fertilidade da proxima estacdo, uma vez que se exige do touro cerca de no minimo
guatro meses para se recuperar, em pastagem de boa qualidade (SILVA, 2002;
SANTOS, MELO e PALES, 2005; BARTH, BRITO, KASTELIC, 2008; DIAS et al.,
2014).

Dessa forma, a utilizagdo de suplementacao é uma 6tima alternativa para evitar
perdas da produtividade, tanto na pecuéria de leite quanto na de corte, principalmente
em criacdes extensivas durante a estacao de seca (SUSIN, 1996).

A oferta de suplementacdo durante a estacao reprodutiva resultou em aumento
das concentracdes séricas de colesterol (GRESSLER et al., 2015), ganho de peso
(DANCE et al., 2015; GRESSLER et al., 2015; GOTTARDI et al., 2014; GUAN et al.,
2014; TUFARELLI et al., 2011) e aumento do escore de condi¢ao corporal (ECC),
levando a padronizacdo do rebanho e consequentemente, melhor desempenho
reprodutivo (GOTTARDI et al., 2014) em bodes, carneiros e touros.

Em animais com acesso a suplementacdo proteico/energético, foi observado
aumento do volume do ejaculado (GUAN et al., 2014; TUFARELLI et al., 2011), maior
namero de espermatozoides por ejaculado (GUAN et al., 2014b), integridade funcional
na membrana plasméatica aumentada (SELVARAJUA et al., 2012), intensificacdo da
velocidade curvilinea, retilinea e total dos espermatozoides, sendo essa caracteristica
relacionada ao sucesso da prenhez (GUAN et al., 2014; SELVARAJUA et al., 2012,
TUFARELLI et al., 2011).

Touros suplementados tiveram frequéncia de pulsos de LH mais precocemente
e atingiram um pico de maior magnitude, além de concentracdo mais elevada de
testosterona, compreendendo uma maior resposta ao GnRH e elevado nivel de IGF-I

do que nos touros que nao receberam a dieta (DANCE et al., 2015).
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2.7 Puberdade e Maturidade Sexual

Denomina-se puberdade a juncéo gradativa entre as atividades gonadotroficas
em crescimento e a capacidade das gonadas de apresentar simultaneamente a
esteroidogénese e a gametogénese (HAFEZ, HAFEZ, 2004). Durante esse periodo,
ocorre o crescimento dos testiculos, associados a alteracdes nos padrdes de liberacéo
de LH e elevacdo da testosterona plasmatica, além de inicio da espermatogénese
(BALL; PETERS, 2006) e aparecimento dos primeiros sinais de interesse sexual
(SALLES, 1995).

Por definicdo, o inicio da puberdade é determinado como a idade em que se
obtém o primeiro ejaculado com 10% de motilidade progressiva e 50 milhdes de
espermatozoides totais em bovinos machos (GUIMARAES, 1999; WOLF; ALMQUIST;
HALE, 1965).

O incremento da qualidade seminal também é caracteristica desse processo,
como o aumento de volume do ejaculado e da concentracdo espermatica, melhoria
na motilidade espermética progressiva e vigor. Assim como, o decréscimo das
patologias espermaticas (FRENEAU, 1991).

Uma série de fatores possui influéncia na determinacao da idade de inicio da
puberdade, como: peso, raca, niveis nutricionais, interferéncias climaticas e relacbes
sociais. O inicio da puberdade esta mais intimamente relacionado ao peso do que a
idade. Por exemplo, bovinos atingem a puberdade quando seu peso corporeo
compreende cerca de 40% a 50% do seu peso adulto (HAFEZ, 2004).

A condicao nutricional relaciona-se com o peso, de forma que uma alimentacéo
deficiente pode causar supressdo da atividade hormonal, retardando o
desenvolvimento do animal, a producéo de espermatozoides e consequentemente,
um atraso a puberdade (CHACON; PEREZ; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2002; HAFEZ,
HAFEZ, 2004; MARTIN et al., 2010).

Touros com boa nutricdo tém a frequéncia e magnitude de pulsos de LH mais
precocemente que aqueles submetidos a restricao alimentar, elevando dessa forma a
concentracéo de testosterona. Inferiu-se que o IGF-I se relaciona com a regulagéo do
aumento precoce de LH, potencializando o efeito gonadotréfico, agindo como um

mensageiro do estado nutricional ao hipotalamo (DANCE et al., 2015).
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Em relacdo a raca, touros com genotipos taurinos Sdo mais precoces,
manifestando a puberdade completa com indicadores seminais adequados em idade
inferior que de touros com gendtipos zebuinos (MORAES, 2012). Estudos tém
demonstrado que os touros de racas zebuinas atingem a puberdade em torno de 25
a 28 meses de idade, sendo muito elevada em comparacdo aos taurinos, que em
meédia, atingem a puberdade entre 12 a 14 meses de idade, quando criados em
condicdes de tropicos (GUIMARAES et al., 2011).

Ainda ha relatos de que os defeitos esperméticos totais na puberdade de Bos
taurus e touros cruzados (WILDEUS; HOLROYD; ENTWISTLE, 1984) sdo mais
elevados que em Bos Indicus, em que os defeitos compreendem em média 15% de
espermatozoides totais, enquanto os primeiros puderam chegar a 60%. A principal
anormalidade espermatica observada na puberdade foi a gota citoplasmatica proximal
(TROCONIZ et al., 1991).

Além do genoétipo, o ambiente tem um grande efeito sobre a idade na
puberdade, touros Angus e Hereford criados na Florida, regido subtropical (CHASE et
al., 1997) e touros Holstein e Brown-suico, produzidos em regido tropical como o
México (JIMENEZ-SEVERIANO, 2002), chegaram a puberdade com idade mais
avancada que animais de mesma racas criadas em regifes temperadas (PRUITT et
al., 1986). Animais taurinos criados em condicfes de clima temperado, podem chegar
a puberdade com 8 a 10 meses de idade (GUIMARAES et al., 2011).

A maturidade sexual nos touros ocorre, normalmente, 16 a 20 semanas apos a
puberdade (LUNSTRA; ECHTERNKAMP, 1982). Nessa ocasido, 0 aumento na
concentracdo espermatica ocorre em funcdo do aumento do comprimento dos tabulos
seminiferos (CARDOSO, 1977).

A maturidade sexual € alcancada quando o crescimento das gbnadas e
corporal, juntamente com concentracfes de testosterona e desenvolvimento sexual,
estabiliza-se. A maioria dos estudos preconiza que 0s animais atinjam a maturidade
sexual quando possui no minimo, 500 x 108 espermatozoides com 50% de motilidade
espermatica progressiva, e morfologia esperméatica com no maximo 10% de defeitos
espermaticos maiores e 20% de defeitos esperméaticos menores (ECHTERNKAMP,
1982; VALE FILHO, 1997; GUIMARAES et al., 2011; LUNSTRA; MORAES, 2012).

Normalmente, os animais de ragas zebuinas sdo extremamente tardios com
relacdo a maturidade sexual, atingindo-a somente aos 30 a 36 meses de idade quando

criados em manejo extensivo. Assim como na puberdade, essa caracteristica &
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altamente influenciada pela nutricdo e condicfes climaticas, sendo assim, sob
condicbes ambientais de tropicos, o gado zebuino pode ser tdo precoce quanto os
taurinos, desde que submetidos ao necesséario para que possam expressar todo
potencial genético (GUIMARAES et al., 2011).

2.8 Exame androldgico

O exame androldgico é imprescindivel para sucesso da pecuaria, visto que o
bom desempenho reprodutivo € a base essencial de cria¢des lucrativas. Além disso,
o reprodutor possui o papel de transmitir a seus produtos parte do seu material
genético, contribuindo para a fertilidade e caracteristicas desejadas do rebanho
(SILVA, 2002).

Esse exame baseia-se em classificar fatores, que de alguma forma podem
influenciar nas fungbes reprodutivas do touro. Fundamentalmente sdo avaliados,
caracteristicas do animal e do sémen. Inicialmente, é realizada a identificacdo do
animal, anamnese, exame clinico geral dando énfase no aparelho locomotor, seguido
do exame clinico e fisico do aparelho reprodutivo, comportamento sexual, aliado ao
espermograma (BARTH, 2008; CHENOWETH, 2011).

2.8.1 Avaliacédo do aparelho reprodutivo

O exame realizado nas glandulas sexuais acessorias pode ser feito por meio
de palpacao retal associada ou ndo a ultrassonografia trans-retal (CBRA, 2013), de
forma que a préstata e as glandulas bulbouretrais dificilmente apresentam alteracdes
importantes, salvo em poucos casos de processos inflamatérios (VAN CAMP, 1997).
Além da préstata e glandula bulbouretral, deve-se avaliar a vesicula seminal
observando se a mesma possui aumento de volume, perda das lobulacdes e
sensibilidade ao toque, uma vez que seu comprometimento afeta a qualidade seminal
com reducao de seu desempenho (GALLOWAY, 1974).

O pénis, o prepucio e o cordao espermatico sdo avaliado quanto a presenca de
aderéncia, possiveis lesdes, aumento de volume ou inchacgo, sensibilidade a dor e
possivel presenca de ectoparasitas. A bolsa escrotal, os testiculos e o epididimo,
devem ser avaliados quanto a consisténcia, simetria, mobilidade e temperatura, de

forma que seja notéria qualquer alteragcdo, como presenca de aderéncia, lesdes,
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ectoparasitas, processos inflamatérios e qualquer achado que possa comprometer a
sanidade do 6rgéo (CBRA, 2013).

2.8.1.1 Perimetro escrotal

A mensuracdo do perimetro escrotal tem se tornado uma importante afericao
em exames androldgicos, visto que estudos indicam correlacdo direta entre a
circunferéncia escrotal com a precocidade sexual e fertilidade do touro (DIAS et al.,
2008; KEALEY et al., 2006; PINEDA; FONSECA; PROENCA, 2000).

Além disso, a quantidade de parénquima testicular esta diretamente
relacionada com a quantidade e qualidade espermatica (CATES, 1975), assim como
a producdo de androgenos (VIU et al., 2006).

Para que os diversos estudos sejam comparaveis, recomenda-se que a
afericdo da circunferéncia escrotal, utilizando fita métrica, devera ser realizada
medindo a regido da bolsa escrotal no seu maior diametro (PINEDA; FONSECA,;
PROENCA, 2000).

O perimetro escrotal possui herdabilidade de moderada a alta, e €
correlacionado com o ganho de peso ao nascimento, peso ao desmame e ganho de
peso ao ano (SIQUEIRA; GUIMARAES; PINHO, 2013). Além do mais, filhas de
reprodutores com circunferéncia escrotal consideravel devem atingir a puberdade
mais precocemente (CATES, 1975).

A circunferéncia escrotal varia conforme idade e raca. Dessa forma,
encontramos na literatura tabelas em que sao descritas a circunferéncia esperada em
cada idade do touro para cada grupo racial. Por exemplo, para Bos taurus taurus,
classifica-se aos 12-14 meses de idade, perimetros menores 30 cm questionaveis,
sendo classificado muito bons touros com minimo de 35 cm. Ja para animais acima
de 30 meses, um perimetro menor que 33 cm torna o touro questionavel, de forma
gue para receber a nota de muito bom precisara ter no minimo 40 cm de circunferéncia
(BEEF IMPROVEMENT FEDERATION, 1994).

Fonseca e colaboradores (1997), descreveram que animais Bos taurus indicus
gue possuirem circunferéncia escrotal inferior a 17,5 cm entre 7 a 12 meses de idade
sao classificados como questionaveis, enquanto que maior que 21 cm 0s tornam muito

bons. Segundo os autores, o touro adulto (com 60 meses de idade) que possuir o
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minimo de 38 cm de circunferéncia escrotal sera classificado como muito bom, e

inferior a 33 cm, terda classificacdo questionavel.

2.8.2 Avaliacdo seminal e espermatica
2.8.2.1 Coleta de sémen

E necessario que a coleta do sémen seja realizada respeitando o método de
eleicdo de cada espécie, para que sejam avaliados o ejaculado e os espermatozoides
do touro. Os métodos indicados para espécie bovina sdo: massagem da ampola,
vagina artificial e eletro-ejaculador (CBRA, 2013).

No método de massagem da ampola, € feita a massagem manual das
glandulas vesiculares e das ampolas, por meio da via retal do animal, com a méo
enluvada. Esse método nao é preferencialmente empregado a campo, sendo utilizado
somente quando os reprodutores ndo estdo condicionados a vagina artificial ou ha
indisponibilidade do eletroejaculador na propriedade (REICHENBACH; MORAES;
NEVES, 2008).

A vagina artificial foi criada com o intuito de simular o aparelho genital feminino,
sendo necessaria a utilizacdo de uma fémea em estro ou manequins (RODRIGUEZ-
MARTINEZ, 2003). Seu tamanho pode variar de acordo com a faixa etaria do touro a
ser coletado, podendo ser 26 cm para jovens e 30-40 cm para adultos, e a temperatura
interna deve permanecer entre 40 e 42°C no momento da coleta (DERIVAUX, 1980).

O método de escolha para coleta de sémen em animais de producédo €
realizado por meio do eletroejaculador, quando muitos animais séo coletados. Essa
técnica consiste na inducdo da ejaculacdo por meio de estimulos elétricos ao nivel da
quarta vértebra lombar (REICHENBACH; MORAES; NEVES, 2008). O animal deve
ser contido em um tronco, de forma a evitar a0 maximo 0os movimentos, e as fezes
retiradas manualmente do reto para que se tenha melhor conducéo elétrica. A probe
entdo é introduzida no reto apos a lubrificagdo com vaselina, sendo que a voltagem é
aumentada de forma gradativa com periodos de estimulag&o ritmica repetidas vezes,
passando por periodos de descanso de 5 segundos aproximadamente (DERIVAUX,
1980). Apos ser realizada a coleta de sémen, o mesmo deve ser avaliado quanto as

suas caracteristicas macroscopicas e microscopicas.
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2.8.2.2 Caracteristicas Macroscopicas

As avaliacbes macroscopicas do ejaculado s&@o realizadas a olho nu e
imediatamente apds a coleta, de forma que € observado o aspecto, odor, cor e volume
(CBRA, 2013).

A aparéncia ou aspecto do sémen possui correlacdo com a concentracao,
variando de cremosa, onde se espera cerca de 1 milhdo de espermatozoides/mL,
leitosa, opalescente e aquosa ou translucida, da qual pode apresentar concentracao
inferior a 200 mil espermatozoides/mL, por exemplo (ZEMJANIS, 1970).

O odor natural do sémen é caraterizado como “sui generis”, e € proveniente do
fosfato de espermina, que possui a funcédo de tamponar o pH acido da vagina (MIES
FILHO, 1982). Odores citrico e putrido podem ser devido a contaminacao por urina e
presenca de bactérias, respectivamente (MANN; LUTWAK-MANN, 2012).

Dentro da normalidade, a cor pode variar em: esbranquicada, branca, marfim
ou amarelada (CBRA, 2013), sendo essa ultima devido a presenca de riboflavinas,
secretada pelas glandulas vesiculares (MENDOZA; WHITE; CHOW, 1989). Porém,
outras coloragbes como: avermelhada, marrom e cinza escuro sdo comuns de serem
encontradas e podem ser sugestivos de patologias, indicando presenca de heméacias,
sangue hemolisado e sujeiras, respectivamente (CBRA, 2013).

Segundo CBRA (2013), o volume é dado em mililitros (mL), podendo variar
conforme a espécie, método de coleta e variacdes raciais. Na espécie bovina, a média
do ejaculado € 5 mL para o0 método de vagina artificial, podendo atingir de 10 a 30 mL,
guando usado o eletroejaculador, devido ao estimulo das glandulas sexuais
acessorias (DERIVAUX, 1980). Animais de origem zebuina possuem glandulas
acessoOrias anatomicamente maiores, contribuindo com uma expressiva parte do
volume seminal, fazendo com que esses animais possam ter maior volume de
ejaculado por coleta (REIS, 2013).

2.8.2.3 Caracteristicas microscépicas

Os aspectos rotineiramente avaliados por meio de microscopia sao
turbilhonamento ou motilidade em massa, motilidade espermatica total, vigor,

concentracdo espermatica, e avaliacdo morfologica dos espermatozoides. A
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motilidade em massa € definida como a intensidade de movimentacdo dos
espermatozoides, sofrendo variacbes em funcdo do vigor, concentracdo e da
motilidade espermatica (LOPES et al., 2013). Sua avaliacéo é feita em escala de 0-5,
sendo que zero é a auséncia da movimentacdo em massa, e cinco, a movimentacao
intensa (CBRA, 2013).

Denomina-se motilidade espermatica total o percentual de espermatozoides
que se movem em uma amostra de sémen (0-100%), também pode ser avaliado
quanto ao tipo de movimentacdo, tratando-se de motilidade retilinea progressiva,
circular, retrogrado ou estacionario. Sua avaliacao pode ser feita de forma subjetiva,
utilizando apenas a microscopia 6ptica e um avaliador treinado ou por meio de
sistemas computadorizados, por exemplo, o Sistema de Analise Espermatica
Computadorizado — CASA (LOPES et al., 2013).

O vigor é classificado de acordo com velocidade que 0s espermatozoides se
deslocam no campo de visualizacdo e o tipo de motilidade, sendo a classificacao cinco
aquela em que as células se deslocam em alta velocidade e mais de 80% das células
moveis apresentam motilidade progressiva; enquanto a classificagdo um, consiste no
deslocamento muito lento dos espermatozoides e predominancia de movimento
circulatérios, oscilatérios e retrogrados (BARTH; OKO, 1989), e zero, representa
células completamente paradas (CBRA, 2013).

A concentracdo espermatica é o niumero de espermatozoides presentes em um
determinado volume do ejaculado. E necessaria a dissolu¢do do sémen em formol
salino tamponado ou citrato de sédio formalizado em uma dilui¢éo ja pré-determinada,
podendo ser avaliado por meio de espectrofotdmetro ou hemocitdmetro que consiste
na contagem manual, realizada, por exemplo, com auxilio da camara de Neubauer
(REICHENBACH; MORAES; NEVES, 2008).

Outra avaliacdo que deve ser realizada € a morfologia espermatica, que tem
por objetivo quantificar espermatozoides com caracteristicas normais, e estimar a
porcentagem de defeitos morfolégicos nas células espermaticas (BLOM, 1950). Na
literatura, s@o descritas diversas formas de agrupar e classificar os defeitos
morfolégicos encontrados nos espermatozoides, a fim de caracterizar o dano sofrido
ao sémen e as consequéncias para fecundacéo.

Existem algumas variacdes na classificacdo dos defeitos morfologicos. Por
exemplo, Blom (1950) classificou os defeitos em trés grupos de acordo com a origem,

sendo os defeitos primarios aqueles vindos do epitélio seminifero, os secundarios, que
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podem ter sofrido danos desde o epididimo até o momento da ejaculacéo, e finalmente
terciarios sdo caraterizados em touros com diagnostico de degeneracéo testicular,
sendo encontradas hemacias, piocitos e medusas.

J& Saacke (2008) prop6s a classificacdo morfolégica em duas categorias:
defeitos compensaveis e ndo compensaveis. Os defeitos compensaveis sao aqueles
qgue reduzem a fertilidade por interferirem desde o transporte dos espermatozoides no
aparelho reprodutor feminino até o inicio da fertilizacdo e o bloqueio da polispermia;
como defeitos de cauda, peca intermediaria ou de cabeca com grandes modificacdes
na sua forma. Enquanto os defeitos ndo compensaveis, sdo espermatozoides
incapazes de manter o desenvolvimento embrionario, resultando na clivagem tardia
ou nao reconhecimento materno, s&o associados a erros na cromatina dos
espermatozoides, podendo possuirem cabecas morfologicamente normais ou cabeca
sutiimente deformada (FRENEAU, 2011).

A classificacdo mais utilizada atualmente € a descrita por Blom, (1972), que
classificou os defeitos em maiores, sendo patologias mais relacionados com
infertilidade e doencas testiculares ou epididimarias; e menores, os defeitos referentes
a anomalias de menor impacto na fertilidade. O limite maximo aceito de defeitos totais
sdo 30%, sendo que os maiores ndao devem ultrapassar 20% (ARRUDA et al., 2015).
Segundo ao Colégio Brasileiro de Reproducao Animal (2004), deve-se somar a essa
classificacdo a presencas de medusas, células epiteliais, leucdcitos, eritrocitos,
neutrofilos e bactérias.

O minimo de espermatozoides a ser contado para avaliacdo da patologia
espermatica é de 200 células por amostra de sémen (FRENEAU, 2011). A avaliagcéo
da morfologia espermatica pode ser realizada por microscopia de contraste de fase
ou contraste de interferéncia diferencial de fase — DIC pelo método de camara Umida
ou sob e esfregaco corado com eosina-nigrosina, hematoxilina-eosina, giemsa ou rosa
de bengala sob microscopia éptica de campo claro (FRENEAU, 2011).

Na figura 4 estéo listados os defeitos esperméaticos mais comuns em bovinos,

classificados pela regido anatémica do proprio espermatozoide.
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PATOLOGIAS ESPERMATICAS
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Figura 4. Patologias espermaticas listadas conforme a regido anatébmica do
espermatozoide:1 a 10. Defeitos de acrossoma - 1. Afrouxado; 2. Inchado; 3. Dobrado;
4-7. Knobbed (4. Elevado; 5. em ponta; 6. duas pontas; 7. achatado); 8. Enrugado; 9-
10. Incompleto. 11 a 22. Defeitos relacionados a cabeca - 11. Normal; 12. Delgada;
13. Alongada; 14 e 15. Delgada na base; 16. Piriforme; 17 e 19. Grande; 18. Pequena
normal; 20. Arredondada; 21. Pequena patoldgica; 22. Cabecas duplas. 23 a 35.
Defeitos de peca intermediaria - 23 Grossas; 24. Pseudogota; 25. Filiforme; 26.
Mordida; 27. Implantagdo abaxial; 28. Saca-rolha; 29 e 33. Desassociada ou com
aplasia segmentar; 30. Dupla; 31. Dividida; 32. Desdobrada; 34. Quebradas, 35.
Dobrada na cabeca. 36 a 41. Defeitos de Cauda — 36 e 37. Cauda dobrada simples;
38. Caudas enroladas simples; 39 e 40. Fortemente enrolada ou dobrada; 41. Cauda
e peca intermediaria enrolada na cabeca; 42. Gota citoplasmética proximal; 44 e 45.

Gota citoplasmatica distal; 46. Cabeca isolada normal ou decapitada.
FONTE: FRENEAU (2011).

2.8.3 Testes complementares

Diversos testes complementares foram desenvolvidos visando melhorar avaliagdo da
fertilidade de touros. Cada técnica esta relacionada com diferentes aspectos da
qualidade seminal. Tais analises compreendem avaliar a integridade da membrana
plasmatica, do acrossoma, das mitocéndrias (localizadas na peca intermediaria),
DNA, identificacdo da expressdo proteica dos espermatozoides (PENA ALFARO,
2011).
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Os testes mais comumente utilizados séo o teste hiposmaotico e de termorresiténcia,
devido simplicidade de se realizar a técnica, podendo ser usada a nivel de campo, e

a sua relagéo positiva com o impacto na fertilidade (CBRA, 2013).

2.8.3.1 Teste Hiposmotico

7

O teste hiposmético é utilizado para avaliar a integridade funcional da
membrana plasmatica dos espermatozoides, baseando-se nas propriedades da
manutencao do equilibrio osmatico entre o0 ambiente intra e extracelular. Essa técnica
caracteriza-se pelo transporte de fluidos através da membrana plasmatica intacta dos
sob solucéo hiposmaticas, até o equilibrio entre os compartimentos. Devido o influxo
de agua ocorre um inchaco esperado das membranas, que leva as fibras da cauda se
dobram e enrolam (JEYENDRAN et al., 1984; STROM; ROTA; LINDE-FORSBERG,
1997; CBRA, 2013).

Quando o espermatozoide apresenta membrana plasmatica lesada o equilibrio
osmaético se estabelece muito rapido, portanto sem aumento do volume celular,

conservando a cauda no seu estado natural (CBRA, 2013).

2.8.3.2 Teste de Termorresisténcia

De acordo com Henry e Neves (1998), o sémen bovino é de boa qualidade
guando, depois de submetido ao teste de termorresisténcia (TTR), apresenta pelo
menos 15% de motilidade espermatica progressiva retilinea e trés (escala de 1 a 5)
de vigor espermatico. No caso dos bovinos, a grande aceitagdo do TTR decorreu de
sua relacao positiva e alta com a fertilidade a campo, confirmada pela taxa de prenhez
aos 60 e 90 dias, com a relacdo de 0,78+0,04 (DIMITROPOULOS, 1972).

Algumas variagdes relacionadas ao tempo de incubacéo e a temperatura em
gue sao submetidos as amostras de sémen sdo encontradas na literatura. No TTR
lento, as amostras de sémen séo incubadas a uma temperatura de 38°C (temperatura
fisiolégica) por um periodo de cinco horas (DIMITROPOULOS, 1972).

Na forma rapida do TTR, o sémen é mantido a uma temperatura de 46 °C pelo
prazo de 30 minutos (MIES FILHO, 1987). Entretanto, Cunha et al., (2012) indica uma

incubacéo a 37 °C por trés horas, avaliando a cada 30 ou 60 minutos (BARNABE;
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BARNABE; VISITIN, 1981; VOGLER et al., 1991) por reproduzir condicbes mais

similares ao trato reprodutivo da fémea.

2.9 Libido

Entende-se por libido a habilidade do animal em comprovar interesse sexual,
demonstrando empenho na realizacdo da monta e na tentativa de completar a
cobertura (CHENOWETH, 1983; HAFEZ e HAFEZ, 1995). As etapas componentes da
conduta sexual em mamiferos sdo manifestadas pelo despertar sexual acompanhado
pelo cortejo, erecdo, protrusdo do pénis, monta, copula ou introducao, ejaculagéo,
desmonta e a saciedade (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Diversos fatores como raca, idade,
hierarquia e a relacdo touro/vacas, podem afetar a expressdo da libido a campo
(COULTER; KOZUB, 1989; PETHERICK, 2005).

Frente a diversidade racial, € notado que bovinos de origem europeia realizam
a monta em menor tempo, 5-10 minutos (CHENOWETH, 1980), do que touros
zebuinos, que em média necessitam de maior tempo, cerca de 20 a 30 minutos (SILVA
et al., 1987).

A idade relaciona-se com a hierarquia, uma vez que touros maduros e mais
fortes normalmente exercem dominancia sobre touros jovens, fazendo com que estes
tenham o nimero de montas e servigcos completos reduzidos quando se comparado
ao dominante (BLOCKEY, 1979; FORDYCE et al., 2002).

E de suma importancia a estimativa do comportamento sexual dos touros, uma
vez que essa caracteristica € responsavel por causar efeitos positivos na taxa de
gestacao, influenciando diretamente toda uma estacéo reprodutiva (CHENOWETH,
1983; HAFEZ; HAFEZ, 1995).

Os testes criados com o intuito de avaliar a libido, destacam formas de qualificar
e principalmente quantificar o desejo e a capacidade sexual, de forma a atribuir
classificagao aos reprodutores (SANTOS, 2001). O teste de avaliacédo da libido leva
em consideracéo as atitudes tomadas pelo touro frente a fémea, pontuando de acordo
com escalas, que variavam de acordo com o autor.

Osborne et al. (1971) descreve uma escala de 0 (nenhum interesse pela fémea)
até 4 (monta e copula). J& Chenoweth (1977), classifica o interesse sexual até 10, em
que o touro realiza dois ou mais servicos completos seguidos por interesse sexual,

incluindo montas, tentativas de monta e novos servicos completos. Ha ainda testes
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gue quantificam o comportamento sexual utilizando a relagéo entre a conduta do touro
(coberturas) e o tempo gasto pelo animal para exercer tais acées (BLOCKEY, 1976).

Como os primeiros testes foram idealizados para touros “Bos taurus taurus”,
ndo foi levando em conta a diversidades raciais j& mencionadas, portanto, ndo se
provaram eficientes para reprodutores zebuinos. Em trabalho realizado, Chenoweth
(1983), foi observado que, apesar de ter boa libido, touros da raca Nelore se intimidam
diante de testes realizados em curral, comprometendo a avaliagdo do reprodutor.
Além disso, testes realizados com mais de um touro ao mesmo tempo podem
influenciar os resultados devido a hierarquia social do grupo, uma vez que alguns
individuos ndo demostram seu total potencial por serem submissos a touros
“‘dominadores” (CRUDELI; FONSECA, 1989).

Apo6s modificacdes do teste de libido desenvolvido por Chenoweth (1974),
Pineda e colabradores (1997), atribuiram melhor performance a zebuinos frente as
fémeas. Esses autores descrevem uma metodologia em que o touro pode ser
pontuado de O (animal ndo demonstra interesse sexual) a 10 (animal efetua duas ou
mais montas com servico completo).

De acordo com estudo de avaliagdo de comportamento sexual em touros
zebuinos, o animal que realizou servico completo em menor tempo o fez com 17
minutos, concluindo que o tempo de 30 minutos de observacdo mostrou-se mais
eficiente para a realizag&o do teste da libido em curral (OLIVEIRA et al., 2007). Porém,
em outro estudo realizado por Filho (2015), o tempo de 15 minutos foi suficiente para
avaliar os animais mesti¢cos, no teste de libido em curral.

A figura 5, ilustra o comportamento sexual classificado com “bom” e nota 4 por
Pineda (1997).
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Figura 5: Monta incompleta com exposi¢ao do pénis, nota 04 (entre O e 10) e escore

“Bom” de acordo com a classificacdo de Pineda et al., (1997).
Fonte: Arquivo pessoal.
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3. MATERIAIS E METODO

3.1Local e data

O experimento foi realizado no setor de Zootecnia Il - Bovinocultura do Instituto
Federal do Espirito Santo (IFES) localizado no municipio de Alegre, extremo sul do
Espirito Santo, nas coordenadas geograficas 20° 45’ 45” latitude Sul e 41° 27' 277
longitude Oeste. A coleta a campo teve inicio no dia 14 de julho e término no dia 22
de setembro do ano de 2016, compreendendo o periodo de inverno caracterizado por
dias mais curtos, clima seco e temperatura média em torno de 20°C. As analises
laboratoriais imediatas foram realizadas no laboratério de campo do IFES e as demais
foram processadas e avaliadas no laboratério de Reproducdo Animal do Hospital
Veterinario da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) e laboratério de

Citogenética no setor de Genética e Melhoramento da UFES, campus Alegre.

3.2 Animais e tratamento

No inicio do experimento (dia 0), 14 touros mesticos, ¥ Holandés e Gir, foram
pesados e avaliados quanto as condicBes fisicas, escore corporal, aprumos,
conformacao e estado fisioldgico dos testiculos e aferidos as circunferéncias escrotal,
saco escrotal, pénis, prepucio, glandulas anexas, além de comportamento sexual.
Todos os animais tiveram o sémen coletado e classificado de acordo com a qualidade,
e entdo apos todos os testes foram descartados dois animais, de acordo com a
qualidade seminal e idade.

Assim, foram utilizados 12 bovinos machos, ndo castrados, higidos, mesticos
3/4 de Holandés x Gir, entre 14 e 24 meses de idade (média de 19 meses), com escore
corporal 3 (escala de 1 a 5), apresentando peso médio de 324kg + 72,0, puberes
segundo a classificacao realizada Wolf et al. (1965), ou seja, animal que apresenta
um ejaculado com 10% de motilidade espermatica e concentracdo espermatica com
no minimo de 50 milhdes de espermatozoides; e com comprovacao de capacidade de
monta, pertencentes ao Instituto Federal do Espirito Santo (IFES), Campus de Alegre.

Os animais foram divididos aleatoriamente e igualmente em dois grupos de seis

touros cada, sendo considerado apenas as idades, afim de que os grupos fossem
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equivalentes. O grupo de animais tratados recebeu suplementacao
proteico/energético e o outro grupo foi identificado como controle, sem
suplementagao.

Ambos os grupos foram mantidos em piquetes similares, com acesso a
sombreamento, pastagem de Brachiaria brizantha, sal mineral proteinado e agua ad
libitum.

Ao grupo tratado foi oferecido suplementacdo proteico/energético, o qual era
constituido de uma mistura de farelo de soja e grédo de milho moido, compreendendo
20% de proteina bruta (DETMANN et al., 2004) e 70% de nutrientes digestiveis totais,
possuindo 88,6% de matéria seca na racdo. Na quadro 1, encontra-se descrito a

composicao detalhada da ragéo utilizada para o flushing.

Quadro 1: Ingredientes e suas quantidades em quilogramas, para o preparo de 100
kg do concentrado fornecido para os touros tratados com suplementacao.

COMPOSICAO ALIMENTAR

INGREDIENTES QUANTIDADE UTILIZADA (kg)
Milho Gréao 7,92% de PB 64,100
Soja Farelo 45% de PB 33,010
Fosfato Bicalcico 1,380
Sal comum 0,830
Premix Mineral 0,400
Calcério 0,180
Adsorvente de Micotoxina 0,100

TOTAL= 100,00

PB=Proteina Bruta

O consumo diario de suplemento foi de 1,0% de peso vivo do animal, o que
equivale em média 3,5 kg de racao por animal, correspondendo a 35 a 40% da matéria
seca consumida (PAULINO et al., 2004). A racéao foi oferecida pela manha do dia 1 ao
dia 70, compreendendo o periodo completo da espermatogénese de touros.

Nos dias 35 (D35) e 70 (D70) do experimento, todos os animais foram
novamente pesados e tiveram os testiculos aferidos para avaliar a consisténcia,
mobilidade e simetria. A circunferéncia escrotal foi novamente aferido, para isso 0s
testiculos foram tracionados para porcéo inferior da bolsa escrotal, a leitura em cm foi
realizada por fita métrica na regido de maior diametro testicular, como mostrado na

figura 6.
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Figura 6: Afericdo da circunferéncia escrotal, feita por fita métrica na altura de maior

circunferéncia dos testiculos.
Fonte: Arquivo Pessoal

3.3 Coleta de sémen

A coleta de sémen foi realizada semanalmente em todos os animais, no periodo
da manhd, a fim de minimizar o estresse causado por diferencas na temperatura ou
incidéncia solar. Foram realizadas um total 11 coletas de sémen por animal,
totalizando 132 amostras.

Para a coleta, os animais foram conduzidos ao tronco de contengéo e tiveram
suas fezes removidas do reto por méo enluvada para melhor condugéo dos estimulos
elétricos. Posteriormente, os pelos da genitalia foram aparados com auxilio de uma
tesoura minimizando a contaminacao da amostra por sujidades. O pénis juntamente
com prepucio foram lavados com solucao fisiolégica e devidamente secos com papel
toalha.

As coletas do sémen foram realizadas por meio de eletroejaculador (TK800) de

estimulo manual por um auxiliar técnico treinado. A probe foi introduzida no reto do
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animal apos a lubrificacdo com mucilagem e se iniciou uma estimulacdo gradativa e
ritmica, com durac&o de 3 minutos passando por periodos de estimulo e descanso.
Os primeiros jatos do ejaculado foram desprezados e o restante coletados
utilizando-se funil acoplado a um tubo falcon de 15 mL, protegidos da luz solar com
papel laminado. Os ejaculados foram levados para o laboratorio a campo no IFES,
aonde foram realizadas as avaliacbes seminal e espermatica, e colocados em banho-

maria a 37 °C, imediatamente apos a coleta.

3.4 Caracteristicas macroscépicas

Imediatamente apds a coleta, o ejaculado foi classificado de acordo com a cor
(esbranquicada, branca e amarela), odor (suis generis), aparéncia (cremosa, leitosa e
aguosa) e volume (mL), sendo essas caracteristicas avaliadas a olho nu, pelo mesmo

avaliador durante todo experimento.

3.5 Caracteristicas microscopicas

Uma gota de sémen de 10 a 20 uL foi depositada sobre lamina previamente
aguecida a 37°C, para avaliacado do turbilhonamento. A avaliacéo foi realizada por
microscopia éptica no aumento de 100x centralizando-se as bordas da gota. Dessa
forma, foi dimensionado a intensidade de movimentacdo dos espermatozoides,
notado por meio de ondas, variando em funcéo do vigor, concentracdo e da motilidade
espermatica. Sendo classificados de 0, onde a onda espermatica é ausente, até 5,
quando a movimentacdo em ondas € intensa.

Em seguida, outra gota do ejaculado (10 a 20 uL) foi depositada em lamina
aguecida a 37°C e coberta por laminula, e entdo levada ao microscopio 6ptico em
aumento de 400x. Foram avaliadas a motilidade espermatica total subjetiva e o vigor,
concomitantemente. A motilidade total foi classificada em porcentagem (0 a 100%)
conforme a proporcdo de espermatozoides méveis na amostra de sémen (BARTH,;
OKO, 1989).

O vigor foi avaliado aferindo-se a intensidade de movimentagao individual dos
espermatozoides, conforme descrito pelo CBRA (2013), sendo a classificacdo em

escala de 1-5, onde 5 representa aquela em que as células se deslocavam em
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velocidade elevada e mais de 80% das células méveis apresentavam motilidade
progressiva; enquanto a classificagdo 1 consistia no deslocamento lento dos
espermatozoides e predominancia de movimento circulatorios, oscilatérios e
retrogrados.

Para andlise da concentracédo espermatica, foi necessaria diluicdo de 1:200 em
solucdo de formol-salino a 1 %, sendo pipetado 2 mL de solucdo formol-salino e
adicionado 10 yL de sémen (BARTH; OKO, 1989). Uma gota dessa solucdo
homogeneizada foi colocada em cada lado da Camera de Neubauer de forma a cobrir
todos os quadrantes. A contagem de células foi realizada sob microscopia Optica em
aumento de 400 x, com contagem de 5 quadrantes em cada lado da camera. O
resultado foi estipulado em espermatozoides/mL, de acordo com a formula
preconizada por CBRA (2013), abaixo:

sptz n® de sptz contados _ 1000
mL 1 N Quadrados maiores contados N 1 nx
Diluicao 25 10

O numero total dos espermatozoides no ejaculado foi calculado multiplicando-
se o0 volume de ejaculado em mililitro pela concentracdo espermatica. E para
determinar o numero total de espermatozoides, multiplicou-se o valor encontrado do
namero total de espermatozoides do ejaculado pelo volume.

Para avaliacdo da morfologia espermatica, em 1 mL solucéo de formol-salina a
1% (fixadora) foi adicionado sémen em quantidade necesséria para que a solucéo
ficasse turva. Posteriormente, foi avaliada a porcentagem (%) de espermatozoides
normais pela técnica de preparacdo Uumida e realizada a leitura em microscoépio de
contraste de fase, sob imersdo com aumento de 1000 X (SCHEID, 1993). Foi realizada
a contagem de 200 células.

As caracteristicas morfolégicas dos espermatozoides foram classificadas em
defeitos maiores e menores, conforme o quadro 2 (BLOM, 1973) preconizada pelo
CBRA (2013).
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Quadro 2: Classificacdo das patologias morfolégicas dos espermatozoides, em
defeitos maiores e menores, segundo Blom (1973).

Classificacao de defeitos espermaticos
Gota citoplasmatica proximal
Acrossoma afrouxado, inchado, dobrado,
knobbed (elevado, em ponta, duas
pontas e achatado), enrugado,
Incompleto
Cabeca subdesenvolvida, piriforme, estreita
na base, isolada patoldgica,
Defeitos Maiores pequena anormal e contorno
normal
Peca Intermediaria grossas, pseudogota, filiforme,
implantagdo abaxial, saca-rolha,
desassociada ou com aplasia
segmentar, quebradas, dobrada na
cabeca
Cauda fortemente enrolada ou dobrada,
enrolada na cabeca ou cauda
dobrada com gota distal
Gota citoplasmaética distal

Cabeca delgada, gigante, curta, larga,
pequena normal, isolada normal
Defeitos Menores Cauda insercdo de cauda abaxial,

retroaxial, obliqua; causa dobrada
ou enrolada; gota citoplasmética
distal

3.6 Testes complementares

3.6.1 Teste hiposmatico

Para a realizacdo do teste hiposmético ou teste de funcionalidade da
membrana plasmatica, foi preparada solu¢do hiposmética contendo 9 g de frutose, 4,9
g de citrato trissédico e 4gua destilada para 1.000 mL, obtendo-se uma solucéo de
100 mOsmol/L (REVELL; MRODE, 1994).

Uma aliquota de 20 pyL de sémen foi adicionado a 1 mL dessa solugao e
incubada por 30 minutos, em banho-maria a 37 °C, e em seguida adicionados 0,5 mL
de solucao formol-salina tamponada para fixacdo das amostras para posterior analise.

A andlise foi realizada sob microscopia de contraste de fase em aumento de 1000x
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por meio da preparacdo Umida da amostra. Foram contados 200 espermatozoides por
amostra e classificadas quanto a presenca ou ndo de cauda dobrada ou enrolada. O
resultado foi apontado em porcentagem, efetuando-se o calculo pela formula: HO (%)
= (% de alteracfes na regido da cauda apos teste HO) — (% de alteracfes na regiao
da cauda dos espermatozoides antes do teste HO) (MELO; HENRY, 1999).

3.6.2 Teste de Termo-resisténcia

A longevidade dos espermatozoides de cada ejaculado coletado foi avaliada
pelo teste de termorresisténcia lento, de acordo com Vogler et al. (1991). O teste
consistiu na incubagéo das amostras de sémen em banho-maria a 37 °C por 3 horas.
As amostras foram avaliadas quanto a motilidade espermatica total (0 a 100%) e ao
vigor espermatico (0 a 5), no tempo 0 e 180 min, utilizando-se microscopio éptico com
aumento de 400 X.

3.6.3 Avaliacéo da Libido

O teste de comportamento sexual foi realizado 3, nos dias -1, 34, 69. Para o
teste cada animal foi colocado em um curral de 140 m?2 na presenca de duas vacas
em estro induzido.

Para realizacdo do protocolo de inducdo de estro nas vacas, foi utilizado
dispositivo intra-vaginal de progesterona introduzido no dia 0, associado a aplicacdo
intramuscular de 2 mL de benzoato de estradiol. No oitavo dia apds o inicio do
protocolo, o dispositivo de progesterona foi retirado e realizado a administracao
intramuscular de 2mL de prostaglandina. No nono dia, foi aplicado 2 mg de benzoato
de estradiol para inducdo do estro, sendo a manifestacdo de estro observada no
décimo dia apos o inicio do protocolo.

Os animais foram observados a distancia por dois avaliadores durante 15
minutos (CARRER FILHO ET AL., 2015), onde foram utilizados os principais
comportamentos descritos por Pineda et al. (1997) e preconizada pelo Colégio
Brasileiro de Reproducgé&o Animal (CBRA, 2013). Os resultados foram interpretados de

acordo com a quadro 3.
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Quadro 3: Classificacdo da libido de acordo com reacdo do touro exposto por 15
minutos a duas fémeas em estro, baseado no comportamento descrito por Pineda et
al. (1997).

Nota Conduta sexual Pontuacéo
0 Touro ndo mostrou interesse sexual pela vaca. Apatico Questionavel
1 Identificagdo da vaca no cio (cheirar a vulva) Questionavel
2 Cheirar a vulva da vaca e persegui-la insistentemente Questionavel
3 Intencdo de monta sem salto, com mugido, deslocamento ou masturbacéo Questionavel
4 Tentativa de monta sem o pénis em exposicao Bom
5 Uma tentativa de monta com pénis em exposi¢ao Bom
6 Duas ou mais tentativas de monta com o pénis em exposi¢éo Bom
7 Uma ou mais montas incompletas sem o pénis exposto Muito Bom
8 Uma ou mais montas incompletas com o pénis exposto Muito Bom
9 Uma monta completa Excelente
10 Duas montas completas, seguidas ou ndo de interesse sexual Excelente

O tempo de reacao dos animais, definido como: tempo em que o animal gasta
para identificar a fémea em estro e apresentar intencdo de monta; também foi
contabilizada e somada a classificagdo da conduta sexual. Dessa forma, 0os animais
foram avaliados quanto ao escore tabelado e o tempo (em minutos) gasto para que o

touro tenha desempenhado o comportamento sexual.

3.6.4 Concentracao de Insulina circulante

Para a coleta de sangue, foi utilizado tubos de vidro, sem anticoagulante. As
coletas foram realizadas nos dias 0, 35 e 70, puncionando-se a veia caudal conforme
demonstrado na figura 7. As amostras foram armazenadas, em ambiente refrigerado
e, posteriormente levadas ao laboratério de reproducdo animal onde foram
centrifugadas a 700 G (ou 1500 rpm) por 15 minutos para obtencdo do soro. O soro
foi transferido para eppendorfs devidamente identificados e levados a refrigeragéo a -

80°C até o dia da andlise sorolégica.



47

Figura 7: Coleta de sangue realizada através da puncéo da veia caudal do touro.
FONTE: Arquivo Pessoal.

O soro foi analisado, utilizando conjuntos de reagentes comerciais,
desenvolvidos para avaliagdo quantitativa do hormdnio por meio de técnicas
imunoenzimaticas.

O teste utilizado para dosagem de insulina foi o teste Elisa direto, em que o
anticorpo monoclonal biotinilado em quantidade excessiva € colocado em contato com
soro bovino (contendo antigenos nativos) e complexo anticorpo-enzima, também em
excesso. A reacdo enzimatica ligada a fracdo de anticorpos ligados é diretamente
proporcional a concentracao de antigenos livres nativo.

O kit utilizado para dosagem de insulina foi Rapid Insulin AccuBind ELISA Kit,
1x96wells. A sensibilidade do ensaio foi de 0,182uUIl/mL e os coeficientes de variagdo
intra e enter-ensaio para insulina foram, respectivamente 4,3% e 9,6%. O
procedimento para o teste foi realizado de acordo com preconizado pelo fabricante.
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3.7Analises Estatisticas

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado. Para
a analise dos dados, foi utilizado o Statistical Analysis System (SAS, 2002). As
variaveis quantitativas, tempo, volume do ejaculado, motilidade progressiva,
hiposmotico, defeitos espermaticos e concentracdo de insulina foram avaliadas em
modelos mistos lineares (MIXED Procedure) com medidas repetidas no tempo, com
animal como efeito aleatério (LITTELL et al.,, 2006), e idade como covariavel, de
acordo com o modelo:

Y;j =p+F +D;+ (FD);; + B(Cij— C) + e

Em que:

Y;; = resposta observada; u = constante geral; F;= efeito referente ao tratamento
(com ou sem Flushing); D; = efeito referente ao dia da coleta; (FD);; = interagdo; § =
efeito linear da covariavel (idade); C;; = valor observado da covariavel; C = média da

covariavel; e;; = erro aleatorio.

Para a andlise do peso corporal e ganho médio diario (GMD), os dados foram
avaliados por analise de variancia utilizando o peso corporal no dia 0 como covariavel,
de acordo com o modelo:

Yy=u+F+B(Cj—C)+ey

E a comparagéo de médias foi realizada pelo teste de Tukey.

Os escores dados para a variavel libido foram utilizados para a classificacao
em questionavel, bom, muito bom e excelente. As frequéncias das classificacbes
foram arranjadas em tabelas de contingéncia e as associag0es entre as classificacdes
e os tratamentos foram avaliadas pelo teste exato de Fisher (tabelas 2 x 2) ou teste
de Freeman-Halton (tabelas m x n).

Para as variaveis qualitativas vigor e turbilhonamento, foi utilizado o teste de
Kruskall-Wallis.

O nivel de significancia adotado foi a = 0,05.
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3.8 Comité de ética no uso de animais — CEUA

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais -
CEUA, do Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Espirito Santo, sob
protocolo de namero 23149.000715-2016-59, de acordo com os principios da Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, com
as normas padronizado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo
Animal (CONCEA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacao fisica, nos dias 35 e 70 foi observado que os animais pertencentes
ao grupo tratado com suplementacéao tiveram peso superior (367,2 £ 27,4 e 407,4
27,4) aos do grupo controle (343,6 = 20,9 e 352,5 + 21,1) (Gréfico 1). Resultados
similares foram descritos na literatura com a utilizacdo de suplementacéo alimentar
durante a estacdo reprodutiva (TUFARELLI et al.,, 2011; GOTTARDI et al., 2014;
DANCE et al., 2015; GRESSLER et al., 2015; GUAN et al., 2016).
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Grafico 1: Grafico em barras (médias * erro padréo) do peso (kg) avaliados nos dias
0, 35 e 70 de touros, ¥ Holandes x Gir, puberes, recebendo suplementagéo (n = 6) e

nao suplementados (controle, n = 6).
a, b Diferenca significativa entre os grupos.

A administracéo da suplementacao proteico/energético afetou de forma positiva
o ganho médio diario durante todo o tratamento (Gréafico 2), dados que explicam a
superioridade em peso dos animais suplementados ao final do tratamento. Esses
resultados relacionam-se com o aumento da circunferéncia escrotal, uma vez que ha
correlacdes genéticas altas e favoraveis (0,72) entre as varidveis de peso corporal e
perimetro escrotal (SIQUEIRA; GUIMARAES; PINHO, 2013).
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Grafico 2: Grafico em barras (médias = erro padrdo) do ganho médio diario (kg)
avaliados nos dias 0, 35 e 70 de touros, % Holandes x Gir, puberes, recebendo

suplementacao (n = 6) e ndo suplementados (controle, n = 6).
a, b Diferenca significativa entre os grupos.

O ganho de peso é relacionado ao melhor desemprenho reprodutivo
(GOTTARDI et al., 2014) e a idade de entrada na puberdade (CHACON; PEREZ;
RODRIGUEZ -MARTINEZ 2002; MARTIN et al., 2010). Segundo Hafez (2004), o peso
corporal dos touros possui maior relacdo com a entrada a puberdade que idade
propriamente dita. Sendo assim, animais pesados e com ganho médio diaria elevado
tendem a serem mais precoces.

Em relacdo a avaliagdo das gbnadas, todos 0s animais apresentavam
testiculos com consisténcia tenso-eléstica, nenhuma sensibilidade a dor, mobilidade
dentro da bolsa escrotal e simetria entre os testiculos.

Foi detectada diferenga (P<0,05) na meédia geral da circunferéncia escrotal
entre o grupo em que os animais receberam a suplementagédo e o grupo controle,
apresentando médias de 32,04 cm + 0,87 e 28,93 cm + 0,87, respectivamente. Em
relacdo a interacao entre dia x tratamento, houve diferenca para o dia 70 entre os dois
grupos. Além disso, é observado aumento significativo (P<0,05) na circunferéncia
escrotal de DO para os dias 35 e 70 no grupo que recebeu a suplementacao, indicando

uma melhora em relacédo ao tempo para animais suplementados (Tabela 1).
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Tabela 1: Médias + erro-padrdo da circunferéncia escrotal (cm) em funcéo dos dias,
em touros puberes, ¥ Holandés/Gir, no grupo controle (n=6) e no grupo recebendo
suplementacéao (n=6).

Circunferéncia Escrotal (cm)

Dias Suplementacao Controle
DO 29,67 + 1,09Ab 27,58 £ 0,782
D35 32,50 + 1,347 28,83 + 0,87A2
D70 34,67 + 1,157 29,67 + 0,6182

Letras minudsculas iguais ndo se diferenciam estatisticamente na coluna ao nivel de 5% de
probabilidade.
Letras mailsculas iguais ndo se diferenciam estatisticamente na linha ao nivel de 5% de probabilidade.

O perimetro escrotal possui alta correlagdo com herdabilidade genética e com
a precocidade sexual e fertilidade do touro (DIAS et al., 2008; KEALEY et al., 2006;
PINEDA; FONSECA; PROENCA, 2000), uma vez que a quantidade de tecido
testicular esta diretamente relacionada com a quantidade e qualidade espermatica
(CATES, 1975), assim como a producado de andrégenos (VIU et al., 2006).

Setchell et al., (1965) relataram que o peso testicular reduzido nos animais
desnutridos foi acompanhado por uma diminuicdo no fluxo sanguineo testicular,
consumo de oxigénio e a absorcdo de glicose. Essas mudancas, em particular,
indicam que a atividade metabdlica do testiculo € influenciada pela ingestdo de
nutrientes. Além disso, a quantidade de tecido testicular esta diretamente relacionada
com a quantidade e qualidade espermatica (CATES, 1995).

N&o foi notado durante a avaliacdo fisica do sémen coloracdo e odor que
arremetesse a patologias ou contaminacao. Sendo assim, todos os animais tinham o
sémen caracterizado com odor “sui generis”.

Durante todo periodo experimental, os aspectos do sémen desses animais
foram predominantemente de aparéncia aquosa e de coloragdo esbranquicada. O
aspecto do sémen estd diretamente relacionado com a concentracdo dos
espermatozoides (DERIVAUX, 1980). Provavelmente, tais caracteristicas sao
relacionadas a baixa concentracao, fato esperado devido a imaturidade sexual dos
touros, uma vez que todos eles se apresentavam na puberdade.

N&o foi observada diferenca (P>0,05) entre os grupos para volume do
ejaculado. Esses resultados discordam com o0s encontrados por Guan e
colaboradores (2014), e Tufarelli et al., (2011) em carneiros, nos guais 0s animais que

receberam suplementacéo obtiveram aumento no volume do ejaculado.



53

Uma possivel hipétese para tal discordancia pode estar relacionada ao uso do
eletroejaculador. Apesar de ser o método de coleta de escolha para animais de
producéo, provoca aumento de volume do ejaculado quando comparado a coleta com
vagina artificial (BOPAPE, 2015), devido ao elevado estimulo das glandulas
acessorias (DERIVAUX, 1980).

Entretanto, ao se comparar o efeito do tratamento ao longo experimento, foi
observado variacdo (P < 0,05) no volume do ejaculado para o grupo suplementado
entre o dia 70 e os dias 0, 28 e 63 (Tabela 2).

Tabela 2: Média + erro padréo do volume do ejaculado (mL) de touros puberes, %
Holandés/Gir, em dieta controle (n=6) e recebendo flushing nutricional (n=6).

Dias Volume (mL)

Suplementagao Controle
DO 7,00 £ 2,707 5,17 + 1,15%
D7 9,00 + 1,87Aab 5,85 + 0,604
D14 7,62 £ 0,917 9,00 + 0,76%2
D21 11,17 + 1,60/ 7,18 £1,10%
D28 5,50 + 0,68%° 7,58 + 1,234
D35 8,42 + 1,59/ab 7,58 £ 0,724
D42 10,00 + 1,197 5,67 + 0,694
D49 9,83 + 1,35Ma 6,22 + 1,084
D56 10,48 + 2,17/ 6,87 + 1,244
D63 6,57 +0,787° 7,10 + 1,447
D70 15,17 + 3,69”2 8,08 + 0,914

Letras minusculas iguais ndo se diferenciam estatisticamente na coluna a 5% de probabilidade.
Letras maiusculas iguais ndo se diferenciam estatisticamente na linha a 5% de probabilidade.

Essa variacdo de volume ocorrido entre os dias no grupo suplementado pode
ser explicada pela sensibilidade da espermatogénese a ingestdo de proteinas
(TUFARELLI et al.,, 2011). O experimento ocorreu no periodo de inverno,
compreendendo a época seca do ano, que € caracterizada pela baixa oferta e
qualidade nutricional inferior das pastagens. Pode-se considerar que a
disponibilizacdo de suplemento proteico-energético possibilitou a um maior consumo
de proteinas.

O efeito da suplementacao foi significativo (P < 0,05) para a avaliacdo de
movimento em massa (turbilhonamento), possuindo médias de 1,31 + 0,25 no grupo
suplementado, e 0,46 + 0,25 no grupo controle. Houve interacdo significativa entre
tratamento e o tempo, no grupo dos animais suplementados observou-se diferenca
entre o dia 63 e os dias 36, 14 e 0 (Tabela 3).
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Tabela 3: Média * erro-padrdo do movimento de massa (turbilhonamento - 0 a 5), de
touros puberes, ¥ Holandes/Gir, em dienta controle (n=6) e recebendo flushing
nutricional (n=6).

Turbilhonamento (0-5)

Dias Suplementacao Controle
DO 0,50 + 0,344P 0,00 £ 0,007
D7 1,33 + 0,567 0,00 + 0,007
D14 0,50 + 0,507P 0,59 £ 0,344
D21 2,00 + 0,587 0,50 £ 0,224
D28 1,00 + 0,454 0,50 £ 0,224
D35 0,50 + 0,22AP 0,33+0,33%
D42 1,83 + 0,487 0,33+0,214
D49 1,33 £ 0,337 0,33+0,214
D56 1,83 + 0,544 0,83 +0,314a
D63 2,50 £ 0,674 0,67 £ 0,334
D70 1,50 + 0,564 0,67 + 0,494

Letras minUsculas iguais ndo se diferenciam estatisticamente na coluna a 5% de probabilidade.
Letras mailsculas iguais nao se diferenciam estatisticamente na linha a 5% de probabilidade.

O turbilhonamento varia em funcdo do vigor, concentracdo e da motilidade
espermética (LOPES, 2013).

Conforme os autores Guan e colaboradores (2014), Selvaraju e contribuintes
(2012), Tufarelli e demais autores (2011), a suplementacéao alimentar tende a melhorar
a velocidade e motilidade esperméatica. Supbe-se que a oferta de suplementacéo
influéncia de forma positiva o turbilhonamento, por indiretamente melhorarem a
motilidade total dos espermatozoides.

O efeito da suplementacdo foi significante (P < 0,05) para variavel vigor
imediatamente apds a coleta do sémen (tempo 0), com média geral de 3,39 + 0,17
para o grupo suplementado, e 2,79 + 0,17 para o grupo controle. De acordo com
estudos realizados por Servaraju et al., (2012), foi observado que a ingestdo de
alimentos contendo alta energia afeta positivamente a velocidade e a forma com que
0S espermatozoides se movimentam. Em ambos os grupos, foi encontrado diferenca
do vigor entre o dia 56 € 0, 7 e 14 (Tabela 4).

N&o houve diferencas significativas (P> 0,05) entre os grupos para motilidade
no tempo 0. No entanto houve interacdo significativa entre o dia de tratamento e 0
grupo de animais submetidos a suplementacao, foi observada aumento da motilidade

no tempo 0 apds a coleta, nos dias 49, 56 e 63 em relacdo a 14 (P<0,05) (Tabela 4).
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Apesar de neste trabalho nédo ter tido um padréao bem estabelicido da melhora
na motilidade espermatica, € proposto que uma dieta rica nutricionalmente eleva os
niveis de IGF-1 (DANCE et al, 2015). O aumento desse hormdnio no plasma seminal
tem correlagdo positiva com a melhora da motilidade e maturacdo espermatica
(SELVARAJUA et al., 2012; TUFARELLI et al., 2011).

Tabela 4: Média + erro padrao motilidade (%) e Vigor (0-5) no momento imediatamente
apos a coleta do sémen e depois 180 min em banho-maria a 37°C, de touros puberes,
¥ Holandes/Gir, em dieta controle (n=6) e recebendo suplementacéo nutricional (n=6).

Vigor (0-5) Motilidade (%)
Dias 0 minutos
Suplementacdo Controle Suplementacao Controle
0 2,67 + 0,337 2,00 + 0,374¢ 55,00 + 9,924 37,50 + 11,247
7 2,83 + 0,31Aac 2,17 + 0,317 68,33 + 7,497 40,83 + 11,862
14 2,33 £ 0,494¢ 2,33 + 0,217 46,00 + 15,03"° 50,00 + 9,314
21 3,67 + 0,217 3,00 £ 0,26%%c 63,33 + 4,417 55,83 * 8,60
28 3,17 + 0,31A%c 2,83 £ 0,177 66,67 + 7,60 55,00 * 5,632
35 3,67 £ 0,217 2,83 £ 0,407 65,00 + 5,637 60,00 * 8,562
42 3,67 + 0,217 3,17 £ 0,317%¢ 7500 + 7,643 57,50 + 7,72”2
49 3,83+ 0,17 2,83 £ 0,317%¢ 77 50 + 2,502 56,57 + 6,282
56 4,00 + 0,00" 3,67 £ 0,214 79,17 + 4,552 57,50 + 5,5942
63 3,60 + 0,407 3,33 £0,217%¢ 78,33 + 6,012 55,83 + 3,75
70 3,67 + 0,217 2,83 £ 0,317%¢ 72 50 + 6,024 50,00 * 6,32*2
180 minutos
Dias Suplementacdo Controle Suplementacéo Controle
0 1,33 + 0,337 0,83 + 0,40% 20,00 + 8,47Ac 14,17 + 9,70"
7 1,17 + 0,31A 0,57 +0,33" 21,67 + 11,524 7,50 + 4,794
14 0,67 +0,33/d 1,67 + 0,33% 12,50 + 9,644 29,17 + 10,682
21 1,33 + 0,33 1,67 £ 0,33 28,33 + 7,48A°bcd 25,00 + 8,374
28 1,67 + 0,21Abcd 1,87 £ 0,174 32,50 + 9,54Abcd 35,83 + 6,88
35 2,50 + 0,437abc 2,00 + 0,374 54,17 + 10,83Aavc 38,33 £ 10,70%a
42 2,67 + 0,33Rabc 1,67 + 0,48% 62,50 + 7,39Aakc 27,50 + 10,4742
49 3,00 + 0,457 1,67 +£ 0,334 63,33 + 8,917 35,83 + 8,514
56 3,33+ 0,217 2,00 + 0,374 72,50 + 4,232 30,83 + 8,00%
63 2,17 + 0,40/3cd 217 + 0,317 55,83 + 7,57Akc 33,33 + 6,017
70 2,17 + 0,607 183 +(0,31" 45,83 + 13,75Aabcd 22,50 + 6,55

Letras mindsculas iguais ndo se diferenciam estatisticamente na coluna a 5% de probabilidade.
Letras maiUsculas iguais ndo se diferenciam estatisticamente na coluna a 5% de probabilidade.

No presente estudo, ndo foi observado diferencas (P>0,05) entre os
tratamentos e as variaveis de motilidade e vigor 180 minutos apés a coleta. Porém,
tanto o vigor quanto a motilidade diferiram ao longo do tempo no grupo que recebeu
suplementacdo, sendo as meédias do dia 56 superiores aos dias 0, 7, 14, 21 e 28
(TABELA 4).
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O teste de termorresisténcia possui grande aceitacdo para bovinos por predizer
a longevidade dos espermatozoides e possuir relacdo positiva com a fertilidade
(DIMITROUPOLOQS, 1967). Supde-se que a oferta de suplementagéo pode influenciar
na durabilidade do sémen (SELVARAJU et al., 2012), entretanto, neste experimento,
nao foi possivel observar um padréo claro dessa influéncia, ainda assim, ambos os
grupos possuiram boas medias de motilidade ao final do teste de Termorresténcia.

N&o houve diferenca (P > 0,05) entre as concentracdes esperméticas e
espermatozoides totais, nos dois grupos. Nos animais que receberam suplementacao

€ observado um aumento da concentracdo no dia 63 em relacdo ao dia 14 (Tabela 5).

Tabela 5: Médias +* erro-padréo da concentragao (x10°® sptz/mL) e numero total de
espermatozoides (x10° sptz), de touros puberes, % Holandes/Gir, em dieta controle
(n=6) e recebendo flushing nutricional (n=6).

Concentracéo
(x108) sptz/mL

Total de espermatozoides
(x108) sptz

Dias Suplementacéo Controle Suplementacéo Controle

0 50,8 + 20,44% 189,2 + 108,6"2 558,3 + 411,974 873,2 + 423,4%2
7 86,9 + 44,0 37,6 £ 26,74 971,6 + 494,473 235,6 + 178,172
14 13,5+ 6,7 13,5 + 6,0 94,1 + 44 5" 110,5 + 48,4"2

21  173,7 + 56,87 114,1 + 35,142 2083,4 + 769,742 945,5 + 324,82
28  150,0 + 35,07 187,9 + 53,072 923,3 + 313,5%a 1559,0 + 665,742
35  146,7 + 47,773 161,7 + 66,072 1295,6 + 447,47 1179,2 + 453,8%a
42  146,7 + 29,57 69,6 + 30,742 1420,6 + 294,94 420,0 £ 220,17
49  139,2 + 36,77 67,1 + 26,772 1432,3 + 412,6°% 424.6 + 172,37
56 106,7 + 36,8"a 103,3 + 38,8"2 1113,2 + 473,87 830,7 + 409,82
63 229,6 + 63,4 88,8 + 23,3" 1609,0 + 546,243 673,3 + 288,42
70 109,2 + 32,6/ 136,8 + 57,8 1869,6 + 633,14 1152,5 + 475,242

Letras mindsculas iguais ndo se diferenciam estatisticamente na coluna a 5% de probabilidade.
Letras mailsculas iguais ndo se diferenciam estatisticamente na linha a 5% de probabilidade

De acordo com diversos estudos, a oferta de suplementacao pode potencializar
a espermatocitogénese e espermiogénse, por aumentar sintese e libertacdo de GnRH
e consequentemente LH, que age nas células de Sertoli (DENNISTON et al., 2003;
BRINSKO, 2004; BALL; PETERS, 2006).

No entanto, a auséncia de diferenca entre as concentracdes do grupo
suplementado com o grupo controle pode ser decorrente da fase em que todos os
touros encontravam-se, ou seja, na puberdade. Durante essa fase, ha uma melhora
gradativa das caracteristicas seminais, tais como concentracdo espermatica
(FRENEAU, 1991), porém a estabilizacdo do desenvolvimento sexual s6 acontece em
torno de 16 a 20 semanas apos o inicio da puberdade (RAWLINGS et al., 2008).
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Ao analisar a morfologia espermatica, foi obtida diferenca (P<0,05) nos defeitos
morfologicos totais entre 0s grupos, em que 0s animais suplementados possuiram
média inferior (17,7+4,33) aos do grupo controle (30,4+4,28). Nao houve interacdo
entre o efeito dia e tratamentos. No grafico 3 é observada uma tendéncia de reducéo

dos defeitos morfoldgicos totais.
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Gréfico 3: Gréafico em pontos (médias) dos defeitos morfolégicos totais (%) avaliados
nos dias 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63 e 70 de touros ¥ Holandés x Gir, puberes,
recebendo suplementacédo proteico/energética (n = 6) e sem suplementacao (controle,
n==6).

N&o houve diferenca entre as medias totais dos grupos que receberam
suplementacao e controle, nem interacdo entre efeito dia x tratamento para defeitos
morfolégicos maiores. Pode ser observado uma tendéncia reducional dos defeitos
morfologicos para ambos os grupos ao decorrer dos dias, como demonstrado no
grafico 4.
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Gréfico 4: Grafico em pontos (médias) dos defeitos morfoldégicos maiores (%)
avaliados nos dias 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63 e 70 de touros % Holandés x
Gir, puberes, recebendo suplementacdo proteico/energética (n = 6) e sem
suplementacao (controle, n = 6)

Para os defeitos morfolégicos menores, foi observada diferenca entre as
médias totais do grupo que recebeu suplementacdo (9,98+2,70) e o controle
(23,4+2,67), ndo houve interacdo entre o efeito dia x tratamento. Seguindo o0 mesmo
padrdo dos defeitos morfolégicos totais, verifica-se no grafico 5 uma tendéncia a
reducdo de defeitos morfolégicos menores para os animais suplementados, enquanto
que para os animais controle encontra-se um acentuado aumento na porcentagem de

espermatozoides defeituosos.
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Gréfico 5: Gréfico em pontos (médias) dos defeitos morfologicos maiores (%)
avaliados nos dias 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63 e 70 de touros ¥ Holandés x
Gir, puberes, recebendo suplementacdo proteico/energética (n = 6) e sem
suplementacao (controle, n = 6).

Esses dados sugerem que a utilizacdo de suplementacao proteico/energética
levou a diminuicdo de patologias espermaticas. Tufarelli et al., (2011) citam que uma
possivel explicacdo para diminuicdo da porcentagem de defeitos morfolégicos é
relaciona-las aos niveis de testosterona séricos, uma vez que a maior quantidade de
anamolias € atribuidas a pertubacbes na funcdo do epididimo devido a niveis
subnormais de testorerona (TUFARELLI et al., 2011). Porém, ndo é possivel afirmar
essa hipétese no presente estudo, uma vez que néo foi realizada a mensuracdo da
testosterona sérica total.

Sabe-se que h& uma correlacdo genética favoravel entre as caracteristicas
morfolégicas dos espermatozoides e o perimetro escrotal de touros (SIQUEIRA,
GUIMARAES e PINHO, 2013). As correlacdes genéticas registradas por Dias e
colaboradores (2008) entre perimetro escrotal e defeitos morfolégicos totais e
menores foram de -0,67 e -0,12, respectivamente, ou seja, a medida que se aumenta
0 perimetro escrotal, ocorre uma reducdo nas patologias espermaticas. Esse
resultado indica associacdo favoravel entre o desenvolvimento testicular e as
caracteristicas morfolégicas desejaveis (SIQUEIRA, GUIMARAES e PINHO, 2013).
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Numericamente os defeitos morfoldgicos mais encontrado em ambos 0s grupos
durante o periodo experimental foi: gota citoplasmatica proximal, cauda fortemente

dobrada ou enrolada e gota citoplasmética distal, como mostrado na figura 8.

Figura 8: Espermatozoides de bovinos com patologia morfoldégica, em aumento de
400x. a- gota citoplasmatica proximal, b- cauda fortemente dobrada ou enrolada, c-

gota citoplasmatica distal.
Fonte: Arquivo Pessoal.

A cauda fortemente dobrada ou enrolada € uma alteracdo que ocorre durante
a maturacdo espermatica, onde por alguma alteracdo, como choque osmotico por
exemplo, faz o que as caudas se dobrem depois de formadas. Assim como a gota
citoplasmatica proximal, sdo defeitos morfolégicos maiores, segundo a classificagéo
de Blom (1973), e séo alteragbes caracteristicas de animais em inicio ou final de
processo de degeneracao testicular ou imaturidade sexual (ARRIOLA et al., 1985;
BARTH E OKO,1989; ARRUDA et al., 2015). Sendo assim, os achados morfolégicos
encontrados sdo condizentes com o esperado, uma vez que 0sS animais em estudo
estavam na puberdade, portanto, imaturos sexualmente.

O teste relativo a integridade funcional da membrana plasmatica (hiposmatico)
nao apresentou diferencas nos animais suplementados e os do grupo controle. Houve
diferenca entre os dias 14 e 35 dentre os animais que receberam suplementacéo,
porém, essa diferenca ndo indica nenhum padrdo de melhora ao longo do tempo
(TABELA 6). Esses resultados se diferenciam dos encontrados por Souza et al.,
(2010) e Selvaraju e colaboradores (2012) que relacionaram a oferta de

suplementacdo com melhora da integridade funcional da membrana plasmatica.
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Tabela 6: Média + erro-padréo do teste do Hiposmaético em funcéo dos dias, em touros
puberes, % Holandés/Gir, em dieta controle (n=6) e recebendo suplementacao (n=6).

Hiposmoético (%)

Dias Suplementacao Controle

DO 47,83 + 9,907 39,62 + 10,6742

D7 41,17 + 7,567 42,58 + 5,354
D14 39,33 + 12,067° 35,25 + 7,594
D21 37,67 + 6,627 43,17 + 6,824
D28 40,00 + 6,924 42,08 + 6,534
D35 47,12 + 12,8342 61,80 £ 11,2342
D42 71,33 £ 6,57A% 61,00 + 8,4442
D49 62,62 + 5,244 43,92 £ 5,274
D56 67,42 + 5,93A% 42,67 + 7,314
D63 69,50 + 7,967 43,17 £ 4,607
D70 53,92 + 8,544 40,25 + 8,774

Letras minusculas iguais ndo se diferenciam estatisticamente na coluna a 5% de probabilidade.
Letras maiusculas iguais n&o se diferenciam estatisticamente na linha a 5% de probabilidade.

No teste da libido, ndo houve diferencas (P>0,05) entre os tratamentos e no
decorrer dos dias (Tabela 7). Esse achado contradiz estudos realizados em carneiros
suplementados para aumentarem em 10% o peso vivo em 65 dias (GUAN et al., 2014).

A oferta de suplementacdo promove o ganho de peso (DANCE et al., 2015;
GRESSLER et al., 2015; GOTTARDI et al., 2014; GUAN et al., 2016; TUFARELLI et
al., 2011) e aumento dos niveis séricos de hormodnios metabdlicos, tais como: leptina,
insulina e IGF-1 (DANCE et al., 2015). Esses hormonios, de forma direta ou indireta,
atuam potencializando e/ou estimulando a liberagdo de LH pela hipofise. Nos
testiculos, o LH age nos receptores de membrana das células de Leydig, que séo
estimuladas a converter colesterol em testosterona (BRINSKO, 2004). A Testosterona
€ o0 hormdnio responsavel por promover e manter as caracteristicas sexuais

associadas a masculinidade, qualidade seminal e libido (BARROS et al., 2012).

Tabela 7: Numero de touros com escore de libido classificado como: Questionavel
(QN), Bom (BO), Muito bom (MB) e Excelente (EX) de acordo com 0S grupos
(Suplementacéo e Controle) e dia de avaliacao.

Dia 0 Dia 35 Dia 70
QN BO MB EX QN BO MB EX QN BO MB EX
SUPLEMENTACAO 1 0 1 4 0 2 1 3 0 0 1 5

CONTROLE 0 2 3 1 0 1 3 2 0 0 4 2
N&o houve diferengas significativas (P>0,05) pelo teste de Freeman-Halton ou teste exato de Fisher.

Grupos
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Em contrapartida, tais resultados corroboram com os achados por Aurélio
(2008), que suplementou com nutracéutico touros nelores criados extensivamente.

E possivel afirmar que, pelo fato de a maioria dos touros terem seus escores
de conduta sexual classificados como “muito bom” ou “excelente” logo no primeiro dia
de avaliacdo da libido, seja o motivo pelo qual néo ter sido observada uma melhora
significativa nessa avaliacdo. Além disso, os animais eram mesticos, cruzamento das
racas Holandés e Gir, que geneticamente apresentam melhor eficiéncia reprodutiva,
com melhor desempenho reprodutivo (RUAS et al., 2014).

Para o tempo de reacédo, ndo houve diferengas (P> 0,05) entre os tratamentos
e no decorrer dos dias para os bovinos que receberam a suplementacéo. Porém, os
animais do grupo controle apresentaram diferencas com reducéo do tempo de DO para
D70 (tabela 8).

Tabela 8: Média + erro padrdao do tempo de reacdo (minutos) no teste de eficiéncia
em conduta sexual de touros puberes, ¥ Holandés/Gir, em dieta controle (n=6) ou
recebendo suplementacdo (n=6).

Tempo de Reacdo (minutos)

Dias Suplementacéo Controle
DO 7,42 +2,38% 10,17 + 2,307
D35 7,50 £ 2,467 6,58 + 1,82Aab
D70 4,10 £ 1,107 1,93 + 0,94A°

Letras minUsculas iguais nao se diferenciam estatisticamente na coluna a 5% de probabilidade.
Letras mailsculas iguais nao se diferenciam estatisticamente na linha a 5% de probabilidade.

Segundo Costa e Silva (2002), a nutricdo ndo possui efeito sobre a libido,
exceto diante de uma subnutricdo grave, afetando fisicamente o animal e impedindo
de realizar a monta. Sendo assim, é provavel que a oferta de flushing ndo tenha
acelerado o tempo de reacdo dos animais.

A reducdo do tempo de reacdo observado no grupo controle entre o inicio (DO)
e o final (D70) do experimento pode estar relacionado com a memoria sexual. Ao
conduzir a avaliagdo da libido, os touros eram manejados de forma que tivessem
acesso visual do curral onde o teste era realizado, proporcionando-lhes uma previa
estimulacdo através a conduta de outros touros frente a fémea em estro. O estimulo
visual, bem como a memoria de experiéncias sexuais positivas, afeta de forma muito

favoravel o comportamento reprodutivo em touros (SENGER, 2004).
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Apesar de esperado, ndo foi observada diferenca (P>0,05) entre os grupos controle e
suplementados para os niveis séricos de insulina.

Em relacdo aos dias de tratamento, houve aumento nos niveis séricos de
insulina do ultimo dia de tratamento em relacdo ao primeiro para os dois grupos

experimentais (Gréfico 6).

H DO D35 mD70
160
a

140 ab a

120
= ab
£ 100 b
b
£
< 80
£
3 60 i
£

40 b

0

Suplementagao Controle

Tratamentos

Gréfico 6: Grafico em barras demonstrando as diferengas (P< 0,05) das médias * erro
padrdo dos niveis séricos de insulina (ng/mL) entre os dias (DO, D35 e D70) nos

grupos com e sem administragéao de flushing.
a, b Diferenca significativa entre os dias de tratamento

A maior ingestdo de alimentos, aumenta a secrecdo de insulina (ZHANG et
al., 2005b), essa substancia possui receptores presentes no hipotdlamo (BLACHE et
al., 2002), e sinaliza o estado nutricional do animal para o hipotalamo via
neuropeptideos Y (DANCE et al.,, 2015). Sendo assim, serd responsavel por
desempenhar um papel importante na reproducéo, atuando na regulacéo da sintese
de GnRH e, consequentemente, controlar a secregcéo das gonadotrofinas.

O néo aparecimento de diferenca em relacdo a insulina entre os tratamentos e
aumento substancial dos niveis séricos de insulina com o passar dos dias para os dois
grupos pode, mais uma vez, estar relacionado a fase de puberdade dos animais.
Nesse periodo, os animais estdo passando por alteracfes nos padrdes de producgéo
e liberacdo dos hormoénios gonadotroficos e androgenos (BALL, PETERS, 2006).

Como ainsulina € um dos principais hormdnios metabdlicos relacionado a reproducao
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(BLACHE et al., 2002), pode ser que tenha sofrido influéncia dessas alteracbes

hormonais presentes na puberdade.
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5 CONCLUSAO

A oferta de suplementacdo nao interferiu no comportamento sexual dos
animais. O tratamento teve interferéncia positiva em algumas caracteristicas
importantes na qualidade seminal, como defeitos morfologicos. As variaveis
circunferéncia escrotal, peso e ganho médio diario sédo altamente relacionadas a
precocidade e ganho reprodutivo, e foram positivamente influenciadas pelo

tratamento.
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ANEXO A: Ficha de Avaliagdo de Exame Androldgico
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Nome do animal: N2 de identificagdo:
Data de nascimento: Idade:

Raga: Peso:

Dia: N2 da coleta:

Exame geral/Palpagio:

Conduta Sexual:

( ) Questionavel ( )Bom ( ) Muito Bom ( ) Excelente Pontuacdo:
EXAME DO SISTEMA GENITAL: TESTICULO E ESCROTO
Simetria Consisténcia Mobilidade

( ) Simétrico ( ) Ndo simétrico  ( ) Tensa-elastica ( ) Flacida ( ) Firme () Sim ( )N&o
Em caso de alteragdo ( ex. dor) descrever:

Perimetro escrotal (cm): Espessura: Comprimento:
TD: TE: TD: TE:
AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS MACROSCOPICA DO SEMEN:
Volume (ml): Aparéncia: ( ) Cremosa ( ) Leitosa ( )Aquosa

Cor: ( ) Esbranquicada ( ) Branca ( ) Amarelada ( ) Outras

AVALIACAO MICROSCOPICA DO SEMEN:

Movimento de massa Motilidade: Vigor: Concentragdo (ml):

Teste de termo-resisténcia (TTR)

Tempo- Tempo- Tempo-90min Tempo- 120min | Tempo- Tempo-
30min Mot: | 60min Mot: Mot: 150min 180min
Vigor: Mot: Vigor: Vigor: Mot: Mot:
Vigor: Vigor: Vigor:
Teste hiposmatico (integridade de membrana):
N° de sptz integro: N2 de sptz com cauda dobrada:
% cauda dobrada: Calculo: %cauda dobrada (____) - %patologiade cauda (___ )=
Morfologia espermatica (patologia)
a-Cabeca delgada Acrossoma
b-Cabe¢a pequena normal A-Gota citoplasmatica proximal
c-Cabeca larga B-Cabeca subdesenvolvida
d-Cabeca gigante C-Cabeca piriforme
Defeitos e-Cabeca curta D-Cabeca estreita na base
Menores f-Cabeca isolada normal ) E-Cabeca isolada patoldgica
g-Insercdo de cauda abaxial Def'enos F-Cabeca pequena anormal
h-Inser¢do cauda retroaxial/obliqua Maiores G-Cabega contorno normal
i-Cauda dobrada ou enrolada H-“Pounch formation”,
j-Gota citoplasmatica distal I-Formas teratogénicas
k-Destacamento de acrossoma J-Patologias da peca

intermediaria

K-Cauda forte. enrolada/dobrada

Total de defeitos espermaticos em % L-Cauda enrolada na cabeca
Defeitos Menores M-Cauda dobrada com gota distal
Defeitos Maiores Obs:

Defeitos Totais




ANEXO B — Ficha de Avaliacéo da libido
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NOTA CONDUTA SEXUAL PONTUACAO
00 Touro ndo mostrou interesse sexual pela vaca. Apatico Questionavel
01 Identificacdo da vaca no cio (cheirar a vulva) Questionavel
02 Cheirar a vulva da vaca e persegui-la insistentemente Questionavel
03 Intencéo de monta sem salto com mugido, deslocamento ou masturbacéo Questionavel
04 Tentativa de monta sem o pénis em exposi¢do Bom
05 Uma tentativa de monta com pénis em exposi¢do Bom
06 Duas ou mais tentativas de monta com o pénis em exposicéo Bom
07 Uma ou mais montas incompletas sem o pénis exposto Muito Bom
08 Uma ou mais montas incompletas com o pénis exposto Muito Bom
09 Uma monta completa Excelente
10 Duas montas completas, seguidas ou ndo de interesse sexual Excelente

Nome: Numero:
Idade: Peso:

Data/Horario da avaliacdo/Local:

Pontuacdo Tabela de Libido

Observagoes:




