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Resumo

QUEIROZ, V.L.D. Horménio anti-mulleriano sérico como preditor da puberdade de touros
jovens Nelore. 2014. 62p. Dissertacdo de Mestrado - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2014.

Este estudo foi realizado para verificar a correlagdo entre a concentracdo sanguinea de
horménio anti-Mdlleriano (HAM) e testosterona (T) com a precocidade sexual de machos
bovinos zebuinos, determinar a relacdo do HAM com a puberdade e avaliar a eficiéncia do
estudo ultrassonogréfico dos testiculos para a definicdo da idade a puberdade. Bos indicus
(Nelore, n = 37), com 10 a 16 meses de idade, foram submetidos a pesagens, biometria
testicular, coletas de sangue e sémen e exames de ultrassonografia testicular, em coletas
trimestrais de dados (julho, outubro e janeiro). Os animais foram classificados em puberes e
ndo puberes. A partir dos animais puberes, definiu-se a classe de precocidade sexual em
touros superprecoces incluindo aqueles que atingiram a puberdade até 13 meses de idade
(n =5); precoces, aqueles que atingiram a puberdade entre 14 e 16 meses (n = 21) e tardios
como aqueles que alcangaram a puberdade apds 16 meses (n = 11). A classe de precocidade
sexual foi positivamente correlacionada com a variagdo observada nas concentracfes séricas
de HAM (r = 0,5145; P = 0,0001) o que ndo ocorreu entre a classe de precocidade e T
(r = -0,1483, P > 0,05). Os animais superprecoces apresentaram uma menor média na
concentracdo circulante de HAM (6,13 + 0,64), ao decorrer das coletas, diferentemente dos
animais precoces (12,14 + 2,63) e tardios (47,64 = 5,74). Na distincdo da classe de puberdade,
0 perimetro escrotal se mostrou mais eficiente em diferenciar os animais puberes dos nédo
puberes (r = 0,7770; P = 0,0001) quando comparado ao HAM (r = -0,3500; P = 0,0002). Os
animais ndo puberes apresentaram uma menor média de ecogenicidade testicular (113,47 *
3,69) quando comparado aos puberes (150,95 + 2,58). Conclui-se que o HAM pode ser um
marcador endocrino efetivo na distingdo dos animais superprecoces dos animais tardios com
uma unica coleta sanguinea, na desmama e concentracao, aproximadamente, de cinco ng/mL.
A avaliacdo ultrassonografica dos testiculos se mostrou eficiente na distin¢cdo dos animais
puberes dos ndo puberes, porém nao se correlacionou com a precocidadade sexual.

Palavras-chave: endocrinologia, precocidade sexual, testosterona, touros, ultrassonografia
testicular.



Abstract

QUEIROZ, V.L.D. Serum anti-Miillerian hormone as a predictor of puberty in Nellore young
bulls. 2014. 62p. Dissertacdo de Mestrado - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2014.

This study was conducted to examine the correlation among serum anti-Mdllerian (AMH) and
testosterone (T) hormones concentration with sexual precocity of Nellore young bulls; also,
determine the relationship of AMH with puberty and evaluate the efficiency of testis
ultrasonography defining the age at puberty. Bos indicus (Nelore, n = 37), 10 to 16 months of
age, underwent weighing, scrotal circumference , blood samples and semen collected and
ultrasonography of the testis, quarterly data collection (July, October and January). The
animals were classified as pubertal and not pubertal. From the pubertal animals, they were
classified according the class of sexual precocity in super maturing animals which included
those who reached puberty before 13 months of age (n = 5); maturing bulls, those who
reached puberty between 14 and 16 months (n = 21) and late bulls as those who reached
puberty after 16 months (n = 11). Class of sexual maturity was positively correlated with
variation in serum AMH (r = 0.5145, P = 0.0001) which did not occur between the class of
precocity and T (r = -0.1483, P > 0.05). The super maturing animals showed a lower mean in
the circulating concentration of AMH (6.13 + 0.64) in all collections, unlike the animals
maturing (12.14 + 2.63) and late bulls (47.64 + 5.74). Distinction in the class of puberty,
scrotal circumference was more efficient in differentiating non-pubescent of pubescent
animals (r = 0,7770; P = 0,0001) when compared to the HAM (r = -0,3500; P = 0,0002). Non-
pubertal animals had a lower mean testicular echogenicity (113.47 + 3.69) compared to
pubescent (150.95 + 2.58). In conclusion, the AMH may be an effective endocrine marker in
distinguishing from late bulls of super maturing bulls with a single blood collection, at
weaning and concentration approximately five ng/mL. Moreover, the ultrasonography
evaluation of the testis proved effective in distinguishing pubertal animals of not pubescent,
but not correlated with sexual precocity.

Keywords: bulls, endocrinology, reproductive precocity, testicular ultrasonography,
testosterone
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1. INTRODUCAO

A antecipacdo da puberdade pode ter uma representacéo relevante na taxa de desfrute de
um rebanho ao proporcionar a diminui¢do da idade de entrada dos animais em reproducéo.
Além disso, a selecdo precoce de touros proporciona a aceleracdo do melhoramento genético
do rebanho principalmente via a diminuicdo do intervalo entre geragdes. 1sso
consequentemente resulta em aumento da lucratividade dos diferentes sistemas de producéo
animal (Barth & Ominski, 2000).

Em funcdo do crescente interesse no gado zebu devido a sua melhor adaptacdo ao
ambiente tropical, a acuracia na determinacdo da puberdade em machos é de extrema
importancia no sentido de identificar animais mais precoces sexualmente. Esta caracteristica
possui média herdabilidade, o que faz com que seja o foco principal de utilizacdo nos
programas de melhoramento genético (Siddiqui et al., 2008).

Recentemente, a ciéncia tem avancado significativamente no uso de diferentes
ferramentas para melhorar a selecdo para precocidade sexual, tais como ultrassonografia
testicular, métodos de avaliacdo da integridade e eficiéncia biologica da célula espermaética e
identificacdo de marcadores biologicos para eficiéncia reprodutiva (Abdel-Razek & Ali,
2005). A ultrassonografia pode ser usada como uma técnica complementar ao exame clinico
em rebanhos, auxiliando no diagnostico de problemas de infertilidade e possibilitando
decisdes rapidas e tratamentos apropriados. Este recurso traz uma nova dimensdo para a
reproducdo animal em todos seus aspectos anatomofisiopatoldgicos (Moura & Merkt, 1996).

Um método promissor é a quantificacdo do horménio anti-Mulleriano (HAM), que
podera atuar como um biomarcador para uma possivel deteccdo da puberdade precoce em
touros. Ele é secretado pelas células de Sertoli e, estas, estdo entre as primeiras células a se
diferenciarem nas gonadas fetais do macho, e promovem a secrecdo deste hormdnio
responsavel pela regressdo dos ductos de Miller (Behringer et al., 1994; Mishina et al., 1996;
Rey et al., 2003). Em seres humanos, o HAM ja ¢ utilizado como parametro clinico auxiliar
no diagndstico de puberdade precoce e tardia, identificadas nessa espécie como uma patologia

do desenvolvimento sexual (Rey et al., 1993).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Puberdade

O inicio da puberdade da-se com o aparecimento da fertilidade em seus aspectos
funcionais, fisiolégicos e comportamentais. Porém, estes eventos ndo ocorrem
concomitantemente e, por isso, existem combinacfes de diferentes parametros a fim de
caracterizar seu inicio (Freneau, 1996).

Define-se 0 macho bovino pubere como aquele que apresenta em seu ejaculado:
motilidade progressiva >10% e no minimo 50 milhdes de espermatozoides totais. A
puberdade ocorre quatro semanas apos o0 surgimento das primeiras células espermaticas no
ejaculado e duas semanas apds o aparecimento dos primeiros espermatozoides moveis no
sémen (Wolf et al., 1965; Killian & Amann, 1972). J& Lunstra & Echternkamp (1982)
observaram um periodo de oito semanas e meia entre 0 surgimento dos primeiros
espermatozoides e a puberdade.

Por outro lado, o aparecimento dos primeiros espermatozoides méveis no ejaculado,
também € apontado como fator indicador para o inicio da puberdade. Este evento estad
diretamente relacionado a fatores genéticos, condi¢cBes nutricionais pré e pos desmama,
manejo e até linhagem dentro da raca (Garcia et al., 1987).

Touros zebuinos apresentam um desenvolvimento testicular mais lento e tendem a
atingir a puberdade mais tardiamente quando comparados aos taurinos. O estresse térmico e a
qualidade dos alimentos oferecidos podem influenciar nesta fase fisioldgica (Perotto et al.
2001; Nogueira, 2004). Machos Nelore que receberam alimentacdo suplementar foram mais
pesados, apresentaram maior perimetro escrotal (PE) e concentracdes séricas superiores de
testosterona quando comparados aos animais nao suplementados. Desta forma, ha uma inter-
relacdo entre as caracteristicas reprodutivas e a alimentacdo (Costa, 1999).

Em racas europeias de corte, 0 PE pode predizer precisamente o inicio da puberdade,
independentemente da idade, raca ou peso corporal. Ha uma correlacdo de 0,65 entre idade a
puberdade e PE (Lunstra et al., 1978; Lunstra & Echternkamp, 1982).

Considerando Bos indicus, um estudo utilizando 207 machos Guzera sexualmente
inexperientes, 69% destes tornaram-se puberes entre 16 e 18,9 meses de idade, apresentando
PE compreendido entre 23,0 e 25,5 cm (Torres Junior & Henry , 2005). Em um experimento
com 619 machos dessa mesma raga, 71,3% da populacédo j& havia atingido a puberdade aos 18

meses de idade (Carmo et al., 2007). Outro experimento com 330 machos Guzerd, a idade
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média a puberdade foi 19,6 meses com 22,8 cm de PE, sendo a propor¢do de machos puberes
na faixa etaria de 12-16 meses de 7,4%; dos 16-20 meses de 41,23%; dos 20-24 meses de
68% e dos 24-28 meses de 91,96% (Osdrio et al., 2012).

Com o intuito de estudar o desenvolvimento do epitélio seminifero de touros da raca
Brahman, Aponte et al. (2005) orquiectomizaram 23 animais pré-pUberes e avaliaram
histologicamente o epitélio seminifero. Estes pesquisadores afirmaram que as células de
Sertoli imaturas diminuiram gradualmente em nUmero e ja ndo eram detectadas apos,
aproximadamente, 14 meses de idade, a0 mesmo tempo em que o0 numero destas células
maturas aumentou de 10 a 14 vezes; a espermatogénese iniciou-se durante 0 nono més. A
conclusédo destes autores foi de que o inicio tardio da puberdade em touros Brahman, deve-se
a maior duracdo do periodo pré-pubere, decorrente de um atraso no inicio da
espermatogénese.

Averiguando o desenvolvimento sexual e a funcdo reprodutiva de 22 touros Angus X
Charolés e 17 touros Angus entre 6-16 meses de idade, Brito et al. (2012a) relataram que a
qualidade do sémen melhorou gradualmente com a idade, e o intervalo entre a puberdade e

maturidade sexual foi de, aproximadamente, 50 dias.

2.2 Biometria testicular

O perimetro escrotal (PE) € considerado um dos parametros mais utilizados para a selecao
de reprodutores, devido a sua facilidade de mensuracao (Lunstra et al., 1978). Ele tem sido o
critério mais usado em programas de selecdo, como medida indicativa de caracteristicas
morfometricas e fisiologicas das gdnadas (Brinks, 1987; Silva et al., 2002). Além de ser
facilmente avaliado, apresenta alta repetibilidade e herdabilidade de moderada a alta e ¢
correlacionado com ganho de peso, producdo espermatica e qualidade seminal. Além de
apresentar correlacGes genéticas com caracteristicas reprodutivas das fémeas, podendo
aumentar o peso corporal ao ano e ao sobreano dos animais selecionados para diminuirem
idade ao primeiro parto, através da resposta correlacionada (Hahn et al., 1969; Coulter et al.,
1975; Coulter & Foote, 1979; Kastelic et al., 2001; Dias et al., 2003; Yokoo et al, 2012).

Ha correlacdes genéticas negativas ou ndo significativas entre PE e peso corporal e as
mudancas no peso corporal, como resultado de selecdo, ndo resultam necessariamente em
ganhos proporcionais no PE (Makarechian et al., 1984). A taxa de crescimento testicular
torna-se muito mais lenta que a do peso corporal ap6s 12 meses de idade (Barber & Almquist,
1975; Makarechian et al.,1985).
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Os testiculos crescem em uma fase inicial lenta e, posteriormente, apresentam um pico
que coincide com a puberdade; mais adiante hd novamente um crescimento lento, indicativo
da maturidade sexual, caracterizando uma curva sigmoide (Quirino et al., 1999a). Loaiza-
Echeverri et al. (2013) observaram que o desenvolvimento do PE em touros Guzera foi
caracterizado por uma fase de crescimento acelerado, entre os meses 10,6 e 14,5, seguido por
um declinio na taxa de crescimento e, afirmaram que estes resultados foram
significativamente influenciados pelos efeitos ambientais, sendo recomendadas comparagdes
com outras ragas.

Experimentos conduzidos por Vale Filho et al. (2001) e Moura et al. (2002), com touros
da raga Tabapud e Nelore, respectivamente, ambos apresentaram um aumento do PE
progressivamente com o0 avancar da idade. As caracteristicas relacionadas a biometria
testicular de Nelore, criados extensivamente na regido Centro Oeste do Brasil, aumentaram
com o ganho de peso nos animais de 17 a 36 meses de idade (Viu et al., 2006). A causa do
maior peso testicular € uma quantidade mais elevada de parénquima, com uma area superior
de tubulos seminiferos para produzir espermatozoides. Diferentes métodos de pesquisa tém
demonstrado que ha uma relagéo positiva entre a producéo de espermatozoides, tamanho dos
testiculos e PE (Freneau, 1991). Um maior PE esta associado com precocidade sexual, mais
esperma, maior porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais e melhor
performance reprodutiva em fémeas (Kastelic, 2014).

E conhecido, que esse parametro apresenta estreitas relagées, ndo s nos machos como
também nas fémeas do rebanho, como a idade a primeira cobertura e idade ao primeiro parto
(Toelle & Robinson, 1985; Siqueira et al., 2013). Medidas testiculares podem ser utilizadas
como critério de selecdo de reprodutores, auxiliando no processo de melhoria da eficiéncia
reprodutiva dos rebanhos, uma vez que filhas dos touros que apresentam maior PE sdo mais
precoces e apresentam melhores indices reprodutivos (Martin et al.,, 1992; Kastelic &
Thundathil, 2008). Meio-irmas apresentam alta correlacéo entre o PE e a idade a puberdade,
com uma herdabilidade de 0,34 para o PE em Nelore, apresentando correlacdo genética da
caracteristica com idade a puberdade das filhas (Brinks, 1987; Martins Filho & Lébo, 1991).

Em contrapartida, o PE é uma medida indireta da massa testicular que ndo considera a
variacdo individual na forma dos testiculos, sugerindo que o comprimento e a largura
testiculares atuem como ferramentas Uteis para o célculo de volume e peso testicular. Alem
disso, o PE é dependente da idade, condigdo corporal e raga, podendo esses parametros
influenciar a qualidade seminal. O PE isoladamente, ndo € um bom parametro para escolher

um reprodutor, tornando-se necessario a inclusdo de outras mensuragdes, como o volume
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testicular, por exemplo (Bailey et al., 1998).

Os testiculos longos prejudicam o potencial reprodutivo do macho. Ejaculados
provenientes destes testiculos, apresentam maior concentracdo de espermatozoides/mL do que
ejaculados de testiculos ovoides, embora estes ultimos apresentem PE maiores. A maior
concentragdo de espermatozoides/mL deve-se a termorregulagdo mais eficiente, oriunda da
melhor distribuicdo de vasos sanguineos e tubulos seminiferos, importantes na producéao
espermatica (Bailey et al., 1996; 1998).

Todavia, correlagdes genéticas positivas e de alta magnitude entre o volume testicular e
0 PE de 0,99, indicam que este critério é apropriado para ser utilizado nos programas de
melhoramento genético, em touros Nelore. Ademais, o PE e o volume testicular sdo
influenciados, na sua maioria, pela agdo dos mesmos genes aditivos. Destarte, 0 PE tem sido
utilizado como critério de selecdo em programas de melhoramento, visando maior

crescimento corporal e fertilidade (Dias et al., 2008; Siqueira et al., 2013).

2.3 Avaliacao androldgica

A saude reprodutiva dos touros envolvendo a normalidade dos 6rgdos genitais, libido,
habilidade sexual, além de seu desempenho quantitativo e qualitativo de produzir
espermatozoides aptos a fecundacédo é fulcral na selecdo de touros a serem utilizados como
reprodutores (Fonseca et al., 2000). Desta forma, a avaliacdo da fertilidade do touro depende
ndo s6 do exame clinico e da biometria testicular, mas, também, da avaliacdo dos aspectos
fisicos e morfologicos do sémen (Salvador et al., 2003).

O descarte de touros de corte, devido as alteracbes na qualidade seminal é uma
importante fonte de prejuizo nos sistemas de producdo de bovinos de corte, uma vez que o
conhecimento da baixa fertilidade ou esterilidade podera comprometer por longo prazo a
producdo, se ndo diagnosticado em tempo habil. Assim, o exame androlégico tem como
objetivos a selecdo e comercializacdo de reprodutores, diagnostico de sub ou infertilidade,
diagndstico de ocorréncia de puberdade, avaliacdo do potencial reprodutivo pré-estacdo de
monta etc. (Chacén et al., 1999; Franco et al., 2006; Horn et al., 2003).

A motilidade espermatica progressiva e a porcentagem de espermatozoides com defeitos
morfologicos constituem analises de rotina na verificacdo da qualidade seminal (Rodriguez-
Martinez, 2005), uma vez que as anormalidades espermaticas atuam como um agravante na

fertilidade, pois a maioria é de natureza genética (Unanian, 1999). Essas anormalidades
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espermaticas possuem alta correlagdo com a taxa de fertilidade e alcancam 30% de
herdabilidade (Quirino et al 1999b; Sarreiro et al. 2002).

As alteracBes espermaticas podem ser classificadas em: os defeitos maiores, que em
altas porcentagens podem estar relacionados as alteracbes durante a espermatogénese, e
defeitos menores que, em geral, ndo afetam a fertilidade, desde que em baixos valores
percentuais (Blom 1973). Sugere-se que a porcentagem de defeitos maiores ndo exceda 20 %
e que cada patologia espermatica individual 5%, a fim de ndo comprometer a eficiéncia
reprodutiva (Henry & Neves, 1998). A maturidade sexual é atingida quando o0s touros
apresentam ejaculado >50% de motilidade espermatica progressiva € morfologia espermatica

<10% de defeitos maiores e 20% de defeitos menores (Blom, 1973).

2.4 Ultrassonografia testicular

Ondas acusticas de alta frequéncia sdo emitidas pelo transdutor do aparelho de
ultrassom a fim de produzir imagens de 6rgéos e tecidos. A producdo destas ondas da-se pela
vibracdo de cristais com propriedades piezoelétricas que estdo localizados no transdutor do
aparelho (Griffin & Ginther, 1992; Goddard, 1995). A partir do conhecimento dos fenémenos
piezoelétricos, a ultrassonografia foi utilizada, pela primeira vez, durante a década de 1940,
com propdsito militar através do sonar (Sound Navigator and Ranging), e os primeiros relatos
de uso na Medicina Veterinaria foram feitos ha aproximadamente 30 anos, entretanto, a
significativa difuséo e popularizacao se deram na década de 1980 (Viana et al., 2004).

A impedancia acustica, ou seja, a capacidade dos tecidos em refletir as ondas de alta
frequéncia, revela o potencial ultrassonografico de cada tecido. De acordo com a proporcao de
ondas que é refletida no transdutor do aparelho, chamados de ecos, formam-se uma corrente
elétrica que sera amplificada e transformada, no visor do ultrassom, em pontos de diferentes
tonalidades de cor cinza, com variac@es incluindo o preto e o branco. Isto ocorre devido a
heterogeneidade ecogénica dos tecidos. A juncdo destes ecos forma uma imagem
bidimensional, observada no visor do aparelho (Griffin & Ginther, 1992; Ribadu & Nakao,
1999). Estes aparelhos possuem transdutores de diversas frequéncias, sendo as mais utilizadas
na area da reproducdo as de 3,5; 5,0 e 7,5 MHz. Para obter-se uma maior resolucdo da
imagem, faz-se uso da maior frequéncia do transdutor, o que significa que a capacidade de
penetracdo das ondas acusticas € mais superficial (Ribadu & Nakao, 1999).

Nos 6rgdos reprodutivos, a velocidade com que se propaga a onda sonora por meio dos

diferentes tecidos é de 1.495 m/segundo (fluidos) e 4.080 m/segundo (0ssos), dependendo da
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densidade e da compressibilidade do meio (Herring & Bjornthon, 1985). A imagem
ultrassonografica 6tima dos testiculos, que é um 6rgdo superficial, € obtida usando-se uma
frequéncia de 5,0 ou 7,5 MHz, pois baixas frequéncias ndo fornecem alta qualidade de
resolucéo (Pugh et al., 1990).

A maior parte dos aparelhos de ultrassom ¢ do tipo modo B “modo brilho” ou “modo
bidimensional”, ou seja, quanto maior a reflexdo da onda, mais intenso sera o brilho do ponto
luminoso (Carvalho, 2004). Neste tipo de ultrassom a imagem é formada por pixels, que
correspondem a menor unidade formadora de imagem e, cada um destes é caracterizado por
um tom de cinza que compreende uma escala de 256 tons, sendo o zero correspondente a cor
preta e 0 255 a cor branca. A imagem de ultrassonografia é formada por uma combinacao de
milhares de pixels (Griffin & Ginther, 1992; Goddard, 1995; Ribadu & Nakao, 1999).

As estruturas podem ser classificadas de quatro maneiras: 1) Anecoicas sdo aquelas
visualizadas em preto no aparelho de ultrassom, uma vez que elas ndo refletem onda sonora,
pois ndo produzem ecos, como, por exemplo, a bexiga urinaria, foliculos ovarianos e cistos 2)
Hiperecoicas sdo resultantes de 6rgaos que refletem praticamente todas as ondas que incidem
sobre eles, sendo mais brilhantes, e aparecem no monitor na cor branca, como exemplos:
tecido 0sseo, célculos, calcificacdo e tecido fibroso 3) Hipoecoicas sdo resultante de imagens
originadas de tecidos que refletem ecos em menor intensidade, produzindo pontos menos
brilhantes, como, por exemplo, tecidos parenquimatosos 4) Isoecoicas sdo aquelas estruturas
que apresentam a mesma intensidade de brilho (Sanches & Alfonso, 2000).

O recurso ultrassonografico pode ser usado como uma técnica complementar ao exame
clinico em rebanhos, auxiliando no diagnostico de problemas de infertilidade, possibilitando
decisdes rapidas e tratamentos apropriados. Isto traz uma nova dimensdo para a reproducao
animal, em todos seus aspectos anatomofisiopatoldgicos (Moura & Merkt, 1996). Trata-se de
um método ndo invasivo que pode ser utilizado para determinar as medidas dos testiculos de
forma direta (Cartee et al., 1986; 1989), além de ser preferivel sob uma perspectiva de bem-
estar animal (Hildebrandt et al., 2000).

A imagem computadorizada permite uma avaliacdo do parénquima testicular,
possibilitando 0 acompanhamento de todo o seu desenvolvimento. As tdnicas do testiculo séo
visualizadas na imagem computadorizada, porém, ndo séo distinguiveis entre si, a ndo ser que
haja presenca de fluido entre elas. Uma linha ecogénica brilhante, que separa o escroto do
parénquima, é observada. A presenca de até dois milimetros de fluido entre as tinicas € um
achado normal. Outra estrutura testicular facilmente detectavel é o mediastino. Ele

corresponde a uma organizacdo linear de cinco milimetros de largura, hiperecoico quando
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visto no plano longitudinal. J& sob o ponto de vista transversal, ele € observado sob a forma
de um ponto ecogénico no centro do parénquima testicular (Pechman & Eilts, 1987). Estes
autores concluiram em estudo com animais Bos taurus, que a espessura do mediastino e sua
ecogenicidade diminuem com a idade.

Todavia, esse fato foi contraditério em Nelore, em que a espessura média do mediastino
testicular aumentou em proporcdo direta a idade dos animais, embora tenha sido observada
uma diferenga significativa (P<0,05) somente no intervalo dos nove aos 13 meses (Cardilli et
al.,2010). Estes achados assemelham-se as afirmativas de Abdel-Razek & Ali (2005).

A ultrassonografia pode vir a ser utilizada para descartar touros adultos com alteragdes
no parénquima testicular, desde que seja acompanhada ao longo do tempo, a fim de garantir
maior confiabilidade no diagnostico e no prognostico, oferecendo, desta maneira, maior
seguranca ao uso do recurso ultrassonografico na clinica andrologica (Costa e Silva et al.
2013).

Areas de fibrose testicular sdo comumente visiveis no monitor do ultrassom,
particularmente em touros de corte jovens, como irregulares e intensamente brancas. Estas
areas podem ser observadas como multiplos pequenos focos “polvilhados” em todo o
parénquima, unicos ou diversos focos maiores limitados as areas especificas ou, ainda,
pequenos focos maltiplos na regido dos tabulos retos ao redor do mediastino. Lesées com um
padrdo radial, que sdo aparentemente associadas a fibrose de tubulos seminiferos individuais
inteiros, desde a origem até a inser¢cdo com a rede testicular, também séo possiveis de serem
observadas utilizando esse recurso (Kastelic & Brito, 2012).

Neste sentido, com o objetivo de averiguar o comprometimento causado por lesdes
fibréticas observadas através da imagem ultrassonografica testicular sobre a qualidade
seminal, utilizando 402 touros da raca Nelore, Pinho et al. (2013) afirmaram que ndo houve
correlacdo entre as caracteristicas seminais e os valores de pixels das imagens
computadorizadas. Logo, de acordo com estes autores, a avaliagdo da imagem
ultrassonografica testicular ndo se constituiu em uma ferramenta Util para avaliar lesdes
fibroticas em touros Nelore adultos.

Machos Nelore, n=21, idade média de 246 dias, foram submetidos a orquiectomia a fim
de investigar histologicamente o aparecimento de multiplos pontos hiperecoicos, observados
através do ultrassom. O tamanho das possiveis fibroses encontradas nao foi suficiente para
produzir um ponto hiperecoico visivel na imagem computadorizada. Assim, esses achados
ultrassonograficos ndo devem ser utilizados como recurso clinico de progndstico Unico para

definigdo de quadros de infertilidade em animais Nelore nesta idade (Queiroz et al., 2013).
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E sabido que o parénquima testicular de bovinos adultos é moderadamente ecogénico
e homogéneo (Pechman & Eilts, 1987; Abdel-Razek & Ali, 2005) enquanto nos animais pré-
pUberes da raca Nelore apresenta-se com baixa ecogenicidade e heterogéneo (Sakamoto et al.,
2006; Pastore, 2008, Cardilli et al., 2009). Esta diferenca de ecogenicidade, observada nos
testiculos em distintas fases de maturacdo, é de suma importancia clinica, visto que
desarranjos testiculares como processos inflamatérios ou tumores, podem ser visualizados na
imagem ultrassonografica como pontos hiperecoicos na ecogenicidade moderada dos
testiculos dos animais adultos e dificilmente observada em animais jovens devido a baixa
ecogenicidade (Arger et al., 1981; Bird & Rosenfield, 1984; Eilts et al., 1988, Simon et al.,
2001; Cardilli et al.; 2009).

Em bovinos de origem taurina, com idade compreendida entre a segunda e a
quadragésima sexta semana, utilizando a ultrassonografia testicular a cada duas semanas,
houve uma elevacdo da ecogenicidade com o avangar da idade, refletindo inicialmente uma
proliferacdo celular - divisdo das espermatogbnias e formacdo de celulas maturas da
espermatogénese - seguida de um aumento da densidade das células que dardo origem ao
espermatozoide. Desta forma, foi possivel identificar através da ecogenicidade, 0 momento
em que os animais atingiram a puberdade (Chandolia et al., 1997).

Aravindakshan et al. (2000) estudando a ecogenicidade testicular de 20 touros mesticos
da segunda a quadragésima quinta semana de idade, observaram que, do nascimento até 16
semanas, houve aumento da ecogenicidade atribuido a proliferacdo celular. Entre a 16° e 24°
semana 0s touros apresentaram queda na ecogenicidade atribuido ao aumento de volume
fisiologico dos tubulos seminiferos nesta fase, posteriormente as 24 semanas a ecogenicidade
novamente mostrou-se elevada, explicada pela divisdo das espermatogbnias e maior
quantidade de células maturas na espermatogénese. Esses pesquisadores ressaltam, ainda, que
sete dos 20 touros estudados tornaram-se puberes mais precocemente que 0S outros e, estes
animais demonstraram, através da ultrassonografia, significativamente, uma maior
ecogenicidade testicular em relacdo aos tardios, reforcando a importancia dessa técnica na
identificacdo da precocidade sexual.

Um estudo com Nelores puberes e ndo puberes, com idade média de 15 meses,
demonstrou diferenca na ecogenicidade testicular, jA& que touros do primeiro grupo
apresentaram maior ecogenicidade que 0s naos puberes, sugerindo que esta técnica pode vir a
ser usada como indicador de precocidade sexual (Pastore, 2008).

Em um estudo conduzido por Brito et al. (2012b) a fim de avaliar a intensidade do pixel

na ecografia testicular durante o desenvolvimento sexual, os autores utilizaram touros de corte
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(n=152) com idades de 14-26 semanas a até 70-74 semanas, durante quatro anos de
experimento, e destacaram que o aumento mais acentuado da ecogenicidade testicular ocorreu
entre 20 e 46 semanas de idade, embora em alguns grupos de touros, a intensidade de pixels
revelou-se superior em idades mais jovens, e os valores maximos foram atingidos as 34
semanas. Conforme estes pesquisadores, a ecogenicidade comecou a elevar-se a partir das 12-
16 semanas anteriores a chegada da puberdade, e apresentou valores maximos nas quatro
semanas precedentes a ela. Destarte, estes achados revelam que uma determinada fase do
desenvolvimento do paréngquima testicular deve ser atingida antes mesmo do inicio da
puberdade e, a composicdo parenquimal permaneceu consistente apds o animal ter-se tornado
pubere. Essas modificacGes na ecogenicidade testicular ocorreram concomitantemente com
as alteragcOes visualizadas na histologia dos animais pre-puberes, sugerindo que,
possivelmente, elas estejam relacionadas a diferenciacéo das células de Sertoli, a0 aumento do
didmetro dos tubulos seminiferos, a formacao da barreira hemato-testicular.

Em um estudo conduzido por Cardilli et al. (2012), com touros Nelore, exames
ecograficos dos testiculos de 19 bovinos foram realizados aos 10, 12, 14, 16 e 18 meses de
idade. Eles concluiram que a ecogenicidade do parénquima testicular apresenta alta correlagédo
positiva com o volume testicular e o perimetro escrotal.

Destarte, a imagem ultrassonografica testicular pode ser utilizada como método auxiliar
no exame androlégico, além de ser Gtil no diagndstico de patologias. Além disso, quando
associada ao exame clinico androlégico, podera atuar como uma ferramenta a ser usada na

selecdo de precocidade sexual.

2.5 Horménio anti-M{lleriano

O horménio anti-Mdlleriano (HAM), também conhecido como substancia inibidora dos
ductos de Muiller, é formado por uma proteina precursora homodimérica, ligada por duas
pontes de dissulfeto, com massa molecular de 140 kDa. Apds clivagem proteolitica, é
produzido um fragmento inativo de 110 kDa e outro, biologicamente ativo, de 25 kDa na
regido C-terminal (Giuili et al., 1997). Esta glicoproteina é produzida a partir do momento em
que ocorre a diferenciacdo dos tibulos seminiferos no testiculo fetal, até a maturacdo puberal
em seres humanos (Josso et at., 1990). Segundo recente relato de Campbell et al. (2012), nos
ovinos, 0 HAM predomina no fluido folicular com massa molecular 140 KDa.

Esse hormdnio pertence a superfamilia do TGF-p (fator transformador de crescimento)

e se expressa nas células de Sertoli fetais, pré-puberais e puberes (Lane & Donahoe, 1998).



22

Sua acdo é mediada por duas classes de receptores de membrana, serina/treonina/kinases tipo
| e Il. Os receptores do tipo | possuem mecanismos de acdo que ainda permanecem
desconhecidos e sdo compartilhnados com outros membros da superfamilia. Ja os receptores do
tipo Il, contrariamente a maioria dos membros da familia TGF-B, os quais possuem diversos
orgdos-alvo e multiplas funcbes, sdo expressos apenas nos érgdos-alvo do HAM — 6rgaos
reprodutivos, como por exemplo, nas células mesenquimais que circundam os ductos de
Muiller durante o periodo de regressdo e nas gbnadas de ambos os sexos (Baarends et al.,
1994; Di Clemente et al., 1994; Rocha et al., 2013). Contudo, é sabido que para ocorrer a
sinalizacdo pds-receptor, faz-se necessaria a fosforilacdo do receptor do tipo | (Domenice et
al., 2002).

Os receptores de HAM séo expressos nas células de Leydig, e a ativacdo destes acarreta
a supressdo da diferenciacdo celular e da esteroidogénese. A diferenciacdo dos precursores
das células de Leydig foi bloqueada em camundongos transgénicos com alta expressdo para o
HAM, acarretando assim queda do numero de células de Leydig maturas (Racine et al. 1998).

Uma das diversas atuacdes do HAM ocorre na diferenciagdo sexual: no feto masculino
as células de Leydig, a partir da oitava semana de gestacéo, secretam o hormonio testosterona
(T) que, atraves da acdo local, permitira que os ductos de Wolff se diferenciem em
epididimos, ductos deferentes e vesiculas seminais. O HAM é produzido pelas células de
Sertoli ndo s6 na fase embriogénica (entre a 9% e a 11* semanas de prenhez), como também no
final da gestacdo, ap0s o nascimento e, ainda, no adulto. Todavia, a concentracdo decresce
lentamente até atingir valores basais. No sexo masculino, 0 HAM secretado pelas células de
Sertoli causa atrofia dos ductos de Muller, que sdo precursores do Utero, cornos uterinos e da
porcdo cranial da vagina. A auséncia desse horménio determina a diferenciacdo sexual
feminina (Behringer et al., 1994; Mishina et al., 1996; Rey et al., 2003).

Achados recentes em equinos sugerem que concentracbes séricas de HAM sao
significativamente maiores em potros recém-nascidos, quando comparados as potras e mais
elevadas em potros pré-puberes do que em garanhdes (Claes et al., 2013).

Um evento complexo que requer participacdo hormonal é o descenso testicular para a
regido inguinal. E sabido que o gene Insl 3 (insulin-like factor 3) é especificamente expresso
nas células de Leydig fetais e adultas, na espécie humana, participando da descida intra-
abdominal dos testiculos. Ja a descida inguinoescrotal, € mediada pelos hormdnios
androgenos e pelo HAM (Domenice et al., 2002). De acordo com teorias mais recentes de
Josso et al. (2005), a parte abdominal da descida testicular é controlada pelo HAM e, a

auséncia deste ou anormalidades genéticas de seus receptores acarretam o desenvolvimento da
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Sindrome do Ducto Persistente de Miller efou a criptorquidia, impedindo o descenso
testicular normal.

Em garanhGes, as concentracdes séricas do HAM apresentaram-se superiores em
animais criptorquidicos em relacdo aos garanhdes inteiros ou castrados, logo, este hormdnio
poderéd atuar como um biomarcador servindo como uma alternativa valiosa no diagndstico
enddcrino para esses casos (Claes et al.,2013). A concentracdo plasmatica pode vir a ser usada
como um novo biomarcador para avaliar a existéncia de testiculos criptorquidicos (Kitahara et
al., 2012).

Nos machos, existe um remanescente vestigial do ducto de Muller, chamado de
apéndice testicular (AT), situado no polo superior do testiculo ou no sulco entre os testiculos e
os epididimos (Atkinson Janior et al., 1992). Em ratos, é sabido que o HAM ¢ importante para
determinacdo da espessura do mdsculo cremaster, mas ndo é essencial para a descida
testicular (Bartlett et al., 2002). E sabido que o receptor do HAM do tipo |l esta presente no
AT, mas, ainda nao se sabe nenhuma funcao fisiologica para tal (Kistamas et al., 2013).

Outra atuacdo complexa do HAM esta relacionada a presenca deste horménio em
tumores. Sabe-se que, em animais adultos, esse se apresenta em valores basais. Contudo, este
horménio também pode estar em concentragfes mais elevadas em mulheres que apresentam
tumor ovariano de células da granulosa, podendo, desta maneira, atuar como um marcador
especifico e sensivel, tanto na avaliacdo de cura como na recorréncia precoce do tumor
(Gustafson et al., 1992; Rey et al., 1996).

Experimentos conduzidos por Banco et al. (2012) e EI-Sheikh Ali et al. (2013) a fim de
investigar o HAM como um biomarcador sensivel para o diagnostico, ndo invasivo, de
tumores das células de Sertoli em cées adultos e tumores das células da granulosa e teca, em
bovinos, respectivamente. Ambos os autores concluiram que o HAM ¢é, provavelmente, o
biomarcador mais confiavel e sensivel para estes tipos de tumores.

A maturacdo das células de Sertoli, na puberdade de machos, pode ser caracterizada por
marcadores como 0 HAM, seu receptor do tipo Il e o receptor de andrégenos (RA). A
expressdo reduzida de HAM, pelas células de Sertoli, esta intimamente relacionada com o
aparecimento da espermatogénese nos tubulos seminiferos (Almeida et al., 2012). Essa
maturacdo inclui a perda da atividade proliferativa, surgimento das juncdes intercelulares e
oferece suporte a espermatogénese. Sugere-se que as concentracdes circulantes de HAM
permanegam baixas durante os dois primeiros dias ap6s 0 nascimento, mas elevam-se
rapidamente e se mantenham assim, até a chegada da puberdade, decrescendo a valores basais
em adultos (Josso et al., 1990; Lee et al., 1996).
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Em cavalos, pareceu diminuir a expressdo de HAM nas células de Sertoli, & medida que
aumentava a expressdo de RA, durante a maturagdo da funcdo reprodutiva. Também nesta
espécie, o HAM foi fortemente expresso nas células de Sertoli fetais, neonatais e em
testiculos pré-puberes, como nos testiculos criptorquidicos de animais de 3 a 4 anos de idade,
nos tumores de células de Sertoli e nas gdnadas intersexuais masculinas (Bilinska et al., 2004;
Ball et al., 2008).

Frente a esses achados, admite-se que o HAM possa constituir um eficiente
biomarcador para machos, despontando como um método promissor na deteccdo de
puberdade, algo complexo e ainda ndo totalmente compreendido pela ciéncia.

2.6 Hormonio anti-Miilleriano e Testosterona

Na espécie bovina, o inicio da puberdade esta intimamente relacionado a habilidade das
celulas de Leydig em responder ao estimulo do hormonio luteinizante (LH) produzindo
testosterona que ira atuar controlando a diferenciacdo das celulas de Sertoli e varias de suas
funcbes (Boockfor et al., 1983). O horménio foliculo luteinizante (FSH) também contribui
com o processo de diferenciacdo das células de Sertoli e a sintese de fatores de crescimento
por essas celulas que promovem a maturacdo das celulas de Leydig tornando-as aptas a
responder aos estimulos crescentes do LH (Walker & Cheng, 2005).

Em um estudo realizado por Aguiar et al. (2006), os aumentos mais significativos das
concentracdes plasmaticas de T coincidiram com as mudancas morfoldgicas visualizadas no
nucléolo e nicleo das células de Sertoli a partir da 26* semana. Este achado encontra-se de
acordo com o conhecimento de que a atividade das células de Leydig influencia a maturacéo

das células de Sertoli atraves da secrecao de T.

2.6.1 Periodo fetal e neonatal

Durante o periodo fetal e neonatal, as concentracdes séricas de HAM e T, encontram-se
elevadas. As células de Sertoli, responsaveis por secretarem o HAM, nestes momentos da
vida, ndo expressam em suas membranas os receptores de andrégenos (RA), os quais a T,
secretada pelas células de Leydig se ligam e através de uma acdo paracrina, inibe a secrecédo
do HAM (Boukari et al, 2009). Nestes periodos, 0s RA sdo expressos nas células de Leydig e
células peritubulares (Chemes et al., 2008). Apdés o nascimento, os RA aumentam

progressivamente na membrana das células de Sertoli (Rey et al.,, 2003). Destarte, a
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insensibilidade androgénica apresentada pelas células secretoras de HAM, nestes momentos
da vida, explica a coexisténcia em concentracdes elevadas dos horménios HAM e T.

Em garanhdes, o HAM foi fortemente expresso em células de Sertoli de testiculos
imaturos, porém, diminuiu ou desapareceu nos adultos (Ball et al., 2008).

2.6.2 Periodo pré-pubere

Em camundongos o HAM regula a sintese de andrdgenos quando presente em
concentracdo elevada através da supressao da transcricdo do gene P450c17. Este gene codifica
a producdo tanto da enzima 17,20 desmolase, quanto da enzima 17 o hidroxilase, ambas
envolvidas na sintese da T. Desse modo, a alta concentracdo sérica de HAM controla a
producdo da T permanecendo o HAM em altas concentracdes e a T em concentracdes basais
(Teixeira et al.; 1999). Em equinos, houve reducdo na expressdo do RNAm para o HAM e seu
receptor, concomitante com um aumento da expressdo de RNAm para RA pelas células de
Sertoli (Almeida et al.; 2012).

2.6.3 Periodo pubere e na fase adulta

Sugere-se que ocorra uma regulacdo antagonica entre 0 HAM e T, sendo que a T parece
exercer um efeito supressor sobre a secrecdo do HAM pelas células de Sertoli. Nestes
momentos, 0s RA ja estdo expressos na membrana das células de Sertoli e a T encontra-se em
alta concentracdo intratesticular. Assim a T atua nos receptores de androgenos, atraves da
acdo paracrina, inibindo a secrecdo do HAM pelas células de Sertoli (Pasqualini et al., 1981;
Rey et al., 2003).

Em humanos, as concentracdes séricas de HAM, em pacientes com puberdade tardia,
apresentaram-se maiores que as observadas no controle para a idade. As criangcas que
atingiram a puberdade precocemente apresentaram valores inferiores de HAM quando
comparados ao controle (Rey et al., 1993).

Um estudo foi conduzido por Young et al. (2005) em pacientes com hipogonadismo
hipogonadotréfico congénito, condicdo patoldgica associada a baixa concentracdo de T,
enquanto a de HAM ¢é anormalmente elevada. Estes pacientes, quando tratados com
gonadotrofina coridnica humana e horménio foliculo estimulante recombinante, apresentaram
reducédo significativa nas concentrac@es séricas de HAM. Ja os pacientes com sindrome de

insensibilidade androgénica moderada, que foram tratados da mesma forma daqueles que
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apresentavam hipogonadismo hipogonadotréfico congénito, ndo apresentaram decréscimo na
concentracdo sérica de HAM.

Diante desses resultados, pode-se inferir o papel crucial dos receptores de andrégenos na
regulacdo do HAM pela T, uma vez que a alta concentracdo de T intratesticular atua via RA
nas células de Sertoli, em uma acdo paracrina, sendo o mais potente inibidor de HAM.
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4. OBJETIVOS

1) Verificar a correlacéo entre a concentragdo sanguinea de horménio anti-Mullerino e

testosterona com a precocidade sexual de machos bovinos zebuinos;

2) Determinar a relagdo do horménio anti-Mullerinao com a puberdade;

3) Avaliar a eficiéncia do estudo ultrassonogréafico dos testiculos para a definicdo da idade a

puberdade;
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Horménio anti-Mdlleriano sérico como preditor da puberdade de touros jovens Nelore
Serum anti-Millerian hormone as a predictor of puberty in Nellore young bulls

Vanessa Lopes Dias Queiroz®, Eliane Vianna da Costa e Silva®
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RESUMO - Este estudo foi realizado para verificar a correlagdo entre a concentragédo
sanguinea de horménio anti-Milleriano (HAM) e testosterona (T) com a precocidade sexual
de machos bovinos zebuinos, determinar a relagdo do HAM com a puberdade e avaliar a
eficiéncia do estudo ultrassonografico dos testiculos para a definicdo da idade a puberdade.
Bos indicus (Nelore, n = 37), com 10 a 16 meses de idade, foram submetidos a pesagens,
biometria testicular, coletas de sangue e sémen e exames de ultrassonografia testicular, em
coletas trimestrais de dados (julho, outubro e janeiro). Os animais foram classificados em
puberes e ndo puberes. A partir dos animais puberes, definiu-se a classe de precocidade sexual
em touros superprecoces incluindo aqueles que atingiram a puberdade até 13 meses de idade
(n = 5); precoces, aqueles que atingiram a puberdade entre 14 e 16 meses (n = 21) e tardios
como aqueles que alcangaram a puberdade apds 16 meses (n = 11). A classe de precocidade
sexual foi positivamente correlacionada com a variagdo observada nas concentracfes séricas
de HAM (r = 0,5145; P = 0,0001) o que ndo ocorreu entre a classe de precocidade e T
(r = -0,1483, P > 0,05). Os animais superprecoces apresentaram uma menor média na
concentracdo circulante de HAM (6,13 + 0,64), ao decorrer das coletas, diferentemente dos
animais precoces (12,14 + 2,63) e tardios (47,64 + 5,74). Na distincdo da classe de puberdade,
0 perimetro escrotal se mostrou mais eficiente em diferenciar os animais puberes dos nédo
puberes (r = 0,7770; P = 0,0001) quando comparado ao HAM (r = -0,3500; P = 0,0002). Os
animais ndo puberes apresentaram uma menor média de ecogenicidade testicular (113,47 *
3,69) quando comparado aos puberes (150,95 + 2,58). Conclui-se que o HAM pode ser um
marcador enddcrino efetivo na distingdo dos animais superprecoces dos animais tardios com
uma unica coleta sanguinea, na desmama e concentracdo, aproximadamente, de cinco ng/mL.
A avaliacdo ultrassonografica dos testiculos se mostrou eficiente na distin¢gdo dos animais

puberes dos ndo puberes, porém ndo se correlacionou com a precocidadade sexual.

Palavras-chave: endocrinologia, precocidade sexual, testosterona, touros, ultrassonografia

testicular.
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ABSTRACT - This study was conducted to examine the correlation among serum anti-
Miillerian (AMH) and testosterone (T) hormones concentration with sexual precocity of
Nellore young bulls; also, determine the relationship of AMH with puberty and evaluate the
efficiency of testis ultrasonography defining the age at puberty. Bos indicus (Nelore, n = 37),
10 to 16 months of age, underwent weighing, scrotal circumference , blood samples and
semen collected and ultrasonography of the testis, quarterly data collection (July, October and
January). The animals were classified as pubertal and not pubertal. From the pubertal animals,
they were classified according the class of sexual precocity in super maturing animals which
included those who reached puberty before 13 months of age (n = 5); maturing bulls, those
who reached puberty between 14 and 16 months (n = 21) and late bulls as those who reached
puberty after 16 months (n = 11). Class of sexual maturity was positively correlated with
variation in serum AMH (r = 0.5145, P = 0.0001) which did not occur between the class of
precocity and T (r = -0.1483, P > 0.05). The super maturing animals showed a lower mean in
the circulating concentration of AMH (6.13 + 0.64) in all collections, unlike the animals
maturing (12.14 £ 2.63) and late bulls (47.64 = 5.74). Distinction in the class of puberty,
scrotal circumference was more efficient in differentiating non-pubescent of pubescent
animals (r = 0,7770; P = 0,0001) when compared to the HAM (r = -0,3500; P = 0,0002). Non-
pubertal animals had a lower mean testicular echogenicity (113.47 + 3.69) compared to
pubescent (150.95 + 2.58). In conclusion, the AMH may be an effective endocrine marker in
distinguishing from late bulls of super maturing bulls with a single blood collection, at
weaning and concentration approximately five ng/mL. Moreover, the ultrasonography
evaluation of the testis proved effective in distinguishing pubertal animals of not pubescent,

but not correlated with sexual precocity.

Keywords: bulls, endocrinology, reproductive precocity, testicular ultrasonography,

testosterone,
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1. Introducéo

A antecipacdo da puberdade pode ter uma representacdo relevante na taxa de desfrute de um
rebanho ao proporcionar a diminuicdo da idade de entrada dos animais em reproducdo. Além
disso, a selecdo de touros na idade mais precoce possivel proporciona a aceleracdo do
melhoramento genético do rebanho principalmente via a diminuicdo do intervalo entre
geragdes. Isso, consequentemente, resulta em aumento da lucratividade dos diferentes
sistemas de producdo animal [1]. Esta caracteristica de média herdabilidade pode apresentar

resposta a selecéo, razdo pela qual é utilizada nos programas de melhoramento genético [2].

Recentemente, tem-se tentado agregar diversos outros recursos na selecdo da precocidade
sexual, tais como ultrassonografia da genitalia, meétodos de avaliacdo da integridade e
eficiéncia biologica da célula espermatica e identificacdo de marcadores bioldgicos para

eficiéncia reprodutiva [3].

Um método promissor é a quantificacdo do hormdnio anti-Mdlleriano (HAM), que podera
atuar como um biomarcador para uma possivel deteccdo da puberdade precoce em touros. Ele
é secretado pelas células de Sertoli e é responsavel pela regressdo dos ductos de Miiller [4,5].
O HAM pertence & superfamilia do fator transformador de crescimento (TGF-B) [6]. E
formado por uma proteina precursora homodimérica, com massa molecular de 140 kDa, que
apos clivagem proteolitica, resulta em um fragmento inativo de 110 kDA e outro,

biologicamente ativo, de 25 kDa [7].

Em seres humanos o0 HAM j4 é utilizado como marcador de puberdade precoce e tardia. E
conhecido que, durante a puberdade e na idade adulta, 0 HAM sérico é negativamente
regulado pela testosterona (T) secretada pelas células de Leydig, uma vez que a concentracdo

do HAM diminui drasticamente nos tlbulos seminiferos e a de testosterona aumenta; deste
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modo, a T parece ter um efeito supressor sobre a secrecdo de HAM pelas células de Sertoli
através de uma acgdo paracrina [8]. Relatos de Almeida et al. [9] registraram uma reducdo na
expressdo do RNAm para o HAM e seu receptor, concomitante com um aumento da
expressao de RNAm para receptores de androgenos (RA) pelas células de Sertoli, em equinos.

Entretanto, em bovinos, este efeito antagonico ainda ndo foi investigado.

Em busca da identificacdo de animais sexualmente precoces em gado de corte, a técnica da
ultrassonografia testicular vem sendo utilizada durante o desenvolvimento sexual para estudar
alteracdes no parénquima [10]. Além disso, a imagem computadorizada dos testiculos foi
associada a puberdade, através do aumento na ecogenicidade testicular atribuido a
proliferagdo celular e ao maior nimero de células maduras na espermatogénese [11]. A
ultrassonografia, portanto, pode ser usada como técnica complementar ao exame clinico,
auxiliando no diagndstico de problemas de infertilidade, possibilitando decisGes rapidas e

tratamentos apropriados [12].

A respeito destes antecedentes, observa-se escassez de informacao sobre a atuacdo do HAM
sérico sobre a precocidade sexual em bovinos. Assim, o presente estudo foi delineado para
observar a correlacdo entre a concentragdo do HAM e da T com a precocidade sexual, de
machos bovinos zebuinos; determinar a relacdo do HAM com a puberdade e avaliar a
eficiéncia do estudo ultrassonografico dos testiculos para a definicdo da idade a puberdade.
As hipdteses avaliadas foram: 1) durante o periodo pré-plbere as concentracBes séricas de
HAM séo superiores as de T e na puberdade ha uma queda nas concentracdes circulantes de
HAM enquanto as de T tornam-se superiores; 2) o HAM pode atuar como um possivel
biomarcador de precocidade sexual 3) A ultrassonografia testicular é eficiente na deteccédo da

puberdade em Bos indicus (Nelore).
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2. Material e Métodos

2.1.  Animais e procedimentos

Os trabalhos de campo foram realizados no municipio de Rio Brilhante, Mato Grosso
do Sul, Brasil (latitude 21°45°15” S, longitude 54° 25°50” W), em uma propriedade que
desenvolve uma grande pressdo de selecdo para caracteristicas de precocidade sexual. Bos
indicus (Nelore) eram mantidos em pastos de Brachiaria brizantha cv marandu, recebiam
suplementacdo mineral ad libitum e 0,5kg de racdo comercial. Todos os procedimentos
experimentais foram realizados de acordo com os principios éticos adotados pelo Conselho
Nacional de Experimentacdo Animal (CONCEA), mediante autorizacdo do Comité de ética
do uso de animais (CEUA) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. A manipulacdo
dos animais durante a fase experimental foi realizada dentro de um projeto maior aprovado
pelo Comité de Etica e Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul, intitulado “Desenvolvimento de critérios de selecdo de touros Nelore precoce” sob o

protocolo nimero 118 /2006.

2.2.  Delineamento experimental

Bezerros Nelore contemporaneos (Bos indicus, n = 37), foram avaliados entre 10 e 16 meses
de idade, em coletas trimestrais de dados (Julho, Outubro, Janeiro). Nestas ocasifes foram
feitas pesagens, biometria testicular, coletas de sangue e sémen e realizados exames de
ultrassonografia testicular de todos os animais. A biometria testicular foi realizada por meio
de paquimetro, mensurando-se comprimento (cm) e largura (cm) e, por meio de fita métrica
metalica milimetrada na posicdo mediana do escroto, aferiu-se o perimetro escrotal (PE),

expresso em centimetros. Para calcular o volume testicular foi utilizada a expressdo
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preconizada por Fields et al.[13] para formato cilindrico, sendo volume = 2 [(r?) x = x h], em
que: r = raio da largura testicular (L/2); m (Pi) = 3,1416 e h = comprimento testicular. Os

bezerros que apresentaram PE > 19 cm foram submetidos a eletroejaculacéo.

A motilidade progressiva e o vigor foram estimadas em microscopia Optica de campo claro,
sob aumento de X 200, utilizando lamina coberta por laminula, previamente aquecida e
mantida a 37°C. A concentracdo espermatica foi estimada através da camara de Neubauer em
microscdpio de contraste de fase sob aumento de X 400. A analise da morfologia espermatica

foi realizada em microscopio de contraste de fase sob aumento de X 1000.

A partir do conceito de puberdade proposto por Wolf et al. [14], em que o animal pubere &
aquele que apresenta motilidade progressiva > 10% e concentracdo espermatica total > 50 x
10° espermatozoides no ejaculado, os animais foram classificados em puberes e néo puberes.
A partir dos animais puberes, definiu-se a classe de precocidade sexual em touros
superprecoces (SP) incluindo-se aqueles que atingiram a puberdade até 13 meses de idade, n
= b; precoces (P), aqueles que atingiram a puberdade entre 14 e 16 meses, n = 21; e tardios

(Td), aqueles que alcancaram a puberdade apds 16 meses, n = 11.

2.3. Ultrassonografia testicular

Exames ultrassonogréaficos testiculares foram realizados utilizando uma unidade portatil de
ultrassom equipado com um transdutor linear de 7.5 MHz de frequéncia (Chison 500vet,
Chison Medical Imaging Co., Coréia do Sul). As configurac6es de foco, brilho e contraste
foram padronizadas para todas as coletas. Posicionou-se o transdutor em cada testiculo nos
planos transverso-caudal e longitudinal-lateral, de modo que o mediastino fosse facilmente
perceptivel em cada imagem. As imagens foram congeladas e gravadas em disco rigido

mdével, por um assistente de captura de imagens. A ecotextura testicular média (ECOt) foi
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determinada a partir da imagem do parénquima testicular em cinco quadrados de 1 cm?
definidos aleatoriamente, de acordo com Araviskdashan et al. [11], utilizando o software

Image J [15].

2.4. Coleta de sangue e analises hormonais

Amostras de sangue foram coletadas por puncdo da veia ou artéria coccigea, utilizando-se
tubos de vidros sem anticoagulante. As amostras foram imediatamente colocadas em gelo e
posteriormente centrifugadas a 2.325 x g por 20 min, para a obtencdo do soro, conforme
Santos et al. [16]. O soro foi armazenado em microtubos (eppendorf) de 2 ml e as aliquotas
foram devidamente identificadas. As amostras de soro foram congeladas a -18°C até a anélise
hormonal. O HAM (ng/mL) e a T (ng/mL) séricos foram avaliados através do método de
Elisa, utilizando-se o kit comercial “Bovine AMH ELISA” (Ansh Labs®, USA) e o “RIA
Testosterone” (Immunotech®, USA), respectivamente. A sensibilidade do ensaio do HAM e
da T foi de 0,011 ng/mL e 0,04 ng/mL, respectivamente e intraensaios < 5%. A quantificacdo

hormonal foi realizada no IGAC (Instituto Genese de Anélise Cientifica, Sdo Paulo, Brasil).

2.5. Analise estatistica

Os dados de HAM, T, PE, ECOt, volume testicular, motilidade progressiva, vigor, defeitos
espermaticos maiores, menores e totais foram submetidos a analise de variancia pelo
procedimento SAS System for Windows e sdo apresentados como médias = erro padrdo,
considerando-se os efeitos fixos de idade, ordem de coleta (julho, outubro ou janeiro),
classificacdo quanto a classe de puberdade e classe de precocidade, tendo como covaridvel o

peso corporal. Compararam-se as médias por teste t de student. As variaveis expressas em
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porcentagem foram transformadas para arcoseno \(x/100). Para os estudos de correlagio a
significancia foi determinada por Correlagdo de Pearson realizado PROC CORR do SAS 9.2 e
PROC REG para obter as func¢des de regresséo. As associa¢des entre HAM, T, PE, ecotextura
testicular, ordem de coleta, volume testicular, motilidade progressiva, vigor, concentragdo
espermatica, defeitos maiores, menores e totais foram avaliadas por meio de correlagdo de
Pearson. Considerando-se as variaveis classificatorias, classe de puberdade e classe de
precocidade sexual, procedeu-se a uma analise de regressao logistica, incluindo-se no modelo
os efeitos fixos de idade, HAM, T, volume testicular, ecotextura testicular e PE. Para todas as

analises, diferengas com P > 0,05 foram consideradas ndo significativas.

3. Resultados

A anélise de variancia (R* = 48,66, CV = 82,73%, P = 0,0001) exibiu um efeito significativo
sobre a variagdo de HAM em funcdo das classes de precocidade (Figura 1) e puberdade. No
mesmo modelo adotado para a T (R? = 35,75, CV = 96,41%, P = 0,0001) n4o se observou
efeitos significativos de ordem de coleta (Figura 2), classe de puberdade, classe de
precocidade e idade. A reducdo na concentracdo sérica de HAM foi intimamente relacionada
ao surgimento da puberdade, no periodo total de coleta em que animais ndo puberes

apresentaram média superior quando comparados aos puberes (Tabela 1).
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Tabela 1. Médias (x erro padrdo), dos trés momentos de coleta — julho, outubro e janeiro, da
concentracdo sérica do horménio anti-Milleriano (HAM) e testosterona (T), perimetro
escrotal (PE), volume testicular, ecotextura testicular (ECOt), motilidade progressiva, vigor,
concentracdo espermatica, defeitos maiores, menores e totais de machos Nelore (n = 37) de

acordo com a classe de puberdade.

Variaveis N&o puberes Puberes

HAM (ng/mL) 31,93 + 3,41° 10,18 +1,53°
T (ng/mL) 1,55 +0,21° 3,36 + 0,51°
PE (cm) 20,67 +0,32° 28,29 + 0,45
Volume testicular (mm®) 243 + 20,23° 565,37 + 34,35
ECOt (pixel/cm?) 113,47 + 3,69° 150,95 + 2,58"
Motilidade progressiva (%) 8,4 +547° 34,03 +2,77°
Vigor (1-5) 1,8 +0,2° 2,94 +0,14%
Concentracao Espermatica 10,30 + 6,20° 183,53 +41,71°
(10%sp./mL)

Defeitos maiores (%) 64,40 + 5,95 50,72 + 5,65"
Defeitos menores (%) 2,25 + 0,60" 2,55 +0,41°
Defeitos totais (%) 58,55 + 6,35 53,27 + 5,55"

Letras diferentes na linha indicam diferenca significativa (P<0,05) para teste t de Student.
HAM- hormonio anti-Mdlleriano; T- testosterona; PE- perimetro escrotal; ECOt- ecotextura testicular.

Entre as classes de precocidade, os animais SP apresentaram a menor média dos trés

momentos, referente a concentracdo sérica do HAM, enguanto os animais tardios exibiram a

maior média (Tabela 2).
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Tabela 2. Médias (x erro padrdo), dos trés momentos de coleta — julho, outubro e janeiro, da
concentracdo sérica do horménio anti-Mulleriano (HAM) e testosterona (T), perimetro
escrotal (PE), volume testicular, ecotextura testicular, motilidade progressiva, vigor,
concentracdo espermatica, defeitos maiores, menores e totais de machos Nelore (n = 37) de
acordo com a classe de precocidade sexual.

Variaveis SP P Td
HAM (ng/mL) 6,13 + 0,64° 19,14 + 2,63° 47,65 + 5,74
T (ng/mL) 3,11 +0,92° 1,94 £ 0,22 1,80 + 0,43°
PE (cm) 25,93 +1,17° 23,08 + 0,53 20,83 +0,67°
Vol. testicular (mm?) 543,55 + 70,31 402,38 +34,13° 257,60 +37,20°
ECOt (pixel/cm?) 128,69 + 6,64a 125,64 £ 4,57b 118,95 £ 5,58¢
Mot. progressiva (%) 34,00 £ 6,53a 29,11 + 3,17b -

Vigor (1-5) 3,00 + 0,26° 2,69 +0,16" -

Conc. espermatica 287,20 + 108,14° 110,34 + 26,87" -

(n x 10%/mL)

Defeitos maiores (%) 48,30 + 11,22° 54,58 + 5,36 -
Defeitos menores (%) 2,50 +£0,72° 2,48 +0,41° -
Defeitos totais (%) 50,80 + 10,89" 55,86 + 4,77° -

Letras diferentes na linha indicam diferenca significativa (P<0,05) para teste t de Student.

SP - superprecoces; P - precoce; Td - tardios; HAM- horménio anti-Mulleriano; T- testosterona; PE- perimetro
escrotal; Vol. Testicular — volume testicular; ECOt- ecotextura testicular; mot. progressiva — motilidade
progressiva; conc. espermatica — concentracao espermatica.

A classe de precocidade sexual foi positivamente correlacionada com a variacdo observada
nas concentracdes séricas de HAM o que ndo ocorreu entre a classe de precocidade e T. Aléem
disso, a classe de precocidade sexual se mostrou negativamente correlacionada com o PE, ja
que classe de precocidade foi dividida em animais tardios (1), precoces (2) e superprecoces

(3). Tabela 3.
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Tabela 3. Correlacdo de Pearson, nos trés momentos de coleta - julho, outubro e janeiro, machos Nelore (n=37), entre as variaveis idade, classe
de puberdade (cIPUB), classe de precocidade (cIPREC), horménio anti-milleriano (HAM), testosterona (T), peso corporal (PESOc), perimetro
escrotal (PE), ecotextura testicular (ECOt), ordem de coleta (ORDCOL) e volume testicular (VOLTEST).

IDADE
P

clPUB
P

cIPREC
P

HAM

ECOt
P

ORDCOL
P

clPUB cIPREC HAM T PESOc PE ECOt ORDCOL VOLTEST
0,6568 -0,1095 -0,3436 0,4241 0,8485  0,8286 0,7743 0,9593 0,7351
0,0001 NS 0,002 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
-0,4734 -0,3500 0,3516 0,6980  0,7770 0,5113 0,6394 0,7092

0,0001 0,0002 0,0002 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

0,5145 -0,1483 -0,2751 -0,3591 -0,1030 0,8086 -0,4082

0,0001 NS 0,0035 0,0001 NS NS 0,0003

-0,2234 04736 -0,4713 -0,1823  -0,2610 -0,3973

0,0184 0,0001 0,0001 NS 0,0057 0,0005

0,4870  0,4593 0,2586 0,3943 0,3056

0,0001 0,0001 0,0071 0,0001 0,0081

0,8564 0,6019 0,8030 0,7757

0,001 0,0001 0,0001 0,0001

0,6693 0,7988 0,9467

0,001 0,0001 0,0001

0,8086 0,8086

0,0001 0,0001

0,6860

0,0001
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Para a classificacdo de puberdade, as variaveis fixas testadas mostraram-se significativas pela
analise de regressdo logistica (Figuras 3 e 4), com a porcentagem de concordancia variando
entre 73,3% para 0 HAM e 96,3% para o PE. A varidvel PE é a que mais explica a
dicotomizacdo da classe, uma vez que em 96,3% dos casos ela consegue definir a puberdade.
Este resultado ressalta que o PE mostra-se mais eficiente para a definigdo de puberdade. Tanto
a queda observada nas concentragdes séricas de HAM guanto a mensuracao do PE apresentam

uma probabilidade estimada de 50%, em diferenciar os animais puberes dos ndo puberes.

Para definicdo de precocidade sexual a maior porcentagem de concordancia observada foi
para a concentracao sérica de HAM (81,6%; P < 0,05) apresentando, em uma analise pareada
da regressao logistica unindo os dados dos dois grupos em uma unica regressao, SP x P
(Figura 5), concordancia de 81,4% e probabilidade estimada de distinguir os SP dos P de

aproximadamente 55%.

A porcentagem de concordancia dos animais SP x Td foi de 95,9% e uma probabilidade
estimada em distinguir os animais SP dos Td de 90% (Figura 6). Na andlise pareada dos
animais P x Td a concordancia apresentada foi de 78,8% e a probabilidade estimada em
diferenciar os animais P dos Td, de aproximadamente 85% (Figura 7). A intensidade de pixel
(Figura 8) e a T, ndo foram significativas para predizerem esta definicdo, ndo sendo eficientes
para demonstrar estas variacbes, mesmo quando se trabalhou com as diferentes classes de

precocidade sexual.

4. Discussao

Acredita-se que este seja o primeiro trabalho avaliando as concentracGes séricas do HAM e T

em touros nos momentos ndo pubere e pubere em Bos indicus (Nelore) e contribui com novas

informacGes a respeito do HAM poder atuar como um biomarcador para precocidade sexual.
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Os dados demonstraram que o0 HAM pode ser um marcador enddcrino efetivo na distingdo
dos animais superprecoces dos animais tardios. Os resultados confirmam a hipotese que
durante o periodo pré-pubere as concentracdes séricas de HAM sdo superiores as de T,
ocorrendo uma inversdo destas concentracfes quando a puberdade é atingida. Os animais
superprecoces (SP) apresentaram baixa concentracdo sérica de HAM ao decorrer das coletas,
diferentemente dos animais precoces e tardios. Criangas que apresentaram puberdade precoce
demonstraram valores inferiores de HAM quando comparadas aquelas que apresentaram
puberdade tardia Rey et al. [8]. Em potros pré-plberes a concentracdo sérica de HAM

apresentou-se elevada quando comparada a de garanhdes [18].

Nos resultados deste trabalho, os animais ndo puberes apresentaram a concentracdo sérica de
HAM elevada, enquanto que a de T se encontrava em baixas concentracfes. Altas
concentragdes circulantes de HAM sédo capazes de controlar a sintese de andrdgenos através
da supressdo da transcricdo do gene P450c17, que codifica tanto a producdo da enzima 17,20
desmolase quanto da enzima 17a hidroxilase, ambas envolvidas na sintese da testosterona
[19]. Se o papel do HAM em humanos for similar no bovino, poderia explicar os achados
deste estudo, o que sugeriria que o0 HAM seria mais efetivo quando comparado a T para a

definicdo da etapa pré-pubere.

Durante a puberdade e na fase adulta, observa-se na espécie humana, uma regulacdo
antagbnica entre o0 HAM e a T, em que a T parece, neste momento, exercer um efeito
supressor sobre a secrecdo de HAM pelas células de Sertoli [8]. Os resultados encontrados
com bovinos, neste trabalho, endossam esse achado, uma vez que as concentracdes sericas de
T elevaram-se a medida que os animais atingiram a puberdade, enquanto as concentrac@es de

HAM apresentaram um declinio acentuado aproximando-se do valor zero.
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Durante o desenvolvimento puberal, em humanos, ocorre a maturacdo das células de Sertoli
conjuntamente ao desenvolvimento da barreira hematotesticular, devido a formacéo das
juncdes gap entre estas células. Neste momento as células de Sertoli assumem um padréao
bidirecional de secregdo e passam a secretar, principalmente, 0 HAM no espaco adluminal e
em menor quantidade para o tecido intersticial. Assim, o HAM apresenta maior concentragdo
no plasma seminal em relacdo a sanguinea [20,21,22]. Destarte, a concentracdo sérica de
HAM declina, enquanto inicia-se uma elevagdo na concentracao intratesticular de T, fato que
ocorre antes da elevacdo deste horménio no sangue [23]. Esta alta concentracdo de T
intratesticular atua via receptores de androgenos nas células de Sertoli em uma agéo paracrina,
sendo 0 mais potente inibidor de HAM. Logo, a queda nas concentragdes séricas de HAM
atua como um marcador da elevagéo da concentragdo de T intratesticular [20]. A redugdo na
expressdo de HAM pelas células de Sertoli foi relacionada diretamente com o inicio do

aparecimento da espermatogénese [9].

Resultados anteriores mostraram que a concentracdo circulante de HAM é menor nos animais
que atingiram a puberdade. Estes resultados sugerem que o HAM poderia ser um possivel
biomarcador com uma Unica amostra sanguinea, distinguindo, na desmama, 0s animais
superprecoces dos tardios sendo, aproximadamente, cinco ng/mL o ponto de corte capaz de
distinguir estas duas classes de precocidade sexual. Este achado proporciona além das
vantagens econdmicas ao proporcionar a diminui¢cdo da idade de entrada dos animais em
reproducdo, a aceleracdo do melhoramento genético do rebanho via principalmente a
diminuicdo do intervalo entre geraces. Na distingdo dos superprecoces e tardios, precoces e
tardios, ainda hd um confundimento na distin¢do destas classes sendo necessarios mais
estudos. Adicionalmente, na distin¢do da classe de puberdade, o perimetro escrotal se mostrou
mais eficiente em diferenciar os animais puberes dos ndo puberes quando comparado ao

HAM.
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Os animais ndo puberes apresentaram menor média de ecogenicidade testicular quando
comparado aos puberes. O aumento da ecogenicidade testicular, possivelmente, esta
relacionado a diferenciacdo das células de Sertoli, aumento do didmetro dos tabulos
seminiferos, maior quantidade de células maturas na espermatogénese e formacgédo da barreira
hematotesticular [10,11,24]. Ademais, a ecogenicidade do parénquima testicular apresentou
alta correlacdo positiva com o volume testicular e PE, o que esta de acordo com os achados de
Cardilli et al. [25]. Os resultados aqui encontrados mostram-se eficientes na distincdo dos
animais puberes e ndo puberes, mas, ndo revelaram correlacdo significativa entre a ecotextura
testicular e a precocidade sexual, o que pode ser atribuido ao intervalo de tempo entre as

coletas que, neste estudo, foi superior a um ciclo do epitélio seminifero de bovinos.

5. Concluséao

As concentracOes séricas de HAM foram superiores as de T durante o periodo pré-pubere,
enquanto na puberdade houve um descréscimo nas concentracoes circulantes de HAM e as de
T tornaram-se superiores neste momento. O HAM revelou-se como um possivel biomarcador
de precocidade sexual em Bos indicus (Nelore), com uma Unica coleta sanguinea, na desmana
e concentracdo, aproximadamente, de cinco ng/mL, sendo possivel distinguir os animais
superprecoces dos tardios. A avaliacdo ultrassonografica dos testiculos se mostrou eficiente
na distincdo dos animais paberes dos ndo puberes, porém ndo se correlacionou com a

precocidadade sexual.
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Legenda das Figuras:

Figura 1. Concentracgdo sérica do hormonio anti-Mulleriano (HAM) expresso em ng/mL
em bezerros Nelore classificados de acordo com a precocidade sexual em funcdo do
tempo. Coletas sanguineas realizadas nos meses de julho (1), outubro (2) e janeiro (3), entre
10 e 16 meses de idade de machos bovinos Nelore.

Figura 2. Concentracao sérica de testosterona, expressa em ng/mL, em bezerros Nelore
classificados de acordo com a precocidade sexual em funcdo do tempo.. Coletas
sanguineas realizadas nos meses julho (1), outubro (2) e janeiro (3), entre 10 e 16 meses de
idade de machos bovinos Nelore.

Figura 3. Probabilidade estimada de puberdade, de acordo com as variacgdes séricas de
hormdnio anti-Mdlleriano (HAM), expresso em ng/mL. Coletas sanguineas realizadas nos

meses de julho, outubro e janeiro, entre 10 e 16 meses de idade de machos bovinos Nelore.

Figura 4. Probabilidade estimada de puberdade de acordo com o perimetro escrotal
(PE), em centimetros. Coletas realizadas nos meses de julho, outubro e janeiro, entre 10 e 16

meses de idade de machos bovinos Nelore.

Figura 5. Probabilidade estimada de precocidade sexual, de acordo com as variacdes
séricas de hormonio anti-Mdulleriano (HAM), expresso em ng/mL em analise de
regressao logistica pareada com os animais superprecoces (SP) e precoces (P). Coletas
sanguineas realizadas nos meses de julho, outubro e janeiro, entre 10 e 16 meses de idade de

machos bovinos Nelore.

Figura 6. Probabilidade estimada de precocidade sexual, de acordo com as variacdes
séricas de hormonio anti-Mdulleriano (HAM), expresso em ng/mL em analise de

regressao logistica pareada com os animais superprecoces (SP) e tardios (Td). Coletas
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sanguineas realizadas nos meses de julho, outubro e janeiro, entre 10 e 16 meses de idade de

machos bovinos Nelore.

Figura 7. Probabilidade estimada de precocidade sexual, de acordo com as variacgoes
séricas de horménio anti-Mdulleriano (HAM), expresso em ng/mL em andlise de
regressdo logistica pareada com o0s animais precoces (P) e tardios (Td). Coletas
sanguineas realizadas nos meses de julho, outubro e janeiro, entre 10 e 16 meses de idade de
machos bovinos Nelore.

Figura 8. Intensidade de pixel (Pixel) em bezerros Nelore classificados de acordo com a

precocidade sexual em funcéo do tempo. Coletas sanguineas realizadas nos meses de julho

(1), outubro (2) e janeiro (3), entre 10 e 16 meses de idade de machos bovinos Nelore.



Figura 1.

HAM {ng/mL}

120.00

100.00

80.00

60.00

40,00

20,00

==Super Precoce

Ordem de coleta

sips Precoce

smmis T 3rdio

55



Figura 2.

Testosterona {ng/mL)

12,00

10,00

]

-

8

5,00
4,00

2,00

0,00

£

56

1 ¥]

ja k]

o

1 2

Ordem de coleta

mgesSuper Precoce agemPrecoce

T ardio



Figura 3.

10 )
] Concordéancia: 73,3%

457
40

Probabilidade estimada de puberdade
at

i %

1 +
0.03E iy .
0[]0: tt + ++ + el

IlIIIII[IIIIII|IIII|IIII|IIII|IIIIIIIII|IIII|IIIIIIIII|IIII|

0 10 20 30 40 30 00 T0 80 9% 100 110 120
HAM (ng/mL)



Figura 4.
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Figura 5.
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Figura 6.
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Figura 7.
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Figura 8.
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