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RESUMO

O objetivo deste (objetivou-se com o presente trabalho avaliar estresse térmico) estudo foi
analisar, comparativamente as respostas fisiologicas e seminais ao estresse térmico na raca
Curraleiro Pé-Duro (CPD), bovino tropicalmente adaptado, e na raca Nelore em diferentes
periodos estacionais (seco e chuvoso) na regido Meio-Norte brasileira. Para tanto, foram
utilizados 12 touros previamente selecionados de acordo com as Normas do Colégio Brasileiro
de Reprodugdo Animal, sendo seis da raga Curraleiro Pé-Duro (Bos taurus taurus), e seis da
raca Nelore (Bos taurus indicus), sendo os CPD oriundos da Unidade de Pesquisa da
EMBRAPA Meio-Norte localizada no municipio de Campo Maior — PI, enquanto os Nelore
foram provenientes da Fazenda Vitdria localizada no municipio de Brasileira — Pl. Foram
realizados exames comparativos entre as duas ragas, iniciando pela anélise clinica reprodutiva
de cada animal, o qual consiste na examinacdo do sistema genital, contemplando a inspecao
e/ou palpacdo dos 6rgdos que constitui o sistema genital masculino. Nesse contexto, cabe
ressaltar a utilizacdo da Ultrassonografia Doppler no contexto da avaliacdo. Foram realizadas,
pelo método da eletroejaculacdo, seis coletas de cada animal, cujo material foi avaliado de
imediato quanto aos parametros de volume, aspecto, motilidade total e vigor espermatico. De
imediato uma aliquota de cada amostra foi diluida em formol salino para determinacdo da
concentracdo e dos defeitos espermaticos. Em seguida, com base na concentracao estabelecida
foi feita a diluicdo do sémen, sendo entdo criopreservados em maquina automatizada (TK 3000)
pelo método de congelacdo lenta, e estocado em botijées criogénicos. Trinta dias apos a
descongelacédo, as amostras foram analisadas quanto a valores de termorresisténcia (TTR),
cinética (CASA), integridade da membrana plasmaética e acrossomal. Para analise dos dados
foram utilizadas médias e desvio padrao, além do teste Shapiro-Wilk para verificar se os dados
seguem distribuicdo Normal. Para comparar as médias entre as racas e entre os periodos foi
usado o teste t de Student e o teste ndo-paramétrico U de Mann-Whitney. Os dados foram
tabulados e analisados no IBM Statistical Package for the Social Sciences versdo 20.0. O nivel
de significancia adotado foi p < 0,05.

Palavras-chave: Bovino, adaptabilidade, mudancas climaticas, avaliacdo androldgica.
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ABSTRACT

The aim of this study was to comparatively analyze the physiological and seminal responses to
heat stress in the Curraleiro Pé-Duro (CPD) breed, a tropically adapted bovine, and in the
Nellore breed in different seasonal periods (dry and rainy) in the tropical Brazilian region. For
this purpose, 12 bulls previously selected according to the Rules of the Brazilian College of
Animal Reproduction were used, six of the Curraleiro Pé-Duro breed (Bos taurus taurus), and
six of the Nellore breed (Bos taurus indicus), with the CPD coming from the Research Unit of
EMBRAPA Meio-Norte located in the municipality of Campo Maior — PI, while the Nellore
were come from Fazenda Vitdria located in the municipality of Brasileira — PI. Comparative
tests were performed between the two breeds, starting with the clinical reproductive analysis of
each animal, which consists of examining the genital system, including inspection and/or
palpation of the organs that constitute the male genital system. In this context, it is worth
emphasizing the use of Doppler ultrasonography in the evaluation context. Six collections from
each animal were carried out using the electroejaculation method, and the material was
immediately evaluated in terms of volume, aspect, total motility and spermatic vigor.
Immediately, an aliquot of each sample was diluted in saline formaldehyde to determine the
concentration and sperm defects. Then, based on the established concentration, the semen was
diluted, then cryopreserved in an automated machine (TK 3000) by the slow freezing method,
and stored in cryogenic cylinders. Thirty days after thawing, the samples were analyzed for
thermoresistance (TTR), kinetics (CASA), plasma and acrossomal membrane integrity. For
data analysis, means and standard deviation were used, in addition to the Shapiro-Wilk test to
verify if the data follow a Normal distribution. To compare the means between races and
between seasons, the Student t test and the non-parametric Mann-Whitney U test were used.
Data were tabulated and analyzed in the IBM Statistical Package for the Social Sciences version
20.0. The significance level adopted was p < 0.05.

Keywords: Bulls, adaptability, climate change, andrological assessment.
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1. INTRODUCAO

E bem documentado que fatores ambientais podem afetar negativamente a producéo animal,
causando grandes perdas econdmicas para o agricultor (CARDOSO et al, 2016), e como espécie
referéncia dentro da movimentacdo econdmica do pais (IBGE, 2016), os bovinos sao
considerados homeotérmicos, pois tendem a manter a temperatura corporal constante através
do fluxo de calor determinado por processos que dependem da temperatura e da umidade
ambiental. Assim, o estresse térmico através da hipertermia ocorre quando o fluxo de calor para
0 ambiente é menor que o calor produzido pelo organismo (BEEDE; COLLIER, 1986). Quando
0s animais se encontram na zona de termoneutralidade os custos fisiolégicos sdo minimos e a
produtividade é aumentada (AZEVEDO et al., 2008).

Fatores envolvidos na determinacéo do conforto térmico dos animais sdo definidos pelo
ambiente como a temperatura do ar, temperatura radiante, radiacdo solar, umidade do ar e
pressdo atmosférica. Caracteristicas corporais também sdo inclusas como a forma corporal,
tamanho, area de superficie, area exposta a radiacdo solar, bem como a resposta dessas
caracteristicas corporais a ventilacdo, emissividade, absorvidade e refletividade séo razdes

avaliativas para o conforto térmico (BIANCHIN et al., 2006)

O estresse provocado pelo calor excessivo diminui a ingestdo de alimentos e ocasiona
disturbios no metabolismo de proteinas, energia, balangco mineral, reacbes enzimaticas e
secrecdo de hormonios e metabdlitos no sangue (CARDOSO et al, 2016). Assim alteracbes
metabolicas ddo inicio ao esgotamento das reservas de energia celular, levando a novas
estratégias adaptativas no metabolismo homeotérmico (BAUMGARD; RHOADS, 2013).

Os mesmos danos podem ser notados em niveis reprodutivos, que de fato, Barth e Oko
(1989) ja haviam documentado que a temperatura testicular bovina elevada tem um efeito
adverso na producdo de espermatozoides e na qualidade do sémen de touros reprodutores. Pois
para a producdo de espermatozoides viaveis e morfologicamente normais os testiculos bovinos
devem ser mantidos abaixo da temperatura corporal (KASTELIC; COOK; COULTER, 1997).

Assim, animais adaptados ou tolerante as condi¢6es locais nas regides produtoras tem sido
foco de pesquisas, para a avaliacdo da tolerancia ao calor, avaliacdo de sémen criopreservado
em banco de germoplasma, adaptabilidade as condi¢des climaticas do semi-arido (CARDOSO
etal., 2016; MONTESINOS, 2012; AZEVEDO et al., 2008), abrindo portas para aprofundar o
conhecimento no dmbito reprodutivo. Esses animais sdo caracterizados pela capacidade de

sobreviver em condi¢Ges ambientais e climaticas extremas, pois mantém ou mostram uma
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reducdo minima no desempenho produtivo exibindo alta eficiéncia reprodutiva, resisténcia a
doenca, longevidade e baixa taxa de mortalidade durante a exposigéo ao estresse (GEORGE et
al., 2014).

Dentro dessa premissa, 0 gado Curraleiro Pé-Duro (CPD), introduzido no Brasil pelos
colonizadores portugueses no inicio do século XVI, originou animais adaptados aos biomas
onde serdo submetidos, por consequéncia da deriva genética e a pressdo de selecdo natural
exercida pelo ambiente (CARVALHO et al., 2013). Segundo Azevedo et al. (2008) os bovinos
dessa raca sdo bem adaptados ao tropico quente e seco ndo mudando suas medidas fisioldgicas
no decorrer do dia e do ano, apesar das altas temperaturas do ambiente onde séo criados.

No entanto, apesar de diversos estudiosos do assunto tenham proposto, desde muitos anos,
medidas para conservar ou melhorar o gado CPD, infelizmente pouco foi feito e esta raca,
principalmente relacionado a biotecnologia da reproducdo, que segundo Carvalho e
colaboradores (2001) é uma acdo fundamental para auxiliar no alcance da conservacéao.
Corroborando para essa premissa, a maioria das racas brasileiras tropicalmente adaptadas foi
substituida por racas de origem zebu, principalmente Nelore, na tentativa de aumentar a
produtividade de gado brasileiro (SANTOS et al., 2005).

Para tal, tecnologias reprodutivas, como a ultrassonografia em modo B vem cada vez mais
sendo usada rotineiramente, pois € uma técnica segura e ndo invasiva para a identificacdo dos
parametros biométricos testiculares que tem correlacdo direta com o potencial de fertilidade
(EILTS; PECHMAN, 1988; PINHO, et al. 2018). A ultrassonografia Doppler tornou-se o
método de escolha para avaliar o suprimento sanguineo de varios 6rgéos. E uma das técnicas
mais simples e precisas para estimar o fluxo sanguineo, pois combina dados relativos a
anatomia e aos parametros dindmicos do fluxo (VELASCO; RUIZ, 2021).

E de grande interesse pecuario pesquisar bovinos que reinam as melhores caracteristicas da
raca, com vista a producdo de carne com qualidade em regides quentes e inospita. O objetivo
deste estudo foi analisar, comparativamente as respostas fisiologicas, seminais e de imagem da
raca bovina tropicalmente adaptadas (Curraleiro Pé-Duro) e exdtica (Nelore), em diferentes

periodos estacionais (seco e chuvoso).
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Bovino Curraleiro Pé-Duro

Atualmente, o Brasil possui varias espécies de animais domésticos, que se
desenvolveram a partir de racgas trazidas pelos colonos portugueses logo apos a descoberta.
Durante quase cinco séculos, estas racas serdo naturalmente selecionadas em ambientes
distintos, de tal forma que, hoje, apresentam caracteristicas adaptadas as condi¢6es ambientais
especificas. Essas racas desenvolvidas no Brasil sdo conhecidas como “crioulo”, “local” ou

naturalizadas (MARIANTE; EGITO, 2002)

O gado Curraleiro Pé-Duro (CPD) teve sua origem na peninsula Ibérica, sendo
introduzidos pelos colonizadores portugueses no inicio do século XVI no Brasil. O CPD
originou-se a partir do tronco étnico Bos taurus ibericus, e dada a sua origem européia, €
presumido pertencer a subespécie Bos taurus taurus (CARVALHO et al., 2013). No Piaui a
raga foi introduzida por volta de 1674, por Domingos Afonso Mafrense, a partir do rio S&o
Francisco (NOGUEIRA NETO, 1980), descendendo dos mesmos bovinos introduzidos pelos
portugueses no periodo colonial, resultando da adaptacdo destes as condi¢cGes ambientais do
Piaui e de outros estados brasileiros (CARVALHO, 1986).

Como critério para identificacdo desses animais, Domingos et al. (1956) elencou
caracteristicas de conformacdo que descrevessem a raca CPD. O animal precisa ter Cabeca
pequena, perfil subcdncavo, orbitas ndo muito salientes. Chifres curtos e em forma de coroa,
leves, apresentando secdo circula; de cor clara na base e extremidade escura. Orelhas pequenas,
revestidas internamente de pelos claros. Boca grande e ventas largas. Pescogo fino, barbela
reduzida. Tronco de conformacao triangular, caracteristica das racas leiteiras. Peito profundo,
ventre volumoso, ancas largas, garupa direita. Cauda fina, longa e bem inserida, sendo toleravel

a insercdo alta, vassoura preta, membros delgados e bem proporcionados.

A pelagem do CPD é singular, sendo amarela, amarela avermelhada ou baia com
extremidades escuras até o fusco, ndo muito carregado; os pelos das entre-nadegas e axilas
devem ser de tonalidade clara ou esbranquicada, bem como do baixo-ventre. Cabeca de
tonalidade escura, acentuando-se no chanfro e em torno dos olhos; focinho preto com orla de
pelos claros. Membros de cor escura, tonalidade mais pronunciada na regido da canela,
especialmente nos membros anteriores, onde pode elevar-se até acima dos joelhos; podendo ser

mais escura, nos touros; unhas pretas (DOMINGOS et al., 1956).
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Esse gado se formou no norte do Brasil, principalmente na regido Nordeste e no Vale
do S&o Francisco, onde posteriormente foi para os campos e cerrados de Minas Gerais e Goiés,
incluindo atualmente o estado do Tocantins (CARVALHO; GIRAO, 2001). E o resultado da
selecdo natural foi o motivo principal da sobrevivéncia dos animais adaptados a estas condicdes
desfavoraveis do sertdo brasileiro (CARVALHO; GIRAO, 1999).

Na Ameérica Latina, as racas de gado locais seréo a base pecuaria por quase cinco séculos
e hoje estdo no ponto de serem totalmente absorvidas por racas exoticas. A expectativa de que
as racas introduzidas solucionem os problemas de producédo e aquelas relacionadas a saude e
nutricdo das populagbes locais, levou-as a cruza-las com as linhagens exdticas sem
planejamento sistematico de melhoramento genético ou genético. Este modelo produtivo, que
ainda persiste em muitas regides, causou o declinio ou desaparecimento de diferentes racas
(FIORAVANTE et al., 2011). Atualmente a conservagdo, manutencao e caracterizacao genética
desta populacdo é objeto de trabalho da Rede de Recursos Genéticos Animais (RGASs) da
Plataforma de Recursos Genéticos da EMBRAPA e de seus parceiros (EGITO et al., 2011).

2.2 Bovinos Nelore

A raca Nelore passou por intenso melhoramento genético no Brasil, sendo direcionada
quase gque exclusivamente a producdo de carne, embora na sua origem a raca tenha sido utilizada
para a exploracdo leiteira. O Nelore se adaptou muito bem as condicdes tropicais brasileiras,
por possuir excelente capacidade de aproveitar alimentos grosseiros. Apresenta resisténcia
natural a parasitas, devido as caracteristicas de seus pelos, que impedem ou dificultam a
penetracdo de pequenos insetos na superficie da pele ou que ai tentam se fixar. A pele escura,
fina e resistente, dificulta a acdo de insetos sugadores, além de produzir secrecdo oleosa
repelente, que se intensifica quando os animais estéo expostos ao calor (ACNB, 2006).

O Nelore é muito resistente ao calor devido & sua superficie corporal ser maior em
relacdo ao corpo e por possuir maior numero de glandulas sudoriparas. As caracteristicas de
seus pelos também facilitam o processo de troca com o0 ambiente. Além disso, o trato digestivo
é 10% menor em relacdo aos europeus. Portanto seu metabolismo é mais baixo e gera menor
quantidade de calor. Os machos e as fémeas apresentam elevada longevidade reprodutiva
(PEREIRA; ELER; FERRAZ, 2002).

Com o advento da pecuaria de corte, foi fundamental selecionar animais visando
melhorias nos desempenhos produtivo e reprodutivo, pois esses animais que determinam a

eficiéncia total de producéo, tanto do ponto de vista genético como econémico (BOLIGON;
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ALBUQUERQUE; RORATO, 2008). A selecdo com base em caracteristicas de desempenho
ponderal tem sido amplamente utilizada, para a formacéo de novas ragas através de cruzamentos
controlados e consequente aumento na exploracdo econdmica, como foi o caso da raca Nelore
(KOOTS; GIBSON, 1996).

Em busca do conhecimento das estimativas de correlagbes genéticas entre
caracteristicas de desempenho ponderal e reprodutivo, o Nelore vem sendo amplamente
explorado, ndo somente no ambito econémica, como também dentro das pesquisas, no intuito
de definir a juncdo das melhores caracteristicas dentro de uma raca. Para isso, estudos
envolvendo genética, herdabilidade, melhoria do sémen pela analise escrotal (MAGALHAES

etal., 2019; SCHMIDT et al., 2019) vém sendo amplamente empregado nessa raca.
2.3 Controle neuroenddcrino reprodutivo do macho

A puberdade esta definida no macho como a época em que atinge a capacidade para
fertilizar uma fémea. Isto significa que o individuo deve ter numero suficiente de
espermatozoides fecundantes, além de um comportamento sexual que permita a coOpula
(WINTER, 1990).

A puberdade é atingida aos 12 meses nos bovinos (Bos tauros indicus / Bos taurus
taurus)b, ou também pode ser considerado que no touro a puberdade é atingida quando o
numero de espermatozoides totais por ejaculado é de 50 milhdes. No periodo pos-puberal, 0s
testiculos do touro continuam a crescer e 0 numero de espermatozoides/ejaculado vai

aumentando até a idade de 18-24 meses, quando a maturagdo é alcangada (MELLO, 2015).

Com o inicio da puberdade, ocorre um pronunciado aumento de testosterona, que esta
correlacionado com o padrdo de secre¢do de LH, hormdnio que estimula a secre¢do direta de
testosterona nas células de Leydig. Os eventos primarios que estabelecem o inicio da puberdade
sdo originados no SNC e concorrem para causar uma alteracdo no padrdo de secregédo
hipotaldmica de GnRH. Fatores hormonais e, possivelmente, um fator nervoso direto, influem
no crescimento e na maturacgéo testicular (DE KRETSER; KERR, 1988).

Com a puberdade, um padréo pulsatil de secrecdo de GnRH inicia, ocorrendo um pico
de secrecdo de gonadotropinas durante o periodo pos-puberal. Também, tém sido achados
receptores para GnRH no tecido intersticial do testiculo, sugerindo uma funcéo controladora
deste hormdnio hipotalamico na secrecdo de androgenos, possivelmente mediante inibicéo.

Assim, a esteroidogénese testicular estaria influenciada por dois fatores: (a) o padrdo de
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secrecdo dos hormonios hipotalamo-hipofisiarios, e (b) a resposta das células intersticiais a
esses hormonios (GONZALEZ, 2002).

O controle mais importante da sintese de androgenos no testiculo ¢é feito pelo LH,
existindo uma regulacdo feedback negativa. O LH se une a seu receptor nas células de Leydig,
sendo que cada célula tem cerca de 20.000 receptores. Experimentalmente foi observado que
os receptores do LH também unem o horménio hCG. O receptor para LH é uma glicoproteina
de 180 kD, composta por 2 subunidades proteicas idénticas de 90 KD (DADOUNE;
DEMOULIN,1993).

A regulacdo hipotalamica da secrecao de andrdgenos esta determinada pela secrecédo de
GnRH. Fatores externos, como a luz e ou estimulos olfatorios (feroménios) ou visuais, podem
aumentar a secrecdo de GnRH via sistema nervoso central, mediante neuro-receptores que
incluem a dopamina, a norepinefrina e a serotonina. A funcdo secretora das células de Leydig
é estimulada pela prolactina, favorecendo a sintese de receptores para LH (efeito oposto ao da
fémea) e possivelmente melhorando a atividade enzimaética da sintese de testosterona a partir
de colesterol. O FSH também parece favorecer a presenca de receptores para LH nas células de
Leydig (CHACUR, 2012).

O stress ocasiona aumento da secre¢do de ACTH, o qual inibe a secre¢do de LH no
macho, e, portanto, de testosterona, desfavorecendo a espermatogénese e a libido. Os
glicocorticéides secretados pela acdo do ACTH também parecem ter acédo inibitdria direta sobre
a secrecdo das gonadotropinas (ENCARNACAO, 1986).

Entretanto, as mudancas na sensibilidade hipotalamica, medida pelo nimero de
receptores, ndo sdo tdo evidentes fazendo perder relevancia a hipotese gonadostatica, por outro
lado, é evidente que 0s animais imaturos sdao mais sensiveis que 0s animais pos-puberes ao
efeito inibitorio dos esterdides gonadais sobre a liberacdo de gonadotropinas (GONZALEZ,
2002).

2.4 Avaliacao clinica androlégica

A utilizacdo do exame androlégico nos sistemas de producdo foi demonstrada por
WILTBANK e PARISH (1986), através do aumento de 5% na fertilidade de rebanhos de vacas
Santa Gertrudis acasaladas com touros selecionados pela qualidade do sémen. O exame

andrologico passou a ser utilizado entdo como instrumento para incremento da fertilidade e
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produtividade dos sistemas de producdo de bovinos de corte (MORAES; HORN; ROSADO
JR, 1998).

O exame androldgico é uma das técnicas mais utilizadas pelos médicos veterinarios para
avaliar a fertilidade. E caracterizado por exame clinico, medida de circunferéncia escrotal e
avaliacdo do sémen para motilidade, vigor, turbilhonamento, concentracdo e morfologia
(SALVADOR etal., 2002). A fertilidade dos touros € um ponto importante na producéo animal,
pois dependendo do sistema de acasalamento utilizado, um Unico reprodutor pode servir a um
grande nimero de fémeas (KASTELIC et al., 2000).

No Brasil, para avaliacdo, classificacdo e selecdo de touros de racas zebuinas, varias
tabelas tém sido propostas com algumas adaptaces, principalmente relacionadas a idade e a
circunferéncia escrotal (FONSECA et al., 1997a). Atualmente, o Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal (CBRA, 2013) preconiza duas tabelas de pontuacdo: uma instituida por
Fonseca et al. (1997a) para touros zebuinos (Bos taurus indicus) e outra para touros europeus

(Bos taurus taurus), segundo padrées preconizados por Chenoweth e Ball (1980).

A interpretacdo desta classificacdo € expressa em satisfatorios, 60 a 100 pontos;
questionaveis, 30 a 59 pontos; e insatisfatorios, abaixo de 30 pontos, como descrito na Tabela
1.

Tabela 1. Classificacdo androldgica por pontos para touros da Subespécie Bos taurus taurus,
baseada na circunferéncia escrotal e nas caracteristicas fisicas e morfoldgicas do sémen.

Circunferéncia Escrotal em cm

Idade/meses 1214 15-20 21-30 >30 Escore
Muito Bom > 34 > 36 > 38 > 39 40
Bom 30-34 31-36 32-38 34 -39 24
Satisfatorio <30 <31 <32 <34 10
Pobre <30 <31 <32 <34 10
Motilidade Espermatica
%Progressivo Vigor Escore

Muito Bom 75 5 20
Bom 60 <75 4<5 12
Satisfatorio 30<60 3<4 10
Pobre <30 <3 3

Morfologia Espermatica
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%Def.maiores %Def. totais Escore

Muito Bom <10 <25 40
Bom 10<19 26 <39 25
Satisfatorio 20<29 40 <59 10
Pobre >29 > 59 3
Interpretacéo
60 pontos ou + Touro Satisfatorio
30a59 Touro Questionavel
<30 Touro Insatisfatorio

Fonte: Chenoweth e Ball (1980)

Segundo Derivaux (1980), a avaliacdo da motilidade espermatica é definida com o
percentual de espermatozoides moveis em uma amostra de sémen e o vigor é a intensidade de
seu movimento. A avaliacdo da motilidade espermatica deve ser realizada imediatamente apds
a colheita ou descongelagdo do sémen, com auxilio de microscopia 6ptica de luz (SEAGER;
FLETCHER, 1972), em microscopio de contraste de fase ou em analisador computadorizado.

Deve-se avaliar o vigor espermatico, que é a intensidade da motilidade exibida pelos
espermatozoides mdveis. Para isso, utilizam-se classificacdes que variam conforme o autor,
com escalas que vdo de 1 a5 (PLATZ; SEAGER, 1977).

O tamanho dos testiculos ou biometria testicular é estimado, medindo-se a
circunferéncia ou perimetro escrotal (PE). O PE é medido com o touro em estacdo,
posicionando o dedo polegar e o indicador na regido superior (cabeca do epididimo),
tracionando levemente para baixo. Os testiculos deverdo ficar imdveis no escroto durante a
afericdo. A fita métrica devera ser colocada na porcao central do escroto, onde o didmetro
testicular é maior (FERNANDES; MORAES, 2010).

2.4.1 Andlise de imagem

No campo da medicina veterinaria e da producdo animal, muitas técnicas tém surgido
com o intuito de facilitar cada vez mais, os diferentes procedimentos do profissional da area
das ciéncias agrarias, trazendo beneficios a clinica médica e aos setores da producao animal e

também agregando mais valor cientifico as pesquisas (ROBERTO; SOUZA, 2014).

A ultrassonografia, em geral, seguiu os principios delineados pelo desenvolvimento da

acustica, sobretudo nos seus primardios. Os beneficios do ultrassom como meio de diagnostico
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por imagem na medicina veterinaria sdo inimeros. Exames de rotina tém demonstrado que a
ultrassonografia ndo apresenta efeitos bioldgicos nocivos; é um procedimento seguro para o
paciente e para o0 operador. O método pode ser realizado em qualquer local sem a necessidade
de seguranca especifica (PRESTON; SHAW, 2001). Trata-se de uma forma néo invasiva e, por
isso, bem tolerada pelos animais, que permite o diagndstico de enfermidades, assim como o
acompanhamento da evolucdo terapéutica (NYLAND; MATTON, 2002).

O som é uma onda mecénica e sua propagacao se da pela vibracdo das particulas do
meio no qual se alastra. Ultrassom é um termo que se aplica a onda sonora cuja frequéncia €

superior aquela percebida pelo ouvido humano, ou seja, acima de 20KHz (CARVALHO, 2004).

A velocidade da onda sonora e sua propagacdo é uma caracteristica do meio, sendo uma
constante, independente da frequéncia (ANDREUCCI et al.,, 2002). O equipamento de
ultrassom pressupde uma velocidade de som constante em tecidos moles, embora existam
suaves diferencas. No entanto, quando um feixe encontra gas ou 0sso, ocorrem diferencas
marcantes de velocidade nesses meios que resultam em forte reflexao e interpretacdo imprépria

dos ecos.

Os sinais elétricos que sdo produzidos e processados pelos cristais do transdutor
retornam como ecos a0 mesmo €, posteriormente, ao monitor e sdo analisados de acordo com a
sua forca e amplitude. O célculo da distancia corrida pelo som, ou seja, entre o objeto de estudo
e o transdutor, é feito com base no tempo que a onda demora em chegar ao objeto, refletir e
retornar ao transdutor. Quanto maior o tempo que o som demorar a retornar ao transdutor, mais
distantes estard o objeto. O eco retornado é transformado em impulso elétrico pelo cristal,
enviado a um amplificador e demonstrado no monitor com intensidades proporcionais a sua
energia. Dessa forma, eles podem ser decodificados de diferentes modos: modo-A, modo-B e
modo-M (FARROW, 1992).

O desenvolvimento de novas tecnologias tem melhorado muito a qualidade das imagens
produzidas por aparelhos de diagndstico por imagem e o conhecimento sobre 0s principios
fisicos, termos e artefatos de técnica, € fundamental para otimizar a avaliagdo ultrassonogréfica
(PEIXOTO, 2010).

O doppler colorido fornece uma ideia geral da presenca e dire¢do do fluxo sanguineo.
Ele codifica as mudancas de frequéncia em vermelho e azul. Se a frequéncia for positiva, a
imagem ficard vermelha, enquanto se for negativa, sera azul. Além da cor, o brilho da imagem

é levado em consideracdo, pois quanto maior o brilho, maior a amplitude da frequéncia
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(ABDELRAHMAN et al., 2018). Os testiculos requerem um suprimento de sangue estavel para
sua funcdo e maturacdo. O doppler colorido do fluxo sanguineo em direcdo ao paréngquima
testicular podem refletir as mudancas funcionais que ocorrem nos diferentes periodos
reprodutivos (STRINA et al., 2016).

O fluxo sanguineo de um vaso individual é avaliado de forma semiquantitativa usando
os indices Doppler. Esses indices tém sido usados para obter informacfes sobre o fluxo
sanguineo e a impedancia vascular. Eles dependem das medidas do Volume Pico Sistdlico
(PSV), Volume Diastdlico Final (EDV) e da velocidade média. Além disso, os dois indices
amplamente utilizados s&o o Indice de Resisténcia (RI) e o Indice de Pulsatilidade (P1), eles n&o
sdo uma medida direta do fluxo sanguineo, mas sim descrever a resisténcia ao fluxo sanguineo

em vasos periféricos ao vaso que esta sendo examinado (BOLLWEIN et al., 2016).
2.5 Estresse térmico na reproducdo animal

As respostas fisioldgicas normais para regular a temperatura do corpo podem ser
oprimidas quando o animal é exposto ao calor, ambiente imido, ou entéo néo e capaz de adotar
mecanismos comportamentais para minimizar a exposicao ao calor, resultando em estresse por
calor, como consequéncia pode ter por exemplo a diminui¢do do consumo de racdo, diminuicéo
do ganho de peso ou diminuicdo da producdo de leite, logo apds o inicio do estresse
(MORRELL, 2020).

Todas as espécies animais podem ser afetadas pelo estresse térmico causado pelo calor
e também pelo frio, mas na pecuaria se destacam os estudos acerca de bovinos e ovinos (SILVA,
2000). Considerando que o estresse térmico é um fator que pode afetar as fungdes reprodutivas,
as variacdes no clima encontradas no Brasil podem estar relacionadas com a queda na qualidade
seminal de reprodutores observada em certos periodos do ano (GABALDI; WOLF, 2002;
SOUZA; BATISTA, 2012; VIANNA et al., 2013).

A formacéo das células espermaticas pode ser afetada pelo aumento da temperatura
testicular (GABALDI; WOLF, 2002). Considerando que o estresse térmico pode afetar a
espermatogénese, visto que pode levar ao aparecimento de alteracfes no epitelio seminifero dos
testiculos, o clima tropical caracteristico do Brasil pode estar relacionado com a queda na
qualidade seminal de touros (GABALDI; WOLF, 2002).

A qualidade do sémen congelado em ruminantes também pode ser influenciada pela

época do ano, dependendo das particularidades climaticas de cada regido, podendo ocorrer
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principalmente elevagdo no percentual de espermatozoides anormais e variacdo na
concentracdo espermética (CHACUR et al., 2012; FRENEAU, 2011; SILVA et al., 2005;
TEIXEIRA et al., 2011). Avaliando reprodutores bovinos da raca Curraleiro Pé-duro, adaptada
ao bioma Cerrado, verificou-se que o sémen fresco manteve caracteristicas adequadas durante
todo 0 ano e que a qualidade do sémen congelado é melhor entre os meses de junho a setembro
(TEIXEIRA et al., 2011).

Em touros de origem taurina criados em regides tropicais, geralmente o declinio na
qualidade do sémen é mais pronunciado quando hé estresse caldrico. 1sso parece ocorrer ndo
somente por possuirem um sistema de termorregulacdo menos adaptado ao calor, mas também
pela maior quantidade de acidos graxos poliinsaturados presentes na membrana da célula

espermatica, o que predispbe a um estresse oxidativo mais intenso (RODRIGUES et al., 2015).

Estudando bovinos submetidos a insolacdo escrotal por um periodo de 48 horas,
Rahman et al. (2011) observaram que o aumento da temperatura testicular afeta principalmente
as células que estdo nas fases da meiose e da espermiogénese. Em um estudo com touros
taurinos, zebuinos e mestigos, a qualidade do sémen nos taurinos e mesticos foi pior que nos

zebuinos quando expostos a ambientes com altas temperaturas (BRITO et al., 2004).

A probabilidade de ocorréncia de estresse térmico pelo calor € maior em ambientes
quentes e com alta umidade, devido a reducdo da taxa de perda de calor evaporativa pela
superficie corporal (TAKAHASHI et al., 2009). Em resposta a esses eventos, ocorre 0 aumento
da temperatura corporal e a glandula tireoide, que é responsavel pela termogénese, diminui a
liberacdo dos hormonios triiodotironina (T3) e tiroxina (T4), ocasionando um declinio da taxa
metabdlica e todo o eixo hipotdlamohipofise-gbnada é afetado. Essas mudancas metabolicas
parecem estar intimamente ligadas aos efeitos negativos na reprodugdo durante o estresse
térmico. Por fim, as adaptacGes fisiologicas ao ambiente térmico podem fazer com que a
termorregulacdo testicular, além da liberacdo de horm6nios necessarios para a
espermatogénese, seja prejudicada podendo resultar em uma espermatogénese imperfeita
(QUEIROZ et al., 2015).

As trocas de calor por radiagdo entre os animais € 0 meio ambiente sdo bastante
relevantes em se tratando de regies de clima tropical. Para tentar minimizar ou evitar os
problemas advindos do estresse térmico, existem estratégias que abrangem intervencoes
ambientais, na fisiologia animal e solugdes para as técnicas de biotecnologia da reproducdo. H4

décadas, estudos vém relatando a importancia das modificacdes fisicas no ambiente, como
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mudancas nas instalacGes e sombreamento, além da selecdo genética de individuos mais
tolerantes ao calor para reduzir os efeitos adversos supracitados em diversas espécies
(RENAUDEAU et al., 2012; ROTH, 2008).

Dentre as recomendacfes basicas estdo: evitar o manejo dos animais nos periodos mais
quentes do dia e realizar a adequacdo das instalacBes zootécnicas, quando necessario. Na
criacdo extensiva, 0 sombreamento natural e/ou artificial € um dos métodos com melhor custo-
beneficio, sendo que o natural tem a vantagem da evaporagdo das folhas. Além disso, a
cobertura vegetal proporciona um isolamento térmico ao solo, 0 que evita aquecimento
excessivo pela radiacéo solar e influencia na reflexdo dessa radiacdo sobre os animais. Métodos
para aumentar as perdas de calor pelo animal, como promover a ventilacdo natural nas
instalacBes e o resfriamento dos animais por meio de aspersdo de agua podem ser necessarios,
quando se tratar de animais ndo adaptados e de alta produgdo (RENAUDEAU et al., 2012).
Estas préticas sdo, na maioria dos casos, onerosas e ndo economicamente e/ou tecnicamente
viaveis em paises tropicais em desenvolvimento. Por isso, 0 melhoramento genético para
tolerancia ao calor continua sendo a abordagem mais efetiva frente aos desafios climaticos,
visto que é esperado que racas tropicalmente adaptadas ao ambiente ao qual evoluiram lidem
melhor com os efeitos das mudancas climéticas que as racas exoticas especializadas (FAO,
2015; SILVA, 2000).

2.6 Diluicao, criopreservacdo e avaliacdo p6s-descongelacao do sémen

Tradicionalmente, o diagnostico de fertilidade de um macho é realizado pela avaliacdo
descritiva da qualidade do sémen, com énfase no numero de espermatozoides presentes no
ejaculado, sua motilidade e morfologia. No entanto, muitos estudos tém demonstrado que esse
conceito ndo possui efeito significativo na taxa de fertilidade. Com base nessa vis&o, tem sido
desenvolvido um grande nimero de testes para avaliar varios aspectos da funcéo espermatica e
predizer a capacidade fertilizante do espermatozoide in vivo com certo grau de precisao. Dentre
esses testes podem ser citados os que avaliam as caracteristicas do movimento espermatico, o
potencial de membrana mitocondrial, a integridade de membrana plasmatica e acrossomal, a
capacitacdo e reacdo acrossomal, o reconhecimento da zona pelUcia, a fusdo espermatozoide-
ovocito, o grau de estresse oxidativo sofrido pelo espermatozoide e a integridade do seu DNA
(MAIA, 2006).

Os procedimentos de congelagdo/descongelacdo do sémen ocasionam danos celulares

devido & mudanca na temperatura, formacéo de cristais de gelo, injdrias oxidativas, alteracGes
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na membrana do espermatozoide, lesdes no DNA, estresse osmotico, além da toxicidade dos
crioprotetores (BALL; VO, 2001). A célula espermatica parece sensivel ao estresse osmotico e
a adicdo e remocao de crioprotetores (WATSON, 2000; BALL; VO, 2001).

Durante o processo de criopreservacdo o sémen deve ser refrigerado da temperatura
corpOrea a temperatura ambiente (37°C a 20°C), sem ocasionar danos ao espermatozoide. Para
isto é necessario diluir o sémen em meio adequado. O estresse inicial se da quando o
espermatozoide é submetido a temperatura de refrigeracao (5°C), devido a transicdo de fase da
membrana plasmatica do estado liquido cristalino para o estado de gel (GRAHAM, 1996;
MEDEIROS et al., 2002).

Quando efetuado de modo inadequado, o processo de refrigeracdo do sémen causa
choque térmico que induz a ocorréncia de danos espermaticos irreversiveis, como padréo
anormal de movimento (movimento circular ou retrégrado), perda rapida da motilidade, lesGes
no acrossoma e na membrana plasmatica, reducdo da atividade metabdlica e perda dos
componentes intracelulares (GRAHAM, 1996).

O desafio celular durante a congelacdo e descongelacdo ndo é a capacidade da célula
suportar temperatura muito baixa, mas de atravessar uma das fases criticas do processo, que é
a reducdo da temperatura de —15 a —60°C. As células normalmente resistem a reducdo da
temperatura, entretanto ndo suportam a formacéo de cristais de gelo extracelular que determina
a retirada de agua do sistema, levando ao desequilibrio osmético com consequente desidratacao
celular (HOLT, 2000). A formacao de cristais de gelo ocorre no espaco extracelular, criando
um gradiente osmdtico entre a solucdo intracelular inicialmente isotdnica e a solucdo
extracelular congelada que se encontra concentrada. Dependendo da velocidade de
refrigeracéo, a gua se move através da membrana plasmatica e se une a fase congelada do meio
extracelular ou ira congelar, formando gelo no interior da célula. Na maioria dos casos, as
células submetidas a formacao de cristais de gelo intracelular se tornam osmoticamente inativas
ou lesionadas devido a perda da integridade da membrana (DENVIREDDY et al., 2002).

Durante o processo de criopreservacgdo, a suspensdo de espermatozoides atinge
temperaturas abaixo do ponto de congelacdo do meio (super-resfriamento), antes que haja a
formagéo de cristais de gelo. Quando estes cristais comecam a se formar, ocorre aumento da
temperatura, necessaria a cristalizacao, o que pode ser deletério para o espermatozoide. O efeito
da cristalizagdo sobre os espermatozoides € minimizado pelo uso de curvas adequadas de

congelagdo. Quando o processo de congelacdo € muito lento ocorre a congelacdo da agua
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extracelular com a consequente concentragdo de soluto, colocando a célula momentaneamente
em um meio hipertonico e determinando perda rapida da agua, ocasionando desidratacao celular
e aumento da concentracdo de soluto extracelular. Por outro lado, quando a célula é congelada
rapidamente, ndo ha perda de agua, promovendo, com isso, a formacdo de cristais de gelo
intracelular (MAZUR, 1985).

Sob a temperatura de 5°C, a agua intra e extracelular permanece super-refrigerada e nao
cristaliza. No entanto, entre as temperaturas de —5 e —10°C tem inicio a formacéo de cristais de
gelo no meio extracelular, o qual permanece super-refrigerado, ocorrendo troca de agua para
manter o equilibrio entre 0 meio extracelular e o intracelular, ocasionando a desidratacdo
celular. Neste momento, a curva de congelagédo deve ser lenta, para evitar a congelacdo da agua
intracelular, e rapida o suficiente para evitar o contato da célula desidratada com o meio
hiperosmético. A desidratacdo severa promove desnaturagdo das macromoléculas e
encolhimento excessivo da célula, determinando colapso da membrana. A perda de agua e a
desidratacdo celular sdo eventos desejaveis, pois reduzem a probabilidade de formar grandes
canais de gelo dentro da célula, o que ocasionaria danos as estruturas internas e/ou a membrana
plasméatica (MEDEIROS et al., 2002).

2.6.1 Sondas fluorescentes

Para que o0 espermatozoide seja considerado qualitativamente viavel e potencialmente
fértil é necessario que possua morfologia, atividade metabdlica e membranas normais. A
presenca de membranas integras é pré-requisito para os eventos relacionados ao processo de
fertilizacdo, como a capacitacdo espermatica, penetracdo nos revestimentos do ovécito, ligacdo
a zona peldcida e fusdo com o oolema (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2007).

A tecnologia de coloracdo tem, de certa forma, possibilitado a avaliacdo da capacidade
funcional de espermatozoides em varias espécies (HARRISON e VICKERS, 1990; COLETO
etal., 2002; AZEVEDO, 2006; MAIA et al., 2009; BATISTA etal., 2009; SILVA et al., 2009a).
Vaérias sondas fluorescentes tém sido usadas e validadas para analise da integridade das
membranas em espermatozoides de caprinos, como: diacetato de carboxifluoresceina (DCF)
em combinacdo com iodeto de propidio (IP) (COLETO et al., 2002); corante &cido nucléico
permanente (SYBR®14) em combinagdo com IP (PETERSON et al., 2007) e Hoechst 33258
(MARCO-JIMENEZ et al., 2006).

O DCF possui baixo peso molecular, o que possibilita sua passagem atraves da

membrana plasmatica celular. Esta substancia é hidrolisada por esterases, resultando em
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carboxifluoresceina livre, a qual permanece retida no interior da célula quando a membrana
plasmaética esta intacta, fluorescendo em verde. O IP é um analogo do brometo de etidio, o qual
passa através da membrana celular danificada e se liga ao DNA e RNA, produzindo
fluorescéncia vermelha no nucleo de células mortas. O IP é excluido de células intactas e

mostra-se muito efetivo na identificacdo de células ndo viaveis (JONES; SENEFT, 1985).

Coleto et al. (2002), utilizando o DCF em combinacdo com o IP para avaliacdo da
viabilidade de espermatozoides descongelados de reprodutores caprinos da raca Pardo Alpina,
determinaram pequena correlacdo entre a técnica de fluorescéncia e a motilidade e o vigor
espermaticos (r = 0,1403), e concluiram que tais corantes sdo eficientes para avaliar a

integridade da membrana plasmatica de espermatozoides desta espécie.

Peterson et al. (2007), usando uma combinacao de sondas fluorescentes (SYBR®14/1P),
estudaram a integridade das membranas de espermatozoides caprinos da raga Saanen e
concluiram existir correlacdo entre a proporcdo de células com membranas intactas e a
guantidade de espermatozoides moveis armazenados a 18 e 4 °C (r = 0,77 e 0,98,
respectivamente). Além disso, evidenciaram pequena correlacdo entre a porcentagem de

espermatozoides vivos e a taxa média de partos (r = 0,44 a 18 °C; r = 0,27 a 4 °C).

As lectinas, proteinas que se ligam a carboidratos, tém sido marcadas com fluorescéncia
para mapear a estrutura da superficie dos espermatozoides de mamiferos, sendo usadas para
distinguir células com acrossomo reagido daquelas com acrossomo intacto. As lectinas mais
utilizadas sdo as aglutininas derivadas do Arachis hypogea (PNA) e Pisum sativum (PSA)
(VALCARCEL et al., 1997). Estas lectinas fluorescentes se ligam a membrana acrossomal
externa (PNA) ou ao contetdo acrossomal (PSA). O uso do PNA tem mostrado similaridade
com o PSA em andlise da integridade acrossomal de espermatozoide caprino submetidos a
refrigeracdo ou congelacdo (ABOAGLA; TERADA, 2004).

A mitocondria tem sido objeto de estudos, sendo esta organela essencial para a fisiologia
espermatica e responsavel pela producéo de energia a partir da producdo de ATP (adenosina
trifosfato), possibilitando o movimento celular. Alteracbes no potencial de membrana
mitocondrial podem interferir nas caracteristicas esperméticas e na fertilidade masculina
(CAMARA; GUERRA, 2008). Deste modo, a integridade funcional das mitocondrias é
importante para a sobrevivéncia espermatica no trato genital da fémea (SILVA et al., 2009;
SILVA et al., 2009).
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A capacidade de monitorar alteragcdes no potencial de membrana mitocondrial das
células pode ser crucial para elucidar mudancas da fisiologia celular em vérias situacoes
experimentais. Os reagentes mais comuns que sdo sensiveis ao potencial de membrana
mitocondrial s&o as rodaminas e as carbocianinas. O sucesso do uso dessas sondas em células
vivas deve-se ao fato de ndo serem destrutivas nem causarem toxicidade (REERS et al., 1991).
A sonda mitocondrial JC-1 (iodeto de 5,5',6,6'-tetracloro-1,1',3,3'-tetraetilbenzimi-dazolil
carbocianina) existe como um monémero com excitacdo e emissdo no comprimento de onda
verde (510-520 nm). Entretanto, ele também exibe um segundo pico na faixa do vermelho-
laranja (590 nm). O fendmeno que produz a fluorescéncia vermelha-laranja deve-se a formacéo
de J-agregados. O JC-1 consegue identificar populagbes mitocondriais com diferentes
potenciais de membrana. Mitocondrias com alto potencial fluorescem em vermelho-laranja
devido a formacéo de J-agregados (quando a concentracdo de JC-1 na mitocondria aumenta,
este corante forma agregados que fluorescem laranja), enquanto que aquelas mitocondrias com
baixo a médio potencial de membrana florescem em verde, devido ao fato do JC-1 no estado
de monomeérico fluorescem em verde (GARNER et al., 1997; GRAHAM, 2001; SILVA et al.,
2009; SILVA et al., 2009).

2.6.2 Cinética Espermatica por Sistema Computadorizado

Usualmente, a motilidade espermaética é estimada de forma subjetiva, sendo analisada
sob microscopia Optica, com uma gota de sémen entre lamina e laminula, estimando-se sua
porcentagem visualmente. Entretanto, estudos reportam que este tipo de analise é impreciso,
mesmo quando executado por técnicos experientes. Esta imprevisdo deriva, em parte, da
natureza subjetiva dos testes usados, da variabilidade entre técnicos e das diferencas na

implantacdo de padrdes para a avaliagdo (ARRUDA et al., 2007).

Na tentativa de diminuir esta imprevisdo, grande atencdo tem sido dada aos métodos
objetivos de analise da motilidade espermatica, entre eles a analise computadorizada (Computer
Assisted Sémen Analyses — CASA). Programas computadorizados para a avaliacdo espermatica
podem ser mais objetivos e imprimir maior repetibilidade as avaliagcbes do que a habilidade
humana em identificar padres de motilidade ou de normalidade espermatica das caracteristicas
seminais (ARRUDA et al., 2003).

De acordo com Verstegen et al. (2002), alem da motilidade total (MT) e da motilidade
progressiva (MP) outros pardmetros sdo reportados pelo CASA com relacdo a velocidade do

espermatozoide: velocidade curvilinea (VCL - um/s), velocidade linear progressiva (VSL -
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pum/s) e velocidade média do trajeto (VAP - um/s). Cada um descreve um aspecto diferente da
trajetoria do espermatozoide. A VCL ¢ a distancia percorrida pelo espermatozoide ao longo do
caminho curvilineo percorrido. A VSL é a distancia em linha reta entre o primeiro e o ultimo
ponto da trajetoria percorrida do espermatozoide. A VAP € a velocidade média da trajetoria do
espermatozoide. A amplitude de deslocamento lateral da cabeca do espermatozoide em sua
trajetoria (ALH - um) esta relacionada com a capacidade de penetragdo na zona peltcida do
ovulo, tendo efeito sobre a fertilizacdo. A frequéncia de batimento flagelar (BCF — Hz) é o
numero de vezes que a cabeca do espermatozoide cruza a dire¢do do movimento. A
retilinearidade (STR - %) é a relagdo porcentual entre a VSL e a VAP. Estima a proximidade
do percurso da célula a uma linha reta. Uma trajetéria com baixa amplitude teria uma elevada
STR. A linearidade (LIN - %) é a relacdo porcentual entre a VSL e a VCL. Quanto mais o
espermatozoide se afasta da velocidade em linha reta, menor serd sua linearidade. Uma

trajetoria circular teria uma baixa LIN.

Alguns valores dos parametros observados pelo sistema CASA tém sido
correlacionados com eventos fisiologicos. O padrdo de cinética do espermatozoide
caracterizado por uma motilidade altamente progressiva associada a um significativo
movimento lateral de cabega tem sido correlacionado com a habilidade de penetrar no muco
cervical (AITKEN et al., 1985). Desta forma, Verstegen et al. (2002) relataram que VCL e VAP
podem predizer os resultados nos processos de fertilizacdo, em virtude de ambos se encontrarem

aumentados apés a capacitacdo espermatica.
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3. ESTRUTURACAO DA TESE

Este estudo encontra-se estruturado da seguinte forma: Resumo, Introducdo, Revisdo de
Literatura, seguido de dois capitulos, Consideracdes Finais e Referéncias Bibliogréaficas, de
acordo com a Resolugdo 001/03-CCMCA de 22.05.2003, que estabelece as normas do
Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia Animal. O capitulo I contém o artigo “RELACAO
ENTRE ADAPTABILIDADE E QUALIDADE SEMINAL DE TOUROS CURRALEIRO PE-
DURO E NELORE EM CLIMA TROPICAL UMIDO” que foi submetido a revista ANIMAL
REPRODUCTION SCIENCE de classificacdo Bl para d&rea ZOOTECNIA / RECURSOS
PESQUEIROS. O capitulo II contém o artigo “CARACTERISTICAS DO MOVIMENTO
ESPERMATICO DE SEMEN DE CURRALEIRO PE-DURO E NELORE NOS PERIODOS
SECO E CHUVOSO NA REGIAO MEIO-NORTE DO BRASIL” que foi submetido a revista
ARQUIVO BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA de classificagio
B2 para area ZOOTECNIA / RECURSOS PESQUEIROS.



CAPITULO I*

*Apresentado segundo normas do periédico ANIMAL REPRODUCTION SCIENCE

33



O 00 N o W

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39

40

41
42

43

34

Relacdo entre adaptabilidade e qualidade seminal de touros Curraleiro Pé-Duro e

Nelore em clima tropical imido

Resumo

O objetivo desse estudo foi investigar e comparar os efeitos do periodo seco e
chuvoso na regido Meio-Norte do Brasil, tanto na qualidade do sémen fresco como na
viabilidade pds-descongelacdo de ejaculado de touros Curraleiro Pé-Duro (CPD) e
Nelore. Todos os procedimentos relacionados ao uso de animais foram realizados
segundo o Conselho Etico de Uso Animal aprovado com o registro n°® 598/19. Foram
utilizados 12 touros, sendo seis da raca Curraleiro Pé-Duro (Bos taurus taurus), e seis da
raca Nelore (Bos taurus indicus). Sendo os CPD oriundos do Campo Experimental da
EMBRAPA localizado no municipio de Campo Maior — PI, enquanto os Nelore foram
provenientes da Fazenda Vitoria localizada no municipio de Brasileira— Pl. Foi realizada
a inspecdo e palpacdo dos 6rgdos reprodutivos, foram tomadas as medidas biométricas
escroto-testicular. Foi realizada a coleta de sangue e andlise das concentracfes
plasmaticas de testosterona e cortisol foram determinadas pela técnica de
Enzimaimunoensaio. Foi realizada a coleta e analise imediata do sémen, contemplando
as variaveis volume, aspecto, turbilhonamento, motilidade total e do vigor espermatico.
Com posterior criopreservacao. Foram entdo realizadas as analises pos-criopreservacgao:
avaliacdo da morfologia, teste de termorresisténcia (rpido ou lento), integridade da
membrana plasmatica e potencial da membrana mitocondrial. Para analise dos dados
foram utilizadas médias e desvio padrédo, além do teste Shapiro-Wilk para verificar se 0s
dados seguem distribuicdo Normal. Para comparar as médias entre as racas e entre 0s
periodos foi usado o teste t de Student e o teste ndo-paramétrico U de Mann-Whitney. Os
dados foram tabulados e analisados no IBM Statistical Package for the Social Sciences
versdo 20.0. O nivel de significancia adotado foi p < 0,05. Observou-se que as mudangas
climaticas (Temperatura, umidade e chuva acumulada) foram nitidamente significativas
para os parametros explorados (P < 0,05), quando comparado dentro da mesma raga em
diferentes periodos sazonais o volume do ejaculado teve uma queda significativa (P <
0,05) do periodo mais ameno para o periodo com temperaturas mais altas, tanto para o
CPD como para o Nelore. Pode-se observar um aumento significativo (P < 0,05) da
motilidade e vigor dos animais CPD no periodo seco, ndo sendo observado esse aumento
no Nelore. O CPD teve uma queda significativa de defeitos menores e totais (P < 0,05)
no periodo seco. Para ambas as racas houve um aumento significativo (P < 0,05) de
testosterona no periodo seco e uma queda (P < 0,05) no cortisol para a raca CPD no
periodo seco. Os resultados reforcam o impacto do clima na qualidade do sémen, embora
alguns parametros analisados tenham sido semelhantes nos diferentes periodos. Ha entéo
a necessidade de mais pesquisas para melhor compreender a influéncia do clima na
reproducéo de touros tropicalmente adaptados.

Palavras-chave: Touros, parametros seminais, regido Meio-Norte, adaptabilidade.
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Introducéo

Desde a introducéo dos primeiros bovinos no pais, na época do descobrimento,
passaram-se séculos em que animais de racas da peninsula ibérica foram se
desenvolvendo exclusivamente por selecdo natural em determinados momentos e
ambientes ao ponto de desenvolver caracteristicas especificas de adaptacédo as condi¢des
aqui encontradas (MARIANTE et al., 2009). As racas aqui formadas passaram a ser
conhecidas como “nativas” ou “tropicalmente adaptadas”, dentre as quais podemos
destacar: Caracu, Mocho Nacional, Curraleiro Pé-duro, Pantaneiro e Crioulo Lageano
(EGITO et al., 2014).

No inicio do século 19, iniciou-se uma movimentacao internacional de recursos
genéticos animais, viabilizada por novos conceitos acerca de melhoramento genético e
pela invencdo do navio a vapor, o que propiciou o envio de reprodutores de alto valor
genético para outras partes do mundo. Mas foi somente em 1962 que vieram reprodutores
Nelore pertencentes as linhagens que mais influenciaram geneticamente o rebanho
brasileiro (FAO, 2010a; OLIVEIRA et al., 2002). Inicialmente, os resultados da heterose
obtidos pelos acasalamentos de animais das racas exoéticas 3 com o0s das racas
tropicalmente adaptadas foram positivos para a pecudria, porém, a realizacdo
indiscriminada destes cruzamentos levou vérias racas ao risco de extin¢cdo enquanto
outras ja se perderam (EGITO et al., 2002; FAO, 2010a; MARIANTE; CAVALCANTE,
2006; TEIXEIRA et al., 2011).

Bovinos do gendtipo Bos indicus sdo conhecidos por serem mais termotolerantes
em resposta ao estresse térmico do que racas de origem europeia, o que foi
exaustivamente revisado por Hansen (2004). O gado Curraleiro Pé-Duro é uma raca
bovina de grande resisténcia, bem adaptada a ambientes desfavoraveis como as chapadas
semi-aridas do Nordeste brasileiro. Constitui um patriménio genético de grande valor
cientifico e econdmico. Um produto secular da adaptacdo a condicGes extremamente
severas. Sua notavel rusticidade e capacidade de utilizar pastagens naturais em regides
adversas, onde outras racas bovinas teriam poucas possibilidades de prosperar, séo

qualidades que justificam sua conservacdo e estudo (CARVALHO et al., 2013).

E sabido que os animais podem sofrer estresse térmico quando a temperatura é
maior ou menor que a zona de conforto, e que eles necessitam dessa zona, normalmente

adquirida a noite, para manter a producdo sob estresse térmico (NIENABER; HAHN,
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2007). O mesmo raciocinio é aplicado em &ambito reprodutivo, no qual uma
espermatogénese fisiologicamente normal depende da manutengdo testicular
(KASTELIC; COOK; COULTER, 1997).

Para garantir a longevidade dos gametas tém sido utilizados procedimentos que
visam reduzir ou interromper temporariamente o metabolismo através da refrigeracéo ou
congelamento (WATSON, 2000), sendo que a criopreservacdo seminal oferece muitas
vantagens a industria da producdo animal, principalmente quando associadas com
avaliacdo genética e programas de selecdo. Entretanto, em muitas espécies, 0 maior
obstaculo antes mesmo de chegar as biotécnicas aplicadas é o conhecimento bésico sobre
a fisiologia do animal associado ao ambiente em que ele vive (SALAMON; MAXWELL,
2000).

Poucas informacbes estdo disponiveis sobre ragas tropicalmente adaptadas,
especialmente informacdes sobre caracteristicas fisioldgicas e sazonalidade reprodutiva,
especialmente quando comparadas com ragas comerciais. Fatores genéticos e ambientais
podem afetar a espermatogénese e a qualidade da ejaculagéo de touros (NICHI et al.,
2006). Assim, a exploracdo do material fecundante, com sucessivas pesquisas sobre a
morfologia espermatica em associacdo a analise de imagem poderdo permitir a exploracédo

econbmica das racas tropicalmente adaptadas.

O objetivo desse estudo foi investigar e comparar os efeitos da mudanca climatica,
na regido Meio-Norte do Brasil, tanto na qualidade do sémen fresco como na viabilidade

pos-descongelacdo de ejaculado de touros Curraleiro Pé-Duro e Nelore.
Material e Métodos
Comité de Etica

Todos os procedimentos relacionados ao uso de animais foram realizados segundo
0 Conselho Etico de Uso Animal — CEUA, ja submetidos ao Comité de Etica e
Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Piaui (CEEA-UFPI) e aprovado com
0 registro n® 598/19.

Animais e Dados meteorologicos

Foram utilizados 12 touros, sendo seis da raca Curraleiro Pé-Duro (Bos taurus
taurus), e seis da raca Nelore (Bos taurus indicus), com idade entre 24 e 36 meses, com

escore corporal, 3,5 em uma escala variando de 1 (extremamente magro) a 5 (muito
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obeso). Sendo os CPD oriundos do Campo Experimental da EMBRAPA localizado no
municipio de Campo Maior — PI, com coordenadas de Latitude 4° 55 1,7" Sul,
e Longitude 42° 3' 33,4" Oeste, enquanto os Nelore foram provenientes da Fazenda
Vitoria localizada no municipio de Brasileira — PI, com coordenadas de Latitude 4° 07
51" Sul e Longitude 41° 46' 55" Oeste. O clima na regido é classificado como tropical
sublmido (INMET, 2021), com temperaturas entre 0 maximo de 35°C e 0 minimo de
23°C nos meses secos, e com o conjunto de dados meteoroldgicos dos ultimos cinco anos
na regido foram definidos os periodos mais amenos e mais quentes, respectivamente de
fevereiro a abril e de agosto a outubro. Além desses parametros ambientais registrados,
foram mensurados ao longo do experimento, a precipitacdo pluviométrica e a umidade
relativa do ar. Foram formados quatro grupos experimentais, contemplando as duas racgas
e os dois periodos do ano (chuvoso e seco). Os animais foram mantidos sob o mesmo
sistema de manejo, recebendo suplementacdo mineral e &gua a vontade. Todos 0s animais
selecionados para a pesquisa foram escolhidos de acordo com o0s parametros
estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 2013), valorizando

a inspecéo e palpacéo dos 6rgdos que compdem o sistema genital dos reprodutores.
Biometria escroto-testicular

Previamente a realizacdo das coletas de sémen, além da inspecao e palpacdo dos
6rgdos reprodutivos, foram tomadas as medidas biométricas escroto-testicular. As
medicBes da circunferéncia escrotal foram realizadas com auxilio de fita métrica
androldgica, posicionada na regido mediana do escroto, no ponto de maior dimensao,
envolvendo as duas gbnadas e a pele escrotal, enquanto que a largura e 0 comprimento
foram obtidos com o auxilio de um paquimetro. A biometria testicular incluiu entdo o

comprimento testicular (CT) e largura (LT) e circunferéncia escrotal (CE).
Perfil sérico (hormonal ou de testosterona e cortisol)

Amostras de sangue de 20 ml (menor quantidade) foram coletadas duas vezes por
més por puncao da veia caudal. O sangue foi centrifugado imediatamente e o plasma foi
armazenado a - 20 ° C até analise hormonal. As concentragdes plasmaticas de testosterona
e cortisol foram determinadas pela técnica de Enzimaimunoensaio, com a utilizacéo de
Kits Testosterona Total (USA 8505) e Cortisol (USA 9417).
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Coleta e avaliacdo imediata do sémen

Foram coletados seis ejaculado por touro, totalizando 36 ejaculados por raga, com
intervalo minimo de sete dias entre os ejaculados, utilizando um eletroejaculador
automatico (Biocon ® Solucbes para Biotecnologia, Uberaba, Brasil). Os ejaculados
foram coletados em tubos coletores graduados, acoplados a funis plésticos previamente
aquecidos em estufa mantida a 37°C. O sémen coletado foi imediatamente avaliado
conforme metodologia proposta por Fonseca et al. (1992), contemplando as variaveis
volume, aspecto, turbilhonamento, motilidade total e do vigor espermatico. O
turbilnonamento (movimento em massa) foi avaliado com auxilio de um microscépio
binocular, em aumento de 100x. Para isso, uma gota de sémen foi colocada sobre uma
lamina previamente aquecida a 37°C e classificada de acordo com o movimento
espermatico, em escala de 0 a 5. Posteriormente, utilizando nova aliquota de sémen entre
lamina e laminula, previamente aquecidas a 37°C, sob aumento de 400x, foram
classificados a motilidade (percentual de espermatozoides com movimento progressivo
retilineo) e o vigor espermatico (intensidade do movimento dos espermatozoides),
avaliado em escala de 0 a 5. Para avaliacdo das caracteristicas morfologicas dos
espermatozoides, uma aliquota de sémen de cada ejaculado foi acondicionada em
ependorff contendo 1,0 ml de solucéo formol salina tamponada (HANCOCK, 1957). Uma
aliquota do ejaculado, diluida em formol salino (diluicdo de 1:200) foi utilizado para
avaliacdo da concentracdo e morfologia espermatica. A concentracdo foi realizada por
meio da técnica Cadmera de Neubauer e o resultado expresso em numero de
espermatozoides por mm3. A analise da morfologica espermatica foi realizada por meio
da técnica de “Camera imida” e os defeitos classificados em maiores e menores de acordo
com a Blom (1971). Ap6s a avaliagcdo, cada ejaculado foi diluido com AndroMed®
(REF.: 13503/0200), para posterior criopreservacao.

Criopreservacao

Para a congelacdo do sémen, o ejaculado foi diluido em um diluidor comercial
AndroMed® (REF.: 13503/0200) para dar uma concentragdio de 20 X
108 espermatozoides viaveis / palheta de 0,25 ml. A congelagio foi realizada em méaquina
TK 3000® (TK Tecnologia em congelacdo Ltda., Uberaba, Brasil), ajustada para uma
taxa de resfriamento de -0,5 ° C / min da temperatura ambiente (25 ° C) até que a

temperatura de 5 ° C ser atingida. ApoOs estabilizagdo a 5 ° C por uma hora, 0
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congelamento foi realizado a -20 ° C / min até atingir uma temperatura de -120 ° C,
quando as palhetas foram colocadas diretamente em nitrogénio liquido (-196 ° C), e

armazenadas até o tempo de analise pos-criopreservacéao.
Avaliacdo pds-descongelacéo

A descongelacédo foi realizada em Banho-Maria a 37°C por 30 segundos, para
avaliacdo quanto a motilidade total e vigor no teste de termo resisténcia (TTR) e
integridade da membrana plasmatica, conforme descrito a diante.

O teste de termorresisténcia foi realizado de acordo Viana et al. (2009), o qual
consiste em verificar a longevidade das amostras de sémen descongeladas. Uma aliquota
de 5pl (10 microlitros) de sémen descongelado foi incubada a 37 ° C em banho-maria, e
avaliada quanto a motilidade total e o vigor espermatico por meio de microscopia de
contraste de fase (Olympus optical Co., Ltda., Téquio, Japdo) com placa aquecedora

acoplada, aumento de 400x, nos tempos 0, 60, 120 e 180 minutos.

Para avaliacdo da integridade da membrana plasmatica, foi utilizado o método de
coloracdo dupla com diacetato de carboxifluoresceina (DCF; Sigma-Aldrich®, St. Louis,
MO, USA) e iodeto de propidio (IP; Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA), modificado
por Coleto et al. (2002), em que aliquotas de 10uL de sémen (50microlitros) pés
descongelado foram diluidas em 150puL de Tris, SpL de DCF e 20uL de IP e incubadas
por 10 min a 37°C. Foram avaliados 200 espermatozoides em microscopio de
epifluorescéncia (400x; Olympus optical Co., Ltda., Téquio, Japdo), usando-se filtro de
emissdo DBP 580- 630nm e excitagdo DBP 485/20nm.

Para a analise do potencial de membrana mitocondrial foi realizada pela utilizacao
de um fluorocromo catiénico lipofilico JC-1 (GUTHRIE; WELCH, 2006). Aliquotas de
50ul de sémen pods-descongelado foram diluidas em 150ul de Tris contendo 5SuL
(entendimento — deixar mais claro) de JC-1 (0,15mM em DMSOQO) e incubadas por 10
minutos a 38°C. Entdo, 200 espermatozoides foram avaliados em microscopio de
epifluorescéncia com aumento de 1000x, sob oOleo de imersdo, utilizando o filtro de
emissdo LP 515nm e BP 450-490nm para excitagdo. Os espermatozoides corados em
laranja foram classificados com alto potencial de membrana mitocondrial e aqueles

corados em verde foram classificados com baixo potencial de membrana.
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Andlise estatistica

Para anéalise dos dados foram utilizadas médias e desvio padrdo, aléem do teste
Shapiro-Wilk para verificar se os dados seguem distribuicdo Normal. Para comparar as
médias entre as racas e entre os periodos foi usado o teste t de Student e o teste ndo-
paramétrico U de Mann-Whitney. Os dados foram tabulados e analisados no IBM
Statistical Package for the Social Sciences versdo 20.0. O nivel de significancia adotado

foi p <0,05. Para apresentagdo dos resultados utilizou-se tabelas e graficos.
Resultado

Foi analisada a temperatura, umidade e chuva acumulada nos periodos das coletas
e analises androldgicas realizadas nos animais (Tabela 1). Constatou-se que as mudancas
climaticas foram nitidamente significativas para os parametros explorados. Pode-se notar
também que a amplitude de variacdo de temperatura maxima e minima dentro do periodo
seco é maior quando comparada ao periodo chuvoso e que ndo houve um dia se quer de
precipitacdo nas datas estabelecidas para a coleta de dados no periodo seco, corroborando

com a devida classificacgéo.

Tabela 1. Parametros meteoroldgicos referentes aos dias das realizagGes das coletas seminais na
regido Meio-Norte do Brasil, referentes ao periodo chuvoso (fevereiro a abril) e periodo seco

(agosto a outubro).

Tempo
Chuvoso (n=5) Seco (n=6) p-valor
Média £ DP Média £ DP
Temperatura Max.(°C) 33,40+ 1,14 39,00 + 1,41 <0,0012
Temperatura Min.(°C) 25,04 + 0,57 23,10+2,10 0,055"
Temperatura Med.(°C) 27,78 + 0,67 30,50+ 1,31 0,0022
Umidade Med. (%) 84,22 +1,95 55,12 + 5,89 0,006"
Chuva acumulada 24h (mm) 26,96 + 54,63 0,00 + 0,00 0,011°

Os valores sdo expressos como média + desvio padréo. P-valor com letras sobrescritas diferentes representa
o teste utilizado t de Student; U de Mann-Whitney. Valores significativos estdo em negrito.

Ao analisar os dados biométricos (Tabela 2) das racas bovinas tropicalmente
adaptadas (CPD) e exotica (Nelore), pode-se observar que ndo houve mudancas
significativas (P > 0,05) entre os periodos seco e chuvoso, ja que se tratava dos mesmos
animais analisados. No entanto quando foi feita a comparacgéo entre as racas os resultados
deram significativamente diferentes (P < 0,05) na consisténcia, comprimento e largura do

testiculo, assim como no perimetro escrotal. (inteirar as caracteristicas raciais)
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Tabela 2. Dados biométricos das ragas bovinas tropicalmente adaptada e exotica no periodo

chuvoso e seco.

Tempo

Dados biométricos Chuvoso Seco p-valor

Média £ DP Média £ DP
Consisténcia Testiculo Esquerdo
CPD 3,83+£0,39 3,83+£0,38 1,000
Nelore 4,83 +0,39 4,83+0,38 1,000
p-valor <0,001 <0,001
Consisténcia Testiculo Direito
CPD 3,83+0,39 3,83+£0,38 1,000
Nelore 4,83 +0,39 4,83 +0,38 1,000
p-valor <0,001 <0,001
Consisténcia do Epididimo Esquerdo
CPD 2,83+0,39 2,83+£0,38 1,000
Nelore 2,83+0,39 2,83+0,38 1,000
p-valor 1,000 1,000
Consisténcia do Epididimo Direito
CPD 2,83+0,39 2,83+£0,38 1,000
Nelore 2,83+0,39 2,83+£0,38 1,000
p-valor 1,000 1,000
Perimetro Escrotal (PE)
CPD 29,83+2,12 2983+2,06 1,000
Nelore 33,33+£1,15 3333+1,12 1,000
p-valor 0,001 <0,001
Comprimento do Testiculo Esquerdo (CTE)
CPD 9,18 £ 0,59 9,18 +£0,61 0,730
Nelore 10,08+£0,36  10,08+0,35 1,000
p-valor 0,001 <0,001
Comprimento do Testiculo Direito (CTD)
CPD 9,18 +0,42 9,18+0,41 0,921
Nelore 10,08+0,54  10,08+0,52 1,000
p-valor 0,002 <0,001
Largura do Testiculo Esquerdo (LTE)
CPD 5,82+0,78 5,81+0,79 0,655
Nelore 6,55 + 0,36 6,55+ 0,35 1,000
p-valor 0,003 <0,001
Largura do Testiculo Direito (LTD)
CPD 5,88 £ 0,56 5,86 £ 0,56 0,807
Nelore 6,50 £ 0,52 6,50 £ 0,51 1,000
p-valor 0,005 <0,001
Funiculo espermético (FE)
CPD 2,00 £0,00 2,00 £ 0,00 1,000
Nelore 2,00 £0,00 2,00 £ 0,00 1,000
p-valor 1,000 1,000
Biparticao testicular (BT)
CPD 0,33+0,49 0,33+0,48 1,000
Nelore 0,17 £ 0,39 0,17 £ 0,38 1,000
p-valor 0,356 0,105

Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo. Valores de média em negrito na mesma coluna ou
linha indicam diferencas significativas (P < 0,05) pelo teste de U de Mann-Whitney.
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Ao analisar os dados seminais imediatos (Tabela 3), notou-se que quando
comparado dentro da mesma raga em diferentes periodos sazonais o volume do ejaculado
teve uma queda significativa (P < 0,05) do periodo mais ameno para o periodo com
temperaturas mais altas, tanto para 0 CPD como para o Nelore. Porém isso ndo prediz
uma queda na qualidade espermaética, pelo contréario, pode-se observar um aumento
significativo (P < 0,05) da motilidade e vigor dos animais CPD no periodo seco, nao
sendo observado esse aumento no Nelore. E interessante notar também que os defeitos
espermaticos menores e totais foram significativamente menores (P < 0,05) no CPD no
periodo seco e, mesmo o p-valor ndo se apresentando significativo, obtiveram-se valores
expressivos na queda dos defeitos maiores. J& o Nelore, mesmo numericamente
apresentando uma diminuicdo nos defeitos espermaticos de um modo geral, ndo foi

significativa a queda do periodo chuvoso para o seco.

Quando comparamos os dados seminais imediatos (Tabela 3) entre as ragas
constatou-se que o Nelore se sobressaiu (P < 0,05) no parametro vigor dentro do periodo
chuvoso, sendo que no periodo seco para a mesma medida as médias foram muito
semelhantes.

Tabela 3. Dados seminais imediatos das ragas bovinas tropicalmente adaptada e exdética no
periodo chuvoso e seco.

Tempo
Chuvoso Seco p-valor
Média £ DP Média £ DP

Volume
CPD 7,50 £ 3,21 3,21+1,29 <0,001°
Nelore 6,25 £ 1,69 4,04 £1,25 0,001°
p-valor 0,2452 0,1228
Turbilhonamento
CPD 2,08 £1,08 2,67+1,78 0,3422
Nelore 2,33+£0,89 2,08+£1,73 0,660?
p-valor 0,588° 0,426°
Motilidade
CPD 74,58 + 11,96 83,75+ 7,72 0,041°
Nelore 82,92 + 10,76 84,17 + 7,93 0,901°
p-valor 0,064° 0,822b
Vigor
CPD 3,00 £ 0,60 3,75+ 0,62 0,004°
Nelore 3,67 £0,49 3,92+0,51 0,244°
p-valor 0,010° 0,625°
FS Diluicéo
CPD 200,00 + 0,00 200,00 + 0,00 1,000P
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Nelore 200,00 + 0,00 200,00 + 0,00 1,000°
p-valor 1,000° 1,000°

Concentracao

CPD 134,58 + 73,33 172,75 + 96,94 0,288
Nelore 96,50 + 80,37 114,42 + 88,00 0,436°
p-valor 0,238°? 0,1222

Defeitos maiores

CPD 1,56 +1,24 1,19+ 1,00 0,550°
Nelore 2,73+ 273 1,19 + 1,00 0,138°
p-valor 0,334° 1,000°

Defeitos menores

CPD 6,36 + 3,04 3,33 +£2,68 0,024°
Nelore 588+ 7,17 3,33 +2,68 0,451°
p-valor 0,114° 1,000P

Defeitos totais

CPD 7,64 + 3,65 4,13 +2,88 0,0202
Nelore 8,38 +7,21 4,13 +2,88 0,093°
p-valor 0,558° 1,000°

43

Os valores séo expressos como média + desvio padrdo. P-valor com letras sobrescritas diferentes representa
o teste utilizado  de Student; °U de Mann-Whitney. Valores significativos estdo em negrito nas colunas e
linhas.

Nos dados pos-descongelacdo (Tabela 4) das racas bovinas tropicalmente
adaptadas e exoticas no periodo seco ndo houve diferenca significativa dentro do teste
TTR, assim como para a avaliagcdo de integridade de membrana e mitocdndria. Porém
verificou-se que mesmo ndo apresentando o p-valor menor que 5%, a mitocéndria e a
membrana das células espermaticas no CPD em média tiveram maior lesdo quando
comparadas a raca Nelore, mesmo assim em média a motilidade e o vigor espermatico no

CPD na 1% hora do TTR permaneceu melhor comparativamente ao zebuino.

Tabela 4. Dados pés-descongelacdo das ragas bovinas tropicalmente adaptada e exdética no

periodo seco.

Variaveis Média + DP
Motilidade

CPD 33,89 + 24,23
Nelore 29,72 + 21,86
p-valor 0,620
Vigor

CPD 2,17 + 0,86
Nelore 2,00 +£1,03
p-valor 0,641
TTR Motilidade 1h

CPD 24,44 + 24,61
Nelore 15,28 + 14,60
p-valor 0,305
TTR Vigor 1h

CPD 1,72 +1,02
Nelore 1,39 +£0,92
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p-valor

TTR Motilidade 2h
CPD

Nelore

p-valor

TTR Vigor 2h
CPD

Nelore

p-valor

TTR Motilidade 3h
CPD

Nelore

p-valor

TTR Vigor 3h
CPD

Nelore

p-valor
Membrana
CPD

Nelore

p-valor
Mitocondria
CPD

Nelore

p-valor

0,256

10,56 + 16,17
7,78 £11,40
0,842

0,72+0,89
0,78 £ 0,65
0,557

1,94 +£5,18
0,83+2,57
0,599

0,22 +£0,55
0,17+ 0,38
0,942

29,83+12,84
24,28 + 10,54
0,165

18,78 + 7,95
17,28 £ 10,34
0,274
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Os valores sdo expressos como média + desvio padréo.

Tabela 5. Concentragdo plasmatica de testosterona e cortisol das racas bovinas tropicalmente

adaptada e exdtica no periodo chuvoso e seco.

Tempo

Concentragéo Chuvoso Seco p-valor

Média + DP Média + DP
Testosterona
CPD 3,33+3,90 5,99 + 3,20 0,0362
Nelore 3,86 £2,26 5,89 + 1,79 0,006°
p-valor 0,688? 0,898?
Cortisol
CPD 8,36 + 5,54 6,31 + 5,39 0,011°
Nelore 5,59 + 6,62 3,22 £3,29 0,604°
p-valor 0,450° 0,054°

Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo. P-valor com letras sobrescritas diferentes representa
o teste utilizado  de Student; °U de Mann-Whitney. Valores significativos estdo em negrito nas colunas e

linhas.

Foi mensurado o nivel sérico de cortisol e testosterona nas ragas CPD e Nelore no

periodo chuvoso e seco (Tabela 5). Assim, pode-se notar que houve uma queda

significativa (P < 0,05) desse hormonio (cortisol) dentro da raga CPD no periodo seco.

Mesmo havendo uma queda dentro das médias da época chuvosa para a seca na racga

Nelore, a mesma ndo foi significativa (P > 0,05). Quando comparamos a concentragao
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plasmética de cortisol entre as racas verificou-se 0 CPD tem uma média maior que o
Nelore. Para ambas as ragas houve um aumento significativo (P < 0,05) de testosterona
no periodo seco, com valores médios proximos. Nao houve diferenca significativa (P >
0,05) quando comparado a concentracdo de testosterona entre as racas nos devidos

periodos de coleta de dados.

Discussao

Observou-se que fatores ambientais podem influenciar diretamente nas variaveis
seminais (BRITO, et al. 2002). De acordo com os resultados obtidos nesse estudo 0s
dados biométricos (Tabela 2) ndo mudaram com a alteracdo climatica, assim como outros
estudos mostraram que a biometria testicular de touro ndo muda com a estagdo do ano no
Brasil (BARBOSA et al., 1991; CALDAS et al., 1999; PINHO et al., 2001; e UNANIAN
et al., 2000), um estudo realizado por Teixeira e colaboradores (2011) diferiu dos demais
ao mostrar que a biometria testicular variou significativamente no gado CPD durante os
diferentes meses do ano. Porém quando houve comparagdo entre as ragas taurinas e
zebuinas os resultados foram significativos, isso se deve pelo fato do distinto porte entre
as racas estudadas, favorecendo de um modo geral um maior tamanho corporeo da raca

Nelore em detrimento do CPD.

Variacdes sazonais ligadas a caracteristicas do sémen de touros foram descritas
em estudos anteriores, como € o caso do trabalho de Koivisto e colaboradores (2009), que
avaliaram as caracteristicas seminais como motilidade, vigor e morfologia espermatica
em touros europeus e indianos presentes no sudoeste do Brasil sob a influéncia do clima
tropical, assim, observaram uma tolerancia maior ao calor dos touros zebu comparado aos
taurinos, diferindo dos resultados deste trabalho, porém é importante ressaltar que as racas
taurinas selecionadas no citado estudo (Limousine e Simmental) tem uma menor
termotolerancia ao estresse térmico. Em contrapartida ha estudos que mostram a melhora
da motilidade e do vigor no sémen de touros europeus durante o verdo, assim como a
menor contagem de espermatozoides com defeitos (MENEGASSI et al, 2016),
corroborando com o resultado da Tabela 3, isso mostra a adaptacdo desses animais ao

ambiente em que o experimento foi realizado.

Ao analisar os dados seminais imediatos correlacionando as ragas, o Nelore

apresentou maior vigor durante o periodo chuvoso quando comparado ao CPD, diferindo
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do descrito por Rahka (1971) e Igboeli e colaboradores (1991), que encontraram melhores
resultados no verdo. Essas variagOes de qualidade seminal podem ser influenciadas por
fatores como por exemplo a idade do animal (FUERST-WALTL et al., 2006; BALIC et
al., 2012; VINCE et al., 2018) e o estado nutricional (MONTESINOS et al, 2014),
variaveis essas controladas no nosso estudo. Ja as mudangas no peso e na origem do
sémen (fresco ou congelado) ndo interagem significativamente com os resultados
segundo Teixeira e colaboradores (2011), existindo ainda a possibilidade de o estresse ao
calor ndo afetar o esperma epididimal durante a espermatogénese (MEYERHOEFFER et
al., 1985).

Enquanto a qualidade do sémen fresco foi afetada pela época do ano, 0 mesmo
ndo pode ser dito para o sémen congelado / descongelado. Apds a descongelacdo, houve
reducdo ndo significativa da qualidade do sémen refletida por parametros de morfologia,
da integridade da membrana e mitocondria, dos espermatozoides da raga CPD comparada
a Nelore. Sabe-se que a fertilidade é aumentada quando hd um maior nimero de
espermatozoides com a membrana e mitocéndria intactas (CORREA et al., 1997;
TARTAGLIONE; RITTA, 2004; FERNANDES et al., 2008). Porém, a média da
motilidade e do vigor espermatico no CPD na primeira hora do TTR permaneceu melhor
comparativamente ao zebuino, sugerindo um menor consumo das substancias nutritivas
do sémen (BARROS et al., 2013).

A producdo de testosterona pode ser um indicador da fertilidade em touros jovens,
por estar relacionada com a idade a puberdade (BRITO et al., 2007). A secrecdo de
andrégenos nos animais, aparentemente nao € afetada pela exposic¢do dos testiculos ao
calor (SETCHELL, 2006), porém no periodo seco houve um aumento nos niveis de
testosterona em ambas as ragas, o que supostamente pode ser uma adaptacdo dos animais
nascidos e criados em regides quentes, visto por Gabaldi (2010) quando submeteu Nelores
a insolacdo escrotal havendo uma queda no nivel de testosterona com posterior aumento
apos periodo de adaptacédo. Os niveis de testosterona encontrados na literatura consultada
variam dentro da mesma raca e da faixa etaria dos machos bovinos, podendo estar
relacionado as diferentes composi¢des nutricionais, precocidade das linhagens, momento
das colheitas de sangue e do ganho de peso corpéreo (MANGAI CHACUR et al., 2010).

Entre as racas nao € notada diferenca significativas nas concentracdes hormonais,

como ja tinha sido relatado por Chase Jr. e colaboradores (1995) ao mensurar esses
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horménios nas ragcas Angus, Brahma e Hereford. No entanto houve uma diminuicdo nos
niveis de cortisol na ragca CPD no periodo seco quando comparado ao periodo chuvoso.
Ja foi demonstrado que o estresse térmico tem efeito sobre os niveis de cortisol
(AAKVAAG et al., 1978; LARSSON et al., 1983) mostrando também que o estresse
prolongado leva ao aumento dos niveis de cortisol e, a0 mesmo tempo, a diminuicéo
niveis de testosterona. Em relacdo ao cortisol, observou-se uma tendéncia geral de
diminuicdo desse hormonio, isso esta de acordo com Lamothe-Zavaleta (1990) e Sidibé
(1992), que constataram que 0s niveis de cortisol sdo elevados na estacdo chuvosa e
baixos na estacdo seca. Outra explicacdo é que 0s animais se acostumaram mais com o

manejo e com a coleta de sangue propriamente dita.
Concluséao

O Curraleiro Pé Duro foi pouco afetado pela época do ano deste estudo, pode-se
concluir a época do ano teve pouco efeito na biometria testicular e na qualidade do sémen
fresco de touros CPD na regido Meio-Norte do Brasil, 0 que mostra a adaptacdo deste

grupo genético as condi¢des ambientais desta regido.

O CPD se mostra mais adaptado reprodutivamente ao periodo de estiagem quando
comparado ao Nelore, visto que mantém ou até mesmo melhoram os parametros seminais
no periodo de temperaturas mais altas, corroborando com a definicdo de tropicalmente

adaptados.
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*Apresentado segundo normas do periédico ARQUIVO BRASILEIRO DE
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Caracteristicas do movimento espermatico de sémen de Curraleiro Pé-Duro e

Nelore nos periodos seco e chuvoso na regido Meio-Norte do Brasil
Resumo

O objetivo do trabalho foi avaliar a qualidade espermética em touros CPD e Nelore
em diferentes periodos climéaticos com o auxilio da analise dos parametros de onda de
pulso do ultrassom doppler juntamente com a analise cinética espermética. Os
procedimentos seguiram o Conselho Etico de Uso Animal, aprovado pelo registro n°
598/19. Foram utilizados 12 touros, sendo seis da raga Curraleiro Pé-Duro (Bos taurus
taurus), e seis da raca Nelore (Bos taurus indicus), com idade entre 24 e 36 meses. Sendo
0s CPD oriundos do Campo Experimental da EMBRAPA localizada no municipio de
Campo Maior — PI, enquanto os Nelore foram provenientes da Fazenda Vitdria localizada
no municipio de Brasileira — PI. Previamente foi realizada a inspe¢do e palpacdo dos
orgdos reprodutivos, foram tomadas as medidas biométricas escroto-testicular. Antes da
realizacdo da coleta seminal os animais foram submetidos & avaliacdo testicular através
do US Doppler, a velocidade sistolica de pico (PS, cm/s), a velocidade diastélica final
(ED; cm/s) e o indice resistivo (RI) e o indice de pulsatilidade (P1) foram calculados. Foi
realizada a coleta e analise imediata do sémen, com posterior congelacdo e analise da
cinética espermatica através do CASA - Computer Assisted Sperm Analysis. Para anélise
dos dados foram utilizadas médias e desvio padrdo, além do teste Shapiro-Wilk para
verificar se os dados seguem distribuicdo Normal. Para comparar as médias entre as racas
e entre os periodos foi usado o teste t de Student e o teste ndo-paramétrico U de Mann-
Whitney. Os dados foram tabulados e analisados no IBM Statistical Package for the
Social Sciences versdo 20.0. O nivel de significancia adotado foi p < 0,05. Observou-se
que as mudancas climéaticas foram nitidamente significativas para os parametros
explorados (P < 0,05), quando comparado dentro da mesma raca em diferentes periodos
sazonais 0 volume do ejaculado teve uma queda significativa (P < 0,05) do periodo mais
ameno para o periodo com temperaturas mais altas, tanto para o CPD como para o Nelore.
Pode-se observar um aumento significativo (P < 0,05) da motilidade e vigor dos animais
CPD no periodo seco, ndo sendo observado esse aumento no Nelore. O CPD teve uma
queda significativa de defeitos menores e totais (P < 0,05) no periodo seco. Os parametros
VCL (um/s), VSL (um/s), VAP (um/s) e STR (%) foram significativamente maiores para
0 CPD comparado a raca Nelore, enquanto que os parametros WOB (%) e BCF (Hz)
favoreceram o Nelore no periodo seco e chuvoso respectivamente. Nos parametros da
onda de pulso do US Doppler (OS, ED, Rl e PI) todos os valores analisados néo tiveram
uma diferenca significativa com a alteragdo climatica (P > 0,05). S&o necessarios mais
estudos relacionados a onda de pulso do US relacionada a reproducao animal, porém os
valores cinéticos espermaticos dos touros CPD corroboram diretamente com a
prerrogativa de que a raca se adapta melhor as mudancas climaticas impostas pelo periodo
seco e chuvoso na regido tropical imida brasileira.

Palavras-chave: Touros, cinética espermatica, onda de pulso, pardmetros seminais.
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Introducéo

A fertilidade do touro pode ser adversamente afetada por condi¢bes quentes e
umidas, o atual aumento na temperatura global € uma preocupacéo para a producéo futura
de gado (GWAZDAUSKAS, 1985). O estresse causado pelo calor ocorre quando os
mecanismos fisioldégicos normais do corpo para regular a temperatura corporal ndo
conseguem lidar com as condicOes externas. Os testiculos e o escroto tém seus proprios
mecanismos reguladores complexos para proteger 0s espermatozoides em
desenvolvimento durante seus estagios mais vulneraveis, mas mesmo estes podem ser
oprimidos por condigdes externas desfavoraveis (BRITO et al, 2004; AYODEJI;
SUWAIBA, 2013).

O corrente aumento da temperatura global resulta em mudancas climéticas que
implicam profundamente na futura producdo do gado, mesmo nos paises que tém clima
temperado (ROJAS-DOWNING et al., 2017). As respostas fisioldégicas normais para
regular a temperatura corporal podem ser sobrecarregadas quando o animal é exposto a
um ambiente quente e Umido, ou ndo pode adotar mecanismos comportamentais para
minimizar a exposicgao ao calor, resultando em estresse por calor. Este Gltimo se manifesta
por diminuicdo do consumo de racao, diminui¢do do ganho de peso ou diminuicdo da

producdo de leite, logo apds o inicio do estresse (MORELL, 2020).

A regulacdo da temperatura escrotal ocorre da mesma forma que no resto do
corpo. Em touros, a pele escrotal é fina, desprovida de gordura subcutanea e relativamente
sem pelos. E mais densamente suprido com glandulas sudoriparas do que a pele de outras
partes do corpo do touro para auxiliar na transferéncia de calor, permitindo que o calor
seja removido através do suor (BLAZQUEZ; MALLARD; WEDD, 1988). O estresse
térmico pode ter um efeito significativo na fertilidade (KASTELIC, 2013); a temperatura
ambiente ideal para a producdo de esperma foi relatada como sendo 15-18 °C para todo o
periodo de espermatogénese, ou seja, por 65-70 dias antes da coleta (PARKINSON,
1987).

A reproducdo é um dos fatores econémicos mais importantes na pecuaria, com
base ndo apenas na capacidade reprodutiva da fémea, mas também do macho (SAMIR et
al., 2018). A avaliacdo dos parametros reprodutivos do macho é um componente
importante e uma pratica comum em espécies agricolas domésticas. Destina-se a prever

a capacidade reprodutiva dos machos e nos permite identificar e retirar machos inférteis
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do programa de criacdo, selecionando os individuos com melhor desempenho como
reprodutores (SIGLA et al., 2017; TIBARY et al., 2000). Dessa forma, o sistema de
avaliacdo computadorizada do sémen (CASA) tem mostrado ser ferramenta Gtil na
avaliacdo cinetica dos espermatozoides, mostrando grande potencial para predizer a
fertilidade do macho, por meio da correlacdo da velocidade de movimentacao das células

com a capacidade de fertilizar odcitos (COX et al., 2006).

Outra técnica € a ultrassonografica em modo B dos 6rgéos reprodutivos, que vem
sendo usada rotineiramente, pois € uma técnica segura e ndo invasiva para a identificacdo
de um parénquima testicular normal (MORELL, 2020). A ultrassonografia Doppler
tornou-se 0 método de escolha para avaliar o suprimento sanguineo de varios 6rgos. E
uma das técnicas mais simples e precisas para estimar o fluxo sanguineo, pois combina

dados relativos a anatomia e aos parametros dinamicos do fluxo (STRINA et al., 2016).

Na medicina veterinaria, alguns estudos descreveram o método para o padréo de
pulsacdo de onda no cdo (GUMBSCH; GABLER; HOLZMANN, 2002; ZELLI et al.,
2013) e no cavalo (POZOR, 2002; POZOR, 2007), mas a aplicabilidade dessas técnicas
para avaliar a producéo de esperma e atividade testicular recebeu atencdo limitada. Assim,
0 presente estudo objetivou avaliar a qualidade espermatica em touros CPD e Nelore em
diferentes periodos climaticos com o auxilio da analise dos parametros de onda de pulso

do ultrassom doppler juntamente com a analise cinética espermatica.
Material e Métodos
Comité de Etica

Todos os procedimentos relacionados ao uso de animais foram realizados segundo
0 Conselho Etico de Uso Animal — CEUA, ja submetidos ao Comité de Etica e
Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Piaui (CEEA-UFPI) e aprovado com
0 registro n® 598/19.

Animais e dados meteorologicos

Foram utilizados 12 touros, sendo seis da raca Curraleiro Pé-Duro (Bos taurus
taurus), e seis da raca Nelore (Bos taurus indicus), com idade entre 24 e 36 meses, com
escore corporal, 3,5 em uma escala variando de 1 (extremamente magro) a 5 (muito
obeso). Sendo os CPD oriundos do Campo Experimental da EMBRAPA localizado no

municipio de Campo Maior — PI, com coordenadas de Latitude 4° 55' 1,7" Sul,
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e Longitude 42° 3' 33,4" Oeste, enquanto os Nelore foram provenientes da Fazenda
Vitoria localizada no municipio de Brasileira — Pl, com coordenadas de Latitude 4° 07'
51" Sul e Longitude 41° 46' 55" Oeste. O clima na regido é classificado como tropical
subumido (INMET, 2021), com temperaturas entre 0 maximo de 35°C e 0 minimo de
23°C nos meses secos, e com o conjunto de dados meteoroldgicos dos ultimos cinco anos
na regido foram definidos os periodos mais amenos e mais quentes, respectivamente de
fevereiro a abril e de agosto a outubro. Além desses parametros ambientais registrados,
foram mensurados ao longo do experimento, a precipitacdo pluviométrica e a umidade
relativa do ar. Foram formados quatro grupos experimentais, contemplando as duas racas
e os dois periodos do ano (chuvoso e seco). Os animais foram mantidos sob o0 mesmo
sistema de manejo, recebendo suplementacdo mineral e &gua a vontade. Todos 0s animais
selecionados para a pesquisa foram escolhidos de acordo com os parametros
estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 2013), valorizando

a inspecao e palpacdo dos 6rgaos que compdem o sistema genital dos reprodutores.
Exame de US Doppler de onda de pulso

Todos os animais foram submetidos a avaliagdo testicular através da
ultrassonografia com tecnologia Doppler. Foi utilizado o aparelho da marca Mindray,
modelo Z6 Vet equipada com um transdutor retal e/ou microconvexa (6,5-7,5 MHz),
tanto para 0 modo B como para a doppler. Para o exame de ultrassom, o touro foi contido
para que a regido escrotal fosse explorada, sem a necessidade de administracdo de
sedativos. A pele escrotal foi limpa e gel ultrassonogréafico foi aplicado para aumentar a
qualidade da imagem. As configuracdes da maquina permaneceram inalteradas durante o
exame. O transdutor foi posicionado no corddo espermatico com orientacdo horizontal
para examinar a artéria do corddo espermatico e a artéria testicular. A velocidade sistélica
de pico (PS, cm/s), a velocidade diastolica final (ED; cm/s) e o indice resistivo (RI) e 0
indice de pulsatilidade (Pl), que foram automaticamente calculados no pacote de

algoritmos fornecido no ultrassom.
Coleta e avaliagdo imediata do sémen

Foram coletados seis ejaculado por touro, com intervalo minimo de sete dias entre
os ejaculados, utilizando um eletroejaculador automatico (Biocon ® Solucbes para
Biotecnologia, Uberaba, Brasil), totalizando 72 ejaculados, 36 ejaculados por raga. Os

ejaculados foram coletados em tubos coletores graduados, acoplados a funis plasticos
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previamente aquecidos em estufa mantida a 37°C. O sémen coletado foi imediatamente
avaliado conforme metodologia proposta por Fonseca et al. (1992), contemplando as
variaveis volume, aspecto, turbilhonamento, motilidade total e do vigor espermético. O
turbilhonamento (movimento em massa) foi avaliado com auxilio de um microscopio
binocular, em aumento de 100x. Para isso, uma gota de sémen foi colocada sobre uma
lamina previamente aquecida a 37°C e classificada de acordo com o movimento
espermatico, em escala de 0 a 5. Posteriormente, utilizando nova aliquota de sémen entre
lamina e laminula, previamente aquecidas a 37°C, sob aumento de 400x, foram
classificados a motilidade (percentual de espermatozoides com movimento progressivo
retilineo) e o vigor espermético (intensidade do movimento dos espermatozoides),
avaliado em escala de 0 a 5. Para avaliacdo das caracteristicas morfologicas dos
espermatozoides, uma aliquota de sémen de cada ejaculado foi acondicionada em
ependorff contendo 1,0 ml de solucéo formol salina tamponada (HANCOCK, 1957). Uma
aliquota do ejaculado, diluida em formol salino (diluicdo de 1:200) foi utilizado para
avaliacdo da concentracdo e morfologia espermatica. A concentracéo foi realizada por
meio da técnica Camera de Neubauer e o resultado expresso em numero de
espermatozoides por mm3. A anélise da morfoldgica espermatica foi realizada por meio
datécnica de “Camera umida” e os defeitos classificados em maiores € menores de acordo
com a Blom (1971). Ap6s a avaliacdo, cada ejaculado foi diluido com AndroMed®

(REF.: 13503/0200), para posterior criopreservacao.
Avaliacéo da cinética espermética

A cinética espermatica foi avaliada por meio do Computer Assisted Sperm
Analysis (CASA). O CASA é um sistema de microscopia Optica de contraste de fase
(Nikon ™ H5505, Eclipse 501, Japao), com iluminagado estroboscopica, € uma fase quente
a 37°C, uma camera de video (Basler Visdo Tecnologie ™ A312FC, Ahrensburg,
Alemanha) e um computador com o analisador de s€émen Classe ™ software (Microptics,
SL, versdo 3.2.0, Barcelona, Espanha). As varidveis avaliadas foram: velocidade
curvilinear (VCL - um/s), velocidade em linha reta (VSL - um/s), velocidade média do
percurso (VAP-um/s), linearidade (LIN - %), retilinearidade (STR - %), deslocamento
lateral de cabeca (ALH - um), oscilagdo (WOB - %) e frequéncia de batimento cruzado

(BCF-Hz), para cada espermatozoide analisado.
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Andlise estatistica

Para anéalise dos dados foram utilizadas médias e desvio padrdo, alem do teste
Shapiro-Wilk para verificar se os dados seguem distribuicdo Normal. Para comparar as
médias entre as racas e entre os periodos foi usado o teste t de Student e o teste ndo-
paramétrico U de Mann-Whitney. Os dados foram tabulados e analisados no IBM
Statistical Package for the Social Sciences versdo 20.0. O nivel de significancia adotado

foi p <0,05. Para apresentagdo dos resultados utilizou-se tabelas e graficos.
Resultados

Foi analisada a temperatura, umidade e chuva acumulada nos periodos das coletas
e analises androldgicas realizadas nos animais (Tabela 1). Constatou-se que as mudancas
climéticas foram nitidamente significativas para os parametros explorados. Pode-se notar
também que a amplitude de variacdo de temperatura maxima e minima dentro do periodo
seco é maior quando comparada ao periodo chuvoso e que ndo houve um dia se quer de
precipitacdo nas datas estabelecidas para a coleta de dados no periodo seco, corroborando
com a devida classificagéo.

Tabela 1. Parametros meteoroldgicos referentes aos dias das realizagfes das coletas seminais na
regido Meio-Norte do Brasil, referentes ao periodo chuvoso (fevereiro a abril) e periodo seco

(agosto a outubro).

Tempo
Chuvoso (n=5) Seco (n=6) p-valor
Média + DP Média + DP
Temp. Max.(°C) 33,40 + 1,14 39,00 + 1,41 <0,0012
Temp, Min,(°C) 25,04 + 0,57 23,10+ 2,10 0,055"
Temp, Med,(°C) 27,78 + 0,67 30,50+ 1,31 0,002%
Umid, Med,(%) 84,22 +1,95 55,12 + 5,89 0,006°
Chuva acumulada 24h (mm) 26,96 + 54,63 0,00 + 0,00 0,011°

Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo. P-valor com letras sobrescritas diferentes representa
o teste utilizado ?t de Student; U de Mann-Whitney. Valores significativos estdo em negrito.

Dentro do grafico de temperatura média, pode-se observar que a variabilidade é
maior dentro do periodo seco em comparacao ao periodo chuvoso. Nota-se também que
ndo houve acumulo de chuva no periodo de coleta de dados no periodo seco, assim como
a umidade se mostra significativamente mais elevada que o periodo seco, ratificando a

validade de comparacéo entre os dois periodos.



197

198

201

202
203

58

| |
i ]
o _| '
~ o
Q -
i
o i
o [e2}
<]
°, o —
3 —— g "
= ! 3
Qo © | é
E ™ 7 !
2 | > ‘
| o _J |
* © o i
i
<
o
o 1
I o ] |
i i
o~ i i
o
T T T T
Chuvoso Seco Chuvoso Seco
[ o o
™ I & 4
L —
]
- _
™ —
—_
S
E o |
£ o g °
3 % g
>
= E 9o |
g 3 °
IS4
O o
S s o
— N\ £ < 7
o
8 8
~ | S A
N T T T T
Chuvoso Seco Chuvoso Seco

Gréfico 1. Gréfico tipo Box Plot referente aos parametros meteorolégicos dos periodos seco e

chuvoso nas datas das coletas seminais das racas bovinas tropicalmente adaptadas e exdticas
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Ao analisar os dados seminais imediatos (Tabela 2), notou-se que quando
comparado dentro da mesma raga em diferentes periodos sazonais o volume do ejaculado
teve uma queda significativa (P < 0,05) do periodo mais ameno para 0 periodo com
temperaturas mais altas, tanto para 0 CPD como para o Nelore. Porém isso nao prediz
uma queda na qualidade espermatica, pelo contrario, pode-se observar um aumento
significativo (P < 0,05) da motilidade e vigor dos animais CPD no periodo seco, ndo
sendo observado esse aumento no Nelore. E interessante notar também que os defeitos
espermaticos menores foram significativamente menores (P < 0,05) no CPD no periodo
seco e, mesmo o p-valor ndo se apresentando significativo, obtiveram-se valores
expressivos na queda dos defeitos maiores e totais. O Nelore também apresentou valores
significativos na diminuicdo dos defeitos maiores no periodo seco (P < 0,05).

Quando comparamos os dados seminais imediatos (Tabela 2) entre as racgas
constatou-se que o Nelore se sobressaiu (P < 0,05) no pardmetro vigor dentro do periodo
chuvoso, sendo que no periodo seco para a mesma medida as médias foram muito
semelhantes. Ademais foi observado também uma diferenca significativa (P < 0,05)
ligada aos defeitos menores, sendo que CPD apresentaram uma média alta desses defeitos
em comparacdo aos Nelore, que pelo valor apresentado pode estar associado a algum
resultado outlier dentro das analises.

Tabela 2. Dados seminais imediatos das ragas bovinas tropicalmente adaptadas e exdticas no
periodo chuvoso e seco.

Tempo
Chuvoso Seco p-valor
Média + DP Média + DP

Volume
CPD 7,50 + 3,21 3,21+£1,29 <0,001°
Nelore 6,25 + 1,69 4,04 £1,25 0,0012
p-valor 0,245? 0,1222
Turbilhonamento
CPD 2,08 + 1,08 2,67+1,78 0,3422
Nelore 2,33+0,89 2,08 +1,73 0,660?
p-valor 0,588° 0,426°
Motilidade
CPD 74,58 + 11,96 83,75+ 7,72 0,041°
Nelore 82,92 + 10,76 84,17 £ 7,93 0,901°
p-valor 0,064° 0,822b
Vigor
CPD 3,00 £ 0,60 3,75+ 0,62 0,004°
Nelore 3,67 +0,49 3,92+0,51 0,244°
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p-valor 0,010 0,625°

FS Diluicéo

CPD 200,00 + 0,00 200,00 + 0,00 1,000°
Nelore 200,00 + 0,00 200,00 + 0,00 1,000°
p-valor 1,000° 1,000°

Concentracao

CPD 134,58 + 73,33 172,75 + 96,94 0,288
Nelore 96,50 + 80,37 114,42 + 88,00 0,436°
p-valor 0,238? 0,1222

Defeitos maiores

CPD 156 +1,24 1,19+ 1,00 0,550P
Nelore 2,73+273 1,19 + 1,00 0,138°
p-valor 0,334 1,000°

Defeitos menores

CPD 6,36 + 3,04 3,33 +£2,68 0,024°
Nelore 588+ 7,17 3,33 +£2,68 0,451°
p-valor 0,114° 1,000P

Defeitos totais

CPD 7,64 + 3,65 4,13 +2,88 0,0202
Nelore 8,38 +7,21 4,13 +2,88 0,093°
p-valor 0,558° 1,000°

Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo. P-valor com letras sobrescritas diferentes representa
o teste utilizado ® de Student; °U de Mann-Whitney. Valores significativos estdo em negrito nas colunas e
linhas.

Ao analisar a cinética espermatica pés-descongelacdo (Tabela 3) entre as ragas, 0s
valores de velocidade curvilinea (VCL), velocidade em linha reta (VSL), velocidade
média de percurso (VAP) e retilinearidade (STR) dos espermatozoides foram
significativos (P < 0,05) em favorecimento ao CPD. Ja a raca Nelore obteve um
desempenho significativo (P < 0,05) relacionado a frequéncia de batimentos de cauda
(BTF).

Ao analisar a cinética espermatica dentro de uma mesma raca em periodos
diferentes, notou-se que a raca Nelore foi a Unica que teve variagdes significativas entre
0 periodo chuvoso e seco. A oscilacdo (WOB) foi significativamente maior (P < 0,05) no
periodo seco, enquanto a frequéncia de batimentos de cauda (Hz) foi maior (P < 0,05)

dentro do periodo chuvoso.
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Tabela 3. Pardmetros cinéticos (CASA) de espermatozoides criopreservados das ragas bovinas

tropicalmente adaptadas e exoticas no periodo chuvoso e seco.

Tempo
Chuvoso Seco p-valor
Meédia + DP Média + DP

VCL (um/s)
CPD 84,8 £16,9 76,4 +8,3 0,262
Nelore 68,2+ 15,5 56,1119 0,144
p-valor 0,109 0,018
VSL (um/s)
CPD 37,2+48 374+37 0,81
Nelore 251+114 232+7,0 0,465
p-valor 0,037 0,011
VAP (um/s)
CPD 45,7+6,0 47,9 +4,8 0,337
Nelore 38,2+9,8 32,8+£89 0,273
p-valor 0,109 0,018
LIN (%)
CPD 44,6 £5,7 494+7,0 0,262
Nelore 354+124 41,0+6,1 0,465
p-valor 0,200 0,082
STR (%)
CPD 815+42 78,1 0,128
Nelore 62,8 £ 19,6 70,4 1,000
p-valor 0,045 0,028
WOB (%)
CPD 55,9+8,3 57,9+5.2 0,584
Nelore 54,6 +4,8 63,0+6,4 0,025
p-valor 0,575 0,200
ALH (um)
CPD 28+19 3,007 1,000
Nelore 42+0,7 39+0,8 0,422
p-valor 0,200 0,142
BCF (Hz)
CPD 8,8+6,1 8,6+0,8 1,000
Nelore 128+19 10511 0,024
p-valor 0,109 0,013

Os valores sdo expressos como média + desvio padrdao (DP). Valores de média com letras mindsculas
diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas (P < 0,05) pelo teste U de Mann-Whitney.
VCL - velocidade curvilinea; VSL - velocidade em linha reta; VAP — velocidade média de percurso; LIN
- linearidade; STR - retilinearidade; WOB — Oscilagdo; ALH - Amplitude de deslocamento lateral da

cabeca e BCF - frequéncia de batimentos de cauda.
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Nos parametros da onda de pulso do US Doppler (Tabela 4), as caracteristicas do
tempo e as ragas foram normalmente distribuidos (P> 0,05). Todos os valores (OS, ED,
RI1 e PI) analisados ndo tiveram uma diferenca significativa com a alteracéo climatica (P

> 0,05). Ocorrendo o mesmo resultado na comparacao entre as racas estudadas.

Nenhuma mudanca foi observada em qualquer um dos animais avaliados com as
varreduras de ultrassom. No Visdo Doppler, a artéria supratesticular (no funiculo
espermatico) foi facilmente observada; embora ndo tenha sido dificil coletar a
informacdo, exibiu uma tortuosa anatomia padrdo e ondas com caracteristicas
monofésicas (Figura 1).

Tabela 4. Dados de onda de pulso do US Doppler das ragas bovinas tropicalmente adaptadas e
exoticas no periodo chuvoso e seco.

Tempo
Chuvoso Seco p-valor
Média + DP Média + DP

Pisco sistélico (PS) (cm/s)
CPD 11,87 + 2,53 12,68 + 6,74 0,854
Nelore 19,10+ 5,95 18,43 + 4,89 0,851
p-valor 0,099 0,208
Diastole final (ED) (cm/s)
CPD 6,16 £ 1,48 6,45 + 1,90 0,843
Nelore 13,75+ 7,17 14,33 £ 7,09 0,901
p-valor 0,129 0,117
Indice de pulsatilidade (PI)
CPD 0,72+0,36 0,50 £ 0,22 0,420
Nelore 0,44 £ 0,32 0,34 £ 0,30 0,632
p-valor 0,296 0,461
Indice de resistivo (RI)
CPD 0,46 £0,19 0,37 £ 0,37 0,716
Nelore 0,30 +£0,21 0,25+0,21 0,741
p-valor 0,328 0,593

Os valores sdo expressos como média + desvio padrao. Valores de média em negrito na mesma coluna ou
linha indicam diferengas significativas (P < 0,05) pelo teste t de Student.
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Figura 1: Andlise das ondas de pulso em US Doppler do funiculo espermaético de touros da raca
CPD e Nelore, representado por padrdes de onda.

Discussao

Os parametros de onda de pulso da artéria testicular foram sugeridos como um
procedimento Gtil no processo de avaliacdo da perfusdo do testiculo, pois o testiculo
recebe vascularizacdo exclusivamente através desse vaso. A artéria testicular faz parte do
corddo espermaético, onde o grande enovelado de vasos dispersa o calor, reduzindo a
temperatura de trabalho do testiculo (KASTELIC, COOK, COULTER;1997).

Ja a andlise da cinética espermatica detecta mudancas sutis em diversos
parametros espermaticos e entra como forma de contribuir e somar com 0s achados
ultrassonograficos. Nos dltimos anos, relatos utilizando esse sistema tém aumentado
significativamente, e a principal espécie no qual tem sido utilizado é a humana,
principalmente correlacionando a qualidade espermética com a fertilidade
(VERSTEGEN et al., 2002).

A ativagdo dos mecanismos termorregulatorios € resultante de uma maior
necessidade de suprimento sanguineo, que desempenha um papel importante na troca de
calor no plexo pampiniforme (KASTELIC, 2014). Este achado foi verificado por Barros
e colaboradores (2018) que observaram o maior fluxo de sangue testicular com aumento
do ambiente temperatura. No nosso estudo esse maior suprimento sanguineo nao foi
observado de modo significativo nas duas ragas trabalhadas no periodo seco, porém
numericamente as médias mostram um aumento no PS e ED, em razéo disso sugere-se

gue esses animais sdo adaptados a temperatura local.
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Acreditava-se que com o aumento da temperatura, com hiperemia local houvesse
0 aumento nos niveis de cortisol interferindo na espermatogénese realizada por
mecanismos enddcrinos, especificamente na liberagdo da producdo de testosterona
(PRABHAKAR; CHIMBOMBI; MALMGREN; FREDRIKSSON; MADEJ, 1990;
WELSH; JOHNSON, 1981), porém houve uma diminuicdo na producao de cortisol, isso
pode ser entendido pela néo alteracdo do fluxo sanguineo do periodo chuvoso para o seco,
corroborando com fato de que animais que vivem em regides com clima tropical se
adaptam a ele (BRITO, et al., 2003).

O aumento na temperatura ambiental resulta em perda ou dano do equilibrio
homeostéatico de termorregulacéo testicular, levando a varias mudancas fisiologicas. No
entanto, quando o fator de estresse cessa, 0 organismo busca recupera-lo com a maior
agilidade possivel (SETCHELL, 2006). De acordo com os resultados obtidos nesse
estudo os dados biométricos (Tabela 2) ndo mudaram com a alteragdo climatica, assim
como outros estudos mostraram que a biometria testicular de touro ndo muda com a
estacdo do ano no Brasil (BARBOSA et al., 1991; CALDAS et al., 1999; PINHO et al.,
2001; e UNANIAN et al., 2000).

A melhora da motilidade e do vigor no sémen de touros europeus durante o verao,
assim como a menor contagem de espermatozoides com defeitos (MENEGASSI et al,
2016), corroborando com o resultado da Tabela 3, isso mostra a adaptacdo desses animais

ao ambiente em que o experimento foi realizado.

Ao analisar os dados seminais imediatos correlacionando as ragas, o Nelore
apresentou maior vigor durante o periodo chuvoso quando comparado ao CPD, diferindo
do descrito por Rahka (1971) e Igboeli e colaboradores (1991), que encontraram melhores
resultados no verdo. Essas variacdes de qualidade seminal podem ser influenciadas por
fatores como por exemplo a idade do animal (FUERST-WALTL et al., 2006; BALIC et
al., 2012; VINCE et al., 2018) e o estado nutricional (MONTESINOS et al, 2014),
variaveis essas controladas no nosso estudo. Ja as mudangas no peso e na origem do
sémen (fresco ou congelado) ndo interagem significativamente com os resultados
segundo Teixeira e colaboradores (2011), existindo ainda a possibilidade de o estresse ao
calor ndo afetar o esperma epididimal durante a espermatogénese (MEYERHOEFFER et
al., 1985).
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A habilidade do espermatozdide para migrar atraves do trato reprodutivo da fémea
e penetrar no odcito depende da resisténcia exercida pela secrecdo presente no trato
genital feminino e do potencial hidrodindmico conferido pela curvatura flagelar. Sua
forca de propulsdo é definida pelas propriedades cinematicas dessas células, o que pode
levar a diferencas na eficiéncia de migracéo entre espermatozoides de alguns machos
(COX et al., 2006).

Verstegem e colaboradores (2002) utilizando o CASA como técnica aplicada a
pratica androlégica veterinaria verificaram que os valores de VAP, VSL e VCL sao
significativamente maiores em amostras que produzem mais de 50% de od6citos
fertilizados do que naquelas onde a taxa de fertilizacdo de odcito € menor que 50%,
podendo assim correlacionar com os valores encontrados nos espermatozoides da raca
CPD predominantemente no periodo seco. Parametros como LIN e BCF quando
elevados, apresentaram melhor migracdo e penetracdo no muco cervical (MORTIMER,
2000), podendo também ser correlacionado com a taxa de prenhez (LIU et al., 1991),
tendo o Nelore uma frequéncia de batimentos de cauda significativamente maior que o

CPD dentro do periodo chuvoso.

Os espermatozoides de Bos indicus sdo comprovadamente menores e mais
elipticos comparado ao de Bos taurus, no entanto ja foi demonstrado que mesmo
submetidos a diferentes periodos climaticos, os touros sabidamente menos adaptados a
termorregulacdo testicular ndo sofreram alteraces na morfometria espermaética (BRITO
et al., 2002; BELETTI et al., 2005). Os touros, seja taurinos ou zebuinos diferem
amplamente em todas as variaveis de velocidade (VERSTEGEM et al., 2002), logo, a
relacdo de forma espermatica ndo deve ser engessada para classificacdo o potencial de

fertilizag&o.

Para tanto, foi visto que o espermatozoide do CPD foi melhor nas variaveis de
velocidade (VAP, VSL e VCL) e ja foi comprovado que espermatozoides hiperativados
tiveram uma porcentagem média significativamente maior de cabegas normais e
acrossoma pequeno e uma porcentagem significativamente menor de cabegas grandes e
redondas (Green et al., 2003) corroborando com a ideia de que ndo pode associar 0 grau
de fertilidade a forma do espermatozoide. Assim como, pode inferir o melhor
desempenho desses animais tropicalmente adaptados para a regido tropical imida do
Meio-Norte do Brasil.
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O indice de oscilagdo (WOB) e descrito como sendo inversamente proporcional
ao STR (PERUMAL et al., 2014), parametro que se correlaciona positivamente com a
taxa de fecundidade (MATOS et al., 2008). Nesse contexto, um alto indice de oscilagéo
(WOB) estéa associado a elevacdo do movimento curvilineo, em oposi¢do ao movimento
progressivo, o que explica a diminuicdo da qualidade e da fertilidade do sémen congelado
(SILVA et al., 2011), apontando assim a menor adaptabilidade do Nelore na mudanca do
periodo chuvoso para o seco, ndo acontecendo o mesmo com o CPD, reforgando seu titulo

de espécie tropicalmente adaptada.
Concluséo

Confirmam que o mecanismo termorregulador dos animais que estdo adaptados
ao clima tropical € eficiente, mantendo a homeostase corporal e diminuindo as variagcoes
fisiologicas frente as mudancas de temperatura. Acrescenta também que apesar da grande

variacdo morfoldgica do espermatozoide dentro da espécie taurina,

a mudanca de temperatura ndo é capaz de interferir no desempenho de animais
adaptados (do grupo CPD). Por fim, resultados significativos na cinética espermatica
foram obtidos em favorecimento a raca CPD no periodo seco quando comparados a raca
Nelore, demonstrando sua real adaptabilidade ao ambiente e como consequéncia a

reproducéo, validando a importancia dos estudos relacionados a ra¢a CPD.
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4.CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste estudo permitem concluir que a ocorréncia de estresse pelo
calor das racas bovinas Curraleiro Pé-Duro e Nelore em diferentes periodos climaticos
do ano ocasionou respostas fisioldgicas significativas, porém ndo foi suficiente para
prejudicar a qualidade do sémen dos animais, a qual se manteve constante e satisfatoria
no periodo chuvoso e seco. Caracteristicas relacionadas com o conforto térmico animal,
como a temperatura do ar, humidade e chuva acumulada foram parametros considerados
para as correlacGes com andlises seminais, porém mesmo com as diferencas significativas
entre os periodos chuvoso e seco, 0s animais se mostraram adaptados as variagoes

impostas pelo ambiente no qual cresceram.

As principais diferengas entre as ragas no tocante a adaptabilidade ao ambiente
térmico foram observadas em caracteristicas de vigor e defeitos menores, mostrando que
touros Nelore foram superiores aos CPD no periodo chuvoso, porém a melhora desses
dados seminais nos Curraleiros ao adentrar o periodo seco € muito significativa,
mostrando sua adaptabilidade as épocas mais quentes. Assim como demonstrado através
do CASA que a cinética espermatica da raca CPD se manteve ou melhorou com a entrada
no periodo seco, corroborando com a ideia de adaptacdo ao ambiente em que esses

animais vivem.

O aprofundamento nas pesquisas referente ao gado CPD se transformard em um
recurso genético, um banco de informacGes para a pecudria e para a ciéncia e somente 0
futuro podera dizer sua real importancia. E, portanto, uma reserva, tanto para a genética

convencional como para trabalhos na area de biotecnologia da reproducéo.
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