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RESUMO

Diante da necessidade de se produzir mais carne e de melhor qualidade, as racas
sintéticas como o Braford tém ganhado espac¢o na pecuaria nacional. O estresse por
calor intenso € uma das principais causas da diminuicdo no desempenho reprodutivo
de touros criados em clima tropical, por isso a adaptacéo dos touros a esse clima &
indispensavel para garantir sua fertilidade. Para determinar o padréo de apresentacéo
de caracteristicas fisicas e funcionais do sémen de touros Braford e Nelore criados
em regido de clima tropical, foram utilizadas amostras de sémen de 15 touros da raca
Braford e de 8 touros da raca Nelore, todos criados extensivamente. Foram realizadas
3 coletas de sémen, com intervalo de 2 meses entre cada coleta e foram realizados
testes convencionais: volume, aspecto, turbilhonamento, motilidade progressiva,
vigor, concentracao e morfologia esperméatica; e também testes funcionais: avaliacdo
da integridade da membrana plasmatica (EOS-NIG), avaliacdo da integridade da
membrana acrossomal (POPE) e avaliacdo da atividade citoquimica mitocondrial
(DAB). Obteve-se a média do indice de temperatura e umidade (ITU) do periodo de
30 dias antes de cada coleta. Nao houve diferenca significativa entre as ragcas em
relacdo a integridade de membrana plasmatica, a média de espermatozodides dos
touros Braford com membrana plasmatica integra foi de 52,01% enquanto a dos
touros Nelore foi de 36,49%. Em relacdo a integridade de membrana acrossomal
também né&o houve diferenca significativa entre os dois grupos genéticos, a média
encontrada para touros Braford foi de 98,37% e para os touros Nelore foi de 99,24%.
N&o houve diferenca significativa entre as racas em relacdo a atividade citoquimica
mitocondrial, em ambas houve maior prevaléncia de espermatozoides classe II, sendo
que a média encontrada para os touros Braford foi de 87,45% de espermatozéides
classe Il, e para os touros Nelore foi de 93,02%. Touros da raca Nelore apresentaram
boa qualidade seminal em todas as coletas, enquanto touros da raca Braford

apresentaram decréscimo ao final da estacdo de monta.

Palavras-chave: adaptacao; sémen; testes funcionais.



ABSTRACT

Faced to the need to produce more meat and with better quality, synthetic breeds such
as Braford have gained space in the national livestock. The intense heat stress is the
main cause of the decrease in the reproductive performance of bulls raised in tropical
climate, so the adaptation of the bulls to this climate is indispensable to guarantee its
fertility. In order to determine the of physical and functional characteristics of semen
from Braford and Nelore bulls raised in tropical region, semen samples were used of
15 Braford bulls and 8 Nellore bulls, all of them extensively raised. Three collections
of semen were performed, with a 2-month interval between each collection, and
conventional tests were performed: volume, appearance, swirling, progressive motility,
vigor, concentration and sperm morphology; and functional tests: evaluation of plasma
membrane integrity (EOS-NIG), evaluation of the integrity of the acrosomal membrane
(POPE) and evaluation of mitochondrial cytochemical activity (DAB). The mean
temperature and humidity index (TUI) of the period of 30 days before each collection
was obtained. There was no significant difference between the races in plasma
membrane integrity, the mean spermatozoa of Braford bulls with whole plasma
membrane was 52.01% while that of Nelore bulls was 36.49%. In relation to the
integrity of the acrosomal membrane there was also no significant difference between
the two genetic groups, the average found for Braford bulls was 98.37% and for Nellore
bulls was 99.24%. There was no significant difference between the breeds in relation
to the mitochondrial cytochemical activity, in both cases there was a higher prevalence
of class Il spermatozoa, and the average found for Braford bulls was 87.45% of class
Il spermatozoa, and for Nelore bulls of 93.02%. Nelore bulls showed good seminal
quality in all piglets, while Braford bulls showed a decrease at the end of the breeding

season.

Keywords: adaptation; semen; functional tests.
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1. INTRODUCAO

A cadeia produtiva da pecuéria de corte possui uma grande representatividade
no cenario econdémico do pais, em 2015 ela movimentou mais de R$ 483,5 bilhdes de
reais, representando 30% do PIB do agronegécio brasileiro (ABIEC, 2016a). No
mesmo ano o rebanho nacional ultrapassou os 215 milhdes de cabecas de gado, com
um crescimento de 1,3% em relacdo ao ano anterior (IBGE, 2015). Em 2016 as
exportacdes de carne bovina chegaram a 1,4 milhdes de toneladas, gerando uma
receita de US$ 5,5 bilhdes de dolares (ABIEC, 2016b).

Diante da grande demanda mundial por carne bovina, surge a necessidade de
tornar os sistemas de producéo cada vez mais eficientes, aumentando, dessa forma,
a produtividade do rebanho. Diversas variaveis sdo determinantes para o sucesso da
producéo, sendo a reproducédo a primordial. Uma baixa eficiéncia reprodutiva resulta
em um menor numero de bezerros nascidos e, consequentemente, gera grandes

perdas econdmicas para a propriedade.

O rebanho brasileiro é composto, predominantemente, por animais de origem
zebuina (Bos taurus indicus), principalmente da raca Nelore, reconhecida pela sua
adaptacao as condicdes tropicais brasileiras e pela rusticidade. Devido a necessidade
de se produzir mais carne e de melhor qualidade, com atributos sensoriais como
maciez, sabor e suculéncia, a utilizacdo de racas taurinas (Bos taurus taurus) tém
crescido significativamente. Porém esses animais sdo pouco adaptados ao clima
tropical, o que pode acarretar quadros de subfertilidade (GABALDI; WOLF, 2002).

Com o objetivo de unir caracteristicas como a rusticidade e adaptabilidade do
gado Bos taurus indicus, com a produtividade e precocidade dos animais Bos taurus
taurus, surgiram as ragas compostas, como o Braford entre tantas outras. Espera-se
da raca Braford a habilidade materna, docilidade e precocidade da raca Hereford, com
a resisténcia aos parasitas, adaptacdo ao ambiente tropical e rusticidade da raca
Nelore (ABHB, 2016).

A adaptacdo dos touros ao clima tropical € fundamental para garantir sua
fertilidade, uma vez que o aumento da temperatura testicular pode resultar em um

aumento no numero de espermatozoides com defeitos morfolégicos e na diminuigdo
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da concentracdo e motilidade esperméatica (GABALDI; WOLF, 2002). Os
espermatozodides anormais, assim como os infiltrados leucocitérios, séo uma grande
fonte de producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS). O desequilibrio entre a
producdo de ROS e a quantidade de antioxidantes disponiveis leva ao estresse
oxidativo e a danos ao DNA, por exemplo (KOTHARI et al., 2010).

Existem diversos testes convencionais e funcionais que visam identificar a
composicao estrutural e funcional do espermatozéide (RODRIGUES, 2009). Os testes
convencionais determinam o volume do ejaculado, pH, aspecto, turbilhonamento,
vigor, motilidade, concentracdo e a morfologia espermatica (CBRA, 2013). Ja os
testes funcionais sdo mais especificos e analisam, por exemplo, a integridade da
membrana plasmatica, integridade da membrana acrossomal e a atividade

citoquimica mitocondrial.

Em um cenéario com uma alta competitividade e pequenas margens de lucro
como o da pecudria, € indispensavel que as perdas no processo de producdo sejam
minimas, por isso a escolha dos animais destinados a reproducao deve ser criteriosa.
Os testes convencionais juntamente com os funcionais, proporcionam a identificagéo
dos animais com infertilidade ou subfertilidade, e suas causas, e também permite a
identificacdo dos animais férteis e, consequentemente, mais adaptados as condicdes

climéaticas.

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi de determinar o padrdo de
apresentacao das caracteristicas fisicas e funcionais do sémen de touros da raca
Braford criados em regido de clima tropical com a variacao climatica das estacdes

encontradas de quente e seca e quente e Umida.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A RACA BRAFORD

O Braford surgiu na Florida em 1947, quando Alto Adams Jr. iniciou um

programa de cruzamento utilizando vacas da raca Brahman e touros da raca Hereford,
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que gerou bezerros excepcionais; porém observou-se que os touros Hereford puros
apresentavam graves problemas nos olhos e nas patas, e que ndo eram adaptados a
regido em que se pretendia cria-los (ABC, ). A partir dai Adams comecou a
experimentar touros com varios graus de sangue Brahman-Hereford e identificou
touros que estavam produzindo bezerros que atendiam a sua necessidade, e dessa
forma utilizou esses touros e sua progénie para formar o “Rebanho da Fundagéo da
raca Braford” nos Estados Unidos (ABC,_ ).

Ja no Brasil, em 1967, o criador Rubem Silveira Vasconcellos iniciou a
importacéo de animais da raca Brahman com a intencdo de cruza-los com bovinos da
raca Hereford (ABHB, ). A partir da década de 80 a Associacdo Brasileira de
Criadores de Hereford e Braford, com apoio da Embrapa Pecuaria Sul, comecou a
orientar e oficializar esse processo de criacdo (ABHB, ). Em 1993 a Associacéo
Brasileira de Criadores de Hereford e Braford obteve o reconhecimento de raca em
formacdo pelo Ministério da Agricultura, e, somente em 2003, o Braford foi

reconhecido como raga no Brasil (ABC,_; ABHB,_).

O grau de sangue da raca Braford original € composto por 3/8 de sangue
Brahman e 5/8 de sangue Hereford, ja no Braford brasileiro se utiliza a raca Nelore ao
invés do Brahman, originando animais com 3/8 de sangue Nelore e 5/8 de sangue
Hereford (ABC, ). Sdo animais que apresentam caracteristicas da raca Hereford
como precocidade sexual e na terminacao, habilidade materna e carne de melhor
qualidade; e também caracteristicas da raca Nelore como rusticidade, resisténcia a

ectoparasitas, adaptacéo aos tropicos e alto rendimento de carcaca (ABHB, ).

Segundo o dultimo relatério de comercializacdo de sémen divulgado pela
Associacdo Brasileira de Inseminacdo Artificial - ASBIA em 2011, foram
comercializadas 70.487 doses de sémen de touros Braford em 2009, 85.189 doses
em 2010 e 120.211 doses em 2011 (ASBIA, 2011).

2.2 ARACA NELORE

A raca Ongole, ou Nelore, como é conhecida no Brasil, surgiu mil anos antes

da era crista (ACNB, _). Nelore é o nome de um distrito da antiga Provincia de Madras,
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Estado de Andra na india, de onde foram embarcados os primeiros animais com
destino ao Brasil na primeira metade do século XIX (ACNB, ). As duas Ultimas
importacdes significativas de reprodutores Nelore ocorreram entre os anos de 1960 e
1962, em gque desembarcaram no pais grandes genearcas como Golias, Kavardi,
Rasté, Checurupadu, Godhavari, Padu e Akasamu, que sdo as bases das principais
linhagens de Nelore no Brasil (ACNB, ).

Os animais da raca Nelore sdo reconhecidos por sua adaptacéo as condi¢des
tropicais brasileiras, com alta resisténcia ao calor e a parasitas, devido as suas
caracteristicas corporais (ACNB, ). S&8o animais que apresentam excelentes
rendimentos de carcacga, por apresentarem ossatura fina, leve e porosa, e menor

proporcao de cabeca, patas e visceras (ACNB, ).

Segundo estimativas, a raca Nelore é responsavel por 80% da for¢a produtiva
da industria da carne no pais (RURAL CENTRO, ). Diante de sua grande
representatividade, surgem programas que buscam a padronizacdo e qualidade da
carne produzida por esses animais, como o Programa de Qualidade Nelore Natural —
PQNN, que visa valorizar e divulgar a raca, posicionando a marca Nelore como a
principal marca de carne do Brasil (COMPRERURAL, 2017).

De acordo com o relatério de comercializacdo de sémen da ASBIA, em 2011
foram comercializadas mais de trés milhdes de doses de sémen da raca Nelore no
Brasil, representando 40,04% do total negociado no periodo (ASBIA, 2011).

2.3 PLASMA SEMINAL

O sémen é uma suspensao celular liquida composta por espermatozéides e
secrecbes das glandulas sexuais acessoOrias do macho, sendo a porcao fluida
chamada de plasma seminal (MIES FILHO & BARRETO, 1949). O plasma seminal é
o resultado de secrecdes provenientes das glandulas sexuais acessorias, dos
epididimos, ductos deferentes e do epitélio seminifero, sendo composto por proteinas,
enzimas, hormonios, acidos graxos, aminoacidos, peptideos, lipideos, ions, sorbitol,

acido ascorbico, acido citrico, acido latico, ergotioneina, glicerilfosforilcolina e frutose
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(CHACUR; MARTINEZ; MACHADO NETO, 2006; GUASTI; MONTEIRO; PAPA, 2012;
HAFEZ, B.; HAFEZ, E., 2004).

Essa porcao do sémen apresenta véarias fungdes: controla a osmolaridade; age
como diluente e veiculo para os espermatozoides ejaculados; fornece energia aos
espermatozoides; atua como agente antioxidante de compostos bioquimicos; estimula
a motilidade espermatica; e apresenta efeito bactericida e imuno-modulatério
(RODRIGUES, 2009; CHACUR; MARTINEZ; MACHADO NETO, 2006). Algumas
proteinas presentes no plasma seminal, conhecidas como BSP-A1, BSP-A2, BSP-A3
e BSP-30-kDa, ou simplesmente proteinas BSP, se ligam ao espermatozoide no
momento da ejaculacdo e participam do processo de capacitacdo espermatica
(THERIEN; MOREAU; MANJUNATH, 1998).

Os &cidos graxos presentes no plasma seminal atuam na atividade funcional
dos espermatozéides, na protecdo celular ao choque térmico e na manutencéo da
motilidade espermatica, sendo eles os acidos: palmitico, oléico, docosahexaendico
(DHA), linoléico, linolénico, estearico e araquidonico (GUASTI; MONTEIRO; PAPA,
2012; KHOSROWBEYGI; ZARGHAMI; FARZADI, 2008; TAVILANI et al., 2008).

Por outro lado, os 4cidos graxos tornam o sémen mais susceptivel ao estresse
oxidativo causado por espécies reativas de oxigénio (ROS), que sdo agentes
altamente reativos e dentre eles estdo os radicais livres (ALMEIDA, 2006). As
principais fontes de ROS no ejaculado sdo os espermatozdéides, morfoldgica ou
funcionalmente anormais (espermatozoéides imoéveis e morfologicamente anormais
geram maiores quantidades de ROS), e os leucdcitos, que podem estar presentes
(AGARWAL,; GUPTA; SIKKA, 2006; MAIA; BICUDO, 2009).

As ROS reagem com o0s acidos graxos insaturados, desencadeando uma
cascata de peroxidacédo lipidica, que diminui a fluidez e integridade da membrana
espermatica, geralmente esse estresse oxidativo ocorre quando os antioxidantes
presentes no ejaculado ndo conseguem eliminar o excesso de ROS (MAIA; BICUDO,
2009; STOREY, 1997). Porém quando as ROS séo produzidas de forma controlada e
em pequenas quantidades estimulam o processo de capacitacdo esperméatica através
da elevacdo do AMPc, ativagcdo da proteina Quinase A e da inducédo da fosforilagéo
da tirosina (SARASWAT; KHARCHE; JINDAL, 2014).
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Para neutralizar os efeitos dos radicais livres 0 plasma seminal e os préprios
espermatozdides apresentam antioxidantes ndo-enziméaticos como o0 ascorbato
(Vitamina C), a-tocoferol (Vitamina E), a glutationa (GSH), taurina, hipotaurina, urato
e piruvato, e também os antioxidantes enzimaticos, sendo a catalase, a superoxido
dismutase (SOD) e o sistema glutationa peroxidase / redutase (GPx / GRD) as
principais enzimas responsaveis por esse processo (AGARWAL; GUPTA; SIKKA,
2006; ALMEIDA, 2006; RODRIGUES, 2009; SILVA; GUERRA, 2011). Tanto os
antioxidantes enzimaticos como 0s ndo-enzimaticos podem atuar tanto removendo o
excesso de ROS antes que lesione o espermatozéide, quanto reparando as lesdes ja
causadas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Analisando o sémen fresco de bovinos, Bilodeau et al. (2000) observaram que
no espermatozoide a atividade da glutationa peroxidase era baixa e ndo detectaram
nenhuma atividade da catalase, enquanto no plasma seminal havia uma grande
atividade da glutationa peroxidase e uma pequena atividade da catalase; ja a
superoxido dismutase apresentou alta atividade tanto no espermatozéide quanto no
plasma seminal, e que o nivel de glutationa no espermatozéide era alto e no plasma
seminal era muito baixo; dessa forma ficou demonstrado que a superéxido dismutase
e a glutationa séo os principais antioxidantes intracelulares no espermatozoéide dessa
espécie, e que a atividade da glutationa peroxidase e da catalase detectada é atribuida

ao plasma seminal.

2.4 ESPERMATOZOIDES

Os espermatozoides sdo produzidos nos tubulos seminiferos dos testiculos,
através de um processo chamado espermatogénese, em que ha a divisdo e
transformacdo das células tronco germinativas (GARNER; HAFEZ, 2004). A
composi¢cdo quimica do espermatozéide é baseada principalmente em &cidos
nucléicos, proteinas e lipideos; e os constituintes inorganicos séao, basicamente, o

fésforo, nitrogénio e enxofre (GARNER; HAFEZ, 2004).

S&o células hapldides, alongadas, com trés regides altamente especializadas

envolvidas por uma membrana plasméatica: cabeca, que contém o nucleo com o
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genoma masculino; a peca intermediaria, que apresenta mitocondrias e esta envolvida
na producédo de energia; e o flagelo ou cauda, responsavel pela motilidade (FLESCH,;
GADELLA, 2000; GARNER; HAFEZ, 2004; TANNO, 2009).

A membrana plasmatica dos espermatozoéides envolve toda a célula e, devido
a sua caracteristica semipermeavel, mantém um gradiente quimico adequado de ions
e outros componentes soltveis (ALMEIDA, 2006). E composta por uma bicamada de
lipideos, principalmente acidos graxos poli-insaturados, com destaque para o acido
docosahexaendico (DHA), que conferem a membrana as caracteristicas de
permeabilidade e fluidez (FLESCH; GADELLA, 2000; TAVILANI, 2008).

A principal caracteristica da cabeca do espermatozoéide é a presenca de um
nacleo achatado de forma oval, contendo uma cromatina altamente condensada,
sendo essa composta por acido desoxirribonucleico (DNA) que forma um complexo
com proteinas basicas chamadas de protaminas espermaticas (GARNER; HAFEZ,
2004). Entre a membrana plasmatica e a por¢cdo anterior da cabeca encontra-se o
acrossomo ou capa acrossomal, que é uma estrutura semelhante a uma vesicula e
contém enzimas hidroliticas, como a acrosina e hialuronidase, essenciais para a
interacdo entre 0 espermatozoide e o odcito (FLESCH; GADELLA, 2000; GARNER,;
HAFEZ, 2004).

Posteriormente encontra-se o colo ou peca de conexdo, sendo o responsavel
por ligar a cabeca do espermatozéide a peca intermediaria (TANNO, 2009). A por¢ao
central da peca intermediaria, juntamente com o comprimento total da cauda, origina
0 axonema, que € composto por nove pares de microtubulos dispostos radialmente
ao redor de dois filamentos centrais e € responsavel pela motilidade esperméatica
(RODRIGUES, 2009). Na peca intermediaria, 0 axonema esta circundado por nove
fibras densas, e ambos sdo recobertos por uma bainha mitocondrial, que geram a

energia necessaria para a motilidade espermatica (GARNER; HAFEZ, 2004).

Por fim o flagelo, que é subdividido em peca principal e peca terminal (FLESCH;
GADELLA, 2000). A peca principal € composta pelo axonema associado as fibras
densas, e uma camada fibrosa que fornece estabilidade aos elementos contrateis da
cauda; enquanto isso a peca terminal apresenta apenas o axonema recoberto pela
membrana plasmatica (GARNER; HAFEZ, 2004).
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2.5 MATURACAO ESPERMATICA

Apébs sua formacgéo o espermatozéide ainda precisa passar por um processo
de maturacédo para que consiga fertilizar o 04cito, essa maturagdo se inicia na cabeca
do epididimo e segue pelo corpo até a cauda proximal do epididimo (OLIVA;
RINALDO; STUMPP, 2009). Cada regidao do epididimo correlaciona caracteristicas
morfoldégicas com propriedades funcionais, sendo que a cabeca e o corpo do
epididimo estdo relacionados com a aquisicdo de habilidade progressiva dos
espermatozoides e capacidade fecundante, enquanto na cauda € onde ocorre 0

armazenamento espermatico e a remocao de células anormais (PINHO et al., 2015).

Durante o transito epididimario os espermatozdéides sao expostos a fluidos que
vao sofrendo alteracdes de osmolaridade, de proporcao idnica, de tipos proteicos e
das reservas energéticas; ja as modificacbes funcionais dos espermatozoides
envolvem a maturacdo de organelas celulares (GARNER; HAFEZ, 2004; OLIVA,
RINALDO; STUMPP, 2009; PINHO et al., 2015).

O desenvolvimento da capacidade de motilidade progressiva dos
espermatozoides reflete em modificacdes qualitativas e quantitativas nos padrdes
metabdlicos do aparelho flagelar, o que resulta em alterac6es na flexibilidade e nos
padrdes de movimentos dos flagelos (GARNER; HAFEZ, 2004).

Glicoproteinas presentes no fluido epididiméario, como a carnitina, &cido sialico
e acetilfosforil colina, se ligam a membrana do espermatozoide, formando uma capa
protetora, e também estdo associadas as principais alteracdes sofridas pelos
espermatozoéides durante a passagem pelo epididimo, que sao elas: capacidade de
se mover; capacidade de reconhecer e se ligar a zona pellcida do odcito; formacao
da matriz acrossomal e perda da gota citoplasmatica do espermatozéide (DACHEUX;
GATTI; DACHEUX, 2003; OLIVA; RINALDO; STUMPP, 2009).

2.6 CAPACITACAO ESPERMATICA
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Apés a maturacdo no epididimo, os espermatozéides apresentam
movimentacgao ativa, porém ndo possuem a capacidade de fertilizar o odcito logo apos
a ejaculacado (SOUSA, 2003). Essa habilidade s6 é adquirida no trato reprodutivo da
fémea, onde ocorre mudancas fisioldégicas que tornam os espermatozoéides capazes
de fertilizar o odcito (FLESCH; GADELLA, 2000).

Durante o processo de capacitacdo ocorre alteracao na estrutura e composicao
da membrana dos espermatozoéides, como um efluxo de colesterol da superficie
espermética e reducdo da proporcdo entre colesterol e fosfolipidio na membrana
(EHRENWALD; FOOTE; PARKS, 1990; HAFEZ, B.; HAFEZ, E., 2004). A partir dessa
desestabilizacdo da bicamada fosfolipidica ocorrera a fusdo da membrana plasmatica
com a membrana acrossomica externa, iniciando a reagdo acrossomica (BAZER,
GEISERT; ZAVY, 1995). H4 também a retirada de componentes que recobrem a
cauda do espermatozoéide, resultando em hiperativacdo espermatica, que sao
mudancas no padrdao do batimento flagelar que facilitam a penetracdo do
espermatozoéide no odcito (OLIVEIRA, 2007).

A capa de glicoproteina, que foi formada durante a maturacédo espermatica, é
removida ou alterada nesse momento, para expor sitios de receptores presentes na
membrana do espermatozoide e remover componentes que estejam recobrindo a

cauda, o que pode restringir a motilidade hiperativa flagelar (OLIVEIRA, 2007).

Nos ruminantes, em que a deposi¢cdo do sémen ocorre ha vagina, 0 processo
de capacitacdo tem inicio durante a passagem do sémen pela cérvix (SOUSA, 2003).
O atrito entre a superficie espermatica e o muco cervical adsorve substancias como
as proteinas do plasma seminal, o que facilita a capacitagcdo (SOUSA, 2003). Em
seguida os espermatozoides sdo armazenados em segmentos anteriores ao istmo,

aderindo-se ao epitélio, capacitando-se lentamente (SOUSA, 2003).

2.7 TERMORREGULACAO TESTICULAR

A termorregulacdo testicular € o processo que visa a manutencdo da
temperatura testicular, que deve permanecer de 2 a 6 °C abaixo da temperatura
corporal para que nao ocorra um efeito deletério na espermatogénese (BARROS et
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al., 2011; KOIVISTO et al., 2009; KASTELIC; COOK; COULTER, 1997). Esse controle
ocorre por mecanismos locais, como: troca de calor contracorrente, regulacao do fluxo
sanguineo, posicao dos testiculos e sudorese (KASTELIC; COOK; COULTER, 1997).

O mecanismo de troca de calor contracorrente e a regulacdo do fluxo
sanguineo ocorrem no cone vascular, formado pelas veias do plexo pampiniforme e
pela artéria testicular, em que a artéria testicular, que é altamente espiralada e longa,
encontra-se envolvida pela veia testicular, havendo transferéncia de calor do sangue
arterial para o venoso e também a regulacdo do fluxo sanguineo que chega ao
testiculo (BARROS et al., 2011; GABALDI; WOLF, 2002). Esse mecanismo permite
tanto que o sangue arterial seja resfriado antes de chegar aos testiculos, como que o
sangue venoso seja aquecido até uma temperatura préxima a corporal antes de
penetrar na cavidade abdominal (SETCHELL, 2006).

O escroto penduloso também favorece a troca de calor, pois distancia os
testiculos do corpo do animal e aumenta a area de superficie que ajuda a expor o
cone vascular ao meio ambiente (GABALDI; WOLF, 2002). Além disso, a pele do saco
escrotal é fina, com pouca deposicéo de gordura subcutanea, e possui pelos delgados
e curtos, o que facilita a perda de calor por irradiagcdo (TANIGUTI; BIRCK, _).

A pele escrotal também apresenta grande nimero de glandulas sudoriparas,
que produzem cerca de 77,5 g/m2h de suor, enquanto as glandulas da regido toracica
produzem cerca de 69,1 g/mzh de suor, favorecendo a perda de calor (RODRIGUES,
2009; GABALDI; WOLF, 2002; TANIGUTI; BIRCK, ).

Por fim, observa-se a acdo do musculo Cremaster e da tunica Dartos, que
auxiliam no processo de termorregulacéo testicular devido ao posicionamento dos
testiculos e a espessura do saco escrotal, respectivamente (FERRAZ et al., 2016).
Quando a temperatura ambiente esta elevada, o masculo Cremaster se encontra
totalmente relaxado, afastando os testiculos da parede abdominal e aumentando a
superficie de contato entre o testiculo e o0 escroto, ja quando a temperatura ambiente
estd baixa, o Cremaster se contrai, aproximando as gonadas do abddomen
(RODRIGUES, 2009; GABALDI; WOLF, 2002).
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2.8 INFLUENCIA DO CLIMA TROPICAL EM ANIMAIS Bos taurus E Bos indicus

Cerca de dois ter¢os do territorio brasileiro esté situado na regido dos tropicos,
gue apresenta elevadas temperaturas e umidade relativa do ar como caracteristicas
marcantes, que favorece a ocorréncia de alteracbes dos parametros fisiolégicos e
comportamentais dos animais, que € o denominado estresse térmico ou estresse por
calor (AZEVEDO et al.,, 2005; MACEDO et al.,, 2013; OLIVEIRA; TIBURCIO;
FERREIRA, 2012). O estresse térmico € causado pela associacdo entre elevadas
temperaturas ambientais e umidade relativa do ar, radiacdo e velocidade dos ventos
(PEREIRA et al., 2017).

O estresse por calor prolongado leva a uma sobrecarga nos mecanismos
fisiologicos de perda de calor, podendo resultar em um quadro de degeneracdo
testicular (HORN; MORAES; MACIEL, 2002). Acredita-se que a degeneragéo
testicular € uma das principais causas de subfertilidade e infertilidade de touros, que
na maioria dos casos € um quadro reversivel, e pode ser caracterizada por diminui¢ao
da concentracdo espermatica e aumento da porcentagem de espermatozdides com
defeitos morfolégicos (GABALDI; WOLF, 2002; HORN; MORAES; MACIEL, 2002).
Além disso, o estresse pelo calor também pode inibir o instinto sexual dos touros e até
mesmo levar a suspensao total da libido (TAKAHASHI; BILLER; TAKAHASHI, 2009).

Dessa forma, os bovinos zebuinos (Bos taurus indicus), que foram
desenvolvidos em regi6es de clima tropical, adquiriram genes (por mutagdo ou
heranca genética) que determinam maior toleréncia ao calor (MACEDO et al., 2013).
Além disso, nesses animais o0 escroto e a subtunica testicular facilitam a troca de calor,
ao contrario dos animais europeus em que o gradiente de temperatura € negativo
(RODRIGUES, 2009). Essa superioridade na habilidade termorregulatéria tornou
esses animais mais adaptados a climas quentes quando comparados a animais de
ragas europeias (Bos taurus taurus), ou seja, quando expostos a elevadas
temperaturas o gado zebuino apresenta menos efeitos deletérios do que o gado
europeu, fator determinante para um bom desempenho reprodutivo (HANSEN, 2009;
MACEDO et al., 2013).

O estresse térmico ndo afeta apenas o testiculo, com o0 estresse ha um

aumento na concentracao de cortisol circulante, que afeta negativamente a producao
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de testosterona e, consequentemente, na espermatogénese (BARTH; BOWMAN,
1994).

2.9 ESTRESSE OXIDATIVO

O precursor do estresse oxidativo € o eventual desequilibrio na quantidade de
espécies reativas de oxigénio (ROS), que pode ser ocasionado pelo aumento na
producdo de ROS e/ou pela diminuicdo de antioxidantes disponiveis (ROCHA, 2013).
Dentre as ROS estdo os radicais livres, que sdo moléculas, atomos ou ions que
possuem um elétron desemparelhado, reativo e instavel que, para se tornar estavel,
tende a se ligar a outro elétron (SOUZA; FERREIRA, 2007).

Substancias quimicas como o éxido nitrico (NO), o &nion superdxido (027), o
peréxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH™), sdo algumas espécies
reativas de oxigénio, sendo que primeiramente sdo formados o anion superéxido
(027) e o perodxido de hidrogénio (H202), e posteriormente os demais, onde o radical
hidroxila (OH™) é a espécie mais reativa e prejudicial (HALLIWELL, 2006).

Pequenas quantidades de radicais livres sdo necesséarias para que ocorram
processos fisiolégicos como a maturagdo e capacitacdo espermatica, a inducédo da
reacao acrossomal, a estabilizacdo das mitocondrias na peca intermediaria e a fuséo
do espermatozéide e odécito (KOTHARI et al., 2010). Em contrapartida os radicais
livres podem induzir a lipoperoxidacdo de membrana, danos ao DNA e apoptose
(KOTHARI et al.,, 2010). Dessa forma € necessario que haja equilibrio entre a
producdo de ROS e a protecdo de antioxidantes para assegurar a normalidade da
funcdo espermatica (CASTELLINI et al., 2002).

A célula possui um sistema de defesa para se proteger dos efeitos das ROS,
atuando tanto removendo os agentes antes de causarem lesdes, como também
reparando as lesdes ja ocorridas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Os agentes
antioxidantes responséaveis pela remo¢do de ROS sé&o: glutationa reduzida (GSH);
glutationa-peroxidase (GSH-Px); superéxido-dismutase (SOD); catalase; e vitamina E
(a-tocoferol) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; LEWIS et al., 1997; SILVA; GUERRA,
2011). Ja os agentes responsaveis pela reparacao das lesdes ocorridas sao: acido
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ascorbico (vitamina C); glutationa-redutase (GSH-Rd); glutationa-peroxidase (GSH-
Px); entre outros (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; SILVA; GUERRA, 2011).

Durante o processo de maturacao espermatica, a célula perde o citoplasma e,
consequentemente, parte dos agentes antioxidantes (LEWIS et al., 1997). Dessa
forma, a protecéo do espermatozoide ocorrera pelos agentes antioxidantes presentes
no plasma seminal, como: acido ascérbico (vitamina C); a-tocoferol (vitamina E); acido
arico; catalase; superéxido dismutase; glutationa; albumina; taurina; hipotaurina; entre
outros (BORGES et al., 2011; LEWIS et al., 1997; SIKKA,2004).

2.9.1 Espécies reativas de oxigénio X Fertilidade dos machos

Sabe-se que a maior producdo de ROS se d& por infiltrados leucocitérios e
também por espermatozoides com defeitos morfolégicos, dentre eles, principalmente
0S que possuem residuos de citoplasma (gota citoplasmaética), isso porque esses
residuos podem aumentar a capacidade da célula em produzir NADPH (nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato reduzida), que serve como fonte de elétrons para a
producdo de ROS (AITKEN; BARKER, 2002). Em um estudo realizado com sémen
bovino proveniente do epididimo, os espermatozdides que possuiam gota
citoplasmatica proximal (defeito maior) apresentaram maior suscetibilidade ao
estresse oxidativo do que os espermatozéides com gota citoplasmatica distal (defeito
menor) (RODRIGUES, 2009).

Os espermatozoides sdo muito suscetiveis aos danos oxidativos por dois
motivos: primeiro porque durante o processo de maturacdo espermatica 0s
espermatozdides perdem grande parte dos agentes antioxidantes com a perda do
citoplasma; e segundo porque sua membrana plasmatica apresenta uma alta
concentracéo de acidos graxos poliinsaturados, que sédo os principais alvos das ROS
por possuirem grandes quantidades de insaturagfes (duplas ligagdes) (AITKEN;
FISHER, 1994).

Ao entrar em contado com os acidos graxos poliinsaturados da membrana
plasmatica, especialmente o DHA (acido docosa-hexaendico), as ROS retiram uma

molécula de hidrogénio de uma dupla ligacéo, transformando-o em radical livre, que
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ird agir da mesma forma em outro acido graxo poliinsaturado (RODRIGUES, 2009).
Esse processo é chamado de peroxidagdo lipidica, e pode inativar hormonios e
enzimas, levar a uma perda de fluidez, modificar estruturas proteicas, aumentar a
permeabilidade celular, que acarreta na perda da integridade de membrana e ruptura
da célula (RODRIGUES, 2011).

Portanto, o estresse oxidativo causado pelo excesso de ROS afeta a fluidez da
membrana plasmatica do espermatozéide, promove danos celulares que levam a
apoptose das células germinativas resultando na queda da fertilidade (OLLERO et al.,
2001; RODRIGUES, 2011).

3. AVALIACAO SEMINAL

O objetivo da avaliacdo da qualidade seminal € determinar o potencial de
fertilidade dos animais, possibilitando, por exemplo, a identificagdo de animais com
maior fertilidade dentro de um rebanho avaliado (AMANN; HAMMERSTEDT, 1993). A
identificacdo da fertilidade dos reprodutores € essencial para a eficiéncia reprodutiva,
uma vez que a utilizacdo de reprodutores subférteis ou inférteis pode gerar
consequéncias desastrosas para 0 rebanho, como uma baixa taxa de prenhez
(ADDAD et al., 2009).

Nenhuma medida ou critério isolado é capaz de predizer com confiabilidade a
fertilidade do animal, portanto varios critérios devem ser avaliados para alcancar um
diagnéstico acurado (KASTELIC; THUNDATHIL, 2008).

Existem varios métodos laboratoriais que permitem identificar aspectos
pertinentes a composicao estrutural e funcional da célula espermatica, e, de acordo
com a natureza e especificidade de cada teste, eles podem ser divididos em dois

grupos: testes convencionais e testes funcionais (RODRIGUES, 2009).

3.1 TESTES CONVENCIONAIS
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As técnicas classicas de avaliagdo seminal consistem de varias analises
descritivas que visam determinar o volume do ejaculado, pH, aspecto, movimento em
massa (turbilhonamento), motilidade, vigor, concentracdo e morfologia espermatica
(CBRA, 2013).

A determinacdo do volume do ejaculado, pH, aspecto, turbilhonamento,
motilidade e vigor, sdo exames imediatos, ou seja, sdo realizados imediatamente ap6s
a coleta da amostra; enquanto a determinacdo da concentracdo e morfologia
espermética sdo exames mediatos, que sdo procedimentos realizados posteriormente
a partir de amostras armazenadas (MENEGASSI; BARCELLOS, 2015).

3.1.1 Volume do ejaculado

O volume é expresso em mililitros (mL) e pode sofrer algumas variacdes de
acordo com: o método de coleta, sendo a coleta por vagina artificial a que proporciona
volumes mais proximos dos fisiolégicos; a raca; o regime de servigos antes da coleta;
e o tempo de excitacdo (MENEGASSI; BARCELLOS, 2015). O volume do ejaculado

de touros coletados pela vagina artificial varia de 5 a 8 mL (CBRA, 2013).

3.1.2 pH

O pH do sémen deve ser proximo a neutralidade, variando de 6,0 a 7,0 em
bovinos; quando o pH tende a acidez pode indicar processos infecciosos, e, em
contrapartida, quando o pH tende a alcalinidade pode indicar que a amostra foi
contaminada com urina (MENEGASSI; BARCELLOS, 2015).

3.1.3 Aspecto

A avaliacdo do aspecto do sémen é feita visualmente e esse aspecto varia de

acordo com a concentracdo de espermatozoides, sendo classificado como: cremoso,
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leitoso, seroso ou aquoso (CBRA, 2013). Nessa classificagcdo o sémen cremoso
corresponde ao com maior concentracao espermatica e o sémen aquoso ao de menor
concentracéo espermatica (MENEGASSI; BARCELLOS, 2015).

3.1.4 Turbilhonamento

O turbilhonamento é o movimento em massa dos espermatozoides, sendo que
a intensidade desse movimento € resultado da combinacéo entre motilidade, vigor e
concentragdo espermatica, ou seja, um movimento em massa intenso indica a
presenca de um grande numero de espermatozoéides viaveis (CBRA, 2013;
MENEGASSI; BARCELLOS, 2015). A classificacdo do turbilhonamento é feita em
uma escala de zero a cinco, sendo zero a auséncia de movimento em massa, e cinco
um acentuado movimento em massa (MENEGASSI; BARCELLOS, 2015). O
desejavel para o ejaculado de bovinos € um turbilhonamento maior ou igual a 3
(CBRA, 2013).

3.1.5 Motilidade

A motilidade é definida pelo percentual de espermatozéides médveis e serve
como um bom indicador da viabilidade dos espermatozdéides contidos na amostra
(MENEGASSI; BARCELLOS, 2015). E uma avaliacdo subjetiva, feita visualmente,
mas que pode ser realizada por meio de andlises computadorizadas (CBRA, 2013).
Sistemas computadorizados e automatizados, como o CASA (Computer-assisted
Sperm Analysis), permitem a analise objetiva da motilidade espermatica (BERGSTEIN
et al., 2014). E desejavel que a motilidade espermatica para o sémen de bovinos seja
maior ou igual a 60% (CBRA, 2013). Provavelmente, a energia necessaria para a
motilidade € derivada das reservas intracelulares de adenosina trifosfato (ATP), sendo
que sua degradacéo é regulada pelo nivel enddgeno de adenosina monofosfato ciclico
(AMPc) (RODRIGUES, 2009; TURNER, 2003).
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3.1.6 Vigor

O vigor representa o0 movimento progressivo dos espermatozoéides, sendo
caracterizado pela velocidade com que essas células atravessam o campo 6tico do
microscopio (MENEGASSI; BARCELLOS, 2015). Pode ser classificado através de um
escore que varia de zero a cinco, em que zero representa a auséncia de movimento
progressivo e cinco representa um movimento progressivo, vigoroso e veloz
(MENEGASSI; BARCELLOS, 2015). No ejaculado de bovinos se espera um vigor
maior ou igual a 3 (CBRA, 2013).

3.1.7 Concentracdo espermatica

A avaliacdo da concentracdo determina o niumero de espermatozoides por mL
de sémen, permitindo, dessa forma, que seja determinado o numero de fémeas que
poderdo ser inseminadas com esse ejaculado (MENEGASSI; BARCELLOS, 2015;
RODRIGUES, 2009).

A concentracdo espermatica pode ser determinada através de trés métodos:
espermiodensimetria; espectrofotometria; e contagem em camara de Neubauer
(hematocitdmetro), sendo esse o método mais comum (MENEGASSI; BARCELLOS,
2015). A concentracao espermatica desejavel para um ejaculado de bovinos é de
aproximadamente 350x108 de espermatozdides por mL de sémen (CBRA, 2013).

3.1.8 Morfologia espermatica

A morfologia espermatica apresenta uma grande correlacdo com a fertilidade
do animal, ou seja, animais que apresentam ejaculados com elevados niveis de
defeitos morfologicos nos espermatozéides, sdo animais menos férteis (MENEGASSI;
BARCELLOS, 2015). A avaliagdo da morfologia pode ser realizada com o0 uso de
esfregacos corados ou em laminas com preparacdo umida (MENEGASSI,
BARCELLOS, 2015).
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As anormalidades da morfologia espermatica podem ser classificadas em
defeitos maiores e menores; primarios ou secundarios; de acordo com a regido da
célula em questéao ou de acordo com algumas patologias especificas, como: defeitos
de cabeca, defeitos de peca intermediaria, defeitos de acrossoma, defeitos de cauda
cabecas isoladas normais e gota citoplasmatica proximal (CBRA, 2013; MENEGASSI;
BARCELLOS, 2015).

E desejavel que o touro apresente no minimo 70% de espermatozoides
morfologicamente normais no ejaculado, sendo aceito no maximo 10% de defeitos
maiores totais, com até 5% de defeitos maiores individuais, e 20% de defeitos

menores totais, com até 10% de defeitos menores individuais (CBRA, 2013).

3.2 TESTES FUNCIONAIS

Testes funcionais séo utilizados para tentar predizer com maior acuracia a
qualidade do sémen, avaliando, por exemplo, a integridade da membrana plasmatica,
integridade da membrana acrossomal e a atividade citoquimica mitocondrial (MELO;
HENRY; BEKER, 2005; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2013).

3.2.1 Integridade da membrana plasmética

A integridade da membrana plasmatica € de grande importancia para o
funcionamento do espermatozdide e para o processo de fertilizacdo (SNOECK et al.,
2014). Isto é, para que o espermatozéide sofra a capacitacdo, e, posteriormente, se
ligue e penetre na zona pellcida, é essencial que a membrana plasmatica se encontre
integra (JEYENDRAN et al., 1984).

Métodos de avaliagdo como o teste hiposmotico e a utilizagdo de sondas
fluorescentes séo eficazes na identificacdo de células com membrana plasmatica
danificada, porém a técnica mais utilizada é a de coloragéao por eosina-nigrosina, por
possuir alta habilidade em diferenciar células com membrana lesada e integra, e,
também, por sua praticidade e baixo custo (JEYENDRAN et al., 1984; PINTADO; DE
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LA FUENTE; ROLDAN, 2000; ZUCCARI et al., 2009). Quando a membrana
plasmatica estd danificada o corante consegue penetrar e corar o citoplasma da
célula, sendo possivel fazer a diferenciacdo entre as células com membrana integra
e danificada (GONCALVES et al., 2013).

A eosina € um corante supravital que s6 penetra em membranas plasmaticas
lesadas e se liga aos acidos nucléicos, conferindo uma coloracdo rosada; j4 a
nigrosina é a responsavel pelo contraste mais escuro de fundo da lamina, facilitando
a observacdo dos espermatozéides ndo corados (ARRUDA et al.; 2010; BRITO;
2007).

3.2.2 Integridade da membrana acrossomal

A integridade da membrana acrossomal é indispensavel para que ocorra a
fertilizacdo, uma vez que no acrossomo estao contidas as enzimas acrossomais, que
sdo liberadas durante a reagcdo acrossOmica, permitindo a penetracdo do
espermatozdide na zona pelucida e sua fusdo com a membrana plasmética do o6cito
(FLESCH; GADELLA, 2000; RODRIGUES, 2009).

Para a avaliacdo da integridade da membrana acrossomal pode-se utilizar a
microscopia eletrénica para observar possiveis alteragcdes morfolégicas, ou também
pode-se realizar testes funcionais, com o uso de corantes ou de sondas fluorescentes
(POPE; ZHANG; DRESSER, 1991).

Dessa forma, Pope, Zhang e Dresser (1991) desenvolveram um método
simples e rapido para corar essa organela, denominado coloracédo simples de Pope.
Uma membrana acrossomal ndo integra € identificada pela porcéo anterior da cabeca

do espermatozéide um pouco mais clara que a porcao posterior (WISNIEWSKI, 2013).

3.2.3 Atividade citoquimica mitocondrial
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As mitocdndrias sdo responsaveis por produzir a adenosina trifosfato (ATP),
que esta diretamente relacionada com a motilidade do espermatozoide, que ocorre
pela movimentacdo de sua cauda, o que gera um alto gasto energético, sendo a
desfosforilacdo da ATP a principal fonte de energia consumida nesse processo
(RODRIGUES, 2009). Dessa forma, alteracbes na atividade das mitocondrias pode
ser um fator relacionado a infertilidade (CARREIRA, 2008).

Podem ser utilizadas sondas fluorescentes para visualizar essas organelas,
como a Rhodamina 123, MitoTracker Green, MitoTracker Red, MitoTracker Orange,
MitoTracker Deep Red e JC-1 (CARREIRA, 2008; RODRIGUES, 2009). Entretanto,
sdo descritos diversos problemas associados a essas técnicas, como baixa
sensibilidade e interagdo com o diluidor (HALLAP, 2005).

Hrudka (1987) desenvolveu um método citoquimico que consiste na avaliacdo
indireta da atividade da enzima Citocromo C, analisada sobre a oxidacdo da 3,3’-
diaminobenzidina (DAB). Por meio de uma reac¢ao em cadeia, 0 DAB é polimerizado
e se deposita nas mitocondrias, que é onde ocorre a reacdo (RODRIGUES, 2009;
WISNIEWSKI, 2013). Através da microscopia convencional é possivel identificar essa
deposicéao, pois fica com uma coloracdo marrom (RODRIGUES, 2009).

4. CONCLUSAO

Ao avaliar o desempenho reprodutivo de touros deve-se atentar as variaveis
climaticas, uma vez que exercem influéncia direta sobre os mecanismos fisioldgicos e
comportamentais de perda de calor desses animais, 0 que, por sua vez, pode resultar

em uma queda na producdo de sémen ou na qualidade seminal.

Devido a origem das racas, existem aquelas que sado mais adaptadas as
condicdes climéticas brasileiras, em que h& o predominio do clima tropical. As racas
compostas tém ganhado espaco na pecuaria nacional por serem adaptadas e por

produzirem mais carne e de melhor qualidade.

A avaliagdo da qualidade espermatica dos touros pode ser realizada atraves de

testes convencionais e de testes funcionais. A utilizagdo desses testes em conjunto
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garante uma maior acuracia na determinacdo da qualidade seminal. Essas
ferramentas auxiliam na identificacdo de touros férteis, subférteis ou inférteis dentro
de um rebanho, evitando quedas nas taxas de prenhez e, consequentemente,

prejuizos econdémicos.
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ASPECTOS QUALI-QUANTITATIVOS DO SEMEN DE TOUROS DAS RACAS
BRAFORD E NELORE CRIADOS EM REGIAO DE CLIMA TROPICAL

QUALI-QUANTITATIVE ASPECTS OF BRAFORD AND NELORE BULL SEMEN
CREATED IN TROPICAL CLIMATE REGION
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RESUMO

Com o objetivo de determinar o padrdo de apresentacao de caracteristicas fisicas e
funcionais do sémen de touros das racas Braford e Nelore criados em regido de clima
tropical, foram avaliadas amostras de sémen de 15 touros da raca Braford e de 8 da
raca Nelore, todos criados extensivamente, sendo realizadas 3 coletas, com intervalo
de 2 meses entre cada coleta, nas estacdes quente seca e quente umida. Foram
realizados os testes convencionais e testes funcionais de avaliagao da integridade da
membrana plasmatica (EOS-NIG), avaliacdo da integridade da membrana acrossomal
(POPE) e avaliacéo da atividade citoquimica mitocondrial (DAB). Nao houve diferenca
significativa entre as racas no teste de EOS-NIG, a média geral de espermatozdides
com membrana plasmatica integra encontrada para os touros Braford foi de 52,01%
e de 36,49% para os touros Nelore. Quanto ao teste de POPE também ndo houve
diferenca significativa entre os dois grupos genéticos, a meédia geral de
espermatozdides com membrana acrossomal integra dos touros Braford foi de
98,37% e dos touros Nelore de 99,24%. Nao houve diferenca significativa entre as
racas em relacdo ao teste de DAB, porém em ambas houve maior prevaléncia de
espermatozoides classe Il, com uma média de 87,45% para os touros Braford e de
93,02% para os touros Nelore. Os touros da raca Braford apresentaram parametros
seminais quali-quantitativos inferiores aos dos touros da raga Nelore. Os touros da
raca Braford apresentaram queda na qualidade seminal do meio para o final da
estacdo de monta. Touros da raca Nelore apresentaram boa qualidade seminal em

todas as coletas, revelando boa adaptacao ao clima quente.

Palavras-chave: adaptacéo; qualidade espermética; raca sintética.
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ABSTRACT

In order to determine the physical and functional characteristics of the semen of
Braford and Nelore bulls raised in a tropical region, semen samples of 15 Braford bulls
and 8 Nelore bulls were evaluated and 3 samples were collected, with interval of 2
months between each collection, in hot dry and hot humid seasons. The conventional
tests and functional tests for evaluating plasma membrane integrity (EOS-NIG),
evaluation of acrosomal membrane integrity (POPE) and evaluation of mitochondrial
cytochemical activity (DAB) were performed. There was no significant difference
between the breeds in the EOS-NIG test, the overall mean plasma sperm count found
for Braford bulls was 52.01% and 36.49% for Nelore bulls. As for the POPE test there
was also no significant difference between the two genetic groups, the overall
spermatozoa with integer diaphragm of Braford bulls was 98.37% and Nellore bulls
99.24%. There was no significant difference between the races in relation to the ABD
test, but in both there was a higher prevalence of class Il spermatozoa, with a mean of
87.45% for Braford bulls and 93.02% for Nelore bulls. Braford bulls presented
gualitative and quantitative seminal parameters lower than those of Nelore bulls.
Braford bulls presented a decrease in the seminal quality of the medium for the end of
the breeding season. Bulls of the Nelore breed presented good seminal quality in all

the collections, showing good adaptation to the hot climate.

Keywords: adaptation; sperm quality; synthetic race.
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1. INTRODUCAO

O rebanho brasileiro é composto, predominantemente, por animais de origem
zebuina (Bos taurus indicus), principalmente da raca Nelore, reconhecida pela sua
adaptacdo as condicdes tropicais brasileiras e pela rusticidade (GOMES; FEIJO;
CHIARI, 2017). Devido a necessidade de se produzir mais carne e de melhor
qualidade, com atributos sensoriais como maciez, sabor e suculéncia, a utilizacédo de
racas taurinas (Bos taurus taurus) tem crescido significativamente. Porém esses
animais sdo pouco adaptados ao clima tropical, o0 que pode acarretar quadros de
subfertilidade (GABALDI e WOLF, 2002).

Com o objetivo de unir caracteristicas como a rusticidade e adaptabilidade do
gado Bos indicus, com a produtividade e precocidade do Bos taurus, surgiram as racas
sintéticas, como o Braford entre tantas outras. Espera-se da raca Braford a fertilidade,
habilidade materna, docilidade e precocidade da raca Hereford, com a resisténcia aos

parasitas, adaptacao aos tropicos e rusticidade da raca Nelore (ABHB, 2016).

Em relacéo aos touros Braford, sua adaptacdo ao clima tropical é fundamental
para garantir sua fertilidade, uma vez que o aumento da temperatura testicular pode
resultar em aumento no numero de espermatozoides com defeitos morfolégicos e
diminuicdo da concentracéo e motilidade espermatica (GABALDI e WOLF, 2002). Os
espermatozoides anormais, assim como os infiltrados leucocitarios, sdo uma grande
fonte de producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS). O desequilibrio entre a
producdo de ROS e a quantidade de antioxidantes disponiveis leva ao estresse
oxidativo e a danos ao DNA, por exemplo (KOTHARI et al., 2010).

Dessa forma existem diversos testes convencionais e funcionais que visam
identificar a composicao estrutural e funcional dos espermatozdides (RODRIGUES,
2009). Os testes convencionais determinam o volume do ejaculado, pH, aspecto,
turbilhonamento, vigor, motilidade, concentracdo e morfologia espermatica (CBRA,
2013). Além disso, existem sistemas computadorizados e automatizados de avaliacéo
espermatica, como o CASA (Computer-assisted Sperm Analysis), que permitem a
analise objetiva da motilidade espermatica, avaliando toda a trajetoria do
espermatozoide por um intervalo de tempo (BERGSTEIN et al., 2014). Ja os testes

funcionais sdo mais especificos e analisam, por exemplo, a integridade da membrana
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plasmética e membrana acrossomal, por meio de corantes ou citometria de fluxo, e a

atividade citoquimica mitocondrial.

O objetivo deste estudo foi avaliar o padrdo de apresentacao de caracteristicas fisicas
e funcionais do sémen de touros da raca Braford em clima tropical com a variagao

climatica das estacdes encontradas de quente e seca e quente e umida.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 ANIMAIS

Foram avaliados 23 touros, sendo 15 da raca Braford, com uma média de peso
de 546,2 kg e de 26 meses de idade, e 8 da raca Nelore, com uma média de peso de
650 kg e de 60 meses de idade, criados em sistema extensivo. Todos 0s touros sao
usados na reproducdo por monta natural a campo, com estacdo de monta
determinada entre dia 15 de novembro e 15 de marco, sendo os touros Nelore
utilizados na propor¢ao de 1 touro para 25 fémeas, e os touros Braford na proporgao
de 1 touro para 33 fémeas. Os animais foram submetidos a trés coletas, com intervalo
de 2 meses, sendo a primeira realizada no dia 04 outubro de 2016 (quente seco), a
segunda no dia 06 dezembro de 2016 (quente imido — inicio da estacao de monta) e
a terceira no dia 06 fevereiro de 2017 (quente umido — final da estacdo de monta).

2.2 LOCAL

Os animais foram provenientes de duas propriedades rurais proximas e
localizadas em uma regiao de clima tropical, na cidade de Rio Verde — GO, sendo 0s
animais da raca Braford da Fazenda Queréncia, e os animais da raca Nelore da
Fazenda S&o Jodo. Rio Verde esta localizada a -17,785303° de latitude e -50,964869°
de longitude, a uma altitude de 780 metros em relagcdo ao nivel do mar. Através do
Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) foram obtidas as médias dos indices de

temperatura e umidade (ITU) do periodo de 30 dias antes de cada coleta.
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2.3 COLETA

Os touros foram posicionados em tronco de contencdo e, primeiramente,
realizou-se a avaliagdo clinica do prepucio, pénis e bolsa escrotal, seguida da
mensuracao do perimetro escrotal e da temperatura retal, e, por fim, a palpacéo retal
para verificacdo da normalidade das glandulas vesiculares e ampolas dos ductos
deferentes. As coletas sempre foram realizadas utilizando o eletroejaculador
automatico Pulsator IV (Lane Manufacturing Denver, Colorado - USA) que trabalha na
forma de uso de uma bateria de 12 Volts/ 5 Amperes, com um ciclo de ondas

crescentes em 5 etapas: inicio, impulso, estimulo, ejaculacdo e descanso.

2.4 AVALIACAO SEMINAL

2.4.1 Testes convencionais

Os testes convencionais utilizados neste experimento foram: volume (mL),
aspecto (aquoso, seroso, leitoso e cremoso), turbilhonamento (0-5), motilidade
progressiva (0-100%) e vigor (0-5), realizados a campo, imediatamente apds a coleta,
de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de Reproducédo Animal - CBRA (2013),
enquanto as concentracées e morfologias foram realizadas no Laboratério de
Morfofisiologia e Bioquimica de Peixes Neotropicais, da Universidade Federal do
Tocantins - campus de Araguaina-TO. As avaliacfes das concentracdes espermaticas
foram realizadas de acordo com o CBRA (2013) e as morfologias foram analisadas e
classificadas de acordo com Barth e Oko (1989) adaptado de Blom (1973), sendo

agrupadas em defeitos maiores e menores.

2.4.1.1 Volume, turbilhonamento, vigor e motilidade progressiva
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A leitura do volume do ejaculado foi realizada em tubos plasticos graduados de
15 mL. Para as andlises do turbilhonamento, vigor e motilidade foi utilizado um
microscopio Optico comum, na objetiva de 10X para o turbilhonamento e de 40X para

o vigor e motilidade.

2.4.1.2 Concentracdo espermatica

Para a determinacdo da concentracdo realizou-se diluicdo, na proporcdo de
1:50, em solucdo de formol-salino, imediatamente apds cada coleta a campo. Em
laboratério foi realizada a contagem dos espermatozéides utilizando camara de
Neubauer em microscopio 6ptico comum conectado a um computador pelo programa
LAZ 2.0, na objetiva de 40X.

2.4.1.3 Morfologia espermatica

Para avaliacdo da morfologia espermatica foi utilizado o método de preparacéo
em camara Umida, com diluicdo em solucdo de formol-salino, analisada no

microscépio Optico de contraste de fase, na objetiva de 100X, sob 6leo de imerséo.

2.4.2 Testes funcionais

Foram realizados trés testes funcionais, sendo: avaliacdo da integridade da
membrana plasmatica e acrossomal, e avaliacdo da atividade citoquimica
mitocondrial. Em amostras com aspecto cremoso, ou seja, muito concentradas, foi
feita uma diluicdo utilizando 30 microlitros de sémen e 30 microlitros de solucéo de
citrato de sodio a 2,94%. As amostras para a realizacdo dos trés testes funcionais
foram preparadas ainda a campo, logo apos a coleta, e analisadas posteriormente em
laboratorio. Os corantes utilizados nos trés testes funcionais foram importados e

fracionados pela Neon Comercial e Importacao.
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2.4.2.1 Integridade da membrana plasmatica

A avaliacédo da integridade da membrana plasmética foi realizada utilizando o
método de coloracdo de Eosina-Nigrosina (EOS-NIG). Dez microlitros de sémen e dez
microlitros de corante foram homogeneizados, colocados em banho-maria a 37 °C por
60 segundos e em seguida feitos os esfregacos. Os espermatozoides foram
classificados em corados (membrana plasmatica ndo integra) e ndo corados
(membrana plasmatica integra).

2.4.2.2 Integridade da membrana acrossomal

Para avaliar a integridade da membrana acrossomal foi utilizada a técnica da
coloracdo simples de POPE (POPE et al., 1991). Foram homogeneizados dez
microlitros de sémen e dez microlitros de corante Pope, levados ao banho-maria a 37
°C por 70 segundos e por fim foram feitos os esfregacos. Os espermatozoéides foram
classificados com acrossomo integro (regido acrossomal de coloracdo azul-
arroxeado, um pouco mais escura do que a regido pés-acrossomal) e com acrossomo
nao integro (regido acrossomal de coloracdo azul-arroxeado, mais clara do que a

regido pds-acrossomal).

As andlises dos esfregacos de EOS-NIG e de POPE foram realizadas em
microscépio 6ptico comum conectado a um computador pelo programa LAZ 2.0, na
objetiva de 100X, sob 6leo de imerséo.

2.4.2.3 Atividade citoquimica mitocondrial

Para a avaliacdo da atividade citoquimica mitocondrial foi utilizada a solucéo
de DAB (3,3’ — diaminobenzidina) desenvolvida por Hrudka (1987). Trinta microlitros

de sémen e trinta microlitros de DAB foram homogeneizados, colocados em banho-
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maria a 37 °C por 60 minutos e em seguida realizados os esfregacos. As laminas
foram analisadas em um microscopio optico de contraste de fase, na objetiva de 100X,
sob Oleo de imersdo. A classificacdo foi feita da seguinte forma: Classe |: Peca
intermediaria totalmente corada — alta atividade mitocondrial (DAB I); Classe 1l: Peca
intermediaria parcialmente corada, com predominancia de segmentos corados —
atividade mitocondrial intermediaria (DAB II); Classe lll: Peca intermediaria
parcialmente corada, com predominancia de segmentos nao corados — baixa atividade
mitocondrial (DAB 1lI); Classe 1V: Peca intermediaria totalmente ndo corada —

auséncia de atividade mitocondrial (DAB V).

2.5 ANALISE ESTATISTICA

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado e os tratamentos foram
0S grupos genéticos. Os dados foram submetidos a analise de variancia sendo as
médias comparadas pelo teste T-Student a 5% de probabilidade de erro. Foram
realizadas analises de correlacdes pelos testes de Spearman e Pearson entre todas
as variaveis do ensaio, sendo a escolha do tipo de correlacao baseada nos principios
de normalidade e homocedasticidade, sendo o nivel de significancia de 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O ITU de 30 dias antes da primeira coleta foi de 70,4, antes da segunda foi de
72,19 e antes da terceira foi de 71,89. A escolha do periodo de 30 dias antes de cada
coleta para a obtencdo da média do ITU é justificada pelo fato desse periodo
corresponder a fase de espermiogénese, quando os espermatozoides estdo mais
suscetiveis as variagdes climaticas. De acordo com o estudo realizado por Menegassi
et al. (2014), um ITU médio no verdo de 83,0 ndo causou danos significativos na
morfologia espermatica de touros Braford, porém quando observado um ITU de 83,8
18 dias antes da coleta de sémen houve prejuizos a motilidade, turbilhonamento e

vigor espermatico.
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Em relagéo a variavel temperatura retal, ndo houve diferenca estatistica entre
os touros das racas Nelore e Braford (39,77 C° e 39,61 C°, respectivamente) (p>0,05).
O aumento da temperatura retal pode indicar que os mecanismos de termolise de
animais homeotérmicos néo estdo sendo eficientes, ou seja, a quantidade de calor
recebido do ambiente somado com o calor metabdlico estd sendo maior que a
quantidade de calor dissipada para o ambiente (CRUZ et al., 2011). Menegassi et al.
(2016), em mensuracdes realizadas entre os meses de setembro e marco em regiao
de clima tropical, encontraram uma temperatura retal média para touros da raca

Braford de 39,4 °C e de 39,20 °C para touros da raga Nelore.

As médias do volume do ejaculado ndo diferiram entre os touros Braford e
Nelore (4,16 mL e 6,63 mL, respectivamente) (p>0,05), e estdo dentro da normalidade
de acordo com o Colégio Brasileiro de Reproducédo Animal (CBRA, 2013) para touros.
Quanto ao aspecto do sémen, 40% das amostras coletadas apresentaram sémen com
aspecto aquoso, dessa porcentagem 33,85% eram de touros Braford, e apenas 6,15%
eram de touros Nelore. 29,23% das amostras exibiam um aspecto leitoso, sendo 20%
desse total de touros Braford e 9,23% de touros Nelore. Por fim, 30,77% das amostram
possuiam aspecto cremoso, 12,31% de touros Braford e 18,46% de touros Nelore. O
aspecto do sémen varia de acordo com a concentracdo espermatica, isto €, o aspecto
cremoso indica uma maior concentracao de espermatozoéides na amostra, seguido do
leitoso, seroso e o aquoso (MARTINS; DODE; SILVA, 2016; MARTINS, 2015), como
indicaram nossos resultados.

A concentracdo média das amostras com aspecto cremoso diferiu das
amostras com aspecto aquoso (p<0,05), para amostras com aspecto aquoso a
concentracdo média encontrada foi de 200x10° sptz/mL, ja as amostras com aspecto
cremoso apresentaram uma média de 522x10° sptz/mL. Considerando que a
concentracdo espermatica desejavel para o ejaculado de bovinos €é de
aproximadamente 350x10® sptz/mL, apenas as amostras com aspecto leitoso
(358x10° sptz/mL) e cremoso foram satisfatérias (CBRA, 2013). A coleta de sémen
por meio da técnica de eletroejaculacéo pode exercer influéncia sobre a concentracéo
espermética, uma vez que o eletroejaculador acentua a secrecdo das glandulas
sexuais acessorias, resultando em uma maior diluicdo seminal (BERBER, _). Além

disso, de acordo com Ruediger et al. (2014), alteracdes nas temperaturas do escroto
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e retal exercem influéncia sobre a concentracdo espermatica por alteracbes na

espermatogénese.

A tabela 1 descreve e compara os resultados referentes as variaveis motilidade

progressiva, vigor e turbilhonamento.

Tabela 1- Andlise estatistica das meédias + erro padrdo de motilidade progressiva,

vigor e turbilhonamento de espermatozoéides de touros Braford e Nelore.

2° Coleta 3° Coleta
[o]
1° Coleta (Quente (Quente e (Quente e Média Total
€ seco) A A
Umido) Umido)
B | N B | N B | N B N
- 56,28 86,95 |58,94+ 82,43 | 285 66,72
rOM?;'S“gsge(%) +528  +7.22 | 528 722 | 528  +7.22 fg*gé +778’272
prog Aa Ba Aa Aa Ab Ba £ £l
2,48 4,5 3,48 486 | 152 3,14 549 417
Vigor (1-5) 1025 0,34 | 0,25 034 | 0,25 0,34 | T 1034
Aab Bab Aa Ba Ab Bb - -
. 2,27 475 | 094 259 | 1,34 331
T“rb"h(i_”S";‘me”to 1036 049 | 036 049 | +0,36 049 +10*5326 ;%5459
Aa Ba Aa Aa Aa Aa - -

Letras mailsculas comparam as ragcas Braford e Nelore na mesma coleta e letras minusculas
comparam a mesma raga nas trés coletas.

Na variavel motilidade progressiva houve diferenca (p<0,05) entre os touros
Braford e Nelore na primeira coleta (56,28% + 5,28 e 86,95% + 7,22, respectivamente)
e na terceira coleta (28,5% + 5,28 e 66,72% + 7,22, respectivamente). Ja em relacéao
ao mesmo grupo genético, a motilidade progressiva dos touros Nelore ndo diferiu
estatisticamente (p=0,05) nas trés coletas, enquanto nos touros Braford a motilidade
progressiva das amostras da terceira coleta apresentou diferenga (p<0,05) em relagao
a da primeira e da segunda coleta (28,5% + 5,28, 56,28% + 5,28 e 58,94% =+ 5,28,

respectivamente).

Grandes quantidades de espermatozoéides com defeitos morfoldgicos, como as
gotas proximais e distais e alteragGes de cauda, podem resultar em uma diminui¢cao
na motilidade espermatica (ARRUDA et al., 2015). Além disso, Garcia (2004)
observou uma queda na motilidade espermatica apos a inducdo da degeneragao
testicular por insulagao testicular. Portanto, a baixa motilidade progressiva encontrada

nos touros Braford, pode ser justificada pela presenca de grandes quantidades de
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espermatozoides anormais em conjunto a um possivel quadro de estresse pelo calor

intenso.

Houve diferenca (p<0,05) em relacdo ao vigor espermético do sémen dos
touros Braford e Nelore da primeira (2,48 + 0,25 e 4,5 + 0,34, respectivamente),
segunda (3,48 £ 0,25 e 4,86% 0,34, respectivamente) e da terceira coleta (1,52 + 0,25
e 3,24 + 0,34, respectivamente). O vigor das amostras dos touros Nelore da segunda
e terceira coleta apresentou diferenca estatistica (p<0,05) (4,86 £ 0,34 e 3,24 £ 0,34,
respectivamente), assim como o vigor das amostras dos touros Braford nas mesmas
coletas (3,48 + 0,25 e 1,52 + 0,25, respectivamente). Da mesma forma que a
motilidade, o vigor e o turbilhonamento também sofrem reducao diante da presenca
de espermatozéides com defeitos morfoldégicos, especialmente as gotas
citoplasmaticas e defeitos de cauda.

Em relacdo ao turbilhonamento, foi encontrada diferenca (p<0,05) apenas entre
as amostras da primeira coleta dos touros Braford e Nelore (2,27 £ 0,36 e 4,75 + 0,49,
respectivamente). A intensidade do turbilhonamento depende da motilidade, do vigor
e da concentracdo espermatica (CBRA, 2013), dessa forma, os valores de
turbilhonamento das amostras dos touros Braford foram insatisfatorios, ou seja, abaixo

do recomendado pelo Colégio Brasileiro de Reproducédo Animal em todas as coletas.

A tabela 2 descreve e compara os resultados encontrados para porcentagem
de defeitos menores, porcentagem de defeitos maiores, gota proximal, cauda
fortemente dobrada, cauda dobrada, gota distal, cauda dobrada com gota distal e

cauda enrolada na porgéo terminal.



Tabela 2- Andlise estatistica das médias * erro padréo de defeitos morfolégicos de

espermatozodides de touros Braford e Nelore.

1° Coleta 2° Coleta 3° Coleta
(Quente e (Quente e (Quente e Média Total
seco) umido) umido)
B | N B | N B | N B N
19,63 3,65 14,7 2,22 | 11,62 1,5 15.31 246
Def. Menores (%) +2,64 +3,61 | +2,64 3,61 | +2,64 +3,61 +2’64 +é 61
Aa Ba Aa Ba Aa Ba - -
8,77 1,24 8,57 0,59 | 10,17 0,66 917 083
Def. Maiores (%) +1,35 +185 | +1,35 1,85 | £1,35 +1,85 +1’ 35 +1' 85
Aa Ba Aa Ba Aa Ba - -
6,72 1,38 6,77 3,07 7,88 1,75 713 207
Gota Proximal +1,35 +185 | +1,35 1,85 | #1,35 +1,85 +1’ 35 +1’ 85
Aa Ba Aa Aa Aa Aa - -
8,5 6,67 | 10,08 1 13,23 1,5 10.6 3.06
Cauda Fort. Dobrada +2,13 292 | 2,13 +2,92 | +2,13 +2,92 +2 ’13 +2’ 92
Aa Aa Aa Ba Aa Ba - -
3,24 3,64 2,93 1,78 4,54 1,81 357 241
Cauda Dobrada +0,78 +1,06 | +0,78 1,06 | +0,78 +1,06 +d 78 +1’ 06
Aa Aa Aa Aa Aa Aa - -
29,73 3,28 | 27,75 3,42 9,97 3,43 22 48 338
Gota Distal +5,62 +7,68 | +5,62 7,68 | +5,62 +7,68 +5’62 +7’ 68
Aa Ba Aa Ba Aa Aa - -
2,26 1 3,43 1
Cauda Dob. Gota Distal | #0,39 +0,53 1.8 - +0,39 0,53 2.5 0.7
+0,39a +0,39 +0,53
Aa Aa Aa Aa
~ 3,89 1,19 3,67 1,39 8,1 0,9
Coudafnro. Poreao | 40,75 41,03 | 0,75 +1,03 | 0,75 +1,03 N Bt
’ Aa Aa Aa Aa Ab Ba - -

Letras mailsculas comparam as duas ragas na mesma coleta e letras mindsculas comparam a mesma
raga nas trés coletas.

Nao houve diferenga (p=0,05) na porcentagem de defeitos menores entre
amostras seminais dos touros Braford nas trés coletas, assim como ndo houve entre
as amostras dos touros Nelore. Ja entre as amostras dos touros Braford e Nelore
houve diferenca (p<0,05) em todas as coletas. E desejavel que o total de defeitos
menores do ejaculado seja menor ou igual a 20% (CBRA, 2013), sendo assim tanto
as amostras dos touros Braford quanto dos touros Nelore se mantiveram dentro do

limite recomendado por este colégio.

Dentro dos defeitos menores houve destaque para cauda dobrada, gota distal,
cauda dobrada com gota distal e cauda enrolada na porcdo terminal. Em relacdo a

cauda dobrada nao houve diferencga estatistica (p=0,05) entre os grupos genéticos, e
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também nao houve diferenga (p=0,05) entre as coletas nas amostras seminais dos
touros Braford e Nelore. Alteragcdes da cauda ocorrem durante o transito pelo
epididimo, durante o processo de maturacdo espermatica, e podem ser causadas por

choque osmdtico ou choque térmico (ARRUDA et al., 2015).

Quanto a ocorréncia de gota distal, houve diferenca (p<0,05) entre as amostras
seminais de Braford e Nelore da primeira coleta (29,73 + 5,62 e 3,28 + 7,68,
respectivamente) e da segunda coleta (27,75 + 5,62 e 3,42 £ 7,68, respectivamente).
Em animais adultos, quadros de degeneracao do epitélio seminifero causados por
estresse térmico levam ao aparecimento de gotas citoplasmaticas distais e proximais
(MARTINS; DODE; SILVA, 2016). Além disso, animais com quadros de disfuncéo da
cauda do epididimo, seja por fatores bioquimicos, infecciosos ou genéticos,
apresentam alta incidéncia de espermatozdides com caudas dobradas e gota
citoplasmatica proximal ou distal (VALE FILHO et al., 2010).

N&o houve diferenca (p=0,05) entre a ocorréncia de cauda dobrada com gota
distal no sémen de touros Braford e Nelore em nenhuma das coletas, e nem entre as
coletas com relacdo ao mesmo grupo genético. Ja sobre o aparecimento de
espermatozdides com cauda enrolada na porgéo terminal houve diferenga (p<0,05)
apenas entre as amostras de touros Braford e Nelore da terceira coleta (8,15 £ 0,75 e

0,9 £ 1,03, respectivamente).

Os defeitos maiores estdo mais relacionados a quadros de infertilidade e
doencas testiculares ou epididimarias do que os defeitos menores. Em relacéo a essa
variavel houve diferenga estatistica (p<0,05) entre as amostras seminais de touros
Braford e Nelore em todas as coletas (8,77% + 1,35 e 1,24% + 1,85, respectivamente,
na primeira; 8,57% + 1,35 e 0,59% + 1,85, respectivamente, na segunda; e 10,17% +
1,35e 0,6% + 1,85, respectivamente, na terceira). Apenas nha terceira coleta os touros
Braford ultrapassaram o valor recomendado pelo CBRA para defeitos maiores que €
de até 10%, isso significa que acima desse valor pode haver prejuizos na fertilidade

do animal.

Entre os defeitos maiores destacaram-se a gota proximal e a cauda fortemente
dobrada. Com relagcéo a gota proximal sé houve diferenga (p<0,05) entre as amostras
dos touros Braford e Nelore na primeira coleta (6,72 + 1,35 e 1,38 + 1,85,

respectivamente). A alta incidéncia de espermatozoides com gotas proximais no
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ejaculado de touros adultos sugere processo de degeneragéao testicular, geralmente
causado por estresse prolongado por calor (ARRUDA et al., 2015; GABALDI e WOLF,
2002). J4 em touros jovens, o0 aparecimento de grandes quantidades de
espermatozoides com gota proximal se deve a imaturidade sexual (BARTH e OKO,
1989). Como em nosso estudo a idade média dos touros Braford foi de 26 meses, ou
seja, ja atingiram a maturidade sexual, descarta-se essa hipétese.

Quanto a cauda fortemente dobrada, houve diferenca (p<0,05) entre as
amostras dos touros Braford e Nelore na segunda (10,08 = 2,13 e 1 = 2,92,
respectivamente) e na terceira coleta (13,23 £ 2,13 e 1,5 + 2,92, respectivamente).
Assim como a gota proximal, a alta incidéncia de cauda fortemente dobrada no
ejaculado de touros adultos € um indicativo de estresse térmico com consequente
quadro de degeneracao testicular (MARTINS; DODE; SILVA, 2016; GARCIA, 2004).

Com um aumento na frequéncia de ejaculagbes, consequentemente ha uma
diminuicdo de cerca de 10 a 20% no tempo de transito dos espermatozoéides pelo
epididimo (GARNER; HAFEZ, 2004), o que ocorre quando 0s touros estdo em estacao
de monta. No caso do presente estudo isso ocorreu no periodo em que foi realizada
a segunda e a terceira coleta de sémen de todos os touros. Essa diminui¢gao no tempo
de transito pelo epididimo pode levar a prejuizos no processo de maturagcao
espermatica, resultando em um aumento no aparecimento de espermatozéides com
gotas proximais e distais, e também com alteracdes de cauda, como cauda dobrada
e cauda fortemente dobrada. Essas patologias, por sua vez, resultam numa queda da

motilidade progressiva, do vigor e do turbilhonamento da amostra.

A tabela 3 descreve e compara os resultados referentes a porcentagem de
espermatozoides com membrana plasmatica integra (EOS-NIG), porcentagem de
espermatozoides com membrana acrossomal integra (POPE), porcentagem de

espermatozoides classe |, Il, Il e IV na avaliagéo da atividade mitocondrial (DAB).

Tabela 3- Anadlise estatistica das médias + erro padrao dos testes funcionais de

espermatozoides de touros Braford e Nelore.
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Letras mailsculas comparam as duas racas na mesma coleta e letras mindsculas comparam a mesma
raca nas trés coletas.

2° Coleta

1° Coleta 3° Coleta (Quente Ly
(Quente e seco) (%llfigt:)e e imido) Média Total
B | N B | N B | N B N
2789 11,93 | 66,39 3863 | 61,75 58,92
- () ' ' ' ' ' '
E(N)c?rm'gs()/” +6,96  +952 | +6,96 +952 | +6,96  +9,52 fé'gé fg'gg
Aa Aa Ab Aab Ab Ab 0, 9,
97,36 964 | 99,06 99,36 | 98,69 9921 99,24
0 1 H H H H H H
Nomay | ¥059 208 |:059 08 | :050 08 | 030 | =08
Aa Aa Aa Aa Aa Aa -
4,34 602 | 59 517 4,67 3,53
DAB (f/'rjf;‘sse Pl 4110 +163 | $119 4163 | #1119  +1.63 +41'9179 +41’9613
Aa Aa Aa Aa Aa Aa - -
91,8 9434 | 80,1 8451 | 9044 9536
ARG S | #4654 2635 | 464 2635 | 2464 2635 | Sree | 2002
Aa Aa Aa Aa Aa Aa - -
3,57 35 | 7,03 1429 | 3,74 1,93
DAB %'/‘Z‘)SSE W1 4300 423 | $300 423 | +309  +4.23 +4é7089 &5273
Aa Aa Aa Aa Aa Aa - -
1,43 081 | 81 1,86 1,54 0,14
DAB %!/f]‘)sse V'l 1316  +433 | 316 4433 | 316  +4.33 +3é6196 +049343
Aa Aa Aa Aa Aa Aa - -

A porcentagem de espermatozéides com membrana plasmatica integra (EOS-
NIG) n&o apresentou diferenga (p=0,05) entre os dois grupos genéticos em todas as
coletas, ja entre as amostras seminais de touros Braford houve diferenca (p<0,05)
entre a primeira e as demais coletas (27,89% + 6,96 na primeira, 66,39% * 6,96 na
segunda e 61,75% * 6,96 na terceira), e entre as amostras dos touros Nelore houve
diferenga (p<0,05) entre a primeira e a terceira coleta (11,93% + 9,52 € 58,92% + 9,52,
respectivamente). Rodrigues (2009) encontrou uma média de 19,75% de
espermatozdides com membrana plasméatica integra em amostras seminais
criopreservadas de touros Nelore, e 18,87% em amostras criopreservadas de touros

Simental.

A perda da integridade da membrana plasmatica ocorre pelo estresse oxidativo,
sendo esse desencadeado pelo desequilibrio entre espécies reativas de oxigénio
(ROS) e antioxidantes (KOTHARI et al., 2010). A maior producdo de ROS se da por
infiltrados leucocitarios e também por espermatozdides com defeitos morfolégicos,
dentre eles, principalmente 0s que possuem residuos de citoplasma (gota

citoplasmatica) (AITKEN e BARKER, 2002). Portanto, a propria presenca de
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espermatozoides defeituosos pode contribuir para a perda da integridade da
membrana plasmatica. O percentual de espermatozéides com membrana plasmatica
integra em ambas as racas neste estudo foi menor na primeira coleta, em que todos
0S animais estavam em repouso, sendo assim esses espermatozoides podem ter

sofrido maior acao das ROS devido ao maior tempo de exposicao.

Além disso, Garcia (2004) demonstrou evidente efeito do estresse térmico
sobre o numero de espermatozoides com membrana plasmética lesada, segundo ele
devido as alteracbes de ambiente nos tdbulos seminiferos, que possivelmente
modifica 0 metabolismo de espermatogbnias, espermatdcitos, espermatides e
espermatozoides, além de provavelmente influenciar na acao das células de Leydig e

Sertoli.

bY

Em relagdo a integridade da membrana acrossomal (POPE) ndo houve
diferenca (p=0,05) entre os grupos genéticos, e nem entre as coletas dentro um
mesmo grupo genético. A média total de espermatozoéides de touros Braford com a
membrana acrossomal integra foi de 98,37% + 0,59, enquanto a média dos touros
Nelore foi de 99,24% + 0,8. Uma membrana acrossomal integra € indispenséavel para
0 sucesso da fertilizagdo, isso porque no acrossomo estdo contidas as enzimas
acrossomais, que sao liberadas durante a reacao acrossomal permitindo a penetracao
do espermatozdéide na zona pellcida e sua fusdo com a membrana plasmatica do
oo6cito (FLESCH e GADELLA, 2000; RODRIGUES, 2009).

Na avaliacdo da atividade citoquimica mitocondrial (DAB) ndo houve diferenca
estatistica (p=0,05) entre os grupos genéticos em nenhuma das coletas, e nem entre
as coletas dentro do mesmo grupo genético. Em ambas as racas e em todas as
coletas foi observada uma maior porcentagem de espermatozéides classe Il (atividade
mitocondrial intermediaria), sendo que a média geral de espermatozdides classe Il foi
de 87,45% * 4,64 nas amostras seminais dos touros Braford e 93,02% =* 6,35 nas
amostras dos touros Nelore. De acordo com Makker et al. (2009) as ROS também
causam danos na membrana mitocondrial, e esses danos desencadeiam o aumento

na producéo de ROS.



Tabela 4 - Correlacdes entre variaveis fisicas do sémen de touros da raga Braford e da raca Nelore.
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C.F.

C.D.

C.E.

P. D.

P.D.

EOS-

TUR.  MOT. VIG. G.P. F cpb. eb  gp % e Ve POPE OO DABI DABIl DABIl DABIV
TUR 1o 0,72 0,54 705  -023 -006 -03L -027 -015 -041 _ -032 -028 -048  -008 031 7028 -0726
: ' (€0001)  (<0001) (0,0001) (0,09) (0,72) (0,03) (0,22) (0,31) (0,0008) (0,009) (0,03) (<0001) (0,5  (0.01)  (0,025)  (0,04)
MoT Lo 0,91 S054 -038 -012 -019 -06l -045 -054  -037 -018 -034  -013 014 -0,15  -0,15
: ' (<0001)  (<0001) (0,005) (0,43) (0,19) (0,002) (0,002) (<0001) (0,003) (0,17) (0,006)  (0,29)  (0.25)  (0,22)  (0,23)
VIG Lo -049 -035 -01 -021 -053 -042 -055  -041 -009 -025 -018 0,12 -009  -0,13
: ' (0,0002) (001) (052) (0,14) (0,009) (0,004) (<0001) (0,0007) (0,49  (0,05)  (0,14)  (0.34)  (043)  (0,31)
o p Lo 034 -019 046 033 042 0,75 0,59 0,18 0.26 031  -031 0,31 0,17
P ' 0,02) (0,27) (0,001) (0.13) (0,005) (<0001) (<0001) (0,21)  (0,06)  (0,02)  (0,03)  (0,02)  (0,22)
cED Lo 016 031 018 043 0,87 068  -017  -0,1 014  -014 0,27 0.21
R Db ' (0,36) (0,04) (0,43) (0,005 (<0001) (<0001) (0,25) (043)  (0,32) (0,34 (0,05  (0,13)
c b 10 008 057 0,09 0,03 015  -025 -0002 -011 0,01 0,08 0,02
D ' ©064) (002) (059 (0.86)  (0.33) (0,12) (0.99)  (0.47)  (0,93) 0.6) ©0.9)
. 1o -00l -013 046 0,88 0,04 0,15 009  -019 0,22 0,14
: ' (096) (042) (0,0008) (<0001) (0,79) (0.29)  (0.55)  (0,19)  (0.12)  (0,35)
C.D 1o 037 0,34 033  -024 027 0,09 02 0,29 0.3
G.D. ' ©012) (012) (012) (031) (021) (068 (037 (0,18  (0,16)
C.E.P. 1o 0,52 0,31 0,03 0,13 0,18 0,04 S0,04  -0,009
T, ' (0,0002)  (0,04) (0.85) (0.38) (0.22)  (08) ©077)  (0.95)
P.D. 10 074  -007 005 012  -016 0,28 0,17
Ma. ' (<0001) (0,61) (0.67)  (0.36)  (0,19)  (0,02)  (0,19)
P.D. 1o 003 0,08 019  -0,33 0,37 0,29
Me. ' 082  (051)  (013) (0,007) (0,002)  (0,02)
0,48 027  -0,29 0,02 0,05
POPE L0 <0001) (0.03) (001 (086  (0.68)
EOS- 10 0.2 20,29 0,16 0,13
NIG * ©0.11)  (0,02) ©0.2) (0.31)
20,63 0,21 0,19
DAB | 10 (<0001) (009  (013)
S070  -0,64
DABII 1.0 (<0001)  (<0001)
DAB Ill 10 oo0n)
DAB IV 1,0

TUR.: turbilhonamento; MOT.: motilidade progressiva; VIG.: vigor; G. P.: gota proximal; C. F. D.: cauda fortemente dobrada; C. D.: cauda dobrada; G. D.: gota
distal; C. D. G. D.: cauda dobrada com gota distal; C. E. P. T.: cauda enrolada na por¢éo terminal; P. D. Ma.: porcentagem de defeitos maiores; P. D. Me.:

porcentagem de defeitos menores.
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A tabela 4 aborda as correlacdes obtidas entre as variaveis turbilhonamento,
motilidade progressiva, vigor, gota proximal, cauda fortemente dobrada, cauda
dobrada, gota distal, cauda dobrada com gota distal, cauda enrolada na por¢éo
terminal, porcentagem de defeitos maiores, porcentagem de defeitos menores,
porcentagem de espermatozoides com membrana acrossomal integra (POPE),
porcentagem de espermatozoides com membrana plasmatica integra (EOS-NIG), e
porcentagem de espermatozoides classe |, II, Ill e IV na avaliacdo da atividade
mitocondrial (DAB). As correlacBes foram analisadas com os dois grupos genéticos

em conjunto.

Foi observada uma correlacédo negativa média entre a porcentagem de defeitos
maiores e turbilhonamento (-0,41; p=0,0008), motilidade progressiva (-0,54;
p<0,0001) e vigor (-0,55; p<0,0001). Da mesma forma entre a porcentagem de
defeitos menores e turbilhonamento (-0,32; p=0,009), motilidade progressiva (-0,37;
p=0,003) e vigor (-0,41; p=0,0007). Esses resultados confirmam que quanto maior for
a porcentagem de defeitos maiores e menores, menor sera a motilidade progressiva,

0 vigor e o turbilhonamento da amostra.

Foi encontrada correlacdo positiva média entre EOS-NIG e POPE (0,48;
p<0,0001), ou seja, quanto maior a porcentagem de espermatozoides com membrana
plasmatica integra, maior a porcentagem de espermatozéides com membrana
acrossomal integra. Evidenciando que quando uma membrana for lesionada,

provavelmente a outra também sera.

Houve uma baixa correlagédo positiva entre DAB 1l e turbilhonamento (0,31;
p=0,01), indicando que quanto maior a porcentagem de espermatozoides DAB classe
[I, maior sera o turbilhonamento da amostra. Foi observada também uma baixa
correlacdo negativa entre DAB Il e a porcentagem de defeitos menores (-0,33;
p=0,007), isto é, quanto maior a porcentagem de espermatozoides com atividade
citoquimica mitocondrial intermediaria, menor sera a porcentagem de

espermatozoides com defeitos menores.

Em relacdo a DAB lll, foi encontrada uma baixa correlacdo positiva com a
porcentagem de defeitos maiores (0,28, p=0,02) e com a porcentagem de defeitos
menores (0,37; p=0,002), o que significa que que a medida que aumenta a

porcentagem de espermatozéides com baixa atividade citoquimica mitocondrial,
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aumenta também a porcentagem de espermatozéides com defeitos maiores e

menores na amostra.

Por fim, foi observada uma baixa correlagéo positiva entre DAB IV e a
porcentagem de defeitos menores (0,29; p=0,02), o que significa que quanto maior a
porcentagem de espermatozdides sem atividade citoquimica mitocondrial, maior sera

a porcentagem de espermatozoides com defeitos menores.

4. CONCLUSAO

Os touros da ragca Braford apresentaram parametros seminais quali-

guantitativos inferiores aos dos touros da raca Nelore em clima tropical.

Houve reducédo dos parametros seminais quali-quantitativos dos touros da raga

Braford do meio para o final da estacdo de monta.

Os touros da raca Nelore apresentaram boa qualidade seminal em todas as
coletas, ndo havendo quedas expressivas devido a estacdo de monta, reafirmando,

inclusive, boa adaptacéo ao clima quente e imido.
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