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RESUMO
VIEIRA, Marcelo Brandi. Influéncia da somatotropina recombinante bovina
(rBST) sobre parametros metabodlicos, hormonais e de qualidade de
sémen em touros. 2007. Dissertagao (Mestrado) - Programa de Poés- Graduagao

em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas.

O horménio do crescimento (GH) possui como principal fungao realizar a proliferagao
e desenvolvimento celular, participando também de processos relacionados ao
sistema imune e a reprodugdo. O efeito do GH é exercido pelo IGF-I (fator de
crescimento semelhante a insulina 1), que € um hormonio polipeptidico mitético
secretado por todas as células que realizam mitose. A partir do desenvolvimento da
forma recombinante da somatotropina recombinante bovina (rBST) foram
desenvolvidos inumeros estudos relacionados a produgao de leite e carne em
animais de producdo. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do rBST sobre
marcadores metabdlicos relacionados ao metabolismo energético, protéico, mineral
e hepatico, bem como avaliar o seu efeito nas concentragdes de IGF-I, insulina e nos
parametros de qualidade de sémen em touros. Este estudo foi realizado na central
de inseminagdo artificial ABS/PECPLAN, com 20 touros de racgas
predominantemente européias. Estes animais foram divididos em dois grupos, sendo
que um grupo recebeu a aplicagao do placebo (solugéo fisiolégica, NaCl 0,9%) e
outro rBST (Lactotropin®Elanco Satde Animal). Foram realizados 5 coletas de
sangue para avaliagdo dos marcadores metabdlicos e hormonais e 6 coletas de
sémen com posterior congelamento para a realizagdo das correspondentes
avaliacbes de sémen. De acordo com os resultados nao foi observado (P > 0,05)
efeito do rBST nas avaliagbes dos marcadores metabdlicos, exceto nas
concentragbes da enzima hepatica gama - glutamiltransferase (GGT), que foi mais
elevada no grupo que recebeu o rBST (P < 0,05), mas de acordo com os padrdes
fisiolégicos. Nas avaliagcbes hormonais os niveis de IGF-I foram mais elevados no
grupo tratado com rBST (P < 0,05), ndo sendo, porém, observadas diferengas para
os niveis de insulina (P > 0,05). Em relagdo as avaliacbes de sémen, ndo foram
observadas diferengas entre os dois grupos (P > 0,05) na motilidade e morfologia
espermatica avaliadas no periodo pré-congelamento. Nas avaliagdes pos-

congelamento que incluiam a motilidade, morfologia, integridade de membrana



plasmatica por sondas fluorescentes e pelo teste hiposmaético foram observadas
diferencas (P < 0,05) entre os grupos, sendo demonstrado melhores indices no
grupo que recebeu o tratamento com rBST. Desta forma pode-se observar que o
rBST, além de elevar o niveis de IGF-I, influenciou positivamente as caracteristicas
seminais avaliadas no pos-congelamento sem que tivesse ocasionado desequilibrio
no metabolismo dos animais tratados, ja que as concentragcdes dos marcadores
metabodlicos avaliados estavam de acordo com os padrbes fisiolégicos para a

espécie bovina.

Palavras chave: metabolismo, touros, rBST, reproducao



ABSTRACT

VIEIRA, Marcelo Brandi. Influence of bovine recombinant somatotropin (rBST)
on metabolic parameters, hormones and semen quality of bulls. 2007. Master’s
Dissertation - Programa de Pés- Graduagao em Veterinaria. Universidade Federal de

Pelotas.

The growth hormone (GH) have as main function improve proliferation and cellular
development, but also participates of processes related to the immune system and
reproductive function. The effect of GH is exerted by the IGF-I (insulin-like growth
factor |), that is a hormone polypeptidic mitotic secreted by all cells that carry through
mitosis. Since the development of the recombinant form of the bovine recombinant
somatotropin (rBST) various studies have been developed on milk and meat
production in farm animals. The objective of this study was to evaluate the effect of
rBST on metabolic markers of energetic, protein, mineral and hepatic metabolism, as
well as, to evaluate its effect on concentrations of IGF-I, insulin and quality
parameters semen in bulls. This study was carried in central of artificial insemination
ABS/PECPLAN using 20 bulls of european breeds. These animals were divided in
two groups, a group that received a placebo application (NaCl, 0.9%) and another
that received rBST (Lactotropin®/Elanco Animal Health). Five blood collections for
evaluation of metabolic and hormonal markers and 6 semen collections with posterior
freezing for the accomplishment of the corresponding semen evaluations. There was
no effect of rBST (P > 0,05) in metabolic markers, except in the concentration of
gamma- glutamyltransferase (GGT), that increased in the group that received rBST
(P < 0,05), but inside the physiological range, in the hormones evaluations, IGF-I
increased in the group treated with rBST (P < 0,05), but there wasn’t difference in the
insulin concentrations (P > 0,05). In relation to the semen evaluations, there were no
differences observed (P > 0,05) in motility and morphology evaluated in the period
before freezing. In after freezing evaluations, being that motility, morphology, integrity
of plasmatic membrane by fluorescent sounding leads and the hiposmotic test,
differences have been observed (P < 0,05) between groups, showing beneficial effect
of rBST in these characteristics. In this way can be observed that rBST, beyond
raising the IGF-I levels positively influenced the seminal after freezing characteristics

evaluated without causing disequilibrium in the metabolism of treated animals since
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the concentrations of the evaluated metabolic markers were in accordance with the

physiological standards for the bovine species.

Keywords: bulls, metabolism, rBST, reproduction.
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INTRUDUCAO GERAL

Atualmente, a pecuaria de corte esta retomando o seu crescimento
econdmico através da valorizagado dos precos, ocasionada pela diminuicao da oferta
de animais jovens, ja que no ano de 2006 foram abatidos um numero recorde de
matrizes no Brasil, chegando a 40% do total de animais abatidos (IBGE). Neste
contexto, em que se faz necessario aumentar os indices de produtividade, os touros
representam uma categoria animal de importante influéncia na pecuaria, pois além
de participarem do processo de concepgao, sao responsaveis por grande parte do
melhoramento genético do rebanho, seja com a utilizacdo do sistema da monta
natural ou inseminacéo artificial (Venter, 1982; Nichi, 2006). Porém, poucos estudos
tém sido desenvolvidos com esta categoria animal, principalmente no que diz
respeito as interagbes entre o metabolismo e a reproducéo (Yilmaz et al., 1999;
Roudebush et al., 2001).

A utilizagdo da forma recombinante do hormdnio do crescimento (rBST), que
se deu inicio da década de 80, tem sido utilizada principalmente para estimular a
produtividade de leite e carne em animais de produgéao (Sirotkin, 2004). O horménio
do crescimento (GH) é descrito como um horménio anabdlico, envolvido com
inumeras fungdes no organismo, sendo o principal responsavel pelo crescimento e
desenvolvimento celular, atuando também nos sistemas imune e reprodutivo. O
tratamento com o GH possui efeito lipolitico, promovendo a liberagdo de acidos
graxos nao esterificados na circulagao sanguinea (McDowelL & Annison,1991). O
tratamento também promove uma maior retengdo de nitrogénio, diminuindo o
catabolismo protéico (Breier, 1999). Receptores deste hormdnio foram detectados
em varios tecidos, dentre eles os tecidos reprodutivos do macho e da fémea,
exercendo uma fungao enddcrina e paracrina (Hull and Harvey, 2000 a,b, 2001;
Kaiser et al., 2001; Marchal et al., 2003).

A funcdo do GH é exercida pelo IGF-I (fator de crescimento semelhante a
insulina 1), que é um polipeptideo mitdtico secretado por todas as células
mitogénicas. O figado sob o estimulo da liberagdo pulsatii do GH pela hipofise
anterior € o 6rgao responsavel pela maior produgao de IGF-I (Jones & Clemmons,
1995).

A utilizagdo do GH em machos iniciou em humanos que apresentavam atraso

na puberdade associada a deficiéncia deste horménio, condicdo que a partir do
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tratamento com GH foi normalizada (Gravance et al., 1997; Breier et al., 1998).
Também pode se observar a sua influéncia na esteriodogénese e na
espermatogénese através da deteccdo de receptores de IGF-I nas células de
Leydig, as quais sob o estimulo deste hormdnio aumentam a sensibilidade de seus
receptores ao LH (Spiteri-Grech et al., 1992). Além disso, o IGF-I é capaz de
estimular a proliferagdo das células de Sertoli em animais pré-puberes (Roser,
2001). A maior producdo de IGF-I testicular é realizada pelas células de Sertoli,
sendo também produzido pelas células de Leydig (Handelsman et al., 1985; Spiteri-
Grech & Nieschlag, 1993; Gnessi, 1997). Segundo Groenewegen et al. (1990) a
administracao de rBST induz aumento nos niveis plasmaticos de IGF-I em touros.

Embora o sémen bovino apresente boas caracteristicas de congelabilidade,
cerca de 50% da viabilidade espermatica € perdida durante a criopreservacdo do
sémen (Watson, 1995), ocasionados pelo estresse térmico e osmotico. Desta forma
€ importante que o processo de espermatogénese ocorra de forma plena em
equilibrio com os mecanismos enddcrinos, para que as células espermaticas
suportem o processo de congelamento apresentando boas taxas de fertilizagdo. A
hipotese deste estudo é que o tratamento com rBST influencia os marcadores do
metabolismo energético, protéico, mineral e hepatico, assim como os niveis de IGF-I,
insulina e os parametros qualitativos de sémen de touros.

Neste contexto o objetivo desta dissertagéo foi avaliar o efeito do tratamento
com rBST sobre os marcadores do metabolismo energético (triglicerideos e
colesterol), protéico (uréia), mineral (fosfatase alcalina e fésforo) e hepatico
(aspartato aminotransferase — AST e gama - glutamiltransferase- GGT) de touros
(Artigo 1). Outro objetivo foi avaliar o efeito do rBST sobre os niveis de IGF-I,

insulina e sobre as caracteristicas de qualidade de sémen de touros (Artigo 2).
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ARTIGO 1

Efeito da somatotropina recombinante bovina (rBST) sobre os niveis de

marcadores metabdlicos de touros

Effect of bovine recombinant somatotropin (rBST) on metabolic markers of bulls

Artigo formatado conforme as normas da revista Domestic Animal Endocrinology



Resumo

Muitos estudos relacionados ao metabolismo vém sendo desenvolvidos avaliando a
influéncia do horménio do crescimento (GH) na produtividade de leite e carne em
animais de producdo. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do rBST sobre os
marcadores energéticos, protéico, minerais e hepaticos de touros mantidos em semi-
confinamento. Este experimento foi realizado na central de inseminacao artificial
ABS/PECPLAN situada no municipio de Rosario do Sul, RS. Foram utilizados 20
touros de racas predominantemente européias, sendo divididos aleatoriamente em
dois grupos (Gl e Gll), para que no Gl fosse administrado via subcutédneo duas
doses de placebo (NaCl, 0,9%) e o Gl fosse administrado o rBST (Lactotropin®), na
mesma via e frequéncia de aplicagdo. Foram realizadas 5 coletas de sangue para
avaliacao de TAG e colesterol como marcadores energéticos, uréia, como indicador
protéico, fosfatase alcalina e fésforo como marcadores minerais e as enzimas
aspartato aminotransferase (AST) e a gama glutamiltransferase (GGT) como
indicadoras da funcao hepatica. O intervalo definido para os tratamento e coletas foi
de 14 dias. De acordo com os resultados, o rBST néo influenciou os marcadores
energéticos, minerais, e protéico, exceto a enzima hepatica GGT (P < 0,05), o
mesmo nao ocorrendo com a AST. Estes resultados indicam que a utilizacdo do
rBST em touros n&o alterou metabolismo, pois os parametros avaliados mantiveram-
se de acordo com os padrdes fisioldgicos, incluindo a enzima GGT.

Palavras chave: metabolismo, rBST, touros.



Abstract

Many studies related to the metabolism come being developed evaluating the
influence of the growth hormone (GH) in the productivity of milk and meat in
production animals. The objective of this study was to evaluate the effect of rBST on
metabolic markers for energy, protein, mineral and hepatic metabolism of bulls kept
in semi-confinement. This experiment was carried in ABS/PECPLAN located in
Rosario do Sul, RS. Twenty bulls were used for this experiment, of european breeds,
being divided in two groups (Gl and Gll), in Gl was administered subcutaneous
doses of placebo (NaCl, 0.9%) and in Gll was administered rBST 2 times. Five blood
collections for evaluation of TAG and cholesterol as energetic metabolism markers,
urea, as proteic marker, alkaline phosphatase and phosphorus as minerals markers
and aspartate aminotransferase (AST) and gamma glutamyltransferase (GGT) as
indicators of the hepatic function. The interval between treatment and collections was
14 days. rBST did not influenced the energetic, mineral and proteic markers, except
the hepatic enzyme GGT (P < 0,05), the same not was observed for AST. These
results indicate that the use of rBST in bulls did not affect metabolism, with the
evaluated parameters remaining in the physiological range, including GGT enzyme.

Key words: metabolism, bulls, rBST.



Introducéo

Estudos relacionados ao efeito da somatotropina (horménio do crescimento -
GH) comecgaram a ser desenvolvidos proximo ao ano de 1980 com a sintese em
larga escala da forma recombinante do horménio do crescimento (rBST), sendo
utilizado para tratamento de desordens do crescimento em humanos ou para a
estimulagao da producgao de leite e carne em animais de produgao [1].

O GH esta associado com o crescimento e desenvolvimento celular, sistema
imune e outros processos, sendo descrito como um agente anabdlico [2].
Desempenha também um importante papel no controle do metabolismo e
diferenciagcdo celular [3]. Estudos conduzidos com bovinos tratados com rBST
demonstraram um aumento na massa muscular e uma diminuicdo na
deposicdo de gordura [4-5-6-7-8-9-10]. Por estimular a sintese protéica, o
horménio aumenta a retencao de nitrogénio e fésforo para a producéo de ATP [4].

A acdo do GH é mediada pelo horménio IGF-I (fator de crescimento
semelhante a insulina 1) que é secretado por inumeras células mitogénicas, sendo
que o figado € o 6rgao responsavel pela sua maior produgéo [10]. Além de exercer
funcdes ja citadas o GH, participa também dos processos reprodutivos, sendo
encontrado receptores nas génadas masculinas e femininas [11-12-13-14-15-16].
Muitos estudos relacionados as interagées entre o metabolismo e o desempenho
produtivo dos animais vém sendo conduzidos com fémeas [15-17-18] porém, com
touros poucos estudos foram desenvolvidos.

As concentragbes dos metabdlitos sanguineos representam um indicador
imediato da condigao metabdlica do animal [19]. Sendo assim, o perfil metabdlico é
uma importante ferramenta para detectar alguns disturbios metabdlicos capazes de

gerar prejuizos a saude animal, fertilidade e a capacidade produtiva do rebanho [20].
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A hipdtese deste estudo € que a administragcao de rBST influencia as concentragdes
sanguineas de alguns marcadores bioquimicos do metabolismo energético, protéico,
mineral e hepatico.

O objetivo do presente estudo foi avaliar os niveis dos marcadores,
energéticos (colesterol e triglicerideos-TAG), protéico (uréia), minerais (fésforo e
fosfatase alcalina) e hepaticos (aspartato aminotransferase — AST e gama-
glutamiltransferase - GGT) de touros tratados com rBST mantidos em sistema de
semi-confinamento.

Materiais e Métodos

Este estudo foi realizado na central de inseminacéao artificial ABS/PECPLAN,
situada no municipio de Rosario do Sul, RS durante os meses de fevereiro a abril.
Foram utilizados 20 touros adultos de ragas predominantemente européias, sendo
todos mantidos nas mesmas condicbes ambientais e nutricionais, estando todos em
mesmo regime de coleta de sémen. A dieta fornecida aos animais era calculada de
acordo com as normas do NRC [21] para esta determinada categoria animal.

Aleatoriamente foram formados dois grupos (Gl e Gll), cada um formado por
10 animais, para que fosse administrado via subcutidneo duas doses de placebo
(solugcéo fisiolégica, NaCl 0,9%) no Gl e 500 mg/animal de rBST
(Lactotropin®Elanco Satde Animal) no GIl na mesma freqiiéncia e via de
administracdo. A administragdo do placebo foi realizada com o objetivo de que os
dois grupos fossem submetidos a mesma situagdo de estresse de aplicagdo do
produto. O intervalo de 14 dias entre as aplicagdes do rBST foi determinado,
considerando que o produto apresenta liberacédo e acao lenta [2].

Foram realizadas 5 coletas de sangue para a avaliagdo dos marcadores,

energéticos (colesterol e triglicerideos-TAG), protéico (uréia), minerais (fésforo e
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fosfatase alcalina) e hepaticos (AST e GGT) [22-23-24-25-26]. Na Figura 1 esta
demonstrado o esquema de tratamentos e coletas de sangue realizados neste
estudo.

As amostras de sangue foram coletadas de todos os animais no turno da
manha através de pungado da veia jugular, sendo divididas em 2 frascos: frasco 1,
contendo anticoagulante (EDTA 10g%) na propor¢cdo de 12 pyL/mL de sangue e
frasco 2, sem anticoagulante. Apds foram centrifugadas a 3500 rpm durante 15
minutos e divididas em dois tubos tipo eppendorff previamente identificados, dos
quais um foi congelado a -20°C e o outro resfriado a +4°C. A quantificagcdo dos
metabolicos foi realizada de acordo com os métodos colorimétricos através de kits
reagentes especificos (LABTEST®, Brasil) com a utilizacdo de espectrofotdmetro de
luz visivel FEMTO 435%, sendo respeitadas todas as exigéncias dos protocolos.

As concentragdes plasmaticas do colesterol foram determinadas nas
amostras de soros congelados (-20°C) e as andlises de TAG, assim como o fésforo,
fosfatase alcalina e uréia foram realizadas nas amostras de soro mantidas em
eppendorff a +4 °C. A enzima AST foi determinada em plasma refrigerado e a GGT
foi medida nas amostras congeladas. Durante todas as coletas foram realizados
avaliacdo do escore de condi¢cdo corporal (EC) de todos os animais utilizando a
escala numérica de 1 a 5 (sendo 1= magro e 5= gordo), conforme Lowman et al.

[27], sendo descritas suas frequéncias.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o procedimento GLM num
modelo fatorial de efeitos fixos: Yijx= p + Ai + Bj + (AB);j + Eix, onde: Yk € a variavel
resposta; y € a média geral; A é o efeito do fator tratamento; B; é o efeito do fator
periodo de coleta; (AB); € o efeito da interag&o (tratamento x coleta) e Ejx € o erro

aleatério. Para os parametros que apresentaram na analise de variancia valores de
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F significativo (P < 0,05), foi aplicado o teste de Tukey (5%) para comparar as
médias.

Para predizer o efeito do periodo de coleta sobre os parametros metabdlicos
em cada um dos grupos experimentais foi utilizada analise de regressao polinomial,
sendo os modelos escolhidos de acordo com a significancia dos coeficientes de
regressao (P < 0,05) e pelo coeficiente de determinagéo.

Resultados

Os resultados das médias (+ EPM) dos marcadores bioquimicos, de acordo
com os tratamentos e os dias das coletas sdo demonstrados na Tabela 1. Verificou-
se que a contribuicao isolada dos efeitos do tratamento com rBST sobre as médias
dos marcadores bioquimicos ndo foram relevantes (P > 0,05), sendo encontrado
apenas diferenga (P < 0,05) para a enzima hepatica GGT, em que no GIl foram
observadas maiores concentragbes. Na mesma tabela também pode ser observado
através dos valores de P a influéncia de cada fator (tratamento, coleta e a interagéo

entre os tratamentos e as coletas) ao modelo estatistico.

O efeito do periodo de coleta foi significativo (P < 0,05) para as concentragoes
de uréia, colesterol, TAG, AST e GGT, enquanto que as concentrag¢des da fosfatase

alcalina e fésforo ndo variaram ao longo do periodo de coleta.

Foram observadas interacdes significativas (P < 0,05) entre tratamentos e

periodo de coleta nos marcadores bioquimicos uréia, TAG e GGT.

Na Figura 2 sédo apresentadas as analises de regressao para os diferentes
periodos de coleta para predicao das concentracdes de marcadores bioquimicos em

animais tratados ou ndo com o rBST, cujo P tenha sido < 0,05.

Os niveis de uréia do Gl, através da equacao de regressao, demonstraram
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efeito quadratico (P < 0,05), ja os do Gll obtiveram efeito cubico (P < 0,05). Os niveis
de TAG e GGT melhor se ajustaram a um modelo cubico (P < 0,05) ainda que os
coeficientes de determinacdo ndo sejam muito altos. A enzima AST melhor se

ajustou a um modelo linear (P < 0,05) em ambos os tratamentos.

Em relagdo ao escore de condigdo corporal, 90% dos animais mantiveram
durante todas as coletas escore de condi¢cédo corporal 4 e 10% escore de condigcéo

corporal 5.
Discusséao

Durantes as coletas praticamente todos marcadores bioquimicos constituintes
do perfil metabdlico mantiveram-se de acordo com os padrdes fisiolégicos [28-29],
apenas os valores de TAG foram superiores e os de fésforo foram considerados
abaixo dos padrdoes normais para a espécie.

As concentracbes de uréia, que é um indicador dos niveis protéicos
administrados na dieta e do catabolismo protéico [30] ndo foram diferentes entre os
dois grupos (Tabela 1). O rBST possui agdo anabdlica, ocorrendo diminui¢do do
catabolismo protéico nos animais tratados com este horménio [10]. Possivelmente
este efeito ndo tenha sido observado nos animais tratados com rBST, de acordo com
os indices de uréia, pois 0s animais estavam em condicdo metabdlica estabilizada
sem degradacado de proteinas para ser utilizada como fonte energética e por
apresentarem alta condi¢ao corporal, durante todo o periodo do experimento.

Ainda que de acordo com os valores fisiolégicos ambos os grupos
apresentaram maiores concentragdes de uréia na coleta do dia 0 (Figura 2). Isto
pode estar relacionado a alguma alteragdo na fonte protéica da dieta ja que este

marcador € um indicador sensivel e imediato da ingestao de proteina [31].
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O colesterol, que possui importante fungdo metabdlica por ser constituinte das
membranas celulares, além de ser precursor dos hormdnios esterdides [32] nao
apresentou diferengas entre os grupos, demonstrando que o rBST nao influenciou
este marcador. O mesmo pode ser observado em um estudo conduzido por Prado et
al. [2] com novilhas submetidas a dose unica (rBST) ou a cada 14 dias. Da mesma
forma, Holzer et al. [33], avaliando dois niveis de energia na dieta e dois niveis de
rBST, administrados em intervalos de duas semanas, ndao observaram diferenca na
concentracdo de colesterol para os tratamentos que receberam doses de rBST. A
variagao dos niveis de colesterol durante as coletas, embora nao estivessem fora do
intervalo fisiolégico (80- 120 mg/dL), pode ter sido desencadeada por alguma
alteracao na fragao energética da dieta, ndo planejada na formulagdo da dieta e,
portanto, ndo detectada.

Em relagcdo ao TAG nao foram observadas diferengas entre os dois grupos,
porém, os niveis deste marcador se apresentaram elevados (Tabela 1), tanto no Gl
quanto no GlIl. Provavelmente esta elevacdo possa ter ocorrido pelo momento das
coletas em relagdo ao horario do dia, ja que o TAG possui uma grande variagdo nos
seus valores plasmaticos em funcdo do tempo decorrido entre a ingestdo de
alimento e a coleta de sangue [31]. Isto se deve a produgédo de quilomicrons logo
ap6s uma refeicdo rica em gordura, podendo resultar em aumento temporario do
triacilglicerol plasmatico [34].

Em estudos conduzidos com fémeas foi observado redugao dos niveis de
triglicerideos nos animais que receberam o tratamento com rBST [35], o que nao foi
observado em nosso estudo. A diferenga entre as coletas deste marcador também
pode ter sido ocasionada pelo momento das coletas, como citado anteriormente.

A fosfatase alcalina que € uma enzima indicativa de disturbios 6sseos
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apresenta-se elevada em casos de: osteomalacia, hipertireoidismo, tumor &sseo,
deficiéncia de vitamina D, raquitismo. Neste estudo os valores deste marcador
apresentaram-se estabilizados, ndo sendo influenciado pela agcdo do rBST. Em
pequenos animais esta enzima pode servir para diagnéstico de doengas hepaticas,

sendo de pouca importancia em doencas hepaticas de ruminantes [31].

O fésforo que possui como principais fungdes estruturar a matriz dssea,
compor as nucleoproteinas e fosfolipidios, ndao foi influenciado pelo tratamento
(Tabela 1), mantendo-se estabilizado durante o estudo. Os resultados em ambos os
grupos foram abaixo do intervalo fisiolégico para bovinos (2,0-9,6 mg/dL). Segundo
Kolb [4] em funcdo do GH estimular a sintese protéica, ocorre aumento da retencao
de nitrogénio e foésforo para a produgdo de ATP, o que pode gerar diminuigdo na
concentragao de fésforo na circulagdo sanguinea, o que nédo pode ser observado
neste estudo, pois a diminuicdo constatada foi nos dois grupos. Orr et al. [36],
demonstraram que animais mantidos em condicdes de estresse apresentam
diminuicao significativa nas concentragbes de fosforo e outros minerais.
Provavelmente as baixas concentragcdes de fésforo neste estudo possa ter sido
desencadeada por este fator, ja que o experimento foi realizado durante os meses
de fevereiro a abril em que os animais foram submetidos a condicbdes climaticas
desfavoraveis com altas temperaturas. A reducdo de fosforo causada por altas
temperaturas, também pode ser observada em um estudo conduzido com fémeas
durante o verao [37]. A deficiéncia de fosforo na dieta seria outra hipotese para que
os valores estivessem abaixo do fisiolégico, mas durante todo o estudo nao foi
constatado nenhuma manifestagao clinica de deficiéncia deste mineral, que seriam
principalmente a redugcdo do consumo de alimentos, queda de peso e falhas

reprodutivas [38]. No caso de disturbios na mineralizagdo, como na deficiéncia de
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fésforo, os valores da enzima fosfatase alcalina, a qual esta associada a formacéao
Ossea, estariam elevados [39- 40], o que nao foi observado neste estudo.

A enzima hepatica AST que esta associada a problemas hepaticos sendo
também um indicador de lesées musculares, ndo apresentou diferengas entre os
dois grupos, apenas ocorrendo variagao durante as coletas (Tabela 1), mas de
acordo com os parametros fisioldgicos.

A GGT que desempenha fungdo associada as membranas hepaticas
especialmente as dos epitélios dos ductos biliares [31], foi diferente entre os dois
grupos, sendo observado maiores concentragdes no grupo que recebeu o rBST (P <
0,05). Por ser uma enzima caracterizada por extrema sensibilidade [41], o aumento
nas concentracdes do Gll poderia ser justificado pela ampliagdo da fungao hepatica
ja que o rBST provoca profundas modificagbes no metabolismo dos lipideos
aumentando a mobilizacdo, a concentracdo plasmatica [42] e a taxa de oxidagao
[10] de acidos graxos nao esterificados que séo utilizados no figado como via
metabdlica alternativa [43].

Através das anadlises de regressao (Figura 2), pode-se observar que o0s
marcadores bioquimicos avaliados apresentaram um comportamento sensivel
durante as coletas, ocorrendo variagdes que podem ser visualizadas, por exemplo,
pelo efeito cubico (P<0,05) demonstrado pelos marcadores TAG e GGT em ambos
0s grupos. Estas oscilagbes também foram observadas nas concentragdes uréia que
apresentou efeito quadratico no Gl e cubico no Gll (P < 0,05). O unico marcador que
apresentou em ambos os grupos, efeito linear (P < 0,05) foi a AST.

De acordo com os resultados, a utilizagdo do rBST n&o provocou alteragdes
significativas nos marcadores avaliados, sem prejudicar o metabolismo animal, o que

€ importante para a atividade produtiva e reprodutiva do individuo.
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Os resultados obtidos demonstram que o tratamento com rBST ndao modificou
os marcadores energéticos, protéico e minerais, apenas influenciando nas
concentracdes da enzima hepatica GGT, o que nado ocorreu com a AST. Estes
resultados indicam que a utilizagdo do rBST em touros n&o alterou a homeostasia,
pois os parametros avaliados mantiveram-se de acordo com os padrdes fisiolégicos,
incluindo a enzima GGT.
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Tabela 1. Médias (x EPM) dos marcadores bioquimicos, de acordo com os

tratamentos e periodo das coletas.

Tratamentos Marcadores Avaliados
Uréia Colesterol TAG F.Alcalina Foésforo AST GGT
(mg/dl)  (mg/dL)  (mg/dL) (UL) (mg/dl)  (UIL) (UML)
Médias de acordo com 0S grupos
Gl-placebo 19,25 + 75,43 % 88,84+ 11,33 % 0,97+ 4255+ 2125+
0,82° 2,05° 3,78° 1,19° 0,112 0,46° 1,052
GlI-rBST 19,4 + 80,16 + 92,47+ 10,19 % 0,89+ 4337+ 27,08+
0,78 2 2,38° 4,30° 0,69° 0,18° 0,50° 1,01°
Coletas
Dia 0 25.74 + 81.11% 135.1+ 10.17 % 0.62+ 39.68+ 26.92+
1.00? 3.70% 4.56° 1.13° 0.02° 0.36° 1.19%
Dia 14 16.98 + 86.16 + 74.81% 8.28 + 0.78+ 4093+ 31.70+
0.91° 3.80° 3.14° 1.02° 0.03*  0.50" 1.93°
Dia 28 19.37 ¢ 77.82+ 84.65% 8.74 £ 090+ 4589+  23.83
1.11° 3.04% 4.80° 0.94° 0.03? 0.45°  +1.60"
Dia 42 17.74 69.57 + 85.37+ 12.68 + 149+ 4283+ 19.87+
+1.33° 3.05° 1.38° 1.94° 0.52  0.82° 106>
Dia 56 16.78+ 74.32+ 73.04+ 13.93+ 0.88+ 4547+ 18.79%
0.77° 299w 418 2.04% 0.04° 046" 4 o5
Valores de P
Tratamento N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. 0,05
Coleta 0,05 0,05 0,05 N.S. N.S. 005 0,05
Tratamento X 0,05 N.S. 0,05 N.S. N.S. N.S. 0,05
coleta

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey

(P < 0,05)

N.S.: nao significativo.
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Figura 1. Esquema das coletas e tratamentos realizados durante o estudo.

Legenda:

Dia 0: refere-se a primeira coleta de sangue para avaliagdo dos marcadores
metabdlicos e aplicagdo de placebo nos animais do Gl e 500 mg/touro de rBST no
Gll.

Dia_14: realizagdo da segunda coleta de sangue para analise dos marcadores
bioquimicos e a ultima aplicagao do placebo no Gl e rBST no GlI.

Dia 28: dia em que foi realizado apenas coleta de sangue.

Dia 42: idem ao dia 28.

Dia 56: ultima coleta de sangue.

—

DO D14 D28 D42 D56
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Figura 2. Analises de regressao das concentracbes de uréia, TAG, AST e GGT

ajustadas em funcao do periodo de coleta em cada um dos grupos experimentais.

Os graficos da esquerda representam o Gl e os da direita representam o GlI
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Resumo

O horménio do crescimento (GH) além de estar envolvido com o crescimento e desenvolvimento
celular, participa também de processos metabodlico-hormonais ligados a reprodugéo. O objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito do rBST sobre os niveis de IGF-I, insulina e sobre a qualidade de sémen de
touros. Este experimento foi realizado na ABS/PECPLAN, situada no municipio de Rosério do Sul,
RS. Foram utilizados 20 touros de racas européias, sendo divididos aleatoriamente em dois grupos
(Gl e GIl). O GI recebeu duas doses com intervalo de 14 dias de placebo e o Gll recebeu 500
mg/animal de rBST (Lactotropin®), na mesma freqiiéncia e intervalo de aplicagdo do GI. Para as
avaliagbes hormonais foram realizadas 5 coletas de sangue e para as avaliagdes de sémen 6 coletas
de sémen seguidas de congelamento. Nas avaliagbes do IGF-l foram observadas diferengas (P <
0,01) entre os grupos, demonstrando valores superiores no Gll, ja nas concentra¢des de insulina ndo
foram observadas diferengas (P > 0,05) entre estes. Nas avaliagdes de sémen do pré-congelamento
a motilidade e morfologia espermatica ndo apresentaram diferencas entre os grupos (P > 0,05). Em
relagcao as avaliagdes de sémen pods-congelamento, foram observadas diferencas (P < 0,05) entre os
grupos na motilidade (Gl 50,83 % + 1,72, Gll 56,25 % + 1,56), morfologia e nas avaliagbes de
integridade de membrana por sondas fluorescentes e pelo teste hiposmaético. Os resultados deste
estudo permitem concluir que o tratamento com rBST em touros aumenta os niveis de IGF-I,
influenciando positivamente a motilidade, a morfologia e integridade de membrana espermatica
avaliadas no pds-congelamento.

Palavras chave: touros, sémen, horménios metabdlicos.

Abstract

The growth hormone (GH) beyond being involved with the growth and cellular development, also
participates of on metabolic-hormones processes to the reproduction. The objective of this study was
to evaluate the effect of rBST on IGF-I, insulin and on semen quality of bulls. This experiment was
carried in ABS/PECPLAN, located in Rosario do Sul, RS. Twenty bulls of European breeds have been
used, divided in two groups (Gl and Gll). The GI received two doses of placebo with interval of 14
days and the GlI received 500 mg/bull of rBST (Lactotropin®) in the same frequency and interval of GI.
For hormonal evaluations 5 blood collections have been carried out and 6 collections for semen

freezing evaluations. In IGF-I evaluations differences (P < 0.01) between groups have been observed,
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showing increase in Gll, but no differences (P > 0,05) for insulin concentrations between groups have
been observed. In the semen evaluations during pay-freezing the motility and morphology had not
presented differences between the groups (P > 0,05). In relation to the semen evaluations after-
freezing, differences had been observed (P < 0,05) enter the groups in the motility (Gl 50.83% + 1,72,
Gll 56.25% £ 1,56), morphology and in the evaluations of integrity of membrane for fluorescent probes
and the hiposmatico test. The results of this study show that the treatment with rBST in bulls increase
the IGF-I levels, positively influencing the motility, morphology and integrity of sperm membrane in the
after-freezing.

Keywords: bull, semen, metabolic hormones.

Introducéo

A fertilidade e o mérito genético de um touro possuem impacto superior no desempenho de
um rebanho [1], pois o touro é responsavel por servir um determinado niumero de fémeas, deixando
um maior numero de descendentes do que uma fémea [2]. Devido a este fato a fertilidade dos touros
€ um fator extremamente importante para que o sistema de producao seja eficiente [3].

Esta categoria animal possui importante fungdo no que diz respeito ao melhoramento
genético, principalmente quando se utiliza a inseminagéo artificial [4] que é a biotecnologia mais
pratica e econbmica, quando bem utilizada [5]. Todavia o processo de congelamento da célula
espermatica provoca diminuigdo da fertilidade quando comparada com sémen fresco. Este prejuizo
surge da combinagdo de dois fatores, morte celular e dano na capacidade funcional da célula [6].
Embora o sémen bovino apresente boas caracteristicas de congelabilidade, ha alteracdes individuais,
em relacdo a qualidade de sémen, que ndo sdo totalmente conhecidas [7]. O horménio do
crescimento (GH) é um horménio pituitario que regula inUmeros mecanismos do crescimento animal,
metabolismo de nutrientes além de afetar as fungdes reprodutivas [8-9], porém com touros poucos
trabalhos foram realizados relacionando seu efeito com os processos reprodutivos e metabdlicos [10].
Varios tecidos reprodutivos possuem receptores para o GH, dentre eles as células gbnadais tais
como: células testiculares de Leydig, células da granulosa e da teca ovariana, células do cumulus,
utero, placenta, glandula mamaria e outros tecidos nado reprodutivos [11-12-13-14]. O principal
mediador da acdo do GH é o IGF-I (fator de crescimento semelhante a insulina 1), que é um

polipeptideo secretado por todas as células mitogénicas, sendo sintetizado principalmente no figado
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[13-15-16]. Em um estudo conduzido por Schwarz et al. [17] com novilhas pode ser observada
elevacgéao dos niveis de IGF-I apds aplicagdo exégena do GH.

O GH participa ativamente de processos reprodutivos dos machos como a esteroidogénese e
a espermatogénese [18-19-20]. As células de Sertoli sdo as principais fontes de IGF-I testicular, além
disso, receptores de IGF-I foram identificados nas células de Leydig, influenciando no processo de
multiplicagdo e diferenciacdo das células testiculares [21-22-23-24-25]. Desta forma o GH
desempenha uma agao autdcrina e paracrina na regulagdo da fungéo testicular [26]. A hipotese deste
estudo é que o tratamento com a forma recombinante do horménio do crescimento (rBST), influencia
as concentragdes hormonais e os parametros ligados a qualidade de sémen de touros.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do tratamento com rBST sobre os niveis de IGF-I,

insulina e as caracteristicas qualitativas de sémen de touros

Materiais e métodos
Animais e desenho experimental

Este estudo foi realizado nas dependéncias da central de inseminagido artificial
ABS/PECPLAN, localizado no municipio de Rosario do Sul, RS durante os meses de fevereiro a abril.
Foram utilizados 20 touros adultos de ragas predominantemente européias, mantidos em mesmas
condi¢des nutricionais, sanitarias e ambientais. A dieta era calculada de acordo com as normas do
NRC [27] para esta determinada categoria animal.

Aleatoriamente foram formados dois grupos (Gl e GIl) compostos por 10 touros cada. O Gl
recebeu duas doses com intervalo de 14 dias de placebo (solugao fisiolégica, NaCl 0,9%) por via
subcutdnea e o Gll recebeu o rBST (somatotropina recombinante bovina) na dosagem de
500mg/animal (Lactotropin®/EIanco Saude Animal) na mesma frequéncia e via de administragdo do
Gl. Todos animais selecionados para este estudo estavam nas mesmas condigcbes de coleta de
sémen (2 a 3 coletas de sémen/semana) e com caracteristicas qualitativas e quantitativas de sémen
de acordo com as normas preconizadas pelo Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal [28]. O
intervalo de 14 dias entre as aplicagbes do rBST foi determinado, considerando que o produto
apresenta liberacao e agao lenta [8].

Foram realizadas 5 coletas de sangue e 6 coletas de sémen para as respectivas avaliagbes

hormonais e seminais. Na Figura 1 estd demonstrado o esquema de coletas de sangue e sémen.
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Avaliagdes hormonais

Os horménios metabdlicos avaliados foram IGF-I e insulina. Para que nao fosse alterado o
comportamento dos animais e a qualidade do procedimento de coleta de sémen, as coletas de
sangue eram realizadas posteriormente as coletas de sémen. As amostras de todos os animais foram
coletadas através de puncgédo da veia jugular, sendo divididas em 2 frascos: frasco 1, contendo
anticoagulante (EDTA 10g9%) na propor¢ao de 12 yL/mL de sangue; frasco 2, sem anticoagulante.
Apos foram centrifugadas a 3500 rpm durante 15 minutos e armazenadas em tubos tipo eppendorff
previamente identificados, sendo congelados a -70°C.

As avaliagbes de IGF-I foram realizadas através da avaliagdo do plasma sanguineo pelo
método radioimunoensaio (RIA) com a utilizagdo de Kits DSL-5600 Active® com extragdo (DSL,
Webster, Texas, EUA). Este procedimento emprega um ensaio imunorradiométrico (IRMA) de dois
sitios descrito por Milles et al. [29]. O método é nao-competitivo e inclui procedimento de extragao, no
qual o IGF-I é primeiramente separado de suas proteinas ligantes (IGFBP).

As avaliagdes de insulina foram realizadas através da analise do plasma sanguineo pelo
método imunoensaio de eletroquimioluminescéncia (ECLIA) com a utilizagdo dos analisadores de

imunoensaio Elecsys Insulin Roche®.

Avaliacdes de sémen

Foram realizadas 6 coletas e congelamentos de sémen dos touros de ambos os grupos. A
duragcdo das coletas até o dia 70 (Figura 1) foi programada de acordo com a duragdo da
espermatogénese dos touros (espermatogdnia a espermatozoéide) que dura em torno 61 dias [30]. O
método utilizado para coleta de sémen foi a vagina artificial, que é rotineiramente usado na central. O
diluente utilizado para os congelamentos durante todo experimento, foi o Bioxel® (IMV, Franga) e as
palhetas utilizadas foram de 0,5 mL. As avaliagdes de sémen no periodo pré-congelamento foram as
seguintes:

- Motilidade progressiva (percentual células moveis, 0-100%), realizada através do
microscopio de contraste de fase com placa aquecedora em aumento de 200 x [31], colocando uma

gota de sémen (diluido em citrato de sédio 2,9%) entre lamina e laminula.
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- Concentragdo espermatica, realizada através do espectofotdbmetro (IMV Tecnologies®

Bovine Photometer n°® 694), com o objetivo de calcular a concentragdo espermatica de cada palheta
de sémen;

- Morfologia espermatica, através do microscopio de contraste de fase [32] em aumento de
1000 vezes. Para esta avaliagdo foi adicionada uma aliquota do ejaculado suficiente para turvar a
solucdo em um ependorff contendo 0,5 puL de formol salina tamponada. Foram contabilizadas 200
células por ejaculado e caracterizados os percentuais de defeitos espermaticos baseadas na
metodologia descrita por Rao [33]. Nos resultados sao descritas a porcentagem de células normais de
acordo com cada grupo.

Para as avaliagdes pds-congelamento as palhetas foram descongeladas a 37 °C por 30 s,
sendo re-suspensas em tubo conico contendo 10 mL de citrato de sédio 2,9%, previamente aquecido
a 37 °C. A descrigdo das avaliagdes pds-congelamento seguem abaixo:

- Motilidade e morfologia espermatica foram analisados como descritos anteriormente para as
avaliagbes pré-congelamento;

- Teste hiposmético: esta avaliagao foi realizada segundo o protocolo adotado por Revell &
Mrode [34] que consiste na utilizagdo de duas solugdes com osmolaridades de 100 mOsm/kg
(solugéo hiposmotica) e 290 mOsm/kg (solugdo isosmotica) para o sémen. Para o processamento,
inicialmente foi realizado a homogeneizagdo de uma amostra de 10 uL de sémen em 1mL de cada
solucao (hiposmdtica e isosmotica). Apds o periodo de incubagdo (1 hora) foram contados 200
espermatozdides em microscopia de contraste de fase em aumento de 1.000x, registrando o
percentual de espermatozoides com a cauda curvando-se junto @ membrana plasmatica expandida
na solugéo hiposmatica e na isosmaética. O calculo do numero de espermatozodides reativos ao teste
hiposmético (HO) foi feito por intermédio da férmula citada por Melo [35], sendo: HO% = (% de
alteracdes na regido da cauda apos teste hiposmotico) — (% de alteragbes na regido da cauda antes
do teste hiposmdético).

- Integridade de membrana plasmatica por sonda fluorescente: a avaliagao foi realizada através
das sondas diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) e iodeto de propidio (IP), sendo feita com
microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX 51, América INC), através de excitagdo em filtro WU

sob aumento de 400x. Foram contados 200 espermatozéides em uma mesma lamina e classificadas
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conforme sua coloragdo em integros (espermatozoéides corados em verde em toda sua extensdo) e

lesados (espermatozoides corados em vermelho).

Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o procedimento GLM num modelo fatorial
de efeitos fixos: Y= p + A + B; + (AB); + Eji, onde: Y € a variavel resposta; y € a média geral; A; € o
efeito do fator tratamento; B; é o efeito do fator periodo de coleta; (AB); € o efeito da interacdo
(tratamento x coleta) e Ej € o erro aleatério. Para os pardmetros que apresentaram na andlise de
variancia valores de F significativos (P < 0,05), foi aplicado o teste de Tukey (5%) para comparar as
médias.

Para predizer o efeito do periodo de coleta sobre os pardmetros seminais em cada um dos
grupos experimentais foi utilizada analise de regressao polinomial, sendo os modelos escolhidos de
acordo com a significAncia dos coeficientes de regressdo (P < 0,05) e pelo coeficiente de

determinacgao.

Resultados
Avaliactes de Sémen

Na Tabela 1 verifica-se a contribuicdo isolada dos efeitos do tratamento com placebo (Gl) e
com o rBST (Gll) sobre as médias das avaliagbes seminais. Na mesma tabela também pode ser
observado a contribuicdo de cada fator ao modelo estatistico.

Observa-se que no periodo pré-congelamento a motilidade espermatica ndo diferiu entre os
grupos, enquanto que no periodo pds-congelamento os animais tratados com rBST apresentaram
uma motilidade 6% superior ao grupo controle (P < 0,05). Na avaliagdo de integridade de membrana
sondas florescentes também foram observadas diferengas estatisticamente significativas (P < 0,01)
em favor do grupo tratado com rBST (7%) o mesmo ocorrendo no teste hiposmaético que apresentou-
se 9% superior no grupo tratado (P < 0,01).

Nas avaliagdes de morfologia durante o pré-congelamento ndo foram observadas diferencas
significativas (P > 0,05) entre os tratamentos. No entanto, na avaliagao pds-congelamento o grupo

tratado com rBST apresentou 3,7% mais células normais que o placebo (P < 0,05).
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Analises hormonais

Na tabela 2 estdo demonstrados as médias e o (+tEPM) do IGF-I e da insulina de acordo com
os grupos (Gl e GllI).

Foram observadas maiores concentragdes do marcador IGF-I no grupo tratado com rBST (P
< 0,01). Também foi observado efeito do periodo de coleta sobre este marcador (P < 0,05). Entretanto
os indices de insulina nao foram influenciados pelo tratamento nem pelo periodo de coleta.

Na Figura 2 sdo apresentadas as equagdes de regressdo para os diferentes periodos de
coleta para predigédo das concentragdes de IGF-I em animais tratados ou ndo com rBST, cujo P tenha

sido < 0,05. Observa-se que em ambos os grupos os indices de IGF-I melhor se ajustaram a um

modelo quadratico (P < 0,05) ainda que os coeficientes de determina¢do ndo sejam muito altos.

Discusséao

A insulina que € um hormoénio polipeptidico anabdlico, nao foi influenciada neste estudo pelo
tratamento com o rBST, efeito esse também observado em estudos conduzidos com fémeas [8-17]. A
hipétese de que ocorresse aumento dos niveis de insulina, considera o fato do rBST eleva os niveis
de glicose devido ao aumento da gliconeogénese, a partir de precursores como aminoacidos e
glicerol [36-37]. Outro aspecto é que em fungédo do GH ser lipolitico, 0 mesmo provoca elevacéo da
concentragao de acidos graxos nao esterificados (NEFA) [37]. Considerando que o aumento do NEFA
ocasiona um aumento na secregao de insulina pelas células do pancreas [38-39-40], a expectativa &
que a aplicagdo de rBST provocasse um aumento dos niveis de insulina, o que n&o foi observado
neste estudo, mesmo que nao tenham sido avaliados os niveis de NEFA.

Os niveis de IGF-I avaliados foram diferentes (P < 0,01) em relagdo aos grupos, sendo
superior no grupo em que recebeu o rBST (769,81ng/dL + 47,51). O mesmo foi observado em
trabalhos com vacas [17-41] e com touros jovens [42] submetidos ao tratamento com este hormonio.
Em um estudo conduzido por Santos et al. [43] avaliando o efeito do tratamento com rBST sobre a
apoptose das células testiculares também foi observado aumento nos niveis de IGF-I, sendo obtidos
niveis de IGF-I apds tratamento (793.33 ng/dL + 106.21), similares aos encontrados neste estudo.
Mesmo sendo observado diferenca entre os grupos (Gl e Gll), os valores IGF-I foram elevados em
ambos os grupos (Figura 2), provavelmente pelas boas condi¢ées nutricionais que os animais
apresentavam no periodo das coletas, ja que a nutricao esta diretamente relacionada aos indices

circulantes de IGF-I, ou seja, quanto melhor o aporte nutricional maiores sdo os niveis de IGF-I [44-
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45-46-45]. Além disso, o IGF-l pode servir como um sinal que traduz o padrdo nutricional ao
hipotalamo, ja que foram encontrados receptores do IGF-I nas células secretoras de GnRH no
hipotalamo [48-49].

Em relagcédo as avaliagdes de motilidade espermatica ndo foi observado efeito do rBST nas
avaliagbes realizadas durante o periodo pré-congelamento, ja no periodo péds-congelamento foram
observados indices superiores no Gll. Em um estudo conduzido por Sauerwein et al. [4] avaliando o
efeito do tratamento com rBST sobre a eficiéncia reprodutiva de touros também foi observado
maiores indices de motilidade pds-congelamento no grupo que recebeu o rBST. Provavelmente esta
elevagao na motilidade pds-congelamento possa ser atribuida ao aumento nos niveis de IGF-I, ja que
em um estudo conduzido por Miao et al. [50] foi demonstrado efeito direto do IGF-I no
espermatozodide, diminuindo a velocidade curvilinear e a amplitude dos movimentos laterais da
cabega espermatica, melhorando a motilidade progressiva dos espermatozdides. Outra possibilidade
para que o IGF-I possa ter aumentado a motilidade é através do metabolismo, pois o IGF-I aumenta
os niveis de glicose e lactato [51].

As avaliagbes de integridade de membrana plasmatica através de sondas fluorescentes foram
realizadas, pois esta avaliagdo ndo é importante apenas para indicar o metabolismo espermatico,
mas também para garantir a manutencdo da capacidade fertilizante, ja que a integridade da
membrana parece exercer papel fundamental para a sobrevivéncia do espermatozéide no trato
genital da fémea [5-52-53]. De acordo com os grupos, o Gll apresentou maiores indices de células
integras (Tabela 1) do que o Gl, demonstrando que o rBST influenciou na integridade de membrana
espermatica. A avaliagdo do teste hiposmotico foi realizada por se tratar de uma avaliagdo da
integridade funcional da membrana espermatica, a qual também esta associada diretamente ao
metabolismo espermatico [54]. Na observacao dos espermatozéides, com membrana celular integra,
a solucdo hiposmotica, permite a passagem da agua pela membrana celular até o restabelecimento
do equilibrio osmético entre os fluidos extra e intracelulares [55]. Com o influxo da agua para o interior
da célula integra, ha um aumento do volume celular (edema), com posterior dobramento da cauda
[56]. A partir dos resultados foram observados maiores taxas de células integras no Gll (Tabela 1),

indicando que o rBST influenciou positivamente esta avaliacéo.

Os mecanismos que o rBST desempenha o seu efeito na célula espermatica e na

espermatogénese sdo complexos e envolvem modificagbes nos receptores das células espermaticas
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e no eixo gonadotréfico. Possivelmente as alteragdes nas caracteristicas seminais observadas neste
estudo, possam ter sido provocadas pela elevacdo dos niveis de IGF-I apds o tratamento com rBST,
pois este possui influéncia na esteroidogénese através do aumento dos receptores de LH nas células
de Leydig, gerando aumento dos niveis de testosterona [4-23-57]. A testosterona além de
desenvolver as caracteristicas sexuais secundarias no macho, é responsavel pela espermatogénese
e por prolongar a vida util do espermatozéide epididimario, proporcionando condi¢ées para que o
espermatozoide desenvolva suas habilidade de fertilizar o dvulo no transporte ao longo do epididimo,
envolvendo modificagbes da integridade funcional do espermatozoide [58]. Além disso, segundo
Yoshimura [26] o IGF-I pode melhorar a capacidade das células de Sertoli em responder ao estimulo
do FSH, ocasionando melhores condigdes para que a espermatogénese seja realizada, ja que estas
células séo responsaveis por realizarem a sustentacdo da espermatogénese através da liberagdo de
proteina ao longo da extensdo dos tubulos seminiferos [58]. Consequentemente, o IGF-I pode regular
ndo somente a esteroidogénese testicular, mas também a proliferagéo das células espermaticas em
touros [59]. Efeito negativo do tratamento com rBST foi relatado apenas em caes que apresentaram
degeneragao testicular apos longo periodo de tratamento com altas dosagens do produto [60].
Estudos conduzidos com humanos e roedores comprovaram a influéncia do GH para que ocorra de
forma plena os processos de espermatogénese e o desenvolvimento da fungdo reprodutiva nos
machos [18-19-61].

Desta forma com a utilizacdo do rBST, que atua de forma direta e indireta no metabolismo
espermatico [4], pode-se observar melhora de alguns parametros reprodutivos em touros podendo ser
uma ferramenta para que os indices de fertilidade dos machos sejam mais elevados.

De acordo com os resultados deste estudo foi demonstrado que o tratamento com rBST em
touros, aumentou os niveis de IGF-l nos animais tratados com rBST, influenciando positivamente a
motilidade espermatica pos-congelamento, a integridade de membrana avaliada por fluorescéncia e

pelo teste hiposmético, sendo uma alternativa para que a eficiéncia reprodutiva seja mais adequada.
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Tabela 1. Efeito das aplicagdes do rBST (Gll) e do placebo (Gl) sobre as caracteristicas espermaticas

(Médias + erro padrao)

Grupo | Grupo I
Avaliagdes de Sémen Placebo rBST Probabilidade
Tratamento coleta Tratamento

col);ta
Motilidade Pré (%) 68,55 +0,99% 67,25+ 1,23% NS NS NS
Motilidade Pés (%) 50,83+ 1,72° 56,25+ 1,562 0,05 NS NS
Integridade de membrana (%) 42,45+ 1,15° 49,48+ 1,122" 0.01 NS NS
Teste hiposmético (%) 12,31 £0,78° 21,15 £ 1,00 * 0,01 NS 0,05
Morfol. Pré (% cel. Normais) 80,76 £ 1,102 82,96 + 1,282 NS NS NS
Morfol. P6s (% cel. Normais) 77,23 £1,27 b 80,95 + 0,84 2+ 0,05 NS NS

Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey
*P<0,05, **P<0,01.

NS: néo significativo



57

Tabela 2. Efeito da utilizagdo de rBST sobre os indices de IGF-I e da insulina de acordo com os

tratamentos com placebo (Gl) e rBST (Gll) (médias + erro padrao).

Hormdnios metabdlicos Grupo | Placebo Grupo Il rBST
IGF-I ng/dL 619,62 + 38,24° 769,81 + 47,517
Insulina pU/mL 0,74 +0,09° 0,95 +0,14°

Letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste GLM e Tukey (P < 0,01).
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Figura 1. Esquema das atividades realizadas durante o estudo.

Legenda:

Dia 0: Refere-se ao primeiro dia de coleta e congelamento de sémen e coleta de sangue para as
avaliagbes hormonais. Também foi realizado neste dia a primeira aplicagao de placebo no Gl e rBST
no Gll.

Dia 14: Dia em que foi realizado a segunda coleta e congelamento de sémen e coleta de sangue.
Neste mesmo dia foi realizado a ultima aplicagcao de placebo no Gl e rBST no GlI.

Dia 28: Foi realizado coleta e congelamento de sémen seguido de coleta de sangue para as
respectivas analises hormonais.

Dia 42: Idem ao dia 28

Dia 56: Neste dia foi realizada a coleta e o congelamento de sémen e a ultima coleta de sangue.

Dia 70: Neste dia foram realizados apenas coleta e congelamento de sémen de ambos os grupos.

DO D14 D28 D42 D 56 D70
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Figura 2. Analise de regresséo das concentragdes de IGF-I ajustadas em fungédo do periodo de coleta

em cada um dos grupos experimentais. Os graficos da esquerda representam o Gl (placebo) e os da

direita representam o Gll (rBST).
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CONCLUSOES GERAIS

Através deste estudo pode-se concluir que o tratamento com rBST influenciou
positivamente nas seguintes caracteristicas de sémen avaliadas no periodo pos-
congelamento: motilidade espermatica, morfologia espermatica e a integridade de
membrana plasmatica por sondas fluorescentes e pelo choque hiposmotico.
Também pode-se observar que o rBST, através das avaliagcbes dos marcadores
metabdlicos, ndo provocou alteragdes no metabolismo energético, protéico, mineral
e hepatico dos touros, pois as concentracbées dos marcadores estavam de acordo
com os parametros fisiolégicos, incluindo a enzima hepatica gama-
glutamiltransferase (GGT).

Portanto, ainda que outros estudos devam ser realizados considerando
diferentes doses e intervalos entre aplicagdes, a partir dos resultados obtidos pode-
se concluir que duas aplicagbes do rBST (500mg/animal) pode ser utilizado como
um tratamento para maximizar as caracteristicas de qualidade sémen de touros sem

que haja prejuizo ao equilibrio metabdlico do organismo animal.
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RESUMO
AVALIACAO DO PERFIL METABOLICO DE TOUROS EM DIFERENTES FASES DO CICLO
REPRODUTIVO

Os touros compdem uma importante categoria animal nos sistemas de produgdo ligados & pecuaria, sendo
responsaveis por uma consideravel parcela do melhoramento genético de um rebanho. Porém, poucos estudos
relacionados as condi¢des metabdlicas desta categoria vém sendo conduzidos. O objetivo deste estudo foi avaliar
o perfil metabdlico de touros em trés periodos distintos do ciclo reprodutivo, sendo antes da estagdo reprodutiva,
durante e apos a estacdo reprodutiva. Este experimento foi conduzido em uma propriedade da regido Sul do Rio
Grande do Sul com 23 touros. Os marcadores bioquimicos utilizados para avaliar o perfil metabdlico foram os
seguintes: glicose, colesterol, para determinar o perfil energético; albumina, uréia, como marcadores protéicos e
a enzima aspartato aminotransferase (AST) como indicador da fungdo hepatica. Os resultados demonstraram que
houve diferenca (p < 0,05) de todos marcadores metabdlicos avaliados durante os diferentes periodos do ciclo
produtivo, indicando que houve variacdo na disponibilidade de alimento, possivelmente capaz de gerar perdas
produtivas e reprodutivas que podem ser solucionadas com suplementag@o protéica ou melhoramento do campo
nativo.

PALAVRAS- CHAVE: Touros. Perfil metabolico.

SUMMARY
EVALUATION OF THE METABOLIC PROFILE OF BULLS IN DIFFERENT PHASES OF THE
REPRODUCTIVE CYCLE

Bulls are an important category in cattle production systems, being responsible for a considerable part of genetic
improvement in a herd. However, few studies about the metabolic conditions of this category have been done.
The objective of this study was to evaluate the metabolic profile of bulls in three different phases of the
reproductive cycle, that are, before, during and after the breeding season. This study was conducted with 23
bulls, in a farm in southern Rio Grande do Sul. The biochemical markers used for the evaluations were: glicose
and cholesterol, to determine energetic profile; albumin and urea to determine protein profile and enzyme
aspartate aminotransferase (AST) as an indicator of liver functionality. There was a difference (p < 0,05) in all
metabolic markers evaluated during the different phases of the productive cycle, showing that there was a
variation in food availability, which could lead to productive and reproductive losses. This could be improved by
protein supplementation and pasture improvement.

KEY- WORDS: Bulls. Metabolic profile.
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INTRODUCAO

Nos sistemas de cria e ciclo completo, os touros compdem uma importante categoria, seja para
utilizagdo em programas de inseminagio artificial ou em sistema de monta natural'. Trata-se de uma categoria
animal que possui efeito direto no melhoramento genético de um rebanho, ja que um touro ¢ responsavel por
servir um determinado numero de fémeas, dependendo do manejo adotado na propriedade, deixando um maior
numero de descendentes do que uma fémea®.

Dentre os inimeros fatores que afetam o desempenho reprodutivo de bovinos, a nutrigdo ¢ um dos
fatores que tem o maior impacto, tendo influéncia direta na liberagdo de hormdnios gonadotroficos como o LH e
o FSH®. Intimeras pesquisas tém demonstrado que o estado nutricional e metabolico do animal influencia as
suas fungdes reprodutivas®’.

Em sistemas de producdo baseados em campo nativo um dos principais problemas encontrados é a
estacionalidade de produgdo desse recurso, sendo causado principalmente, pelas variagdes climaticas, o que pode
determinar ineficiéncia nos indices produtivos®’. Segundo Gonzalez® janeiro e junho seriam os meses com maior
deficiéncia de substratos protéicos na dieta, sendo maior em junho. Lobato’ relata que o fator mais limitante na
producdo pecuaria ¢ a deficiéncia nutricional do campo nativo no periodo hibernal, aliado a auséncia de praticas
de manejo que permitiriam uma melhor e mais eficiente utilizagdo do mesmo.

Para a avaliagdo do perfil metabdlico considerando os niveis dos marcadores bioquimicos e suas
possiveis interagdes no desempenho produtivo e reprodutivo podem ser avaliados, a glicose e o colesterol como
marcadores energéticos, uréia e albumina protéicos e a enzima aspartato aminotransferase (AST) como marcador

101112 Tais avaliagdes permitem avaliar o ingresso, egresso e a metabolizagdo dos

da fungdo hepatica® *
nutrientes nos tecidos animais® ">, Normalmente a estagdo reprodutiva no Rio Grande do Sul é programada nos
meses em que a oferta alimentar é mais adequada havendo maior disponibilidade de forragem no campo nativo,
de maneira que o inicio da estagdo reprodutiva seja programado para o final da primavera e o término no final do
verdo'. Outro motivo para que seja definido este periodo de estacdo reprodutiva é para que coincidam os
nascimentos nas épocas de melhor oferta alimentar determinando melhores condi¢des para que a vaca crie 0
terneiro e possa ter condigdes de repetir cria'’. Em fémeas muitas interagdes entre metabolismo e reprodugio,
bem como o estudo do perfil metabdlico ja foram estudadas, porém em touros existem poucos estudos
correlacionando estas interagoes.

A hipdtese deste estudo ¢ que existam variagdes nos marcadores bioquimicos durante os trés periodos

distintos do ciclo reprodutivo, ou seja, no periodo pré estacdo reprodutiva, durante e apos a estagio reprodutiva.
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Desta forma, o objetivo deste experimento foi avaliar o perfil metabolico de touros mantidos em campo nativo,
durante trés periodos distintos do ciclo reprodutivo, em que a oferta alimentar ¢ a atividade reprodutiva
desempenhada pelos animais s@o distintas.
MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado no municipio de Santa Vitéria do Palmar, RS, com 23 touros de diferentes racas
mantidos em campo nativo, sendo 8 Aberdeen Angus, 3 Red Angus, 6 Hereford e 6 Limousin. Foi realizado ao
inicio deste estudo o exame andrologico de todos os touros, a fim de determinar que animais com alteragdes
clinico reprodutivas nio fossem incluidos no experimento'®.

A avaliagdo do perfil metabdlico foi realizada em trés periodos, sendo definido como periodo I, II e III,
referente ao periodo pré-estagdo, durante a estacdo e apds estacdo reprodutiva, respectivamente. As avaliagdes
nestas trés épocas foram realizadas com objetivo de contemplar diferentes ofertas alimentares e, ainda, avaliar o
efeito das diferentes atividades, fisicas e comportamentais, as quais os reprodutores foram submetidos nos
diferentes periodos. Durantes as trés coletas também foram realizados avaliagdo do escore de condig¢do corporal
de todos os animais, utilizando a escala de 1 a 5 (sendo 1= magro e 5= gordo), conforme Lowman et al.'’. Para
esta analise os animais foram categorizados em dois grupos: condi¢@o corporal menor ou igual a 3 e maior que 3.
A definigdo dos intervalos das coletas foi organizada de acordo com o manejo adotado na propriedade, na qual a
duragdo da estacao reprodutiva foi de 5 meses, compreendendo os meses de dezembro a abril.

As coletas de sangue para avaliacao do perfil metabolico foram realizadas nos seguintes meses: setembro
correspondendo ao periodo pré-estagdo reprodutiva, fevereiro sendo referente ao periodo de monta ¢ no més de
junho contemplando o periodo p6s estacdo. As amostras de sangue foram coletadas de todos os animais através
de pun¢do da veia jugular, sendo divididas em 3 frascos: frasco 1, contendo anticoagulante (EDTA 10g%) na
proporcdo de 12 pL/mL de sangue; frasco 2, contendo EDTA 10g% e inibidor de via glicolitica (KF 12%) na
propor¢do de 12 pL/mL e 16 pL/mL de sangue, respectivamente; frasco 3, sem anticoagulante. Apds foram
centrifugadas a 3500 rpm durante 15 minutos e divididas em dois tubos tipo eppendorff previamente
identificados, dos quais um foi congelado a -20°C e o outro resfriado a +4°C. A quantificacdo dos metabolicos
foi realizada de acordo com os métodos colorimétricos através de kits reagentes especificos (LABTEST®, Brasil)
com a utilizagdo de espectrofotdmetro de luz visivel FEMTO 435, Todas avaliagdes realizadas, incluindo
exame androlégico e andlise do perfil metabdlico, foram realizadas por técnicos previamente treinados.

O perfil energético foi determinado a partir das concentragdes plasmaticas de glicose (método da

glicose oxidase), nas amostras de plasma contendo fluoreto (KF 12%) armazenadas nos eppendorff a +4 °C, ja o
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colesterol foi determinado (técnica de colesterol oxidase) em amostras de soros congelados (-20°C). A
determinagdo do perfil protéico foi realizado através das concentragdes de albumina (técnica do verde de
bromocresol) e de uréia (técnica da urease) em soro refrigerado. A enzima AST foi determinada (técnica de
Reitiman e Frankel) em plasma refrigerado.

As variaveis continuas, que sdo os resultados de cada marcador bioquimico, foram analisadas por analise
de variancia e comparagdo entre médias de acordo com Teste de Tukey HSD (p < 0,05) e a condigdo corporal
que é uma varidveis categéricas, foi analisadas pelo teste de Qui-quadrado e Exato de Fischer utilizando o
software Statistix 8 for Windows'®.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Durante as trés fases do ciclo reprodutivo, embora as avaliagdes metabdlicas de glicose, colesterol,
albumina, uréia e AST estivessem de acordo com os padrdes fisiologicos para a espécie bovina'’, foram
observadas diferencas nas suas concentracdes. Os valores médios encontrados para cada marcador durante os
trés periodos, estdo demonstrados na tabela 1.
Tabela 1: Concentragdes médias (£ erro padrio) dos marcadores bioquimicos avaliados durante os trés diferentes

periodos.

Marcadores Bioquimicos

Periodo 1

Periodo 11

Periodo 111

Glicose mg/dL 31.907+£2,63° 28.013 +1,85° 47523 +1,71°
Albumina mg/dL 2.1613 £0,04 1.6515+0,04° 1.7485 £ 0,05
Uréia mg/dL 30.140 £ 0,96 11.951 £0,74°¢ 19.189 +0,71°
Colesterol mg/dL 106.27 + 5,64 © 112.78 +4,83 ° 89.87 +3,80°
AST UI/L 41.022 + 0,60 © 45.836 + 0,69 ° 49.434 + 0,66 °

Letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey HSD (p < 0,05).

Os niveis de glicose durante as duas primeiras coletas mantiveram-se estabilizados, sendo que na ultima
coleta a sua concentragdo apresentou-se elevada (p < 0,05). Possivelmente, esta elevagdo tenha sido causada pela
distancia percorrida pelos animais até o local de contengfo, para que fossem realizados os procedimentos de
coleta de sangue. Outro ponto a ser considerado ¢ que nas outras duas coletas os animais foram trazidos até ao
local de contengdo, em média, 18 horas antes da coleta de sangue, proporcionando que a maior demanda
energética ocasionada pela locomogdo fosse minimizada, normalizando os valores deste marcador. Isto se deve
ao fato da glicose ser um marcador muito sensivel ao estresse ¢ 0 organismo animal possui varios mecanismos
para que seus niveis mantenham-se estabilizados'’. Condi¢do de hipoglicemia somente sera observada em
condigdes de severo balango energético negativo®, o que ndo foi observado nestes animais nos diferentes

periodos.
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A albumina, que ¢ a principal proteina plasmatica, sendo responsavel por 80% da osmolaridade do plasma
sanguineo ¢ um dos marcadores bioquimicos do perfil protéico. A sua concentragdo pode ser influenciada pelo
funcionamento hepatico, a disponibilidade de aminoacidos ¢ perdas durante doengas, principalmente em
parasitismos gastrointestinais®’. De acordo com os resultados (tabela 1), mesmo sendo um marcador estavel, a
concentragdo de albumina foi maior no periodo pré-estagdo (p < 0,05), possivelmente pelo melhor aporte
protéico na dieta, ja que nos outros dois periodos a concentra¢ao reduziu e se manteve estavel. Segundo Payne &
Payne'® para se detectar mudangas significativas na concentragdo sérica de albumina é necessario o periodo de
um més, devido a baixa velocidade de sintese e de degradacdo desta proteina em ruminantes, fato que pode ser
observado durante os diferentes periodos de coleta (tabelal).

A uréia também ¢ um indicador do nivel protéico administrado na dieta e sua concentragdo ¢
proporcional a quantidade de aménia produzida no rimen®'. Em relagio aos valores de uréia (tabela 1), pode-se
observar resultados superiores no periodo I em relacdo aos outros dois periodos (p < 0,05), provavelmente pelo
melhor nivel protéico na dieta, j4 que este marcador esta diretamente relacionado ao nivel de degradagio
protéica, ou seja, serdo encontrados valores altos de uréia em situagdes de excesso de proteina na dieta ou em
situagdes de grave balango energético negativo em que esteja ocorrendo degradagdo protéica como fonte de
energia’’, o que ndo foi observado neste caso. No periodo II a queda mais acentuada nos valores de uréia (tabela
1) pode ser justificada pelo aumento na atividade desempenhada pelos animais, ja que este periodo compreende
o periodo de monta com gasto de energia, associado a queda na qualidade da dieta, principalmente em relagdo a

2245 que também pode ser observado pela redugio dos niveis de albumina. De modo geral a uréia

fonte protéica
¢ um indicador sensivel e imediato da ingestdo de proteina, enquanto que a albumina ¢ um indicador mais
estavel, ocorrendo queda nas em suas concentragdes somente em situagdes de longos periodos de déficit protéico
na dieta”, como podemos verificar nos resultados, ocorrendo uma maior variagio nos niveis de uréia em relagio
a albumina, durante os trés periodos.

Os niveis de colesterol, que é o precursor dos horménios esterdides®, diferiram numericamente nos dois
ultimos periodos em relagdo ao periodo I (tabela 1), sendo encontrado a concentragdo mais baixa no periodo III,
possivelmente pela baixa disponibilidade de alimentos ricos em energia. Considerando que machos com baixos
niveis energéticos na dieta podem apresentar diminuigio nos niveis de testosterona plasmatica®, os niveis
observados poderdo influenciar a fertilidade destes animais. Os resultados encontrados no periodo II (estagdo
reprodutiva) demonstraram aumento concentragdo de colesterol contradizendo um trabalho conduzido com

1.27

fémeas por Talavera et al.”’, que observou reduc¢do dos niveis de colesterol, pela manutengdo dos niveis de
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progesterona pelo corpo luteo, durante o periodo de maior atividade luteal (diestro) do ciclo estral. Ja neste
estudo, durante o periodo de estagdo reprodutiva em que possivelmente ocorreria maior sintese de hormonio
esterdide e, conseqiientemente, diminui¢ao de colesterol, ndo foi observada tal redugdo nos seus niveis.

Em relagdo a enzima hepatica AST, que € uma enzima indicadora da fun¢do dos hepatocitos, foi
observada variagdo entre as coletas (p < 0,05) demonstrando um aumento gradativo na concentracdo (tabela 1),
mas de acordo com os padrdes fisiolégicos. O aumento gradativo dos niveis dos marcadores provavelmente
devem ter sido desencadeados pela diminui¢do na qualidade da dieta e, consequentemente, aumento da fungdo
hepatica, principalmente no periodo III com o aumento da metabolizagdo da albumina, ja que foi observado
decréscimo na sua concentracdo em relagdo ao periodo I. A importancia do monitoramento da fungdo hepatica é
justificada por este drgdo participar de atividades metabolicas vitais, incluindo a atividade reprodutiva, sendo um
dos principais 6rgaos produtores de IGF-I (fator de crescimento semelhante a insulina I), que possui efeito direto
na fertilidade dos machos™.

Em relagio a condigdo corporal, que é um dos indicadores de reserva energética dos animais®’, ndo foi
encontrado diferenga significativa entre os trés periodos distintos (tabela 2) demonstrando que a condigdo
corporal manteve-se estabilizada. Dos animais incluidos na categoria < 3, nenhum animal apresentou condigdo
corporal menor que 2,5 ¢ na categoria > 3 o maior escore encontrado foi 4,0. Poucos estudos relacionando
condigdo corporal, fertilidade e a condi¢do metabdlica de touros foram desenvolvidos. J& em fémeas foram
realizados estudos demonstrando que vacas com baixa condi¢do corporal apresentaram queda na taxa de
prenhez, maior intervalo entre partos e maior incidéncia de transtornos metabolicos '*3% 3! 32,

Tabela 2: Valores das condigdes corporais avaliadas nos trés diferentes periodos.

Categorizagao Periodo I (n=22) Periodo IT (n=23) Periodo III (n=21)
Condigao Corporal
>3 52,2 % (n=12) 52,2% (n=12) 42,9% (n=9)
<3 47,8% (n=11) 47,8% (n=11) 57,1% (n=12)

Nao foram observadas diferencas estatisticas (p > 0,05) teste de Qui-Quadrado.

Neste estudo pode ser observado que as alteragdes nos marcadores metabolicos avaliados ndo foram
suficientes para que ocorressem alteracdes na estrutura corporal dos animais, ja que ndo houve diferenca nos
escores corporais durante os periodos.

As diferengas encontradas nos marcadores bioquimicos avaliados, possivelmente foram causadas pela
diferenca na oferta alimentar nos distintos periodos, o que pode gerar prejuizos nos indices produtivos e
reprodutivos, sugerindo que seja realizado um planejamento nutricional para os touros com a utilizagdo de

solugdes alimentares tais como, suplementagdo protéica ou melhoramento do campo nativo™.
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CONCLUSAO

De acordo com os resultados deste estudo pode-se constatar que ocorreram variagdes de todos
marcadores bioquimicos avaliados durante os diferentes periodos do ciclo reprodutivo de touros mantidos em
campo nativo, mesmo que de acordo com os padrdes fisiologicos.
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