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Resumo

Objetivou-se avaliar o efeito da estagéo do ano sobre a qualidade do sémen fresco e criopreservado de reprodutores Pantaneiros
(Bos taurus) criados em condigbes tropicais. Foram utilizados 7 touros Pantaneiros e 3 Nelores (controle), dos quais foi aferido
circunferéncia escrotal, consisténcia testicular e apds a coleta e congelamento do sémen realizada analise de motilidade, vigor,
defeitos menores, maiores e totais, concentragéo, integridade de membrana plasmatica e acrossomal para sémen fresco e além
destas, estresse oxidativo para sémen criopreservado. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, e
arranjo fatorial 2x2 (2 ragas e 2 estagdes do ano). Araga, estagdo do ano ou a interagéo entre eles, ndo alteraram significativamente
as médias de circunferéncia escrotal, consisténcia testicular, motilidade, vigor, concentragao, integridade de membrana acrossomal
e porcentagem de defeitos menores. A integridade da membrana plasmatica no sémen fresco sofreu efeito da estagdo do ano e
foi menor no inverno em ambas ragas (95,76 £ 1,77% vs. 87,07 £ 4,78% P=0,03). A estagéo do inverno aumentou a porcentagem
de defeitos maiores (29,15% vs. 16,44%, P<0,01) e totais (17,49% vs. 30,45%, P<0,01). Os parametros do sémen congelado
nao foram influenciados pela raga, estagdo do ano ou interagéo entre elas. Portanto, nas condi¢gdes edafoclimaticas estudadas,
os reprodutores Pantaneiros apresentaram redugao na sua qualidade seminal na estagéo do inverno.

Palavras-chave: estresse oxidativo, temperatura ambiente, ragas localmente adaptadas.

Abstract

The aim of the present study was to evaluate the effect of seasonality on the quality of fresh and cryopreserved semen of Pantaneiro
breed (Bos taurus) bulls raised under tropical conditions. Scrotal circumference and testicular consistency were performed in
seven Pantaneiro and three Nellore (control) bulls. Sperm motility, vigor, minor, major and total defects, concentration, plasma
and acrosomal membrane integrity were assessed in fresh and post-thawed semen. Additionally, oxidative stress was determined
in post-thawed semen samples. The experiment was done in a complete randomized design, with a 2x2 factorial arrangement (2
breeds and 2 seasons). Breed, season of the year or the interaction of both did not alter scrotal circumference, testicular consistency,
motility, vigor, concentration, acrosomal membrane integrity and percentage of minor defects (P<0.05). Plasma membrane integrity
of fresh semen was affected by the season and was smaller in winter in both breeds (95.76 + 1.77% vs 87.07 + 4.78%, P=0.03).
Nevertheless, also in the winter there was an increase in the percentage of major (29.15% vs 16.44%, P<0.01) and total defects
(17.49% vs. 30.45%, P<0.01) in fresh semen samples. Breed, season or interaction of both did not influence the sperm parameters
of cryopreserved semen. Thus, in the studied climatic conditions, the Pantaneiro breed bulls present decrease in semen quality
mainly in the winter season.

Keywords: oxidative stress, environment temperature, locally adapted breeds.

Introducgao al., 1992). Hoje é considerada uma raca localmente adaptada,

pois suportam condi¢gdes que podem ser indspitas para outras
O bovino Pantaneiro (Bos taurus) tem em sua origem as ragas como: areas alagadas e oferta de forragem nativa de
ragas ibéricas, que chegaram ao Brasil através de seus baixa disponibilidade e qualidade (Mariante et al., 2009). Desta
colonizadores (Portugal e Espanha) e passaram por sele¢gdo maneira esta raga pode contribuir significativamente para a
natural em ambientes extremos, como o Pantanal (Mazza et pecuaria, especialmente em regides onde ha a necessidade
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de caracteristicas relacionadas a rusticidade e adaptabilidade
(Egito et al., 2002).

A partir da década de 1930, houve uma forte introdugao na regido
do Pantanal principalmente da raga Nelore, o que provocou
diminuicdo do contingente do bovino Pantaneiro, embora haja
alguns nucleos de conservagéo in situ, a raga corre risco de ser
extinta (Mariante e Egito, 2002). A criopreservagéo de sémen é
uma das melhores maneiras de conservar este recurso genético
e dissemina-lo com o uso de biotecnologias (Mariante et al.,
2011).

Animais submetido a altas temperaturas tém queda na fertilidade
pois 0 seu parénquima testicular entra em um quadro de hipdxia
e consequente degeneragéo, que por sua vez leva a maiores
niveis de estresse oxidativo no ejaculado, aumento de defeitos
espermaticos, queda na motilidade, entre outros (Nichi et al., 2006;
Magalhaes Jr et al., 2016).

Afim de conhecer o efeito da sazonalidade sobre os parametros
seminais dos bovinos Pantaneiros, objetivou-se avaliar a
qualidade do sémen fresco e congelado de touros Pantaneiros
(Bos taurus) durante o verdo e inverno bem como verificar
se, em relagdo aos parametros reprodutivos, estes animais
estdo adaptados as condi¢des edafoclimaticas do pantanal
sul-matogrossense.

Material e métodos

Animais e local do experimento

Foram utilizados 7 reprodutores da raga Pantaneiro (Bos taurus)
e 3 daraca Nelore (Bos indicus) com idade média de 48 meses
e peso corporal médio de 606,1 + 92,09 Kg, mantidos em pasto
de Brachiaria brizantha cv. Marandu, com suplemento proteico-
energético nas aguas, proteico na seca e agua ad libitum. Os
animais eram provenientes de uma fazenda no municipio de
Rochedo-MS, que esté situado a 260 m acima do nivel do mar.
O clima da regido é tropical, caracterizado por verdo chuvoso
e inverno seco. A precipitagao pluviométrica anual varia entre
1500 a 1750 mm.

As coletas e congelamentos do sémen foram realizados a campo
nos meses de janeiro e junho de 2013 (sendo uma coleta por
animal em cada época do ano) e a analise das amostras foi
realizada nos laboratdrios de Biotecnologia e Reprodug&o Animal
(LABRA) e Biologia Molecular da Universidade Federal de Mato
Grosso, campus Cuiaba.

Coleta, congelamento e avaliagbes seminais

Circunferéncia escrotal foi mensurada através de fita métrica e
consisténcia testicular (1-5, onde 1-flacido e 5-rigido) por meio
de palpacéo (Unaniam et al., 2000). O sémen foi obtido pelo
método de eletroejaculagéo e coletado em tubo graduado de
15 mL. Foi realizado as analises imediatas: motilidade (MOT) e
vigor (VIG) espermaticos sob microscopia 6ptica em aumento de
400x (CBRA, 2013), uma aliquota foi diluida em formol salino na
proporgao de 1:200 para analise de concentragdo (CONC) que
foi realizada em camara de Neubauer (CBRA, 2013) e morfologia
espermatica em microscopia de contraste de fase (Barth & Oko,
1989), foram contadas 200 células e classificadas em defeitos
maiores (DEFMA) e menores (DEFME) (Blom, 1973). Além
disso, foi feito o preparo de laminas de eosina-nigrosina para a
avaliagdo daintegridade de membrana plasmatica (WHO, 1992)

105

e coloragéo de Pope para integridade da membrana acrossomal
(IMA) (POPE et al., 1991).

Apés avaliagdo imediata, cada ejaculado foi diluido em
extensor tris-gema (3,187g TRIS-hidroximetil amino metano;
1,789 acido citrico monohidratado; 1,316g frutose; 80 mL agua
destilada; 20 mL gema de ovo; 100 mg de estreptomicina;
100000UI de penicilina; 5 mL de glicerol para cada 100 mL de
diluidor) (Rota et al., 1995) em fragdo Unica na concentragao
de 40x108 espermatozoides/mL, envasado em palhetas de 0,5
mL e submetido a seguinte curva de congelamento: 4 horas
de resfriamento (4°C); 15 minutos em contato com o vapor de
nitrogénio (a 5 cm do nitrogénio liquido, -120°C); em seguida
submergidas em nitrogénio liquido e por fim armazenadas em
botijao criogénico (-196°).

As amostras foram descongeladas a 37C° durante 30 segundos
e 10 pL foram utilizados para analise de motilidade e vigor
espermaticos em microscopia 6ptica sob o aumento de 400x
(CBRA, 2013). Foram avaliados ainda integridade de membrana
plasmatica e acrossomal em microscopia optica sob o aumento
de 1000x, com 200 células contadas em ambas analises.

O estresse oxidativo espontaneo foi calculado através da
quantificagdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) segundo a metodologia de Buege e Aust (1978).
Apos a descongelagdo, a amostra de sémen foi lavada com a
finalidade de remover os resquicios de diluidor, com a adigao de
1600uL de PBS, centrifugada a (800 x g, 10 min) e descartado
o sobrenadante. O pellet de 500uL de sémen foi misturado a
1000puL de uma solugéo a 10% de acido tricloroacético gelado
(TCA 10%), homogeneizados e centrifugados (18,000 x g, 15
min, 15°C) para a precipitagcao de proteinas. Apds centrifugacédo
uma aliquota do sobrenadante foi misturado com 500uL de acido
tiobarbiturico a 1% (TBA 1%, diluido em 0,05N de NaOH) em
tubos e incubado em agua fervente (90 a 100°C) por 15 min. Apos
este periodo, os tubos contendo a mistura foram imediatamente
resfriados em banho de gelo (0°C) para parar a reagao (Ohkawa
et al., 1979). A absorbancia das amostras foi entdo quantificada
utilizando-se um espectrofotdbmetro em comprimento de onda de
532 nm. Os resultados foram comparados a uma curva padrao
previamente preparada com solugdo de MDA (malondialdeido)
em quantidades conhecidas e crescentes. A concentragao de
TBARS foi determinada utilizando um valor de 1.56 x 10° M/
mL com o coeficiente de extingdo molar do MDA. O indice de
peroxidacgao lipidica foi descrito em nanogramas de TBARS por
10% espermatozoides.

Analise estatistica

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 2x2 (2 ragas e 2 estagdes) e
as médias foram analisados através da ANOVA e comparados
pelo teste de média de Tukey com nivel de significancia de 5%,
o programa estatistico utilizado foi o SAS (versao 9.2).

Resultados e discussao

Araga, estagdo do ano ou a interagéo entre eles, ndo alteraram
significativamente as médias de circunferéncia escrotal,
consisténcia testicular, motilidade, vigor, concentragéo,
integridade de membrana acrossomal e porcentagem de defeitos
menores. Contudo a integridade da membrana plasmatica sofreu
influéncia da estagao do ano e foi menor no inverno (Tabela 1).
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No presente estudo, a circunferéncia escrotal e consisténcia
testicular ndo sofreram alteragao em fungéo da estagdo do ano,
no gado Pantaneiro, possivelmente pela adaptagéo da raca as
condi¢cdes edafoclimaticas encontradas na regido central do
Brasil, ja que esta foi introduzida na regido ha aproximadamente
300 anos (Mazza et al., 1992). De acordo com Johnson et
al. (2000) essa diminuicdo do parénquima testicular pode
estar relacionada ao aumento da temperatura do ambiente e
consequentemente do testiculo. Contudo as temperaturas no
local onde foi conduzido o estudo se mantiveram estaveis ao
longo do ano e nao foram suficientes para provocar alteragao
nas caracteristicas testiculares.

JaTeixeira et al. (2011) encontraram diminuigdo do comprimento e
volume testicular de touros Curraleiros (raga localmente adaptada)
criados no centro oeste brasileiro nos meses de abril e maio em
comparagao aos outros meses do
ano, segundo os autores porque
estdo meses séo caracterizados pelo

seca do ano, uma vez que, alguns estudos tém revelado queda
na qualidade seminal quando os animais passam por restricdo
alimentar (Barth et al., 2008).

Segundo Barth et al. (2008), indicadores metabdlicos como
leptina, insulina, GH e IGF-1 sinalizam ao hipotalamo que reduza
os pulsos de GnRH quando em situagdes de balango energético
negativo. Além disso, ingestdo insuficiente de proteina nao
fornece substrato suficiente para a produgao de horménios
proteicos envolvidos na produg¢do de espermatozoides como
LH e FSH.

A motilidade, vigor, concentracdo de TBARS e integridade
de membrana acrossomal e plasmatica (Tabela 2) apoés o
descongelamento n&do foram afetadas pela raca, estagéo do
ano ou a interagao entre eles.

Tabela 1: Médias e valores de P de variaveis analisadas em sémen fresco de acordo com
araga (Nelore x Pantaneiro), estagéo (verdo x inverno) e a interagao entre eles

inicio da estagao seca.

. . Verao Inverno Probabilidade (P)

Em nosso experimento foi encontrado  varizveis?

aumento da porcentagem de defeitos Nelore Pantaneiro Nelore Pantaneiro R® E° R° x E°
maiores e consequentemente totais ¢ 38,33:0,88 38,07+1,04  37,33+130 36,78+150 0,7942 04648 0,9266
(P<0,01) no inverno em comparagao

a0 verdo (Tabela 1). Contrariamente, ~ CONSIST  3,00:0,00  3,00£0,00 3,33:0,33  2,85:0,14  0,1334 0,536 0,1334
Nichi et al. (2006), encontraram  MOT 75,007,63  70,71+3,99  76,66+4,40 6583+490 0,1894 0,7741 0,5605
maior porcentagem de .defelitgs VIG 3,00£0,00  2,85:0,14 3,330,33  3,08:0,20 0,3663 0,2044 0,8029
maiores no verao, no ejaculado

de touros Simental (Bos taurus) CONC 545+142 572+448 497+119 488+872  0,7463 02575 0,6125
em comparagdo aos Nelore (Bos IMP 94,16+2,45 96,44+110  89,50+577 85,62+3,80 0,8078 0,0308 0,3558
indicus) criados em condigbes  |mA 92,86:2,15 97,31£1,13  92,00+4,33 92,84%234 0,2903 0,2875 0,4668
tropicais no centro oeste brasileiro. ooy 5 161100 0,5740,31 125¢025  1,33#0,16  0,1542 0,8797 0,1166
No presente trabalho tanto repro-  pepyin 425455 18144353 36,525  26,00£3,83 06256 0,0056 0,1195
dutores Pantaneiros (Bos taurus),

quanto os animais daragaNelore (Bos  DEFTO 14661605 1871371  37.75:225 27,33t391 0,5418 0,0076 0,1774
indicus) ndo apresentaramquedana TBARS  90,24+16,17 120,22+16,32 121,32426,91 178,3%20,22 0,3934 0,3424 0,6442

qualidade seminal durante o verao.
Frequentemente tém sido relatada na
literatura maior resisténcia ao calor
pelos bovinos de origem indiana e
maior suscetibilidade pelos europeus
(Nichi et al., 2006; Magalhaes Jr et
al., 2016). Contudo, os Pantaneiros
provavelmente ndo apresentaram
queda na qualidade seminal porque
se tornaram mais resistentes ao

aCE, circunferéncia escrotal; CONSIST, consisténcia testicular; MOT, motilidade; VIG, vigor; CONC,
concentragdo; IMP, integridade de membrana plasmatica; IMA, integridade de membrana acrossomal; DEFME,
defeitos menores; DEFMA, defeitos maiores; DEFTO, defeitos totais; TBARS, substancias reativas ao acido
tiobarbiturico. PRaga; °Estagdo do Ano.

Tabela 2: Médias e desvio padréo dos valores de motilidade (MOT), vigor (VIG), integridade
de membrana plasmatica (IMP) e integridade de membrana acrossomal (IMA)
do sémen descongelado e valor de P para raga (Nelore x Pantaneiro) estagéo
(verado x inverno) e a interacdo entre eles

estresse térmico, devido a sua

= Verao Inverno Valor de P

adaptacéo. Variaveis®

. Nelore Pantaneiro Nelore Pantaneiro R® E° RxE
As temperaturas registradas
na regido onde foi conduzido o MOT (%) 26,66+1,66 34,28+3,99 28,33+1,66 32,00+7,00 0,5332 0,7489 0,2867
experimento foram semelhantes  vG (0-5) 1,33£0,33  2,14%0,14 2,00£0 2,000,31  0,1306 0,3164 0,1306
durante todo o ano, sendo que a o o) 21,81410,87 27,78:318  24,75:6,49 20,23t7,96 0,9223 0,757 0,4847
umidade diminuiu significativamente
noinverno. NessesentidO,oaumento |MA(%) 94,6611,16 97,4210,66 97,25"‘0,72 96,3310,76 0,3098 0,4099 0,0535

da porcentagem de defeitos maiores

TBARS (ng/ml) 90,24+16,17 120,22+16,32

121,32426,91 178,3+20,22 0,3934 0,3424 0,6442

no inverno pode estar relacionado
com a baixa disponibilidade e
qualidade das forragens na época
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aMOT, motilidade; VIG, vigor; IMP, integridade de membrana plasmatica, IMA,
acrossomal; TBARS, substancias reativas ao acido tiobarbiturico; ®Raga; Estagdo do ano; médias seguidas
de letras minusculas diferentes na mesma linha, diferem estatisticamente entre si (P<0,05).

integridade de membrana



Neste experimento, foi encontrado maior proporgéao de
espermatozoides com defeitos maiores no inverno, porém nao foi
possivel observar aumento da lipoperoxidagdo. Embora muitas
vezes o estresse oxidativo seja correlacionado com a presencga
de defeitos espermaticos, isso porque espermatozoides com
patologias tém maior capacidade de geragao de EROs (Oliveira
et al.,, 2006). Além disso, neste trabalho foi mensurado a
concentragdo de TBARS no sémen descongelado e diluido o
que pode ter provocado também diluigdo da EROs.

Em relagdo a quantidade de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS), frequentemente trabalhos tém
comprovado seu aumento no ejaculado de reprodutores bovinos
em situagdes de altas temperaturas, sendo as ragas de origem
europeia mais sensiveis (Silva et al., 2009; Nichi et al., 2006).
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Isto se deve ao fato de que os Bos indicus sdo mais eficientes em
realizar a termorregulacao, (Brito et al., 2004), no entanto, apesar
de ser um Bos taurus a raga Pantaneiro parece ter aumentado
sua capacidade de troca de calor o que implica em menores
niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS).

Conclusoes

Os reprodutores Pantaneiros (Bos taurus) apresentam redugao
na sua qualidade seminal no inverno nas condi¢des tropicais
encontradas no presente estudo. No que diz respeito a
criopreservagéo seminal, embora ndo tenha sido encontrado
efeito da estagdo do ano, mais estudos sdo necessarios para a
obteng¢do de melhores resultados.
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