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RESUMO: A avaliagdo da fertilidade de um touro € realizada considerando diferentes aspectos do animal e de
seu sémen. O objetivo deste estudo foi conhecer o perfil bioquimico de proteinas e agticares redutores do plasma seminal
em touros da raca Nelore com 24 meses de idade e sua relacdo com as caracteristicas do s€men. Foram utilizados 20
animais e as amostras de sémen foram coletadas pelo método de eletroejaculacdo. As dosagens de proteinas e de agucares
redutores foram determinadas pelos métodos de Bradford com modificacdes e de Miller (4dcido 3-5 dinitrosalicilico),
respectivamente. A concentracdo de proteinas no plasma seminal variou de 5,90 a 166,33 mg/mL, com média de
61,41+44,60 mg/mL e a concentracdo de agucares redutores variou de 0,78 a 19,88 mg/mL, com média de 9,31+4,54
mg/mL. A correlacio entre a concentracdo de proteinas e acticares redutores foi significativa com r = 0,88 (p<0,05), sendo
também significativa entre elas e a concentracdo e patologia espermdticas. O perfil de proteinas e agicares redutores do
plasma seminal de touros da raca Nelore com 24 meses de idade apresentou varia¢do entre os animais, 0 que demonstra

que a producdo destes elementos tem caracteristica individual e sdo importantes para a qualidade do s€émen.

PALAVRAS-CHAVE: Bioquimica de sémen. Bos taurus indicus. Reprodugdo. Touro

INTRODUCAO

O touro tem um papel fundamental no
progresso genético e na cadeia produtiva do
rebanho, uma vez que um tnico reprodutor é capaz
de cobrir um grande nimero de vacas em monta
natural e com a inseminacdo artificial pode chegar a
mais de 10 mil vacas/ano (ASSUMPCAO, 2004).
No Brasil, devido as condicdes tropicais, o0s
reprodutores podem apresentar variacdes nas
caracteristicas fisicas e morfoldgicas do s€émen nas
diferentes idades, provocadas principalmente por
fatores genéticos, ambientais, nutricionais e de
manejo. A fertilidade de um touro depende de uma
série de fatores, como o comportamento animal e as
caracteristicas ligadas diretamente ao s€men, tais
como a motilidade e  morfologia dos
espermatozéides e a composi¢do bioquimica do
plasma seminal (AUSTIN; SHORT, 1990). Sabe-se
que a capacidade de fertilizacdo da célula
espermdtica depende de fatores intrinsecos, dentre
os quais a integridade de cromatina, a qualidade do
genoma, a estrutura e a composi¢do da membrana,
além da presenca de certos componentes
bioquimicos do plasma seminal, como as proteinas e
acucares redutores, que contribuirdo para que a
célula espermdtica exerca com eficiéncia a sua

funcdo (BELLIN et al., 1994; MAXWELL;
JOHNSON, 1999).

O sémen é composto por duas fracdes
distintas: os espermatozdides, que compde menos
que 1% do volume total; e o plasma seminal, que é
produto das secre¢des do epididimo e glandulas
anexas do trato reprodutivo, sendo 30-60% deste
secretado pelas glandulas vesiculares (BARTH;
OKO, 1989).

O plasma seminal é um meio isotdnico e
neutro, possui compostos inorganicos € em
concentracdes elevadas, que ndo sdo encontrados
em outras partes do organismo. As interagdes entre
as células espermdticas e o plasma seminal iniciam-
se desde o tuibulo seminifero, mas durante a
passagem pelo epididimo, a membrana plasmatica
dos espermatozéides interage com o meio, sofrendo
extensivas alteracdes bioldgicas (TULSIANI et al.,
1997). Nao existem relatos que o mesmo possui
fatores essenciais para a fertilizacdo, mas este
liquido pode proporcionar condi¢gdes favordveis a
motilidade espermadtica, sobrevivéncia e transporte
dos espermatozdides, tanto no trato reprodutor
masculino, como no feminino (MOURA et al.,
2010). O plasma seminal era considerado apenas um
meio de transporte e sustentagdo as células
espermdticas mas atualmente, estudos adicionando
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plasma seminal de machos de alta fertilidade as
células espermadticas de machos de baixa fertilidade
ttm provado a importdncia deste fluido na
fertilidade tanto in vivo quanto in vitro (GATTI et
al., 2004; RODRIGUES et al., 1999).

Dentre os constituintes do plasma seminal
estdio os fons, acucares, proteinas, lipideos,
aminodcidos, agucares, 4cido citrico, minerais,
fosfatases, prostaglandinas, frutose, potdssio e
citrato (FOLHADELLA, 2008). As concentragdes
dos constituintes do plasma seminal dependem da
espécie, do intervalo entre as ejaculagdes, método
de coleta do sémen, da genética e da idade do
animal (SHIVAIJI et al., 1990). O conteddo protéico
do plasma seminal de mamiferos varia de 3 a 7%,
dependendo da espécie, sendo a concentragdo de
proteinas de grande importéincia, pois é responsivel
pelos efeitos deste fluido na fertilidade espermatica,
tendo um papel essencial no metabolismo do
espermatozéide, com interferéncia na fertilidade dos
animais (SOUZA et al., 2008; KILLIAN, 1999;
GATTI et al., 2004). Os efeitos das proteinas na
fertilidade foram verificados por Killian et al.
(1993) e Assumpgdo (2004) que, utilizando a
técnica de eletroforese bidimensional em géis,
correlacionaram a fertilidade de touros com as
concentracdes de proteinas do plasma seminal,
sendo algumas mais proeminentes nos animais de
alta fertilidade e outras abundantes apenas nos de
baixa fertilidade, o mesmo observado por Asadpour
et al. (2007) no sémen de bufalos.

Além de proteinas, o plasma seminal € rico
em acdcares como frutose, glicose, manose,
galactose, arabinose, ribose, fucose, sorbitol,
inositol, sendo a frutose o principal agicar presente
no plasma seminal de touros (EWING; CHANG,
1986). Os actcares tém sido relacionados com a
fertilidade, pois servem de substrato para producio
de energia ao espermatozdide, além ter efeito
benéfico no processo de capacitacdo, na fertilidade
do odcito, no metabolismo e na motilidade do
espermatozdide (WILLIAMS; FORD, 2001).
Assumpgcdo et al. (2004) observaram que as
concentracdes de proteinas e actcares redutores sao
muito importantes para a fertilidade dos touros mas,
individualmente, nao tiveram correlagcdo
significativa com a fertilidade.

Diante da importdncia dos constituintes
bioquimicos no plasma seminal, objetivou-se com
este estudo conhecer a composi¢do de proteinas e
acucares redutores do plasma seminal de touros da
raca Nelore de 24 meses de idade e sua relagdo com
os parametros androldgicos do animal.
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MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados animais (n=20) da raca
Nelore de 24 meses de idade (Bos taurus indicus) de
uma propriedade localizada no municipio de Itauba/
MT. Os animais foram mantidos em sistema
extensivo, em pastagens de boa qualidade
(Brachiaria brizantha) e com suplementacdo
mineral. Os animais apresentavam-se em boas
condi¢des fisicas, reprodutivas, nutricionais e
sanitarias.

Coleta e analises do sémen

As amostras de sémen foram coletadas de
todos os animais no mesmo dia utilizando o método
de eletroejaculacdo. Em seguida a coleta, uma parte
do sémen foi transportada ao laboratério em banho
de gelo e duas outras aliquotas armazenadas em
solucdo formol salina tamponada (FONSECA et al.,
1992). As amostras de s€men mantidas em banho de
gelo foram separadas em aliquotas de 0,5 mL e
centrifugadas a 1.500 G por 30 minutos a 4°C, afim
de separar o plasma seminal dos espermatozéides, o
qual foi retirado, acondicionado em tubos de
polipropileno e conservados a -20°C para as andlises
de protefnas e agticares redutores (ASSUMPCAO,
2004).

As andlises fisicas e morfoldgicas do sémen
foram realizadas de acordo com as normas do
Colégio Brasileiro de Reprodu¢do Animal (CBRA,
1998). As andlises de motilidade e vigor do s€émen
foram feitas a campo, em seguida a coleta do s€émen,
por microscopia Optica. As andlises de concentracio
e patologias espermaticas foram realizadas no
Laboratdrio de Reprodu¢dao Animal da Universidade
Federal de Uberlandia — MG, sendo as analises de
concentracdo realizadas em camara de Neubauer e
as andlises morfoldgicas realizadas em camara
Umida por microscopia Optica de contraste de fase,
verificando a porcentagem total de patologias
espermaticas.

Dosagens de proteinas e aciicares redutores no
plasma seminal

As dosagens de proteinas e actlicares
redutores foram procedidas no Laboratério de
Quimica de Proteinas e Produtos Naturais da
Universidade Federal de Uberlandia - MG. A
dosagem de proteinas utilizou o método de Bradford
modificado e a leitura foi realizada em
espectrofotdometro a 595nm. Albumina sérica bovina
(BSA) nas concentragdes de 100, 250, 400, 500 e
1000pg/mL foi utilizada como solu¢do padrio de
proteina e como branco foi utilizada solug@o salina a
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0,9%. Aliquotas de 6ul de amostra de plasma
seminal foram incubadas com 300 ul do reagente de
Bradford (REDINBAUGH; CAMPBELL, 1985). A
determinacd@o da concentragdo de acticares redutores
do plasma seminal utilizou o teste colorimétrico
com o 4cido 3-5 dinitrosalicilico (DNS), segundo
técnica de Miller (1959), adotando como solucdo
padrio a frutose e a leitura realizada em
espectrofotdometro a 540nm.

Anadlise estatistica

Para o estudo estatistico, foram realizadas
correlacbes entre a concentracdo de proteinas e
acucares redutores com as caracteristicas do s€émen
dos animais. As  varidveis  quantitativas
(concentragdo e patologia de espermatozdides)
foram correlacionadas pelo método de Pearson e as
qualitativas (motilidade e vigor) pelo método de
Spearman.

180 ~
160 -
140 -

Protelnas no plasma seminal (ng/ml)
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises fisicas e morfoldgicas do s€émen
dos vinte animais resultaram em médias
aproximadas de: 73,5+8,12% para motilidade
progressiva; 2,75+0,44 para vigor espermatico;
173,9458,52 milhdes de células/ml.  para
concentracdo espermdtica e 12,1+5,10% para
patologias espermdticas totais, médias estas que
confirmam a boa qualidade do s€émen. As dosagens
de proteinas e acucares redutores demostraram
haver uma variacdo quanto as concentragcdes desses
componentes nas amostras de plasma seminal, com
médias de 61,41+44,60 mg/mL e 9,31+4,54 mg/mL.,
respectivamente. As concentracdes de protefnas e
actcares redutores do plasma seminal demostraram
variabilidade individual entre os animais (figuras 1 e

2).
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Figura 1. Perfil de proteinas do plasma seminal de touros da raca Nelore aos 24 meses de idade.
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Figura 2. Perfil de agticares redutores do plasma seminal de touros da raca Nelore aos 24 meses de idade.

As concentragdes de proteinas totais no
plasma seminal dos animais apresentaram variacao
de 590 a 166,33 mg/mL, com média de

61,41+44,60 mg/mL, semelhante ao encontrado por
Roncoletta (1999) na mesma raca que obteve um
total de proteinas variando de 33 a 111 mg/mL, com
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média de 61,74 mg/mL. Assumpg¢do (2004) ao
trabalhar com touros da raga Nelore, encontrou uma
variagdo de 1,51 a 33 mg/mL de proteina, com
média de 13,5 mg/mL, enquanto que Jobim (2001)
relatou um total de proteinas que variou de 71,66 a
78,98 mg/mL no plasma seminal de taurinos e
zebuinos. Em touros da raca Gir, Folhadella (2008)
encontrou uma concentragdo média de proteinas
totais no plasma seminal de 47,1 mg/mL ( 4,1 a
167,9 mg/mL), semelhante ao verificado nesta
pesquisa.

As concentracdes de acucares redutores no
plasma seminal dos touros avaliados nesta pesquisa
também apresentaram variagdo entre as amostras,
sendo encontradas concentragdes de 0,78 a 19,88
mg/mL e média de 9,31+4,54 mg/mL. Estes valores
sdo superiores aos verificados por Jardim e Bezerra
(1987) também na ragca Nelore, onde observaram
concentracdes de 2,52 mg/mL (animais de 30
meses) € 2,59 mg/mL (animais de 4-7 anos) e
também por Assumpg¢do (2004) que observaram
média 3,67 mg/mL (0,61 a 8,22 mg/mL) em touros
de 4-10 anos da mesma raga. Como verificado nesta
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pesquisa com animais da raga Nelore, as
concentracdes de frutose s3o muito varidveis
também em outras racas de bovinos, como na raga
holandesa, mostrando variagdes de 6,14 a 8 mg/mL
(OLTJEN et al., 1971) e 5,86 a 8,19 mg/mL
(KILLIAN; AMANN, 1974). A variabilidade
observada nas concentragdes de acticares redutores
nos animais deste estudo pode ter sido devido a
idade e genética dos animais, pois sua secre¢do
reflete a funcionalidade individual das glandulas
anexas do sistema reprodutivo dos animais
(SHIVAII et al., 1990).

Nos testes de correlacio entre as
caracteristicas avaliadas foi verificado que a
concentracdo e o total de patologias espermdticas
tiveram correlacdo com as concentragdes de
proteinas e de acucares redutores das amostras
(p<0,05), assim como entre concentragdo de
proteinas e agucares redutores (tabela 1). Nao foi
observada correlacdo (P>0,05) entre proteinas e
acicares redutores com a motilidade e vigor
espermaticos (tabela 1).

Tabela 1. Correlagdes entre as caracteristicas fisicas e morfoldgicas do s€émen e o perfil de proteinas e agticares
redutores do plasma seminal de touros da raca Nelore com 24 meses de idade (p<0,05).

varidveis Correlagio Significancia
Proteina x conc. 0.43 0.02
Aclcares X conc. 0.41 0.03
Proteina x pat. -0.43 0.02
Actcares x pat. -0.45 0.02
Proteina x acticares 0.88 0.0001

Conc. - concentragdo espermatica, Pat. - Patologias espermaticas

Na andlise de correlacio entre as
concentracdes de proteinas e de agucares redutores
das amostras, verificou-se um elevado coeficiente
de correlacdo linear (r=0,88), como encontrado por
Assumpcao et al. (2005) (r=0,90). Pode-se notar que
nos touros, desta pesquisa, que possuem elevada
quantidade de proteinas no plasma seminal também
possuem elevada concentragdo de acudcares
redutores no plasma seminal (Figuras 1 e 2). Esta
correlacdo pode ser devido a origem comum das
proteinas e actcares redutores, principalmente nas
glandulas vesiculares, o que caracteriza maior
capacidade funcional destas glandulas. A correlagdo
negativa verificada neste estudo entre proteinas e
acucares redutores com as patologias espermaticas
totais, coincide com os estudos de Killian et al.
(1993), Assumpciao (2004) e Asadpour et al. (2007)
que mostraram que a qualidade do sémen e
fertilidade estdo diretamente relacionados a alta
quantidade de proteinas no plasma seminal.

CONCLUSOES

A composicdo de proteinas e agucares
redutores no plasma seminal apresenta variabilidade
individual em touros da raca Nelore aos 24 meses de
idade.

H4 correlacdo significativa entre proteinas e
acucares redutores do plasma seminal e destas com
concentracdo e patologias espermdticas do sémen.

A avaliacdo das proteinas e dos agtcares do
plasma seminal é importante para avaliacdo da
capacidade reprodutiva de touros da raga Nelore.

A fertilidade de touros depende de um complexo de
componentes que agem em conjunto e que nenhum
componente do plasma seminal, por si s, poderia
inferir fertilidade ao s€men do animal.
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pesquisa. A Fazenda Macuco (Itaiba/MT) pela
concessdo dos animais.

ABSTRACT: The fertility evaluation of a bull is accomplished considering different aspects of the animal and
its semen. The objective of this study was to know the biochemical profile of proteins and reducing sugars in the seminal
plasma of within 24-month Nelore bulls and its relation to semen characteristics. Twenty animals were used and their
semen samples were collected using electrical ejaculation. The dosages of proteins and reducing sugars were determined
by the Bradford method with modifications and Miller (3-5 dinitrosalycilic acid), respectively. It was obtained in the
concentration of proteins in the seminal plasma range from 5.90 to 166.33 mg/mL, average of 61,41+44,60 mg/mL and in
the concentration of reducing sugars ranging from 0.78 to 19.88 mg/mL, average 9,31+4,54 mg/mL. The correlation
between protein and sugar concentrations was significant with r= 0.88 (p <0.05). This correlation was also significant with
concentration and spermatic pathology. The biochemical profile of proteins and reducing sugars in seminal plasma of with
24-month Nelore bulls showed a variation among the animals, demonstrating that the production of these elements is an
individual characteristic and has great importance in the semen quality.

KEYWORDS: Biochemistry of semen. Bos taurus indicus. Bull. Reproduction
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