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RESUMO

Trés grupos de 8 touros, sendo cada grupo formado por 4 animais da raca
Simental (Bos taurus taurus) e 4 da raga Nelore (Bos taurus indicus), perfazendo
um total de 24 touros com idade aproximada de 30 meses foram submetidos a
dietas isoenergéticas com diferentes niveis de proteina degradavel no rimen e
agua ad libitum. As racdes foram constituidas basicamente de feno de Tifton 85,
farelo de soja, milho e wuréia (Nitrogénio N&o Protéico) e formuladas
individualmente para cada touro de acordo com a andlise bromatolégica dos
ingredientes, peso e ingestao dos animais. Na dieta do grupo controle (C) foram
seguidas as normas do NRC (1996) para nutricdo de touros em reproducédo. Na
dieta do grupo “gradual” (G) foram acrescidas 30% e, apds quatro semanas, 75%
de proteina degradavel em relacdo a dieta controle, através do aumento na
quantidade fornecida de uréia (NNP). Na dieta do grupo “Choque” o nivel de
proteina degradavel foi 110% superior a racdo do grupo controle durante todo o
periodo experimental.

Os touros permaneceram em baias individuais e ap6s o periodo de
adaptacao de 21 dias foram submetidos semanalmente a colheitas de sémen. O
sémen dos animais foram obtidos por eletroejaculacdo e avaliados quanto aos
exames fisicos do sémen (turbilhonamento, motilidade, vigor e concentracao) e
morfologia espermatica durante o periodo experimental de 15 semanas. Foram
realizadas colheitas semanais de sangue 2 horas apés a alimentacao dos animais
com a finalidade de mensurar os niveis plasmaticos de amoénia e uréia durante seu
pico de producao.

Os ejaculados dos touros dos grupos tratados (Cq e G) apresentaram menor
turbilhonamento, motilidade, vigor e concentracao em relacdo ao grupo controle
(C) a partir da décima terceira semana de experimento (P<0,01). Em relagédo a
morfologia espermatica observou-se maior numero de defeitos maiores nos
taurinos P<0,05) durante todo periodo experimental, porém, nao foram observadas
diferencas significativas entre tratamentos quanto aos aspectos analisados. Foram
encontradas diferencas significativas na uréia plasmatica (P<0,01) dos touros em
relacdo aos tratamentos. O grupo choque e gradual apresentaram valores bem

acima do grupo controle desde a quarta semana do periodo experimental

xiii



(P<0,01). Observou-se que 0s animais da subespécie zebuina apresentaram
concentracbes de amdnia e uréia superiores aos taurinos (P>0,05). Nao foram
observadas diferencas na concentragcdo de testosterona entre os touros sob
diferentes tratamentos nas condicdes deste estudo.

Pelos resultados encontrados, pode-se concluir que touros alimentados com
dietas com altos niveis de proteina degradavel no rimen podem ter sua fertilidade

comprometida, caso nao seja acompanhada de adequado suporte energético.

Palavras-chave: touros, sémen, espermatogénese, balanco energético,
proteina, uréia, amoénia

Xiv



SUMMARY

Three experimental groups, each containing eight bulls, were given
isoenergetic diets with different levels of ruminal-degradable protein and ad libitum
water. Each group was constituted by four Fleckvieh (Bos taurus taurus) and four
Nellore (Bos taurus indicus) bulls, in a total of 24 animals with mean age of 30
months. Diets were composed basically of Tiffon 85 hay, soy bran, corn and urea
(non-proteic nitrogen; NPN) and formulated for each animal individually, according
to ingredients’ bromatologic analysis, animal’s weight and uptake capacity. For the
Control-group (C-group) diet, NRC (1996) nutrition recommendations for bulls on
reproduction were followed. In the Gradual-group (G-group) diet, 30% more
ruminal-degradable protein (compared to the C-group) was added, and after four
weeks, the level increased to 75% through the addition of urea (NPN). For the
Choque-group (Cqg-group), degradable protein level was 110% higher than in C-
group during all experimental period.

Bulls were maintained in individual boxes and after an adaptation period of 21
days, semen samples were collected. Semen was obtained through
electroejaculation and analysed for physical (whirl movement, motility, vigour and
concentration) and morphological characteristics during the period of 15 weeks.
Blood sampling was performed weekly two hours after feeding in order to measure
ammonia and ureal levels during its peak production.

Treatment groups (Cg-group and G-group) presented lower whirl movement,
motility, vigor and concentration than the C-group after the 13" week (P<0,01).
Spermatic morphology showed increased levels of greater spermatic defects for
taurines (P<0,05) during all experimental period, but no significant differences were
observed among treatments for these characteristics. Significant differences in
plasmatic urea (P<0,01) occurred. Cg-group and G-group presented higher levels
than the C-group after the 4™ week (P<0,01). It was observed that animals from the
zebuine subspecies presented higher levels of ammonia and urea than the taurine
ones (P<0,05). No differences were observed in testosterone concentration among

bulls in all treatments under these experimental conditions.
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According to these results, its possible to conclude that bulls fed with high
level of ruminal-degradable protein diets may have compromised fertility if no
adequate energetic supplementation is provided.

Key-words: Bulls, semen, spermatogenesis, energetic balance, protein, urea,

ammonium



I. INTRODUCAO

A necessidade de intensificar a produgédo, a busca do chamado ganho de
escala nos varios setores da economia brasileira tem efeitos marcantes também
sobre a pecuaria no Brasil que atualmente passa por um periodo de adequacgao ao
mundo globalizado. A implantacdo de sistemas de rastreabilidade, criagcdo do
Sistema Brasileiro de Identificagdo e Certificacdo Bovina (Sisbov), programa de
apoio a producdo do novilho precoce e tipificacdo da carne, programa de
qualidade do Nelore natural (PQNN-chamado “boi organico”), sdo medidas que
visam novos mercados consumidores.

A utilizacdo de biotécnicas como inseminagdo artificial, sexagem de
espermatozoides, superovulacao, fertilizagdo in vitro, transferéncia, sexagem e
criopreservacdo de embrides vém sendo constantemente aprimoradas. Essas
técnicas tém sido difundidas entre os pecuaristas na busca de produtividade e
qualidade, exigidas nos tempos modernos afim de permanecerem na cadeia
produtiva ou obter valor agregado na venda de seus produtos.

A inseminagao artificial (IA) € uma das técnicas mais simples e de baixo
custo empregada na area de reproducéo animal e que apresenta bons resultados
quando se pretende realizar a selegdo e melhoramento genético de um rebanho
como um todo. Apesar de sua simplicidade, a |IA requer um criterioso e rigido
controle de suas diferentes etapas, desde a selecéo do reprodutor, passando pelo
processamento tecnoldgico do sémen, selegéo e controle do rebanho, chegando
até o treinamento do inseminador (OHASHI, 2002). No Brasil, muitas vezes os
fatores operacionais néo permitem a implantacédo de um sistema de inseminacao
artificial, levando a uma grande demanda por touros que deveriam ser repostos
todos os anos.

Quando se trata de selegdo de touros, tanto os doadores de sémen para
centrais de inseminacdo que seguem uma legislacdo especifica, como aos
destinados ao sistema de monta natural, os meétodos utilizados foram
incrementados tornando-se mais objetivos e cientificos na busca por animais com
valores genéticos aditivos em fungé@o de caracteristicas produtivas e econémicas.

A diferengca esperada de progénie (DEP), exames andrologicos periddicos,



programas de melhoramento genético com alta pressdo de selegéo, entre outras,
sado ferramentas que oferecem grande segurangca ao produtor na escolha de
touros que atendam aos objetivos de produgcdo exigidos pelo mercado, porém
estes devem estar adaptados as condicbes ambientais e de manejo empregado,
exercendo efeito positivo na fertilidade (PEDRITO, 2002).

Tratando-se da produtividade de touros da-se especial atencdo a nutricao,
pois, genericamente, € aceito que o manejo nutricional constitui-se no fator
limitante essencial para reprodugdo em varias espécies de animais domeésticos
(SHORT e ADAMS,1988).

A superalimentacao de touros, como muitas vezes vem a ser praticado para a
preparacdo dos animais para a venda ou exposicdes, também pode afetar a
capacidade reprodutiva (SKINNER, 1981); O excesso alimentar, bem como a
alimentag@o intensiva resulta em baixos indices reprodutivos (SCHILLING e
KRAJNC, 1964; YOUNG, 1974) tendo associacdo com a diminuicdo da
circunferéncia escrotal, reserva espermatica no epididimo, e qualidade seminal
(PRUIT e CORAH, 1985), podendo levar a degeneracgao testicular com uso de
excesso de proteina na dieta (CASTRO, 2002). Portanto, parece ser preferivel os
efeitos de wuma subalimentacdo moderada aos da superalimentagao,
particularmente em touros jovens de racas de grande porte fisico (PRUIT e
CORAH, 1985).

Porém, maiores esclarecimentos sobre o efeito da dieta sob a capacidade
reprodutiva de touros de corte sdo necessarias para estabelecer um esquema de
manejo racional para uso nas propriedades (COULTER et al.,1987). Outros fatores
que carecem de estudos complementares sdo 0s mecanismos como a nutricao
afeta a funcao testicular (BROWN, 1993) e o efeito da fonte de proteina na
producéo e qualidade do sémen (CASTILHO et al.,1990).



Il. REVISAO DA LITERATURA

O aumento na produtividade vem sendo verificado de diversas formas nas
espécies domésticas, dentre as quais, a bovina. Modificagbes na nutricao,
instalacdes, manejo sanitario e reprodutivo tém sido pesquisadas ha varias
décadas (SENEDA, 1999).

A reproducdo constitui-se num dos maiores fatores relacionado com a
eficiéncia produtiva da propriedade. No entanto, entre os fatores que afetam a
reproducdo dos animais, a nutricdo vem se destacando como um dos mais
importantes (ASELTINE, 1989; BLANCHARD et al., 1990; SANTOS et al., 1994;
FUCK et al., 2000) e tem sido assunto de varias revisbes como Blaxter (1956),
Lamming (1969), Allden (1970), Leathem (1970), Dziuk e Bellows (1983), Kemp e
Den Hartog (1989), Linsday et al, (1990), Brown (1993), dada a sua reconhecida

importancia a manutencao de indices reprodutivos satisfatorios.

Na década de 20, com particularidade para a espécie bovina, foi dado inicio a
uma série de pesquisas demonstrando que a percentagem de machos impréprios
ou falhos na reproducéo era relativamente elevada. Essas pesquisas puderam
demonstrar que os touros de baixa fertilidade apresentavam lesdes patoldgicas
que podiam ser reveladas pelo exame clinico, pelo exame do sémen ejaculado, ou
por ambos os métodos, 0 que tornava as conclusdées mais seguras (WILLIAMS,
1965).

Em geral, as deficiéncias nutricionais podem causar alteragées na atividade
reprodutiva, variando desde uma pequena alteragcdo nas caracteristicas seminais
ou de libido, até a infertilidade irreversivel (SKINNER, 1981); no entanto, alguns
estudos contrariam estas afirmacdes afimando que a dieta ndo é uma fonte de
variacao para a motilidade espermatica total (MWANSA e MAKARECHIAN,1991).

2.1 Diferentes exigéncias nutricionais entre
Bos taurus taurus e Bos taurus indicus

Os indices de produtividade podem ser alterados pelas mudangas nas

condicdes ambientais, incluindo fatores nutricionais e na composicao genética dos



animais. O suprimento das exigéncias nutricionais especificas de cada raca é de
extrema importancia, uma vez que nos sistemas brasileiros de producao de gado
de corte, vém sendo utilizados dados de tabelas gerados na Europa ou Estados
Unidos (AFRC, NRC), obtidos, na sua maioria, com animais e ambientes
diferentes (PUTRINO, 2002).

Tem sido demonstrado que animais Bos taurus indicus tem menores
necessidades de mantenca que os Bos taurus taurus (FRISH & VERCOE, 1977;
TAYLOR et.al., 1986) o que lhes dariam vantagens em momentos de escassez de
alimento, como durante a estagao seca.

Os animais da raca Nelore digerem energia com maior eficiéncia que os da
holandesa e bufalos, ndo diferindo dos mesticos europeu-zebu. Entretanto, isto é
variavel, pois, zebuinos (algumas vezes) sdao mais eficientes em dietas com alta
proporcao de forragem de baixa qualidade, mas sdo piores em dietas com alta
proporgao de concentrados (LIMA, 1986 ).

Os requerimentos liquidos de proteina tendem a ser menos importantes em
relacdo aos requerimentos energéticos para novilhos em crescimento com
maturacao precoce como das ragas Angus e Hereford. Isso ocorre devido a menor
retencdo de sua energia como proteina (12 a 15%) e conter somente 12% de
proteina no ganho de peso vivo. Esse tipo de animal preenche suas exigéncias
protéicas utilizando somente os aminoacidos provenientes da fermentagao
microbiana (GEAY, 1984). Por outro lado, requerimentos protéicos mais elevados
foram encontrados trabalhando-se com tourinhos em crescimento de raga de
maturidade tardia (Simental, Limousin e Charolés), os quais retiveram ao redor de
38% de energia como proteina. Esse tipo de animal ndo consegue preencher suas
exigéncias protéicas somente com aminoacidos supridos pelas bactérias do
rumen, independente de seu peso vivo ou ganho de peso diario (ROHR &
DAENICKE, 1984).

Portanto, maior atencédo deve ser dada as exigéncias protéicas por variarem
de acordo com parametros como raga, sexo € a taxa de ganho de peso, sendo
maiores para animais inteiros, em relacdo aos animais castrados e, quando
definidas para animais do mesmo sexo, sao maiores para touros de maturidade

tardia em relacéo aos de maturidade precoce (GEAY, 1984).



2.2 Excessos ha nutricao de touros

A superalimentagdo de touros, como muitas vezes vem a ser praticado para a
preparacdo dos animais para a venda ou exposicdes, também pode afetar a
capacidade reprodutiva (SKINNER, 1981). O excesso alimentar, bem como a
alimentacado intensiva resulta em baixos indices reprodutivos (SCHILLING e
KRAJNC, 1965; YOUNG, 1974), tendo associagcdo com a diminuicdo da
circunferéncia escrotal, reserva espermatica no epididimo, e qualidade seminal;
portanto, parece ser preferivel os efeitos de uma sub-alimentacdo moderada aos
da superalimentacao, particularmente em touros jovens de racas de grande porte
fisico (PRUITT e CORAH, 1985).

Verifica-se ainda que, a continua oferta de ragbes com baixos niveis de
proteina, ou excesso da mesma na alimentagédo, podem reduzir a libido de touros
quando comparados com animais que receberam ragcées com niveis normais de
nutrientes (BROWN,1993).

2.3 Alta proteina bruta na dieta — efeitos nos parametros

reprodutivos.

Altas concentragdes de proteina na dieta estdo negativamente
correlacionados com a eficiéncia reprodutiva (FOLMAN et al., 1981; FERGUSON
& CHALUPA, 1989; ELROD e BUTLER, 1993)

A deficiéncia de proteina na dieta decresce a atividade sexual e a qualidade
seminal (MEACHAN et al., 1963). Por outro lado, um excesso de proteina nao
melhora esse perfil, podendo até afeta-lo negativamente (BRANTON et al., 1947).
Um regime de ingestao intensa de proteina pode provocar acidose metabdlica
afetando decisivamente as células espermaticas e, portanto, a producao de sémen
(HAMMOND, 1959).

Confirmando essas observagcdes foram encontradas desordens no
metabolismo da atividade sexual e qualidade de sémen de touros consumindo
dietas com 18% de proteina bruta, enquanto que, aqueles contendo 12 e 14% de

proteina, a producdo de sémen e atividade sexual foram normais (FLIPSE &



ALMQUIST, 1963). Aumentando-se a percentagem de proteina na dieta para 20%,
também nao foi observado nenhum efeito benéfico adicional na qualidade de
sémen de touros (SHIRLEY et al., 1963).

Resultados parcialmente diferentes dos anteriores foram encontrados em
pesquisas onde uma dieta com altos niveis de proteina foi oferecida por varios
anos (JOHNSON et al., 1971) obtendo-se a reducéo da capacidade de producgéo
espermatica, porém, nenhum efeito sobre a motilidade espermatica ou
percentagem de espermatozéides anormais foi observado. Observacdes similares
foram obtidas em algumas pesquisas onde foi indicado que o cuidado com as
dietas protéicas deveria existir apenas até o animal completar os 5 meses apos o
nascimento, onde se alcanca o total desenvolvimento dos genitais. uma vez que
esse fator exerce pouco efeito sobre a qualidade do esperma (KARG, 1964). Outro
argumento no mesmo sentido seria que os touros com dieta contendo uréia,
mantinham niveis normais de atividade sexual, sendo os resultados de sua
subsequente fertilidade inalterados, concluindo-se que a proteina verdadeira ndo
seria essencial na dieta de touros de corte para manutencéo de fertilidade normal
(JOHNSON et al.,, 1971). Porém, Blanchard et al. (1990) afirmaram que alta
concentracao de PB ou PDR pode diminuir a motilidade dos espermatozéides e a

habilidade do mesmo para penetrar o0 muco cervical in vitro

2.4 Aspectos da digestao da proteina em ruminantes

Uma proteina é constituida de unidades chamadas aminoacidos. Os
aminoacidos sao caracterizados pelo radical amino (NH2) ligado ao carbono
adjacente do grupo carboxilico (COOH). Os aminoacidos das proteinas sao
conjugados uns aos outros por ligagdes peptidicas (unido entre o grupo alfa amino
de um amino&cido com o grupo carboxilico do outro (LUCCI, 1997).

Considerando as diferentes composi¢cées de aminoacidos das fontes de
proteina, grandes diferencas podem ser encontradas (COTO & GARCIA-
TRUJILLO, 1987), devendo levar-se em conta, portanto, diferentes niveis de
absorcao de aminoacidos (RERAT et al., 1976).

A juncao de varios aminoacidos forma uma cadeia polipeptidica, que constitui

uma proteina. Na digestdo, os aminoacidos sdo liberados no intestino delgado, e



ai absorvidos. Os nutrientes sdo os aminoacidos e nado as proteinas que os
contém (hoje admite-se que dipeptideos e tripeptideos sejam liberados nos
intestinos, absorvidos e aproveitados) (LUCCI, 1997). Portanto, de nada adianta
contar com uma proteina de bom aminograma, mas que passe pelo trato digestivo
sem sofrer digestdo, nado liberando os aminoacidos e dipeptideos para que sejam
absorvidos, como ocorre nas mucoproteinas, onde algumas sec¢bes da cadeia
peptidica sdo altamente resistentes ao ataque de enzimas. Também pode-se
destacar o exemplo das celuloses e hemiceluloses das paredes da planta, que
podem tornar as proteinas das células indisponiveis. Temos também o fator anti-
tripsina, presente na soja crua (esse fator é termo-labil, sendo que o aquecimento
melhora muito a utilizacao desta fonte protéica). Outro exemplo muito discutido de
blogueio da lisina é a reacao de seu grupo com o gossipol presente nas sementes
de algodao. Na separacdo do Oleo do farelo de algodao, o calor umido sob
pressao libera gossipol dos depdsitos presentes nas plantas e essa substancia
combina-se com a proteina, bloqueando a lisina. Portanto, fica esclarecida que a
importéncia das analises quimicas e aminogramas per si, tem valor muito relativo
na avaliacao protéica e que, estudos com animal in vivo sao imprescindiveis para
a boa avaliagcao protéica (LUCCI, 1997).

O valor protéico dos alimentos é expresso em termos de Proteina Bruta (PB).
A percentagem de proteina bruta é calculada multiplicando-se a porcentagem de
nitrogénio total (N) por 6,25 (BOIN, 1995). As proteinas contém uma porgcao
grande e relativamente constante de nitrogénio em suas moléculas, algo em torno
de 15,5% a 18%. A média destes valores da 16%, dai o fator 6,25 (100:16)
(LUCCI, 1997).

O nitrogénio dos alimentos esta na forma de nitrogénio ndo protéico e de
nitrogénio protéico. O nitrogénio nao protéico dos alimentos s6 fica disponivel para
os animais se for usado na sintese de proteina microbiana. A aménia € o
composto basico para a sintese de proteina microbiana e essencial para as
bactérias celuloliticas. Aminoacidos e peptideos podem funcionar como fonte de
nitrogénio para as bactérias que fermentam amido e agucares. De fato, a
eficiéncia de sintese de proteinas por essas bactérias é afetada pela relagao
peptideos/carboidratos ndo estruturais e peptideos no ramen (BOIN, 1995).



Os agucares e as gorduras sdo utilizadas no organismo para produgao de
energia; ja a proteina € usada na construcdo de estruturas organicas e produtos
de secrecgdo, formada por unidades chamadas de aminoacidos. Na digestao, os

aminoacidos sao liberados no intestino delgado e entdo absorvidos (LUCCI,1997).

2.4.1 Nitrogénio protéico e nitrogénio nao protéico

Quando o assunto é nitrogénio nao protéico, a tendéncia € de se pensar em
uréia administrada na alimentacdo. Contudo, observa-se que quase todo tipo de
fonte de proteina torna-se uma fonte de nitrogénio nao protéico, muitas vezes em
proporgdes elevadas; Um bom exemplo sdo as pastagens de gramineas que bem
adubadas podem atingir o nivel de 20% de sua proteina bruta como nitrogénio nao
protéico (LUCCI,1997).

A uréia alimentar (pecuaria) encontrada no comércio contém 42 a 45% de
nitrogénio, enquanto aquela utilizada na agricultura como adubo varia de 44 a
46%. A uréia adubo é mais hidroscépica e pode conter nitratos, o que impede sua
utilizacdo na alimentagdo animal porque, no organismo animal, os nitratos sé&o
reduzidos a nitritos que se combinam com a hemoglobina, dando a
metahemoglobina, incapaz de transportar o oxigénio. A uréia pecuaria € mais
pura, contendo um equivalente protéico de 281% (45x6,25)(ANDRIGUETTO et al.,
1983).

Um aspecto importante a ser lembrado é que a proteina bruta alimentar deve
ser composta de duas fragdes: uma degradavel no rdmen, constituida de
nitrogénio nao protéico e de proteina verdadeira; e a outra, ndo degradavel no
rumen, constituida de proteina verdadeira. Uma parte da proteina degradavel no
rumen deve ser constituida de proteina verdadeira para que haja aminoacidos e

peptideos disponiveis para a sintese de proteina microbiana (BOIN, 1995).

A necessidade de nitrogénio (N) pode ser atendida pelo N dietético, ou
melhor, sua parte degradavel no rimen, e, em parte, pelo nitrogénio reciclado por
via metabdlica, que reingressa no rumen via saliva ou paredes do érgdo através
da irrigacao sanglinea, sob a forma de uréia. Deve haver uma sincronizagao entre
a liberacao de nitrogénio da proteina degradavel e a disponibilidade de energia
(LUCCI,1997). O conteudo de nitrogénio da uréia (N-uréia), que corresponde a



46,6% da molécula, pode ser medido no leite (NUL) e no sangue, nas fragdes
plasmaticas (NUP) ou sérica (NUS). Esses parametros sao eficientes na avaliagao
do equilibrio de nitrogénio de ruminantes, por auxiliar no monitoramento dos
efeitos do excesso de proteina e da deficiéncia de carboidratos fermentaveis ou da
assincronia entre a degradabilidade da proteina e a disponibilidade de energia no
rumen (OLIVEIRA et al., 2004).

Sistemas desenvolvidos nos Estados Unidos e na Alemanha relacionaram o
potencial de formacéo de proteina microbiana no rumen com a energia disponivel
na ragcao (BURROUGHS et al., 1975; LUCCI, 1997).

2.4.2 Degradabilidade da proteina no rumen

Quando a proteina ingressa no rimen ela pode tomar 2 caminhos:
1. Passar pelo 6rgdo sem sofrer modificagbes e atingir estbmago e intestinos,
onde sera em parte digerida pela acdo de enzimas e, em parte, excretada pelas

fezes.

2. ser degradada dentro do rumen e transformada em peptideos, aminoéacidos e,
acredita-se que na maior parte em aménia (NH4), que vem a ser a principal fonte
de nitrogénio para o crescimento (proliferacdo) bacteriano. A aménia, na presenca
de energia, serve para a sintese de proteina microbiana que, ao chegar no
intestino delgado, libera aminoacidos que serao absorvidos pelo organismo.

Uma fragao variavel do nitrogénio protéico é degradada no rumen (depende
da taxa de degradacao das diferentes fracbes protéicas de cada alimento e da
taxa de passagem), contribuindo para a quantidade de nitrogénio nao protéico
(ambnia, aminoacidos e peptideos) disponivel para a sintese de proteina
microbiana. Em racdes bem balanceadas, a quantidade total diaria de proteina
disponivel no trato digestivel inferior (proteina microbiana+proteina do alimento
que passou pelo rimen sem ser degradada) tende a ser igual a quantidade de

proteina bruta fornecida diariamente pela ragdo (BOIN, 1995).

A exigéncia de proteina dos ruminantes é atendida pelos aminoacidos
absorvidos no intestino delgado, denominada exigéncia de proteina metabolizavel.

A proteina que chega ao intestino delgado consiste de fragdo microbiana, da



fracdo dietética ndo degradada no rumen e da proteina endoégena (VALADARES
FILHO, 1997).

Para que a eficiéncia de sintese de proteina pelos microorganismos ruminais
seja maxima, a degradabilidade da proteina dietética deve atender exatamente as
necessidades microbianas, desde que nao haja limitagdo da fonte energética
entre outros fatores. E para que a eficiéncia de utilizacdo de proteina nos tecidos
seja maxima, a soma da proteina microbiana e da proteina dietética néo-
degradada no rumen deve atender as exigéncias dos tecidos, em termos
quantitativos e qualitativos (WALDO & GLEN, 1981).

Dietas com alta proporgao de proteinas favorecem organismos proteoliticos,
e dietas com alta propor¢cdo de amido (que sédo pobres em fibras), estdo
associadas com uma grande populacdo de microorganismos amiloliticos (VAN
SOEST, 1994).

Quando o valor estimado para a degradabilidade protéica de um alimento
estiver muito abaixo do real, a quantidade de nitrogénio amoniacal a disposi¢ao
sera maior do que a capacidade de sintese protéica das bactérias e havera falta
de proteina dietética chegando ao intestino, resultando na reducdo do
desempenho de animais altamente produtivos, além dos efeitos causados pelo
aumento de aménia no rimen e excesso de uréia no sangue. Por outro lado, a
superestimativa da degradabilidade podera conduzir a falta de nitrogénio
disponivel para as bactérias do rimen, o que conduz a menor ingestéo voluntaria
de alimentos e consequUentemente deficiéncia energética; ao mesmo tempo a
quantidade de proteina que entra no duodeno sera excessiva, implicando

possivelmente no seu uso para suprir finalidades de energia.

2.4.3 Necessidade de energia na sintese de proteina microbiana

VAN KESSEL & RUSSEL (1996) realizaram cultivos continuos de bactérias
ruminais e encontraram efeito positivo do nitrogénio sobre a eficiéncia de sintese
microbiana somente quando havia quantidade de energia em excesso. Quando
havia limitagdo energética, porém com altos niveis de amdnia, a suplementacao
com peptideos e aminoacidos nao modificaram os ritmos de crescimento da

populacado microbiana cultivada.
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Quando o animal esta sub-alimentado em energia, menores acréscimos de
proteina na ragdo conduzem a aumentos consideraveis na amdnia rumenal e
niveis da uréia sanguinea. Excesso de proteina resulta em maiores concentracoes
de ambnia no rimen e uréia no sangue. Contudo, ndo importa tanto o teor
protéico, mas sim, os valores de suas fragbes: proteina degradavel no
rumen(RDP) e ndo-degradavel no ramen(UDP) (LUCCI,1997).

Apesar da importdncia na sintese de proteina microbiana, existe a
possibilidade que os lipidios escrotais adicionais e/ou deposi¢cdo de gordura em
torno do plexo pampiniforme, resultante de uma dieta (concentrado) rica em
energia, possa impossibilitar a termoregulacdo escrotal, reduzindo as reservas
espermaticas epididimarias e presumidamente a producdo espermatica
(COULTER e KOZUB, 1984). Devido a essas circunstancias, anormalidades
morfolégicas no espermatozoide dos ejaculados também possam ser encontradas
(BROWN, 1993).

Porém, vale lembrar que modificagbes que ocorrem nos genitais e qualidade
espermatica, devem ser atribuidas ndo propriamente a alta proteina, mas, a
deficiéncia energética que a acompanha em dietas desequilibradas (FLIPSE e
ALMQUIST, 1963; MEYER, 1972).

2.5. Amonia e uréia

A maior parte da aménia absorvida no trato digestivo é convertida em uréia
no figado (SYMONDS et al., 1981), este processo requer um alto custo energético
(GARCIA-BOJALIL et al.,, 1998), podendo alcancar até 30% da energia de
mantenca em vacas leiteiras (HARESIGN & COLE, 1988).

Segundo Russel et al. (1992) quanto maior for a degradabilidade da proteina
da ragdo, maior sera a producao de amoénia e possivelmente, maiores serao as

perdas urinarias de compostos nitrogenados na forma de uréia.

Em ruminantes, a oferta de dietas que conduzem a elevada taxa de amoénia
no rumen, elevam facilmente as taxas de amoénia e uréia no sangue, nos tecidos
reprodutivos e fluidos do corpo, alterando as funcdes enddcrinas do organismo e

do corpo luteo (LUCCI, 1997). Isto ocorre pois 0 nivel de aménia no sangue tende
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a ser menor que o0 do rumen, ao passo que, o nivel de uréia é menor no rumen
que no sangue, criando um potencial favoravel de transferéncia mutua entre os
dois compostos favorecendo a reciclagem através da saliva ou por difusdo pela
parede ruminal (VAN SOEST, 1994).

A elevacdao da concentracdo de amodnia sanguinea ocorre logo apés a
ingestdo de alimento, ocorrendo seu pico de uma a duas horas (PANDE &
SHUKLA, 1981; MAHADEVAN et al.,, 1982; KOLB, 1987) ou duas a trés horas
apos o fornecimento da dieta (DAVIS & STALLCUP, 1967; BUCHANAN-SMITH,;
YAO, 1978)

A analise da uréia indica o balanco protéico da dieta. Valores normais de
nitrogénio uréico no sangue (NUS) de bovinos estao entre 10 e 30 mg/dl (DUKES,
1996). Porém, estudos indicam que a tolerancia individual a aménia depende de
fatores genéticos, fisiolégicos e nutricionais (LUCCI,1997). Nos animais adaptados
a alimentagdo com NNP, ha menor atividade de urease bacteriana (VISEK, 1984)
e maior quantidade de ornitina no figado, em relacdo aos alimentados com
proteina vegetal, sendo a ornitina, como citado anteriormente, importante para
formar uréia a partir de amdnia (LUCCI, 1997).

Pelo fato da intoxicagdo por aménia produzir sinais clinicos que ndo sao
especificos, seu diagnéstico € baseado somente em elevadas concentragoes
de aménia no sangue (STAHL, 1963). Porém, ndo é somente em casos graves
de hiperamonemia que os efeitos toxicos da aménia sdo observados, tornando
problematico o diagndstico dos casos subclinicos de toxidade (VISEK, 1984).

2.5.1. Mecanismos de intoxicacao

Qualquer composto que originar aménia no ramen de forma a provocar sua
absorcdo em velocidade superior a capacidade hepatica de transformar aménia
em uréia, causara intoxicacao.

A amoénia como citada anteriormente, € reconhecida como causadora de
efeitos deletérios em varias areas da biologia e medicina e essa abrangéncia de
problemas por ela causados sédo devidos a atuacdao no meio intracelular, podendo

se manifestar quando o processo normal de desintoxicagdo sao impossibilitados
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por alguma doenca, quando a quantidade formada de amoénia no meio é
excessiva, quando a amdnia é absorvida de forma muito rapida ou ainda quando a
forma de amdnia introduzida é muito toxica (VISEK, 1968).

Em relacdo as fontes de nitrogénio nao protéico (NNP), como exemplo a
uréia pecuadria, que possui alta degradabilidade apés ser ministrada ao animal,
forma-se um pico de amdnia no rumen, mas, mesmo apos esse pico, niveis
elevados de amédnia ruminal permanecem por muitas horas e compdem um
reservatorio de nitrogénio para o crescimento bacteriano (LUCCI,1997). Porém,
observa-se que proteinas com alta degradabilidade no rumen, podem liberar
amoénia até mais rapidamente que certas fontes de nitrogénio nao protéico
(WOHLT & CLARK, 1978).

Toxicidade ocorre com ingestdes de 45 g a 50 g de uréia por 100 Kg de peso
corpdreo, em curto espaco de tempo; animais adaptados resistem a quantidades
duas a trés vezes maiores. O pH do rimen e o nivel de aménia no sangue estao
altamente relacionados com a intoxicacdo, mas o0s niveis de aménia no rumen e a
uréia no sangue nao estao relacionados necessariamente. Intoxicagdes ocorreram
em animais que ingeriram 0,31g de uréia por quilo de peso, na forma liquida, e
0,51g/Kg na forma sélida . Os sintomas da intoxicacao foram detectados com nivel
de amobnia sanglinea, superior a 2 mg% e a letalidade ocorreu com nivel de 3
mg% (LUCCI, 1997).

Segundo Brito (1998), poucos sao os trabalhos que procuram avaliar as
concentragcdes normais de amdnia plasmatica em ruminantes. Entre eles citam-se
os de WINNICA et al., (1992); CHOUNG & CHAMBERLAIN, (1995) e HUSSAIN &
CHEEKE, (1995) que relatam que estas concentracdes situam-se dentro da faixa
de 7a951 Mal/L. KITAMURA (2002), co desenvolver um moadelo experimentd de
intoxicagao por aménia em bovinos pela infusdo de solucao de cloreto de aménio
na veia jugular, obteve niveis basais de aménia no plasma sanguineo de bovinos
valores em torno de 30 1 Md/L (+ 14,4). Vde ressdta que vdores de 914,3
I Mo (#334,2) de ambnia plasmatica causaram tremores musculares nos
animais durante a infusdo no referido protocolo e convulsdes em torno de 1.943
I MoL (= 372.,6).
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2.5.2. Urease

A uréia quando no interior do rimen, é degradada em amdnia, pela agéo da
urease microbiana em uma conversdo cerca de 80 a 100 mg por 100 ml de
conteudo ruminal, quatro vezes maior que a velocidade de utilizacdo da ambnia
pelos microorganismos e tem sua atividade aumentada com a elevagdo da
temperatura (alcangando um éapice a 49° C), bem como com a elevagao do pH,
ficando a atividade maxima entre pH 7,0 e 9,0 (LUCCI, 1997).

2.5.3. Transporte pela membrana celular

No rumen a aménia em solucado, apresenta-se quase que totalmente na
forma ionizada NH4+ (a um pH 6,9 cerca de 99,2% apresenta-se como NH4+ e
somente 0,8% como NH3) (VISEK, 1968). Em valores de pH mais altos, aumenta
a forma nao ionizada: em pH 8,1 cerca de 11,2% esta na forma de NH3 e em um
pH de 9,0 cerca de 50%. A importancia destas observacdes diz respeito a alta
permeabilidade da membrana a forma NH3. Um rapido equilibrio é estabelecido
entre as formas NH4+ e NH3, sendo  que as quantidades de forma néo ionizada
dependem do pH e a quantidade total de aménia no ramen. A percentagem de
NH3 é pequena (0,7% em pH 6,9), contudo esta forma passa facilimente através
das membranas, no sentido de uma concentracao fisiolégica menor, e embora sua
quantidade seja pequena, € imediatamente reposta pelo equilibrio NH4+, NH3 e
H+. Existe muito pouca amdnia na circulagdo sanguinea, pois o figado converte a
mesma em uréia através do ciclo da ornitina, assim a absorcdao de NH3 é
continua, devido a um gradiente de concentracdo (LUCCI, 1997). Um detalhe a se
destacar € que o aumento da concentragdao de ornitina no figado parece estar

relacionado com maior capacidade de desintoxicacao (VISEK, 1984).
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2.5.4. Mecanismo de desintoxicacao

Estudos sugerem que 5 mg/100 ml de N amoniacal € um ponto maximo para
conversao em proteina microbiana, e o mesmo pode ser atingido em dietas com
aproximadamente 13% de PB ; acima desse valor a aménia ruminal aumenta
rapidamente com a maior ingestdo de proteina (LUCCI,1997). Porém, existem
opinides diferentes das anteriores onde é preconizado que mesmo em
concentracoes de amébnia de 81 a 124 mg/100ml (cerca de 20 vezes maiores que
o limite acima citado ) ainda existe resposta na producao de proteina microbiana,
ao injetar-se NNP no pré-ventriculo (STILES et al., 1970; BARTLEY et al., 1976),
talvez devido a uma proporcao adequada de proteina e energia, pois ja foi
constatado que as concentragdes rumenais de N amoniacal atingem 5 mg/100 ml
muito mais cedo quando as dietas sdo energeticamente pobres, portanto, estas
fontes serdo melhor utilizadas em ragbes ricas em energia (LUCCI,1997). A
alimentacédo com grandes quantidades de proteinas degradaveis no rumen pode
elevar a amoénia, uréia e outros componentes nitrogenados nos tecidos do corpo.
Neste caso, adicionar nutrientes ricos em energia poderia proteger o animal contra
0 excesso de amobnia do rumen, ndo sé por maximizar a construgcao de proteina
microbiana, como também por auxilio aos mecanismos hepaticos de
desintoxicacao (LUCCI, 1997).

Trabalhos foram realizados procurando definir a maxima capacidade hepatica
de converter a forma NH3 da aménia (que é altamente toxica) em uréia, que é
considerada pelos autores como menos toxica aos tecidos e chegaram ao valor
de 1.84 mmol por minuto por quilo de peso do parénquima hepatico, porém
houveram casos onde sinais de intoxicacdo ocorreram com concentracdes nos
niveis plasmaticos de 0.8 mmol of NH3. Outros resultados semelhantes foram
observados com valores de 1.05 e 0.6 mmol de NH3 no sangue da carétida e
jugular respectivamente, de vacas demonstrando sinais de intoxicacao apos

receberem uréia intra-rumenal (SYMONDS et al., 1981).
Outro aspecto observado por pesquisadores foi que bovinos mais resistentes
a intoxicagdo por amdnia tiveram alta producdo urinaria, baixos pH sanguineo e

urinario e excretaram grandes quantidades de amoénia e uréia pela urina. Essas
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observacoes levaram a conclusdo que conjuntamente com a desintoxicagao
hepatica da aménia os rins sdo fundamentais para aliviar a intoxicagao por aménia
em bovinos (KITAMURA, 2002). Em trabalhos anteriores, ORTOLANI et al. (2000)
trataram com sucesso cinco cabras intoxicadas (duas ja apresentando convulsao)
com &cido acético em associacdao com hidratagao intravenosa e furosemida,
sugerindo a possibilidade de ocorrer maior excregdo de amébnia pela urina

confirmando a importancia da via renal na desintoxicagéo.

2.5.5 Efeitos sobre a reproducao

Apesar do fato de varios estudos terem sido conduzidos para avaliar o efeito
da proteina no tecido reprodutivo, 0 mecanismo exato pelo qual o excesso de
proteina bruta ou proteina degradavel na dieta possa prejudicar negativamente a
reproducao nao tem sido elucidado (SANTOS & ALMSTADEN, 1998).

Os provaveis efeitos negativos do excesso de proteina nas dietas de vacas
em lactagdo, independentemente de sua degradabilidade, e/ou de compostos
nitrogenados nao protéicos (NNP) sobre os parametros reprodutivos tém sido
atribuidos a reducdo na concentracao plasmatica de progesterona (JORDAN &
SWANSON,1979); alteracdo na composicao idnica do fluido uterino e reducao do
pH intra-uterino (JORDAN et al., 1983; ELROD & BUTLER, 1993; ELROD et al.,
1993); exacerbacdo do balanco energético negativo e aumento da secrecao
endometrid de PGF24 (BUTLER, 1998); presenca de componentes téxicos do
metabolismo do nitrogénio (ambnia ou uréia) nas secregcoes dos 0Orgaos
reprodutivos, comprometendo a viabilidade de espermatozdéides ou ovécitos ou a
sobrevivéncia e o desenvolvimento embrionario inicial (GARCIA-BOJALIL et al.,
1994).

A fertilidade pode ser reduzida devido a efeitos téxicos da aménia, uréia e
outros componentes nitrogenados sobre ovécitos, espermatozoides e embrides na
fase inicial de desenvolvimento. A uréia é tdxica para o espermatozdide de touros,
e, em relacdo as fémeas, tdéxica para o zigoto, podendo causar abortamento
qguando injetada intraamnioticamente (GREENHALF, 1971).
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Os niveis exatos de aménia ou uréia que inibem a fertilidade ainda ndo foram
definidos. Vacas com nivel sanguineo de uréia maior que 20 mg/dl no momento da
cobertura tem trés vezes menos oportunidades de ficarem prenhes (FERGUSON
& CHALUPA, 1989; FERGUSON et al.,, 1993). Em experimentos realizados
quando a uréia no plasma foi igual a 24,5 mg/dl, a uréia no conteudo vaginal
alcancgou 20,9 mg/dl (LUCCI, 1997) e parece certo que, quando o nivel de uréia no
conteudo vaginal excede 40 mg/dl, ndo ha possibilidade de concepcao (N.R.C.,
1989).

Sabe-se que o0 excesso de proteina causa prejuizos a vida reprodutiva de
vacas de leite (VISEK, 1984). No caso das fémeas apenas a relacdo entre
proteina bruta e fertilidade das fémeas nao constitui bom parametro, sendo melhor
a relacao entre as exigéncias de proteina degradavel no rumen e fertilidade das
vacas, pois uma pesquisa, lancando mao de analises de regressdao demonstrou
que o aumento de proteina degradavel no rimen em relagdo as exigéncias,
diminui as chances de prenhez das fémeas (FERGUSON & CHALUPA, 1989). Em
vacas tratadas com 20% de proteina bruta a concentracdo de uréia no plasma foi
maior, e o desenvolvimento reprodutivo, acentuadamente inferior (FOLMAN et al.,
1984). Em relacdo ao alto custo energético da detoxificagdo da amobnia pelos
tecidos, SCHILO (1992) afirmou que o quadro de balanco energético negativo tem
levado a uma diminui¢c&o da liberacado de LH em vacas.

Os mecanismos bioquimicos que determinam como a aménia afeta as
células e seu metabolismo sdo pouco estudadas, ndo esta definido se os efeitos
toéxicos sdo causados por uma supressao imunoldgica ou efeitos locais nos
tecidos. Embora concentragbes tdxicas de aménia produza mudancgas histolégicas
no cérebro, nenhum tecido tem demonstrado mudancas histolégicas que
persistam no caso da exposicao excessiva ao agente téxico for finalizado (VISEK,
1984). Porém, mais recentemente, Butler (1997) afirmou que existe evidéncias in
vitro que células endometriais respondem ao aumento de uréia na circulagao
aumentando a secregao de sodio e prostogondina F24 e que este ultimo quando
em excesso prejudica o desenvolvimento e a sobrevivéncia dos embrides.

Fernandez et al.(1988) verificaram que a concentracdo de glicose e uréia
aumentaram 39 e 12% respectivamente, durante a infusdo de cloreto de aménio

em oito touros da raga Hereford, sendo observado que a concentracdo de insulina
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diminuiu de 26 até 46% durante a infusdo e aumentou de 89 até 122% apéds
infusdo, ficando claro neste experimento que hiperamonemia pode causar

problemas na insulina circulante, bem como no metabolismo de glicose.

2.6. Reversao de planos alimentares

Experimentos envolvendo reversdo dos planos alimentares tém produzido
alguns resultados controversos.

Verificou-se que, aumentando o plano nutricional de touros com baixos niveis
de nutrientes na dieta, houve um aumento de sua producao espermatica, a qual se
procedeu em uma taxa maior em relacdo ao aumento do peso corporeo do animal
avaliado (JAMES, 1950).

Contrariando esses resultados verifica-se o fato que realimentando-se touros
por 1 ano com 100% NDT, sendo esses animais anteriormente alimentados com
uma dieta de baixo nivel (60% NDT) desde 8 semanas até 46 meses de idade,
nao tiveram nenhum efeito no crescimento testicular, volume seminal e producéo
espermatica, mesmo que esses animais voltassem a alcancar 90% do peso
corporal do grupo controle que foi alimentado adequadamente (VANDEMARK &
MAUGER, 1964). Portanto, o restabelecimento de uma dieta adequada nao induz
uma elevacdo na concentracdo de espermatozdides em animais que passaram
por longo periodo subalimentados (MEACHAM et al., 1963). A falha em
restabelecer a funcado reprodutiva normal em animais jovens anteriormente
subnutridos, pode refletir alguns niveis de danos aos centros neurais
controladores da reproducao, devido as deficiéncias nos componentes da dieta na
fase inicial da vida ou na diminuicdo da habilidade dos animais em sintetizar
proteina adequadamente, as quais parecem necessarias para facilitar a agédo de
liberacédo dos fatores hipotalamicos (WATANABE et al., 1968; LEATHEM, 1970). A
possibilidade de reversdo de um quadro degenerativo depende dos danos
causados as células da linhagem germinativa, bem como a integridade das
paredes dos tubulos seminiferos.
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I1l. OBJETIVOS
3.1. Gerais

e Verificar a influéncia de niveis crescentes de proteina degradavel no riamen
sobre a qualidade do sémen de reprodutores bovinos.

e Observar as possiveis diferencas de suscetibilidade entre Bos taurus indicus e
Bos taurus taurus em relacédo aos efeitos toxicos dos produtos da degradacao

da proteina no rumen sobre a qualidade seminal dos reprodutores.

3.2. Especificos

e Estabelecer a provavel concentracdo plasmatica a partir do qual a uréia ou
amodnia passam a exercer possivel efeito tdéxico sobre os érgaos reprodutivos e
qualidade seminal dos touros.

e Verificar a possivel influéncia dos niveis de uréia e aménia plasmatica, sobre o
parénquima testicular e epididimario.

e Observar histologicamente as modificagdes das células da linhagem
germinativa durante diferentes estagios de uma possivel degeneracao

testicular.



IV. MATERIAL E METODOS
4.1 Local

O presente experimento foi conduzido no sitio Estiva do Palmital, localizado
as margens da rodovia Jaboticabal-Lusitdnia Km 2, municipio de Jaboticabal,
estado de Sao Paulo, situado a 21213’ de latitude sul e 48° 17’ de longitude oeste

de Greenwich, a uma altitude de 604m.

A temperatura maxima e a chuva mensal registrados no periodo de

experimento encontram-se nos quadros do apéndice.

4.2. Grupos experimentais

Foram realizadas triagens em lotes de touros em idade reprodutiva da raca
Nelore (Bos taurus indicus) e da ragca Simental (Bos taurus taurus) onde os
animais foram avaliados quanto ao peso corporal, idade e qualidade espermatica

para que fossem obtidos lotes uniformes quanto aos aspectos avaliados.

Foram selecionados trés grupos com 8 touros, sendo cada grupo formado
por 4 animais da raca Simental (Bos taurus taurus) e 4 da raca Nelore (Bos taurus

indicus), perfazendo um total de 24 touros com idade aproximada de 30 meses.

Tabela 1. Composicao do grupo experimental

GRUPO GRUPO GRUPO
Choque (Cq) Gradual (G) Controle (C)

Touros Raca Nelore

4 4 4
(Bos taurus indicus)
Touros Raca Simental
4 4 4
(Bos taurus taurus)
Total por grupo 8 8 8

Total animais 24 touros
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Os touros permaneceram em baias individuais e ap6s o periodo de
adaptacdo de 21 dias foram submetidos a dietas isoenergéticas com diferentes
niveis de proteina degradavel no rumen e agua ad libitum. A adaptagdo dos
animais do grupo choque a uréia consistiu no fracionamento da quantidade total
em 3 partes. Na primeira semana os touros receberam 30% da quantidade total de
uréia da dieta, na segunda semana 70% e na terceira semana a quantidade total
definida pelo balanceamento, sempre com o fornecimento dividido em trés
horarios (7:00hs; 13:00hs e 16:00hs). Os touros do grupo gradual foram
adaptados de forma semelhante porém, dada a menor quantidade de uréia de sua
dieta, no inicio da terceira semana o0s animais ja recebiam a dieta total em dois
horéarios (7:00hs e 16:00hs)

O arracoamento consistiu basicamente de uma dieta de feno de Tifton 85,
grao de milho, farelo de soja (fonte de proteina com baixa degradabilidade no
rumen) e uréia (fonte de nitrogénio n&o protéico com alta degradabilidade no
rumen). Os animais, apds o periodo de adaptacdo, foram submetidos a dieta
controle balanceada de acordo com as normas do NRC (1996) para atender as
exigéncias nutricionais dos touros.

Na dieta do grupo C (controle) foram seguidas, durante todo periodo, as
normas do NRC (1996) para nutricao de touros em reproducado. Na dieta do grupo
G (gradual) foram acrescidas 30% e, ap6s quatro semanas, 75% de proteina
degradavel em relagdo a racao do grupo controle através de acréscimo na
quantidade de uréia. Na dieta do grupo Cq (choque) foi fornecida ragdo contendo
nivel de proteina degradavel 110% superior a racdo do grupo controle durante
todo periodo experimental, conforme representado na tabela2.
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Tabela 2. Dietas fornecidas aos touros em funcao do grupo
experimental que pertenciam e ao tempo decorrido de experimento.

Tempo GRUPO Controle GRUPO GRUPO
(semanas) Gradual Choque
T1 DC ADAPTACAO ADAPTACAO
T2 DC ADAPTACAO ADAPTACAO
T3 DC Dieta | ADAPTACAO
T4 DC Dieta | Dieta Il
T5 DC Dieta | Dieta Il
T6 DC Dieta | Dieta Il
T7 DC Dieta Il Dieta Il
T8 DC Dieta Il Dieta lll
T9 DC Dieta Il Dieta Il
T10 DC Dieta Il Dieta Il
T11 DC Dieta Il Dieta Il
T12 DC Dieta Il Dieta Il
T13 DC Dieta Il Dieta Il
T14 DC Dieta Il Dieta Il
T15 DC Dieta Il Dieta Il

Dieta controle (DC) — de acordo com normas NRC (1996) para touros

Dieta |- 30% de excesso de PDR em relagdo as recomendagdes NRC
Dieta Il - 75% de excesso de PDR em relacdo as recomendacdes NRC
Dieta lll — 110% de excesso de PDR em relagao as recomendagdes NRC

Tabela 3. Niveis nutricionais da ragcao de acordo com os tratamentos

Variaveis DC Dieta | Dieta Il Dieta lll
MS (%) 87,54 87,60 87,74 87,97
NDT (% MS)’ 62,00 62,00 62,00 62,00
EE (9%MS) 2,30 2,55 5,57 2,60
PB (% MS) 11,70 13,60 16,75 21,80
N-FDA (% PB) 0,73 0,73 0,72 0,69
NNP (% PB) 27,56 44,68 59,18 70,89
FDN (% MS) 43,97 45,25 43,12 39,78
PDR (% PB) 7,07 9,20 12,30 17,50
NDT/PB 5,30 4,56 3,70 2,84

! Estimado pelo programa R.L.M 2.0
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A dieta total foi dividida em trés administracdes diarias durante a adaptacao e
apds esse periodo duas diarias, sendo a primeira as 7:00 e a segunda as 16:00.
Os ingredientes da racéo foram pesados e fornecidos individualmente, de acordo
com o peso e consumo (ingestdo de matéria seca) de cada touro. As sobras de
alimento no cocho de cada touro foram pesadas e enviadas para analise
bromatolégica duas vezes por semana. Este procedimento viabilizou correcées
periddicas no fornecimento da ragdo proporcionando o consumo desejado sob as
condicdes deste experimento.

A anadlise laboratorial dos alimentos obedeceu aos critérios adotados por
SILVA (1990), sendo analisado, em relagcdo ao volumoso os teores de matéria
seca (MS), proteina bruta (PB), fibra detergente neutro (FDN), fibra detergente
acido (FDA), nitrogénio associado a fibra detergente acido (N-FDA) e nitrogénio
associado a fibra detergente neutro (N-FDN) e em relacdo ao concentrado os
teores de matéria seca, proteina bruta, extrato etério (EE), matéria mineral (MMi),

extrativo ndo nitrogenado (ENN) e fibra em detergente neutro (ver apéndice).

Os touros foram pesados quinzenalmente e, os componentes do
arragoamento, analisados mensalmente durante todo periodo experimental para

fornecimento de dados precisos para formulacéo das dietas.

4.3. Colheita e avaliacao do sémen

Ap6s examinados e selecionados quanto aos padrdes normais de sémen e
adaptados a nova alimentacéo, os touros foram submetidos as colheitas semanais
de sémen pelo método da eletroejaculacao.

Os ejaculados foram avaliados quanto ao volume, turbilhonamento
(movimento em massa), concentragdo, motilidade e vigor. Aliquotas de sémen
foram tomadas em solugdo de formol salina (HANCOCK, 1957) e estocadas a 4° C
para posterior exame de morfologia espermatica.

A morfologia dos espermatozoides foi realizada sob microscopia de contraste
de interferéncia diferencial de fase e classificados como descrito por BLOM (1973)
em percentagem de defeitos maiores e defeitos menores. Foram avaliadas 200

células espermaticas de cada touro.
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4.4. Analises laboratoriais

Foram realizadas semanalmente colheitas de sangue para determinagcao dos
teores de uréia e amébnia no plasma sanglineo dos animais no periodo
aproximado de 2 horas pés-ingestao das dietas. Foram utilizadas vacuntainer®
com anticoagulante (EDTA) e agulhas descartaveis para colheita de amostra de
10 ml de sangue da veia jugular. Apds a colheita as amostras de sangue foram
acondicionadas em isopor contendo gelo e, ao término da colheita de 8 animais de
cada grupo, o material foi encaminhado ao laboratério para centrifugacdo a 1400
G durante 15 minutos e determinacao da amédnia plasmatica pelo método
enzimatico utilizando Kits comerciais - RAICHEM® (San Diego, CA) e da uréia
plasméatica por espectofotometria pelo método enzimatico/colorimétrico de ponto
final através de Kits-LABORLAB® (Guarulhos, SP).

No final do experimento, foram colhidas amostras de sangue em série (total
de cinco colheitas por animal) para avaliagdo da concentracdo plasmatica de
testosterona. Foi utilizado o método de radioimunoensaio, usando conjunto de
reagentes comerciais para testosterona total. (Coat — A — Count/DPC/ Los
Angeles, CA).

4.5. Avaliacao histopatoldgica dos testiculos

Ao fim do periodo experimental 4 animais de cada grupo (sendo 2 taurinos e
2 zebuinos) foram castrados e seus testiculos avaliados quanto ao aspecto
morfolégico. Apds dissecacdo os testiculos foram excisados longitudinalmente ao
meio e, fragmentos (4 x 4 mm) do parénquima testicular (exceto regido do
mediastino) e fixados em solucdo de Bouin por 24 horas. Posteriormente, os
fragmentos dos testiculos foram lavados em concentragdes crescentes de alcool
(70, 80, 90 e 100%) e, em seguida, incluidos em parafina, como descrito por
Behmer et al., 1976). Cortes de 4 micrdbmetros foram realizados, fixados em
laminas, corados pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) e, em seguida,

cobertos por laminulas fixadas por Balsamo do Canada.
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As laminas contendo os cortes do parénquima testicular e cauda do
epididimo dos 24 testiculos e epididimos foram analisadas sob microscopia de luz
(40 e 100 X ). Esta andlise consistiu na avaliagcdo qualitativa da morfologia dos
tubulos seminiferos e do ducto epididimario. Nos primeiros foi levado em
consideragdo a presenca ou auséncia de células da linhagem germinativa
(espermatogbnias, espermatécitos primarios e secundarios, espermatides e
espermatozoides), células de Sertoli, bem como células de Leydig no espacgo
intersticial. No epididimo, a constituicdo do epitélio colunar pseudoestratificado,

lamina propria, cilios foram as principais estruturas levadas em consideracao.

4.6. Analise estatistica

O fatorial 3x2 (trés tratamentos por duas racas) foram analisados utilizando-
se o procedimento PROC GLM (REPEATED ou RANDOM). As médias ajustadas
foram comparadas pelo teste de Tukey - Kramer ao nivel de 95% de confiancga.
Utilizou-se o procedimento Proc Reg para a analise dos dados de radicais
utilizando o Software SAS verséo 8.2 (SAS, 1999-2001).
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V. RESULTADOS

5.1 Exames fisicos do sémen

Os resultados dos exames fisicos dos ejaculados dos 24 touros durante
as 15 semanas de experimento estdo expressos sob a forma de Tabelas e
Gréficos.

Os ejaculados dos touros dos grupos gradual (G) e choque (Cq)
apresentaram menor concentracdo em relacdo ao grupo controle (C) a partir da
décima terceira até décima quinta semana do periodo experimental (P<0,01)
(Tabela 7 e Figuras 7 e 8). Esta diferenca entre tratamentos durante o periodo
final do experimento também foi observada quanto aos parametros:
turbilhonamento (Tabela 4 e Figuras 1 e 2), motilidade (Tabela 5 e Figuras 3 e 4) e
vigor (Tabela 6 e Figuras 5 e 6).

Por outro lado, os animais Bos taurus taurus do grupo G e Cq, durante a
décima segunda e décima quinta semana, apresentaram os menores valores para
os parametros: motilidade (P<0,05) e vigor (P<0,05), fato ndo observado entre os

animais Bos taurus indicus.
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Tabela 4. Turbilhonamento (0-5) dos ejaculados dos touros
do grupo Cq (110% PDR acima NRC), grupo G
(30 e 75% PDR acima NRC) e grupo C em
relacéo ao periodo experimental.

Periodo (semanas) Grupos Experimentais / Média* de Turbilhao
Experimental Controle Gradual Choque
A A A
! 3 ab 2 abc 3 a
A B B
2 S ab 1 c abc
A A A
S 3 ab 3 a 2 ab
A A A
4 3 ab 2 abc 2 abc
A A A
° 8 ab 3 ab 2 abc
A A A
6 2 ab 2 abc 2 abc
A A A
! 2 ab 2 abc 2 abc
A A A
8 3 ab 2 abc 2 abc
A A A
9 2 b 2 abc 1 abc
A AB B
10 3 ab 2 abc 1 c
A A A
1 3 ab g abc g ab
A AB B
12 3 ab 2 abc 1 abc
A B B
13 3 ab 1 bc 1 abc
A B B
14 3 ab 1 bc 1 bc
A B B
15 E a ! bc - abc
Causas de Variagao Valor de F Pr > F**
Tratamento 3,26 0,1444
Raga Sisil 0,1430
Tratamento X Raca 2,69 0,1760
Tempo 4,21 <0,0001
Tempo X Tratamento 2,12 0,0083
Tempo X Raga 1,09 0,3877
Tempo X Tratamento X Raca 1,16 0,3303

1: Médias seguidas pela mesma letra, minuscula na coluna e mailscula na linha, ndo
diferem entre si pelo Teste Tukey (P>0,05)
* Probabilidade de significancia do Teste F
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Tabela 5. Motilidade espermatica (%) dos ejaculados dos touros do grupo Cq (110%
PDR acima NRC), grupo G (30 e 75% PDR acima NRC) e grupo C em
relacdo ao periodo experimental.

Grupos Experimentais / Média* de Motilidade

Tratamento  Raca

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
. A A A A A A A A A A A AB AB AB A
Controle Zebuinos 68 a 70 a 73 a 70 a 70 a 70 a 68 a 73 a 70 a 70 a 68 a 70 a 68 a 70 a 70 a
Tauwinos 60" 60" 5" 3% e e 8" 70" 63" " " " @ 3P 20"
a a a a a a a a a a a a a a a
) A A A A A A A A A A AB ABC ABC AB
Gradual Zebuinos 73 a 60 a 73 a 70 a 70 a 68 a 50 a 60 a 63 a 70 63 a 68 a 63 a 55 a 55 a
Tauwinos 60" 5% 60" e s8% 70% 8" 63" 55" 58" 63" 50°° 48%° 3% 40f
a a a a a a a a a a ab a ab ab b
) A A A A A A A A A AB A AB ABC BC AB
Choque Zebuinos 70 a 68 a 60 a 60 a 70 a 65 a 65 ® 58 a 65 5 58 bo 68 ® 60 o 83 b 50 a 50 abe
) A A A A A A A A A A c c c AB
Taurinos 65 bo 55 abo 60 o 55 b 65 a 58 abo 65 o 58 bo 63 R 45 60 a 30 b 45 b 48 ® 55 b
Causas de Variagao Volor de F Pr>F**
Tratamento 6,51 0,0074
Raca 6,38 0,0211
Tratamento X Raca 0,22 0,8083
Tempo 3,37 <,0001
Tempo X Tratamento 3,53 <,0001
Tempo X Raga 1,75 0,0466

Tempo X Tratamento X Raga 1,49 _

1: Médias seguidas pela mesma letra, minuscula na linha e maitscula na coluna, néo diferem entre si pelo Teste Tukey (P>0,05)
* Probabilidade de significancia do Teste F




Motilidade

Figura 3. Valores médios e desvio padrdao da motilidade(%) dos ejaculados

dos touros dos grupos (C, G, Cq ) no periodo experimental.
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Figura 4. Valores médios e desvio padrao da motilidade(%) dos ejaculados dos

touros entre as subespécies taurina e zebuina.
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Tabela 6. Vigor espermatico (0-5) dos ejaculados dos touros do grupo Cq (110% PDR acima

[o) H ~ ,
NRC), grupo G (30 e 75% PDR acima NRC) e grupo C em relagdo ao periodo
experimental.
Tratamento Raga Grupos Experimentais / Média* de Vigor
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
k A A A A A A A A A A A A AB AB AB
control Zebuinos 3,75 350, 375, 375, 325, 375, 325 3,00, 3,00, 3,00, 3,00, 3,00, 3,00, 3,00, 325,
ontrole
) A A B8 AB A AB A A A A A A A
Taurinos 3,50 325, 325, 300, 275, 300, 3,00, 3,00, 275, 275 275 350, 3,25 3,25 375,
. A A B AB A AB A A A A A AB BC BC BC
ragual Zebuinos 3,25, 325 825, 300, 300, 300, 250, 300, 250, 275, 275, 275, 225 2,25 250
radua
) A A B AB A AB A A A A A BC c c
Taurinos 350, 300, 300, 800, 275, 300, 300, 250, 225 250, 275, 200 175 175 225
. A A B AB A B A A A A A A AB ABC BC
Ghoque Zebuinos 4,00 a 3,00 4 275, 300, 300, 275,/ 300, 250, 300, 275 3,00, 300, 275, 2,50 2,50
) A A B A B A A A A c BC BC BC
Taurinos 3,50 a 2,75 ab 2,75 a 2,75 a 3,00 a 2,50 abo 3,00 b 2,75 a 2,50 abe 2,25 2,75 ab 1,50 . 2,25 be 2,25 be 2,75 a
Causas de Variagao Volor de F Pr>F*
Tratamento 14,48 0,0002
Raca 6,82 0,0177
Tratamento X Raca 0,17 0,8410
Tempo 9,38 <,0001
Tempo X Tratamento 2,27 0,0005
Tempo X Raga 0,96 0,4921
Tempo X Tratamento X Raca 1,66 o0

1: Médias seguidas pela mesma letra, minuscula na linha e mailscula na coluna, néo diferem entre si pelo Teste Tukey (P>0,05)

* Probabilidade de significancia do Teste F



Figura 5. Valores médios e desvio padrao do vigor(0-5) dos ejaculados dos touros

dos grupos (C, G, Cq) no periodo experimental.
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Figura 6. Valores médios e desvio padrao do vigor(0-5) dos ejaculados dos
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touros entre as subespécies taurina e zebuina.
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Tabela 7. Concentragdo espermatica (x10%ml) dos ejaculados dos touros do
grupo Cqg (110% PDR acima NRC) , grupo G (30 e 75% PDR
acima NRC) e grupo C em relacao ao periodo experimental.

Periodo (semanas) Grupos Experimentais / Média* de Concentragao

Experimental Controle Gradual Choque

1 397 A 283 A 296 A

ab ab a

A A A

2 3107, 168 ) 193 2

3 3164 486 295 A

ab a a

4 4457 389 A 304 A

ab ab a

5 299 A 393 A 278 A

ab ab a

6 209 A 318 A 259 A

b ab a

7 3304 306 A 269 A

ab ab a

8 326 A 276 A 248 A

ab ab a

9 3174 254 A 201 A

ab ab a

10 329 A 291 A 184 A

ab ab a

11 276 A 325 A 345 A

b ab a

12 389 A 249 A 199 A

ab ab a

13 425 A 203 B 224 B

ab b a

14 438 A 20g B 202 B

ab b a

15 544 A 260 B 203 B

a ab a

Causas de Variagao Volor de F Pr> F**
Tratamento 3,91 0,0389
Raca 1,54 0,2304
Tratamento X Raga 0,31 0,7363
Tempo 1,9 0,0272
Tempo X Tratamento 1,9

Tempo X Raca 1,4 0,1518
Tempo X Tratamento X Raca 1,1 0,3345

1: Médias seguidas pela mesma letra, minuscula na coluna e mailscula na linha, ndo

diferem entre si pelo Teste Tukey (P>0,05)
* Probabilidade de significancia do Teste F



Figura 7. Valores médios e desvio padrdo da concentragdo (x10%ml) dos

ejaculados dos touros dos grupos (C, G,

Cq) no periodo experimental.
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5.2 Morfologia espermatica

As caracteristicas morfoldégicas dos espermatozoides (patologias
espermaticas) representadas pelas contagens diferenciais, foram agrupadas para
efeito de andlise em defeitos maiores (Tabela 8 e Figuras 9 e 10) e menores
(Tabela 9 e Figuras 11 e 12), como proposto por BLOM (1973).

Pelo resultado das analises das patologias espermaticas observou-se
que 0s animais Bos taurus taurus apresentaram maior numero de defeitos
maiores que 0s Bos taurus indicus (P<0,05) durante todo periodo experimental,
porém, sem diferenca significativa entre os tratamentos. Nao existiu diferenca
entre taurinos e zebuinos quanto aos defeitos menores, embora os animais do
grupo choque tenham apresentado maior média de defeitos menores durante
grande parte do experimento, mesmo n&o significativa estatisticamente em todas

semanas.
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Tabela 8. Valores médios dos defeitos maiores dos espermatozéides (%) dos ejaculados
dos touros dos grupo Cq (110% PDR acima NRC), grupo G (30 e 75% PDR
acima NRC) e grupo C em relacao ao periodo experimental.

Periodo (semanas) RagaVMédias Defeitos Maiores Tratamento Raca Tratam:
Experimental Taurina Zebuina ValordeF  Pr>F ValordeF  Pr>F Valor de

1 16 A 78 0,19 0,8256 16,18 0,0008 0,93

2 16 A 88 0,38 0,6883 12,05 0,0027 0,90

3 17 A 88 1,64 0,2216 8,61 0,0089 0,36

4 23 A 128 0,92 0,4172 8,20 0,0108 1,65

5 224 10 B 1,21 0,3233 12,32 0,0029 0,39

6 27 A 108 0,64 0,5402 9,01 0,0077 0,01

7 27 A 128 0,50 0,6171 9,09 0,0074 0,18

8 304 118 0,20 0,8215 12,46 0,0028 1,25

9 25 A 98 0,04 0,9630 8,54 0,0091 0,23

10 28 A 108 0,23 0,7932 8,61 0,0089 0,05

11 29 A 98 0,47 0,6350 6,67 0,0200 0,52

12 247 154 0,26 0,7707 1,83 0,1935 0,00

13 334 158 0,59 0,5650 5,44 0,0331 0,75

14 27 A 10 8 2,17 0,1539 8,40 0,0125 0,70

1: Médias seguidas pelo menos por uma letra em comum, na linha, ndo difere entre si pelo Teste F (P>0,05)



Defeito Maio

Figura 9. Valores meédios e desvio padrédo dos defeitos maiores  dos
espermatozoéides (%) dos touros dos grupos (C, G, Cq ) no periodo

experimental.
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Figura 10. Valores médios e desvio padrdo dos defeitos maiores dos
espermatozéides (%) dos touros entre as subespécies taurina e

zebuina.
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Tabela 9. Valores médios dos defeitos menores dos espermatozoides (%) dos ejaculados
do grupo Cq (110% PDR acima NRC) , grupo G (30 e 75% PDR acima NRC) e

grupo C em relacdo ao periodo experimental.

Periodo (semanas) Tratamento'/Médias Defeitos Menores Tratamento Raca Tratamento X Raga
Experimental Controle Gradual Choque Valor de F Pr>F ValordeF Pr>F ValordeF Prs>F
1 1,63 A8 2,134 1,008 3,52 0,0513 2,08 0,1667 1,56 0,2377

2 0,88 4 1,634 219" 1,42 0,2684 0,47 0,5036 1,42 0,2684

3 1,50 B 1,50 B 3,00 # 3,93 0,0384 0,98 0,3349 2,29 0,1299

4 3,148 2,638 5,00 A 4,60 0,0253 0,80 0,3837 0,08 0,9266

5 1,33 A 1,88 A 1,134 0,70 0,5120 0,04 0,8454 1,15 0,3405

6 3,384 4,25 A SW5E 0,14 0,8741 1,62 0,2199 2,01 0,1628

7 1,008 1,88 B 4,00~ 7,83 0,0036 0,43 0,5210 0,43 0,6579

8 2,00 A 4,57 A 4,884 1,38 0,2798 0,05 0,8293 2,11 0,1535

9 3,00 # 3,00 A 4,50 * 0,11 0,9001 0,95 0,3419 3,21 0,6641

10 3,384 2,254 3,884 0,65 0,5318 0,02 0,8900 0,80 0,4640

11 4,434 2,758 5,00 A 5,77 0,0130 2,41 0,1399 0,93 0,4154

12 6,25 A 5,00 A 7,00 A 0,25 0,7782 0,02 0,9019 0,98 0,3972

13 1,634 2,50 A 1,134 0,47 0,6330 0,01 0,9203 3,30 0,6630

14 5,00 A 6,60 A 7,29 A 0,32 0,7304 0,30 0,5922 1,35 0,2921

1: Médias seguidas pelo menos por uma letra em comum, na linha, ndo difere entre si pelo Teste F (P>0,05)
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Figura 11. Valores médios e desvio padréo dos defeitos menores dos

espermatozéides (%) dos touros dos grupos (C, G, Cq ) no periodo experimental.
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Figura 12. Valores médios e desvio padrdo dos defeitos menores dos
espermatozdides (%) dos touros entre as subespécies taurina e
zebuina.
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5.3 Dosagens sangliineas

Nas dosagens sanguineas de uréia (Tabela 10 e Figuras 13 e 14), ficou
evidente a relagdo das concentracdes de proteina degradavel no rimen na dieta
com as concentracdes da uréia no plasma. O grupo choque e gradual
apresentaram valores bem acima do grupo controle desde a quarta semana até o
final do periodo experimental (P<0,01). Saliente-se que os animais da raca Nelore
(Bos taurus indicus) apresentaram valores superiores quanto a concentracao
média da uréia (P>0,05) (Figura 14) e amoénia (P<0,01) (Figura 16) plasmatica em
relacdo aos animais da raga Simental (Bos taurus taurus) durante todo periodo
experimental.

Embora as concentragdes de amobnia plasmatica ndo tenham
apresentado relacdo direta com os niveis de proteina degradavel no rimen, nota-
se pela Figura 16 que os zebuinos apresentaram valores médios superiores aos
taurinos (P<0,01) ao longo do tempo experimental.

Os valores plasmaticos da concentracdo de testosterona (Tabela 12 e
Figuras 17 e 18) ndo mostraram diferencas estatisticamente significativas em
relagado aos tratamentos. Quanto aos horarios da colheita de amostras de sangue,
observou-se, apenas no grupo controle, a ocorréncia de aumento das
concentracdes plasmaticas de testosterona nos horarios das 06:00 hs e das 18:00
hs em relagédo a 0:00 hs e 12 hs.
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Tabela 10. Concentragdes médias de uréia (mg/dl) no plasma sangiineo dos touros do
grupo Cq (110% PDR acima NRC), grupo G (30 e 75% PDR acima NRC) e
grupo C em relacao ao periodo experimental.

Periodo (semanas) Grupos Experimentais / Média' de Uréia Periodo (semanas)  Grupos Experimentais / Média' de Uréia
Experimental Controle Gradual Choque Experimental Taurinos Zebuinos
A A A B A
1 9,26 b 9,26 o 7,98 o 1 6,22 b 11,44 b
A A A B A
2 10,19b 14,91 do 11,08e 2 7,39b 16,73 ab
A A A B A
3 9,51 b 10,02 o 10,95 o 3 5,94 b 14,38 b
o] B A B A
4 9,09 b 18,69 od 43,83 abc 4 21,40 a 26,33 a
5 11,04 C 21,748 49,01 A 5 22,76 B 31,774
b cd a a a
C B A B A
6 10,93 b 22,42 N 39,33 od 6 22,01 a 26,44 a
(@) B A B A
7 10,62 b 23,44 be 47,31 b 7 22,14 a 32,11 a
o] B A B A
8 6,88 b 30,41 ab 46,21 abe 8 23,67 a 31,99 a
9 8,835 34,74 34,324 9 23,84 A 28,092
b a d a a
10 18,00 & 30,24 A 34,834 10 24525 30,91 A
a ab d a a
B A A B A
11 23,87 a 34,67 a 40,94 bed 11 30,01 a 36,30 a
Causas de Variagado Volor de F Pr>F*
Tratamento 77,26 <,0001
Raga 24,1 0,0001
Tratamento X Raca 1,51 0,2476
Tempo 87,51 <,0001
Tempo X Tratamento 31,93
Tempo X Raga 1,44 0,1653
Tempo X Tratamento X Raga 0,76 0,7618

1: Médias ajustadas seguidas pela mesma letra, minuscula na linha e maitiscula na coluna, néo diferem entre si pelo Teste Tukey-Kramer (P>0,05)
* Probabilidade de significancia do Teste F



Figura 13. Valores médios das e desvio padrdo das concentragbes de uréia
(mg/dl) no plasma sanguineo dos animais dos grupos Cq, G e C
durante o periodo experimental.
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Figura 14. Valores médios e desvio padrao das concentracdes de uréia(mg/dl) no

plasma sangulineo dos touros entre as subespécies taurina e zebuina.
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Tabela 11. Concentragdes médias de amoénia (mg/dl) no plasma sangiineo dos
touros do grupo Cq (110% PDR acima NRC), grupo G (30 e 75% PDR
acima NRC) e grupo C em relagédo ao periodo experimental.

Tratament R Grupos Experimentais / Média* de amonia
atamento - haga 7 2 3 3 5 g 7 g 9 0 K

A A A A AB A A B A A A
Zebuinos 65,33d  71,24cd  83,39cd  169,66a  170,42ap  186,25a 129,95ac 65,704 94,78cd 117,87 bcd 169,85 ab

Controle
. A A A A BC B A B A AB AB
Taurinos 66,66 7943, 6822 133,75 106,49 117,50 7934 8411 8515, 8530, 116,75

X A A A A G B A A A AB B
Gradual Zebuinos 8263 80,59 73,32, 109,08 61,77 8859, 11214 11144 146,22 86,27 89,37
u
. A A A A c B A A A AB B
Taurinos 54,72 8842, 6273 120,63 77,46 7130, 11880, 108,56 , 8593 8139 89,34
. A A A A © AB A AB A B B
Choaue Zebuinos 53,35, 111,20 90,34 =~ 129,14 80,18 123,89 114,14 12476 108,56 ,, 87,28 92,80
) A A A A A AB A A A AB B
Taurinos 70,72, = 98,97, 83,29 17,75, 177,52 119,45 12097, 160,72 116,25 58,63 98,88
Causas de Variagao Volor de F Pr> F*
Tratamento 2,2 0,1396
Raca 1,26 0,2768
Tratamento X Raga 2,53 0,1073
Tempo 14,51 <,0001
Tempo X Tratamento 5,04 <,0001
Tempo X Raga 1,28 0,2488

Tempo X Tratamento X Faga 2s oo

1: Médias ajustadas seguidas pela mesma letra, minuscula na linha e maitscula na coluna, nao diferem entre si pelo Teste Tukey-Kramer (P>0,05)
* Probabilidade de significancia do Teste F




Figura 15. Valores médios e desvio padrdao das concentragbes de amonia
(mg/dl) no plasma sanguineo dos touros nos grupos (Cq, G e C)
durante o periodo experimental.
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Figura 16. Valores médios e desvio padrao das concentracdes de amoénia (mg/dl)
no plasma sanguiineo dos touros entre as subespécies taurina e

zebuina.
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Tabela 12. Concentragbes médias de testosterona (mg/dl) no plasma
sangulineo dos touros do grupo Cq (110% PDR acima NRC), grupo G (30 e
75% PDR acima NRC) e grupo C em relacao ao periodo experimental.

Grupos Periodo em Horas / Média' Testosterona
Experimental 00:00 06:00 12:00 18:00
Controle 712,97%  759,13”  450996° 884,57 A
ab ab b a
Gradual 29215°  55615° 513,174 357,10 °
Choque 629,65 QB 375,79 2 487,59 2 522,20 QB
Causas de Variacao Volor de F Pr>F*
Tratamento 1,9 0,1788
Raca 0,18 0,6731
Tratamento X Raca 0,94 0,4106
Tempo 23,28 <,0001
Tempo X Tratamento 2,1
Tempo X Raca 1,25 0,3011
Tempo X Tratamento X Raga 0,48 0,8216

1: Médias ajustadas seguidas pela mesma letra, minuscula na coluna e mailscula na linha, nédo
diferem entre si pelo Teste Tukey-Kramer (P>0,05)
* Probabilidade de significancia do Teste F



Figura 17. Valores médios e desvio padrao das concentra¢des de testosterona
(mg/dl) no plasma sanglineo dos animais dos grupos (Cq, G e C)
durante o periodo experimental.

1600

1400

1200

1000

\

800 F

ng/dL

" /

400 T Y T |

200

./ \.|
T T I l

00 hs 06 hs 12 hs 18 hs
Periodo Experimental

——Controle —#-Gradual Choque

Figura 18. Valores médios e desvio padrao das concentracdes de testosterona
(mg/dl) no plasma sanglineo dos touros entre as subespécies
taurina e zebuina.

1200,0

1000,0

800,0

600,0

ng/dL

400,0 -

200,0 -

0,0 -

00 hs 06 hs 12 hs 18 hs
Periodo Experimental

B Taurinos B Zebuinos

46



5.4 Analise histolégica dos testiculos dos touros

Pela analise histoldgica do parénquima testicular pode-se notar areas com
perda da estrutura das células da linhagem germinativa. Foram observados
maiores danos no testiculo de touros Bos taurus taurus (Figura 20 - B, D, F e H)
em relacdo aos Bos taurus indicus (Figura 19- B, D, F e H) de grupos tratados.

Algumas particularidades foram notadas quanto a cauda do epididimo. A
presenca de grande quantidade de espermatozdides no lume epididimario ficou
caracterizada em todos os grupos experimentais e entre as duas subespécies. Por
outro lado, pode-se notar, pelas Figuras 19 (G-H) e 20 (G-H), que o epitélio
colunar pseudoestratificado da cauda do epididimo dos animais da subespécie

zebuina mostrou-se aumentado em relagdo a taurina no grupo Caq.
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Figura 19. Fotomicrografias de testiculos (A,B,C e D) e cauda do epididimo (E,F,G
e H) de touros (Bos taurus indicus) submetidos a dietas de alto nivel de proteina
degradavel no ramen. A, C, E e G — Grupo controle. B, D, F e H — Grupo tratado.
A,B.E e F: 200x; C,D,G e H: 400x

Tubulos seminiferos N\

Espaco intersticial L 4

Espermatozdides X

Epitélio colunar pseudo estratificado f

Epitélio seminifero com ceélulas germinativas Q

Musculatura lisa A
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Figura 20. Fotomicrografias de testiculos (A,B,C e D) e cauda do epididimo (E,F,G
e H) de touros (Bos taurus taurus) submetidos a dietas de alto nivel de proteina
degradavel no rumen. A, C, E e G — Grupo controle. B, D, F e H — Grupo tratado.
A,B.E e F: 200x; C,D,G e H: 400x
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VI. DISCUSSAO

Varias revisdes tém abordado o efeito da nutricido protéica sobre a
reproducdo (FERGUSON e CHALUPA, 1989; LAVEN e DREW, 1999;
O'CALLAGHAN e BOLAND, 1999) porém, resultados conflitantes tém sido
observados devido, provavelmente, a idade, condicdo de saude, fonte de
nitrogénio da dieta (DAWUDA et al., 2004) e, sobretudo, o balango energético dos
animais (BUTLER, 2000; DAWUDA et al., 2004). Recentemente, resultados
contraditérios de experimentos objetivando testar os efeitos da suplementacao
protéica tem sido imputados ao fato que a alimentacdo escolhida quanto aos
diferentes niveis de ingestdo de proteina carecem de formulacdes adequadas
(FERNANDEZ et al., 2004).

Santos et al. (2001) consideraram ser a proteina dietética amplamente
degradada no rumen, gerando grande quantidade de aménia. Esta é
potencialmente incorporada pelos microorganismos, principalmente os que
degradam carboidratos estruturais na forma de proteina microbiana. Porém,
quando o animal ndo recebe o adequado aporte de energia na dieta ou quando
nao existe sincronia entre degradacdo da proteina e a solubilidade destes
carboidratos, a aménia liberada suplanta a capacidade de captura e metabolismo
pelos microorganismos.

Pelos resultados deste trabalho, verificou-se que as dosagens sanguineas de
uréia mostraram uma relacao direta entre as concentracdes de uréia plasmatica e
proteina degradavel no rumen, conferindo ao grupo “choque” os maiores valores
para este parametro, seguido pelo grupo “gradual” e ambos com média de uréia
plasmatica no sangue superiores ao grupo “controle”. Vale ressaltar, sob as
condigbes deste experimento, a diferenca entre as racas quanto a dosagem de
amonia e uréia, com os animais da raca Nelore (Bos taurus indicus) apresentando
as maiores médias para estas varidveis durante quase todo periodo experimental.
Por outro lado, as dosagens de amoénia, ndao apresentaram diferencas entre
tratamentos, mostrando que, o organismo destes animais, conseguiram, gracas a
adequada formulacdo da dieta, converter grande parte da aménia em proteina

microbiana e 0 excesso em uréia pelo figado.
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Em relagdo a diferenga entre tratamentos pode-se verificar a diminuicdo da
concentracao, turbilhonamento, motilidade e vigor do ejaculado dos touros do
grupo gradual e choque a partir da décima terceira semana. Porém, em relagcédo as
diferengas entre racas, observou-se que durante a décima segunda semana até o
final do experimento, os animais Bos taurus taurus (Simental) dos grupos gradual
e choque foram mais afetados que os Bos taurus indicus (Nelore) quanto aos
parametros motilidade e vigor. Observou-se também, pelas analises das
patologias espermaticas, que os animais taurinos apresentaram maior numero de
defeitos maiores que os zebuinos (P<0,05) durante todo o periodo experimental,
porém, sem diferencas significativas entre tratamentos. Resultados anteriores
(CASTRO, 2002a) mostraram que niveis altos de ingestdo protéica em touros
zebuinos induziam ao aparecimento de defeitos maiores e menores, levando a um
quadro de degeneracéo testicular de graduacdes diferentes. Esta divergéncia de
resultados pode ser atribuida ao balanco energia/proteina na formulagdo da dieta
deste trabalho, onde os animais recebiam arracoamento de acordo com 0 peso,
raca e idade, possibilitando aporte energético individual adequado. Estas
observagdes podem ser atribuidas a prépria caracteristica da racga, pois, tem sido
demonstrado que animais taurinos necessitam de um maior aporte energético
para mantenga em relacdo aos zebuinos (FRISCH e VERCOE, 1977; TAYLOR et
al., 1986). Portanto, o gasto energético na conversao de amdnia em uréia resultou
em balangco energético negativo mais acentuado nestes animais, com
consequéncias a espermatogénese. Outro fator que contribui para as diferencas
entre racas € a termoregulacao, que por sua vez também é realizada a custa de
intenso gasto energético, principalmente em animais que nao possuem adequada
adaptacao ao clima quente.

De maneira semelhante a resultados anteriores (CASTRO, 2002a), os niveis
de testosterona neste trabalho ndao mostraram relagdo com nenhuma das
caracteristicas analisadas. Observacdes semelhantes foram constatadas em
touros (MANN & WALTON, 1953) e carneiros (PARR & TILBROOK, 1990) quando
baixos planos nutricionais, bem como de energia (MOULE et al.,1966) nao
afetavam a espermatogénese. Sabe-se que niveis altos de testosterona nao sao
necessarios para a manutencao da espermatogénese (CASTRO et al.,2002b),
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porém, os niveis normais de FSH e LH seriam fundamentais para que a produgéao
espermatica fosse alcangada (MATSUMOTO & BREMNE, 1989).

A degeneracdo testicular constitui-se no principal problema levando a
infertilidade nos machos das espécies domésticas e suas causas sdo as mais
diversas, desde o estresse térmico as mais variadas desordens nutricionais
(McENTEE, 1990 e NASCIMENTO & SANTOS, 1997). Ao analisar touros
selecionados para colheita de sémen ou mesmo em regime de criagdo extensiva,
Vale Filho et al. (1975) detectaram degeneracéo testicular em 50% dos animais. A
observacao dos cortes histologicos dos testiculos neste experimento mostraram
poucas areas afetadas, ou seja, com perda da linhagem germinativa nos tubulos
seminiferos. Ao se comparar o parénquima testicular de taurinos com zebuinos,
notou-se que os primeiros foram mais afetados entre os grupos tratados. Isto tem
sido observado por diversos autores quando atribuem aos taurinos maior
sensibilidade aos efeitos adversos durante a espermatogénese, tanto quanto ao
estresse térmico (KUMI-DIANKA et al., 1981; FIELDS et al., 1979; WILDEUS e
HAMMOND, 1993) como nutricional (BROWN, 1994 e FERNADEZ, et al., 2004).

As funcgdes testiculares e epididimarias tém sido afetadas pelo estresse
nutricional, alterando a distribuicdo das reservas e proporcao de espermatozdides
na cauda do epididimo (ROCHA et al., 1996). Embora nesta pesquisa ndao tenham
sido notadas diferencgas significativas entre os tratamentos, observou-se discreto
aumento do epitélio colunar pseudo estratificado entre taurinos e zebuinos do
grupo “choque”. Estudos mais especificos se fazem necessarios para justificar
esta particularidade, ja que, diferencas entre a producédo espermatica diaria por
grama de parénquima testicular foram observadas entre taurinos (Charolés) e
zebuinos (Australianos) (WEISGOLD & ALMQUIST, 1979 e WILDEUS &
ENTWISTLE, 1982). Por outro lado, as células “claras” constituintes do epitélio
pseudoestratificado da cauda do epididimo tem sido relacionada com atividade
fagocitica e dependente da concentracédo de sddio luminal (COOPER, 1999).

Embora a infertilidade nutricional seja uma resposta adaptativa normal para
superar condigbes ambientais, ela tem sido considerada uma patologia. Um
grande numero de perturbacbes metabdlicas podem resultar na infertilidade
nutricional, mas todos compartilham de uma caracteristica, um decréscimo na

disponibilidade de nutrientes metabdlicos para oxidacdo. Uma causa comum da
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infertilidade nutricional sdo os elevados niveis de gasto energético néo
acompanhados por uma compensatoria suplementacdo na ingestdo de alimentos
(Wade, 1999). A grande maioria dos exemplos de infertilidade nutricional estdo
associados a um balangco energético negativo uma vez que existe o
direcionamento de energia para outros processos fisiologicos.

Alguns processos fisiologicos como manutengéo basica das células e fun¢ao
cardiorespiratéria ndo podem ser comprometidas e devem ser mantidas a todo
custo, portanto, quando a energia € escassa, 0s mecanismos fisiologicos que
distribuem energia tenderdo a favor daqueles processos que asseguram a
sobrevivéncia do individuo em detrimento dos processos que promovem
crescimento, longevidade e reproducao (WADE, 1999).

Nesta pesquisa, era de se esperar que 0s animais, tanto do grupo gradual,
como choque, recebendo respectivamente, 75 e 110% de proteina degradavel no
rumen acima das recomendacdes do NRC, apresentassem alteracbes no quadro
espermatico e tivessem seus testiculos afetados ao final do periodo experimental.
Embora, como discutido acima, alteracbes das caracteristicas seminais tenham
sido observadas em diferentes graus, grande parte dos animais ndo tiveram sua
producédo de espermatozéides significativamente alteradas. Desde que a uréia
pode ser transportada do sangue para o lumen dos tubulos seminiferos (TURNER
et al., 1979) atravessando com facilidade as membranas celulares (FORERO
GONZALES et al., 2000) e que, um gene transportador de uréia (UT3), localizado
nas células de Sertoli associada com estagios iniciais de desenvolvimento de
espermatocitos, sugerem que a uréia pode desempenhar importante papel na
espermatogénese (TSUKAGUCHI et al., 1997).

Tem sido observado (ESPER', comunicacdo pessoal), embora
empiricamente, que touros ingerindo altas quantidades de proteina bruta passam
por alteracbes da espermatogénese, podendo levar a degeneracao testicular.
CASTRO (2002a) ao comparar trés grupos de touros que receberam dietas
distintas (alta proteina, alta energia e controle), verificou altera¢des qualitativas e
quantitativas no primeiro grupo, ao passo que, no segundo e terceiro, o quadro
espermatico nao foi alterado.

! Prof. Dr. Cesar Roberto Esper — Professor Adjunto, Area de Reproducdo Animal,
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducdao Animal, Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, campus de Jaboticabal-SP
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Portanto, parece importante que, se a proteina degradavel no rumen ingerida,
nao estiver acompanhada de um aporte compativel de energia, a
espermatogénese em touros podera ficar comprometida, podendo culminar com
quadros variaveis de degeneracao testicular. Neste estudo, foi confirmado que a
adequada formulacdo da racdo vem a minimizar os efeitos deletérios de altos
niveis de proteina degradavel no rimen na dieta, pela diminuicdo da producéo de
amoénia e, consequentemente, por evitar o intenso gasto energético de

metabolizacdo da aménia em uréia pelo figado através do ciclo da uréia.
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VII. CONCLUSOES

Touros destinados a reproducao necessitam de dietas formuladas
adequadamente, visando atender suas exigéncias nutricionais, porém com

especial atencao a relacao proteina degradavel no rimen/energia.

Alteracoes da espermatogénese sao conseqiiéncia do balanco energético
negativo e nao somente do efeito toxico direto dos compostos nitrogenados
sobre os orgaos e tecidos reprodutivos.

Touros da subespécie Bos taurus taurus sao mais susceptiveis as variacoes

resultantes de estresse nutricional.

Concentracoes plasmaticas de uréia e/ou aménia variam entre animais e
entre subespécies, nao viabilizando o estabelecimento de limites
considerados “téxicos” para a espermatogénese.
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IX. APENDICE

Composicdo quimico-bromatolégica dos alimentos utilizados na formulacéo das dietas experimentais.

% Matéria Seca

Alimentos
% MS PB NDT' FDN FDA N-FDN N-FDA EE PDR (% PB)
Feno de Tifton 85 92,29 8,94 54,00 75,24 37,52 0,86 0,16 1,3 5,36
Milho moido 86,91 9,93 84,00 22,67 3,64 0,25 0,35 9,48 4,77
Farelo de Soja 89,31 50,30 82,00 14,52 10,23 0,29 0,2 2,21 32,70
Uréia 98,00 278,13
Suplemento Mineral 99,00

' Estimado pelo programa R.L.M 2.0

Niveis de Garantia = Matsuda Reproducao

NIVEs Ge aamia pa sulogarna ao
Produto

Gddo 160d
CXdto 200mg
Cxe 1600mg
Erxare 12d
Faro 1000ng
Hua (MX) 800 ng
F&fao 80 g
ladb 190 ng

Naud 35 g
Sdéno 32ngd
S&do 112d
QUK. AOrgnAC

Gtria 2% (Mn.) 05%

Zin® 6000 ng
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