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RESUMO
Objetivou-se avaliar a relacdo existente entre a qualidade seminal de touros bubalinos
(Bubalus bubalis) e fatores ambientais e nutricionais. Foram utilizados onze (11) touros
bubalinos Murrah, em dois ensaios experimentais, realizados em regido de clima tropical
umido. O primeiro ensaio foi dividido em trés periodos (mais chuvoso, de transi¢cdo e menos
chuvoso) e compreendeu a avaliacdo mensal da frequéncia respiratoria (mov/min), frequéncia
cardiaca (bat/min), temperatura retal (°C), temperatura de globo ocular (TGO; °C) e
temperaturas de superficie escrotal (°C) por termografia de infravermelho, nos turnos da
manha e da tarde. Foram realizadas colheitas e avaliacdo seminal quinzenais, além do célculo
do indice de Temperatura e Umidade (ITU) e do indice de Conforto de Benezra (ICB). Os
touros bubalinos apresentaram termogramas normais, ndo sendo constatadas alteracdes na
termorregulacéo testiculo-escrotal e na qualidade seminal. As temperaturas de globo ocular,
da cauda do epididimo e testicular minima avaliadas por termografia se mostraram Uteis na
avaliacdo da potencial fertilidade de touros bubalinos. No segundo ensaio os animais foram
distribuidos em trés grupos experimentais (CONT - Grupo Controle; CPO - Oleo de Palma
Bruto; RRP - Residuo do Refino de Palma), sendo avaliado o efeito da suplementacéo lipidica
na qualidade do sémen. A cada 15 dias, foram realizadas colheitas e criopreservacdo de
sémen. O sémen in natura foi avaliado quanto a motilidade espermatica progressiva (%), vigor
(1 a 5), viabilidade (VIAB, %), defeitos maiores (%), defeitos menores (%) e defeitos totais
(%). O sémen criopreservado foi adicionalmente avaliado quanto a integridade de membrana
plasmatica e de acrossoma, bem como seu potencial mitocondrial. Além, da analise do perfil
lipidico do plasma seminal e membrana plasmética espermatica in natura. Os coprodutos
agroindustriais, 6leo de palma bruto e residuo do refino de palma podem ser utilizados na
alimentacdo de touros bubalinos em centrais de inseminacdo artificial, causando efeitos

positivos na qualidade do sémen criopreservado.

Palavras-chave: Bufalos domésticos; conforto térmico; termorregulacdo; sémen; nutricdo de

ruminantes, acidos graxos.



ABSTRACT
This study aimed to evaluate the relationship between semen quality of buffaloes bulls
(Bubalus bubalis) and environmental factors and nutritional. Eleven (11) were used Murrah
buffaloes bulls, two experimental tests performed in humid tropical climate region. The first
test was divided into three periods (rainiest, transition and less rainy) and understood the
monthly evaluation of respiratory rate (mov/min), heart rate (beats/min), rectal temperature (°
C), eye globe temperature (TGO; ° C) and scrotal surface temperature (° C) for infrared
thermography, the shifts in the morning and afternoon. Collected and fortnightly seminal
evaluation were carried out, in addition to the calculation of the temperature and humidity
index (THI) and Comfort Benezra Index (ICB). The buffaloes bulls presented normal
thermograms, and no changes were observed in testicular-scrotal thermoregulation and semen
quality. The eye globe temperature, the epididymal tail and minimal testicular measured by
thermography been useful in the evaluation of potential fertility of buffaloes bulls. In the
second test the animals were distributed into three experimental groups (CONT - Control
Group; CPO - Crude Palm Oil; PPR - Palm Refining Residue), and evaluated the effect of
lipid supplementation on semen quality. Every 15 days collections were carried and
cryopreservation of semen. The semen in natura was evaluated for spermatic progressive
motility (%), vigor (1-5), viability (VIAB, %), major defects (%), minor defects (%) and total
defects (%). The cryopreserved semen was further evaluated for the integrity of the plasma
membrane and acrosome and their mitochondrial potential. In addition, analysis of the lipid
profile of seminal plasma and sperm plasma membrane in natura. The agroindustrial co-
products, crude palm oil and palm refining residue can be used in feeding central buffaloes

bulls in artificial insemination, causing positive effects on quality of cryopreserved semen.

Keywords: Water buffaloes; Thermal comfort; Thermoregulation; Semen; Nutrition of

ruminants; Fatty acids.
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1 INTRODUCAO

O interesse na criacdo de bufalos domesticos (Bubalus bubalis) tem aumentado nos
ultimos anos em todo 0 mundo. Um dos motivos é o fato desses animais serem considerados
rasticos e com aptiddo para producdo de leite e carne, além de seu uso em tracdo (Barile,
2005; da Luz et al. 2013). No Brasil, os bufalos foram introduzidos no final do século XIX, na
Ilha de Marajo, Estado do Pard, estando atualmente disseminado em todo o pais (Amorim
Junior et al., 2002). O rebanho bubalino brasileiro € o maior das Américas (Damasceno et al.,
2010), sendo da ordem de 1.319.478 milhdes de cabegas. A maior concentracdo desse plantel
estd na Regido Norte, onde sdo criados 66,1% do efetivo, mais especificamente nos Estados
do Pard e Amapa (IBGE, 2014).

Tanto no Brasil como em outras artes do mundo, grande contingente do rebanho
bubalino é criado em areas intertropicais, caracterizadas por elevadas temperaturas e umidade
relativa do ar durante a mair parte do ano. Apesar dos bufalos serem adaptaveis, a exposicao
prolongada a essas variaveis pode afetar seus mecanismos termoregulatérios, submetendo-os
a estresse térmico (Marai e Haeeb, 2010a; Garcia, 2013; Silva et al., 2015).

O estresse térmico pode provocar alteracGes na ingestdo de alimentos, na sua digestdo,
bem como na taxa metabdlica dos animais, prejudicando seu desempenho produtivo e
reprodutivo (Starling et al., 2005; Garcia, 2006; Marai et al., 2007; Nobrega et al., 2011). Nos
machos, o estresse pelo calor € responsavel pela reducdo da qualidade e viabilidade seminal.
Do mesmo modo, a qualidade seminal de touros bubalinos também pode ser influenciada
diretamente pela composicdo lipidica da dieta, a qual pode intervir na propor¢do de
fosfolipideos das membranas espermaticas, modificando sua integridade e capacidade
fecundante (Nelson e Cox, 2005; Adeel et al., 2009; Hernandez, 2010).

Diante desse contexto, existe necessidade e interesse em se investigar os fatores
ambientais e nutricionais que influenciam a qualidade seminal de touros bubalinos. Além
disso, interessa verificar se estratégias de manejo promovem alteracfes na qualidade e
viabilidade do sémen in natura e criopreservado desses animais. As informacdes obtidas
poderdo levar a implantacdo de medidas de manejo que incrementem os indices produtivos e
reprodutivos dos rebanhos bubalinos, principalmente daqueles criados em regides de clima
tropical.

A presente tese foi estruturada em modelo hibrido, aceito pelo Programa de Poés-
graduacdo em Ciéncia Animal da Universidade Federal do Para. A tese abrange topicos

convencionais (introducéo, objetivos e conclusédo geral), além de trés capitulos em formato de
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artigos cientificos, apresentados segundo as normas exigidas pelos periddicos selecionados
para futura submiss&o. O primeiro artigo contempla uma reviséo de literatura sobre a tematica
especifica da tese, enquanto o segundo e terceiro artigos contém resultados inéditos de
pesquisa cientifica. Ao final da tese, foram destacados os achados mais relevantes aliados aos

futuros desdobramentos desta pesquisa.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a relagdo existente entre fatores ambientais e nutricionais e a qualidade
seminal de touros bubalinos (Bubalus bubalis), possibilitando a implantacdo de estratégias de
manejo que visem incrementar os indices produtivos e reprodutivos de touros bubalinos, que
podem ser usados tanto em programas de monta natural como em centrais de inseminagéo

artificial.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Elaborar reviséo de literatura consistente sobre fatores ambientais e nutricionais que
interferem na criacdo de bubalinos, servindo de base para a implantagdo e/ou a adocdo de
medidas de manejo que incrementem a produtividade do rebanho bubalino.

b) Avaliar o efeito do periodo mais chuvoso, de transi¢cdo e menos chuvoso do ano
sobre o conforto térmico de touros bubalinos e suas consequéncias no padrdo de temperaturas
da superficie escrotal, na termorregulacdo testiculo-escrotal e na qualidade seminal de
bubalinos em clima tropical.

c) Avaliar o efeito da suplementacdo alimentar com acidos graxos no perfil lipidico do
plasma seminal e na composicdo lipidica da membrana espermatica, e estudar o possivel

efeito da dieta na qualidade do sémen in natura e criopreservado de touros bubalinos.
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3. Artigo 1 - Efeito do manejo ambiental e nutricional na produtividade de touros
bubalinos (Bubalus bubalis) na Amazonia

Effects of environmental and nutritional management on productivity of buffaloes bulls

(Bubalus bubalis) in the Amazon

Artigo a ser submetido ao Periddico Semina Ciéncias Agrarias

Resumo

Os bufalos domesticos sdo considerados animais rusticos, mas quando submetidos a
condigdes de manejo adversas podem ter sua produtividade reduzida. A exposic¢ao prolongada
a elevadas temperaturas e umidade relativa do ar e a intensa radiagdo solar direta podem
ocasionar estresse térmico nestes animais. Além disso, a nutricdo, mais especificamente a
composicdo lipidica da dieta, influencia a viabilidade e a qualidade seminal. Por estes
motivos, 0 conhecimento de fatores ambientais e nutricionais que interferem na criagcdo de
bubalinos podem servir de base para a implantacdo e/ou a adogdo de medidas de manejo que
incrementem seus indices produtivos e reprodutivos, principalmente daqueles animais criados

em regides de clima tropical.

Palavras-chave: Ambiente. Bufalos. Conforto Térmico. Desempenho zootécnico. Nutri¢do

animal. Termorregulagéo.
Abstract

Water buffaloes are considered rustic animals, but when subjected to adverse
management conditions they may present reduced productivity. Prolonged exposure to
elevated air temperature, relative humidity and intense direct solar radiation can submit them
to heat stress. Furthermore, the nutrition, more particularly the lipid composition of the diet,
can lay a important role on sperm viability and seminal quality. Thus, the knowledge about
the environmental and nutritional factors that influence the livestock of buffaloes can
constitute the basis for implementation and/or adoption of management strategies in order to
increase their productive and reproductive indexes, especially when those animals are raised

on tropical regions.

Keywords: Environment. Water buffaloes. Thermal comfort. Zootechnic performance.

Animal nutrition. Thermoregulation.
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Introducéo

A maior parte do rebanho bubalino no Brasil é criado em sistema de pastagens nativas
ou cultivadas (BERNADES, 2007), localizadas em areas intertropicais. Estas regides sao
caracterizadas por apresentarem altos niveis de radiacdo solar, elevadas temperaturas e
umidade relativa do ar durante grande parte do ano. Apesar dos bufalos serem considerados
animais adaptaveis a diversos ambientes (VALE et al., 2008; MARAI e HAEEB, 2010a), a
exposicdo prolongada as condigdes climaticas tropicais representa um desafio. Em funcgéo de
peculiaridades fenotipicas, como pele escura e baixa densidade pilosa, os bufalos sdo mais
susceptiveis a absorverem radiacédo direta, o que pode afetar sua capacidade termorregulatoria,
os levando a condicdo de estresse térmico (SILVA et al., 2010b; GARCIA, 2013; SILVA et
al., 2015a). Como a termorregulacdo nos animais homeotérmicos tem componentes que
dependem de gasto energético, a necessidade constante de perda de calor por mecanismos
ativos, como a ofegacdo e a sudorese, pode prejudicar o desempenho produtivo e reprodutivo
desses animais (GARCIA, 2006; MARAI et al., 2007). Além disso, o estresse pelo calor

influencia negativamente a qualidade seminal em touros bubalinos (SANTOS et al. 2014).

Outro fator que interfere diretamente na produtividade animal é a nutricdo, exercendo
influéncia na reprodugéo animal (BARTH et al., 2008). Por este motivo, a suplementagéo
alimentar, principalmente em periodos mais criticos do ano, como os de estiagem, representa
uma estratégia interessante para a elevacdo dos indices reprodutivos de rebanhos bubalinos
(GARCIA, 2006; RANJAN et al., 2012). Na tentativa de se elevar a qualidade seminal de
bubalinos pelo manejo alimentar, alteragdes na composicdo lipidica da dieta tém sido
propostas. Sabe-se que a composicdo lipidica da dieta pode influenciar diretamente a
proporcdo de fosfolipidios das membranas espermaticas, modificando sua integridade e a

capacidade fecundante dos espermatozoides (ADEEL et al., 2009).

Assim, a presente revisdo de literatura tem como objetivo apresentar uma sintese de
informacdes cientificas sobre manejo do ambiente térmico e manejo alimentar, que podem
contribuir para a modificacdo de praticas produtivas e elevar a eficiéncia reprodutiva de

touros bubalinos criados na Amazénia brasileira.

Estresse Térmico
Os bufalos sdo animais homeotérmicos e, por isso, sdo capazes de manter sua

temperatura corpérea dentro de uma estreita faixa. Para tal, utilizam alguns artificios
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fisiol6gicos e comportamentais que auxiliam na sua termorregulacdo, principalmente quando
o animal se encontra fora de sua zona de termoneutralidade. A zona termoneutra é, portanto, a
faixa de temperatura ambiente considerada ideal para manutencdo da espécie em conforto
térmico, situacdo na qual é minima a necessidade de ativacdo de mecanismos
termorreguladores. Para bubalinos, a zona termoneutra se encontra entre 15,5 e 21,2°C
(GOSWAMI e NARAIN, 1962).

Entretanto, os bubalinos possuem particularidades estruturais especificas, como alta
concentracdo de melanina na pele e no pelo, reduzido nimero de glandulas sudoriparas e
baixa densidade de pelos, caracteristicas que os tornam mais sensiveis a radiacdo solar e ao
estresse térmico pelo calor (GARCIA, 2013). O estresse térmico é qualquer combinacdo de
condicdes ambientais que torne a temperatura ambiental mais elevada que a faixa de
temperatura da zona termoneutra dos animais (THATCHER et al., 2010). A exposicao dos
animais a um ambiente térmico desfavoravel causa aumento do calor endgeno acima do
calor eliminado, levando a alteracdo de parametros fisiolégicos, como frequéncia respiratoria
(FR), frequéncia cardiaca (FC) e temperatura retal (TR). Estes parametros funcionam como
elementos de avaliacdo do equilibrio térmico animal (FURTADO et al., 2012). No estresse
térmico, inicialmente ocorre sudorese e vasodilatacdo periférica, a qual resulta em queda da
pressdo arterial, compensada pelo aumento da FC e posterior elevacdo da FR (AGGARWAL
e SINGH, 2008; MARAI e HAEEB, 2010b).

Variaveis Fisioldgicas

Quando submetidos ao estresse caldrico, os bubalinos ativam seus mecanismos
fisiologicos de dissipacdo de calor (termolise), com objetivo de manter sua homeotermia.
Contudo, dependendo da intensidade do estresse caldrico, podem apresentar hipertermia,
indicando que esses mecanismos termoliticos foram insuficientes para dissipacdo do excesso
de calor acumulado (GUDEYV et al., 2007a). Assim, pelo fato de denotar o resultado do
balango de energia térmica, a TR é um indicador melhor de estresse térmico do que a FR e FC
(SILVA et al., 2011).

A TR média de bubalinos aumenta com o decorrer do dia, sendo menor ao amanhecer
e mais elevada ao entardecer (BARROS et al., 2016). Ao longo do dia, bufalos apresentam
médias de TR de 38,6°C as 6h00, de 38,8°C as 12h00 e de 39,0°C as 18h00 (LOURENGCO
JUNIOR, 1998). Em regido de clima tropical umido, bezerros bubalinos apresentam TR de
38,5°C, de 38,9°C e 39,3°C nos horarios de 6h00, 12h00 e 18h00, respectivamente. Contudo,

nos meses de elevada precipitagdo pluvial e maior nebulosidade, a TR registrada para
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bezerros decai levemente, sendo de 38,3°C, 38,6°C e 39,0°C, nos respectivos horérios
(MORAES JUNIOR et al., 2010).

Na Amazonia, a subdivisdo climatica dos periodos do ano € comum, com base nas
condi¢des meteoroldgicas observadas. O periodo considerado “mais chuvoso” se estende de
janeiro a abril, e é caracterizado por forte intensidade de chuvas e reducdo do potencial de
horas de insolacdo, devido a diminui¢ao da concentragdo de nuvens. No periodo dito “menos
chuvoso”, que vai de agosto a dezembro, ocorre estiagens de duragdo variavel, com menor
nebulosidade. O periodo de “transi¢do”, que compreende os meses de maio a julho, representa
a passagem entre o fim do periodo mais chuvoso e o inicio do menos chuvoso (BASTOS et al.
2002; MORAES et al. 2005). Na regido Amazénica, observa-se que a TR de bufalas criadas
com acesso a sombra apresenta maiores valores as 13h00 em comparacdo as 7h00 no periodo
mais chuvoso, de transicdo e menos chuvoso, sendo de 38,6°C, 38,6°C e 38,4°C e de 38,4°C,
38,4°C e 38,2°C, respectivamente, além dos valores mais altos no periodo mais chuvoso e de
transicdo (SILVA et al., 2011). Para amenizar os efeitos do ambiente térmico sobre os
bubalinos, o sombreamento natural das pastagens pode funcionar como uma estratégia
interessante. Fémeas bubalinas criadas na Amazdnia, com acesso a sombra nas pastagens,
apresentam menor TR que aquelas mantidas a pleno sol (38,6 e 38,8°C, respectivamente),
diferenca evidenciada no turno da tarde (SILVA et al., 2010a).

A manutencdo da temperatura corporal visa evitar grandes elevacfes térmicas que
possam ser deletérias ao metabolismo do animal. No estresse térmico, a FR apresenta-se mais
elevada, antes mesmo do aumento da TR (FERREIRA et al., 2006). A FR de bubalinos, em
condicdo de clima tropical, observada as 6h00, 12h00 e 18h00 é de 18, 24 e 18 mov/min,
respectivamente (LOURENCO JUNIOR, 1998). Como os bubalinos possuem baixa eficiéncia
na perda de calor pelas vias cutaneas, a perda através do ar expirado assume um importante
papel ao ser comparado & transpiracdo (GUIMARAES et al., 2001; GUDEYV et al., 2007b). Na
Amazonia brasileira, touros bubalinos manejados em central de inseminacdo artificial
apresentaram menor FR no periodo mais chuvoso do ano (21-23mov/min) e maiores valores
no periodo de transic¢ao (23-30 mov/min) (BARROS et al., 2015).

Também na Amazonia, observa-se que bufalas apresentam FC de manha inferior a
tarde nos periodos mais chuvoso (61,1 e 65,5 bat/min), de transicdo (54,5 e 63,2 bat/min) e
menos chuvoso (55,5 e 58,1 bat/min) do ano (SILVA et al., 2011). A elevacdo da FC
observada no periodo mais chuvoso pode ser devida ao aumento da umidade relativa do ar
que ocorre neste periodo (MARAI et al., 2009).
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A temperatura da superficie (TS) dos animais sofre influéncia direta do ambiente
térmico, o que afeta as trocas térmicas através da pele (MEDEIROS et al., 2001). Para a
manutencdo da homeotermia, a pele exerce importante papel, pois através da mesma ocorre
perda de calor por sudorese (SILVA et al., 2010a). Essa perda depende do gradiente de
temperatura entre a superficie do corpo dos animais e 0 microambiente que os circundam.
Desse modo, a avaliagdo da TS fornece informacgfes sobre o balango térmico animal, sendo
uma medida de facil obtencdo, associada a TR e FR (PERISSINOTTO et al., 2006;
MALAMA et al., 2013). A TS também se correlaciona as varidveis climaticas e pode ser
utilizada como indicador do estresse térmico em bubalinos (COLLIER et al., 2006; SILVA et
al., 2011). Na Amazonia, constatou-se que bufalas apresentam maiores valores de TS a tarde e
no periodo menos chuvoso do ano, sendo que a TS apresenta alta correlacdo com variaveis
climaticas, sendo positiva com temperatura ambiente e negativa com a umidade relativa do ar
(SILVA et al., 2015a).

Variaveis Climéticas

Os bubalinos séo sensiveis as altas temperaturas do ar, principalmente quando esta se
apresenta associada a elevada umidade relativa e intensa radiacdo solar direta (MARAI e
HAEEB, 2010b). Isso representa um ambiente térmico desafiador (GARCIA, 2013) e
ocasiona reducdo no desempenho produtivo e reprodutivo (SILVA et al., 2015b). Sob
condicdo de clima tropical Umido, esses animais sdo sujeitos a maior estresse térmico no
periodo menos chuvoso do ano, principalmente no turno da tarde, devido aos maiores valores

de temperatura e umidade relativa do ar (SILVA et al., 2011).

Uma das varidveis climéaticas com maior influéncia sobre o ambiente em que o animal
se encontra € a temperatura do ar (GARCIA, 2013). Bubalinos expostos as temperaturas
ambientais iguais ou superiores a 36°C, a alta umidade do ar e a radiacdo solar direta,
apresentam aumento da TR, FR e FC, sendo caracterizado o estresse calérico, mesmo quando
sdo capazes de eliminar o excesso de calor corporal pelas vias evaporativas (DANTAS et al.,
2008). A exposigdo dos animais as altas temperaturas ambientais promove um aumento do
fluxo sanguineo do ndcleo central para as regides periféricas do corpo, na tentativa de
eliminar o calor interno, contribuindo para a elevacdo da TS (SILVA et al., 2011). Em
bubalinos, o aumento da temperatura ambiente de 29,1 para 33,4°C eleva a TR de 38,3 para
39,1°C, bem como a FR, que passa de 59,0 para 62,5 mov/min (GUIMARAES et al., 2001). A

exposicdo de touros bubalinos a elevada temperatura ambiente pode ocasionar alteracdo da
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qualidade seminal, sendo esta dependente da época do ano (GARCIA, 2006). No Estado do
Para, a qualidade seminal de touros bubalinos apresentou-se superior no periodo mais

chuvoso quando comparado ao menos chuvoso (VALE, 1994).

A umidade relativa é outra varidvel que influencia no balango calérico em ambientes
quentes, no qual a perda de calor por evaporacédo é crucial a homeotermia (HERRERO et al.,
2008). Para a manutencdo de animais domésticos, a umidade relativa ideal encontra-se entre
50 a 70% (BAETA e SOUZA, 1997). A alta e a baixa umidade so igualmente prejudiciais a
satde animal, quando associadas a temperatura muito elevada. Caso o ambiente seja quente e
muito seco, a evaporacgdo € rapida, causando irritacdo cutanea e desidratacdo geral. Caso seja
guente e muito Umido, a evaporacdo é lenta ou nula, reduzindo a termdlise e aumentando o
calor corporal, principalmente porque em alta temperatura ambiental, a termdlise por
convecgdo é prejudicada (SILANIKOVE, 2000; STARLING et al., 2005).

A temperatura do ar e a umidade relativa podem influenciar negativamente a qualidade
seminal (SANTOS et al. 2014). Entretanto, quando medidas de manejo ambiental sdo
tomadas, como fornecimento de sombreamento natural, a qualidade do sémen de bubalinos
criados na AmazoOnia ndo apresenta alteracdes significativas no volume, concentragéo,
motilidade espermaética, integridade da membrana plasmatica, bem como nos defeitos
maiores, menores e totais (BARROS et al., 2015).

Dependendo da intensidade e duracdo da radiacdo solar direta sobre os animais, estes
apresentam alteracGes em seus parametros fisiologicos. A tolerancia a radiacdo solar direta
estd em funcdo de caracteristicas fisicas, tais como a cor do pelo e da pele, que nos bdfalos,
por ser escura, 0s tornam mais sensiveis (ROBERTO et al., 2010). A radiacdo solar também
interfere na TS dos animais, elevando seu valor e alterando os gradientes térmicos entre o
nucleo central e superficial corporal, a superficie e 0 meio ambiente, dificultando o processo
termorregulatério (MEDEIROS et al., 2001). Por estes motivos, praticas de manejo que
evitem a exposi¢do dos animais a intensa radiacdo solar direta, facilitando mecanismos de

perda de calor corporal, sdo necessarias.

indices de Conforto Térmico Animal

Os indices de conforto térmico tém sido comumente utilizados para melhor avaliar o

impacto ambiental sobre os animais. Dentre estes indices, destacam-se o Indice de
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Temperatura e Umidade (ITU) e o indice de Conforto de Benezra (ICB) (MORAES JUNIOR
etal., 2010).

O ITU é calculado associando-se a temperatura do ar e a umidade relativa do ar,
constituindo um excelente indicador de conforto térmico animal (AZEVEDO, 2005). O ITU
<74 é considerado como o mais adequado para criacdo de bufalos (SOMPARN et al., 2004).
Entretanto para bubalinos, em regides tropicais, o desconforto térmico é maior quando o ITU
atinge 85 (ABLAS et al., 2007). Na criagéo de bezerros bubalinos em regi&o de clima tropical,
0 ITU de 78,9 ndo ocasionou alteragio dos parametros fisioldgicos (MORAES JUNIOR et al.,
2010). Sabe-se, também, que com ITU entre 74,3 e 78,4, touros bubalinos podem nao
apresentar nenhum sinal de desconforto térmico, quando protegidos da radiacdo solar direta
(BARROS et al., 2015). Em bovinos, o ITU de 83,8 reduziu a qualidade seminal, afetando
negativamente 0 movimento de massa, a morfologia e o vigor esperméatico (MENEGASSI et
al., 2015). O ITU apresenta correlacdo negativa significativa com a integridade da membrana
plasmatica dos espermatozoides (-0,17) (BARROS et al., 2015).

O ICB foi desenvolvido para a avaliacdo do conforto térmico de animais criados em
condicdo de clima tropical. Em sua composi¢do, contempla duas variaveis fisioldgicas
relevantes: a TR e a FR. Para valores do ICB proximos a dois (2,0), considera-se que 0S
animais apresentam maior grau de adaptabilidade ao ambiente tropical e para valores maiores
que dois, os animais apresentam dificuldades adaptativas (BENEZRA, 1954). Para bezerros
bubalinos, o ICB médio de 2,9 ndo indica caracteristicas fisicas e comportamentais
compativeis a estresse térmico (MORAES JUNIOR et al., 2010). Na Ilha de Marajo,
bubalinos adultos apresentaram ICB de 1,7 no periodo chuvoso e de 1,9 no periodo seco
(LOURENCO JUNIOR, 1998). Fémeas leiteiras bubalinas criadas em sistema silvipastoril
apresentaram ICB de 2,0 (GARCIA et al., 2011). Bufalas leiteiras criadas sem e com acesso a
sombra apresentaram ICB de 2,0 e 2,2, com taxas de concepcdo na inseminacao artificial em
tempo fixo de 43,33% e 53,84%, respectivamente (GARCIA et al., 2007). Na Amazonia,
novilhas bubalinas apresentaram maior ICB no turno da manha (2,2) em relacdo a tarde (2,4),
0 que provavelmente estd associado a menor temperatura do ar e a menor incidéncia de
radiacdo solar durante a manha (SILVA et al., 2010b). Por ser um indicador calculado pelo
monitoramento de variaveis fisioldgicas, o ICB ¢ altamente correlacionado a FR (0,97) ea FC
(0,89) (BARROS et al., 2015).
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Lipideos Dietéticos para Ruminantes

A incorporagdo de &cidos graxos nas dietas dos ruminantes tem sido uma das
estratégias para incrementar o aporte de energia aos animais, pois estes compostos apresentam
potencial energético 2,5 vezes maior que 0s carboidratos, sendo capazes de melhorar o
balanco energético e, como consequéncia, 0 desempeno reprodutivo dos animais
(CAVALIERI et al., 2005). Diferentes fontes lipidicas tém sido utilizadas na dieta de
ruminantes, buscando melhorar sua funcdo reprodutiva e, nesse contexto, os &cidos graxos
derivados de plantas e sementes oleaginosas tém recebido especial destaque (ADEEL et al.,
2009).

Na suplementacao de ruminantes com acidos graxos polinsaturados (PUFAS), deve-se
considerar o alto poder redutor do meio ruminal. Pois, durante a biohidrogenacdo que ocorre
no ramen, os PUFAS contidos na dieta sdo convertidos em &cidos graxos saturados, devido a
reducdo de suas ligacGes duplas, pela atividade dos microorganismos ruminais (GREGORY et
al., 2009). Entretanto, apesar da intensa biohidrogenacdo ocorrida no ramen, os niveis de
PUFAS aumentam em varios tecidos ap6s a suplementacdo, inclusive nas gonadas (BILBY et
al., 2006). A adicéo de lipideos na dieta de ruminantes ndo deve exceder 4 a 7% do consumo
de matéria seca, sob pena de haver reducdo na eficiéncia dos microorganismos ruminais, com
efeito negativo sobre sua habilidade na digestdo da fibra (PALMQUIST, 1994).

A inclusdo de residuos ou coprodutos agroindustriais na alimentacdo de ruminantes é
uma alternativa para minimizar os custos de producdo, uma vez que a alimentacdo representa
a maior parcela destes custos. Pode também apresentar caracteristicas nutricionais favoraveis
a alimentagdo animal, além de ser um destino socioecondmico e ambiental para esses residuos
(NUNES et al., 2007; SANTOS et al., 2014).

O Brasil tem investido na plantacdo de dendé, também conhecido como palma de 6éleo,
objetivando a producdo de 6leo para uso alimentar e fabricagcdo de biocombustiveis. O Estado
do Para é o maior produtor brasileiro de palma de 6leo, respondendo por 90% da producéo
nacional, com 54.475 mil hectares de area plantada e producéo anual de 1.040.538 toneladas
(IBGE, 2014). Na Amaz0nia, concentra-se uma elevada producdo desse Oleo e de seus
residuos agroindustriais durante todo o ano (SILVA et al., 2014). Sendo assim, em virtude da
disponibilidade desses produtos, os mesmos devem ser considerados, a0 menos localmente,

como alternativas para a alimentacdo de ruminantes.
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Suplementacdo Lipidica e Reproducéo

A suplementacdo alimentar com PUFAS influencia positivamente a reproducéo,
determinando diferentes concentra¢fes dos mesmos na composi¢do da membrana plasmatica
espermatica (GREGORY et al., 2009). Isso melhora a fluidez, estabilidade, permeabilidade e
integridade das membranas, e tem reflexos positivos na motilidade, viabilidade e capacitacdo
espermatica (STILLWELL e STEPHEN, 2003; ROBINSON et al., 2006). Além disso, 0s
acidos graxos dietéticos produzem significativos impactos nos niveis de lipideos circulantes e
do colesterol, o qual é precursor de hormonios esteroides importantes para 0 processo de
maturacdo sexual e espermatogénese (MANJUNATH e THERIEN, 2002; VAN GESTEL et
al., 2005). ProporcOes relativamente baixas de colesterol e elevadas de PUFAS nos
espermatozoides sdo sugeridas para melhorar o processo de capacitacdo espermatica, reacdo
acrossomal e criopreservacdo (LENZI et al., 2000; FURLAND et al., 2007; SAEZ et al.,
2011).

A criopreservacdo diminui significativamente a propor¢do de lipideos nos
espermatozoides de touros bubalinos (EJAZ et al., 2014). Em suinos, esta reducdo foi
relacionada ao aumento de espermatozoides com reacdo acrossomal e diminuigdo da
motilidade (MALDJIAN et al.,, 2005). Além disso, as membranas espermaticas Ssao
extremamente sensiveis as crioinjurias (SELVARAJU et al., 2008). A criopreservacao reduz a
integridade da membrana plasmatica, de 80,2% ap6s a diluicdo para 32,6% apos a
criopreservacdo (RASUL et al., 2001). As crioinjdrias ocorrem devido a altera¢cBes na
temperatura e osmolaridade do meio, provocando mudangas morfoldgicas na organizagdo e
composicdo lipidica das membranas, reduzindo a capacidade espermatica fertilizante
(SALAMON e MAXWELL, 2000; SILVA e GADELLA, 2006; ANDRABI, 2009). A
reduzida criotolerancia dos espermatozoides bubalinos em comparacdo a dos bovinos é
atribuida as variagdes no conteltdo de PUFAS em sua membrana plasmatica (SANSONE et
al., 2000; RASUL et al., 2001). Por isso, 0 aumento na propor¢do de PUFAS confere maior
fluidez e integridade devido a presenca de duplas liga¢Ges, proporcionando a membrana maior
resisténcia a formacéo de cristais de gelo que ocorre durante a criopreservacdo (CEROLINI et
al., 2003; WATERHOUSE et al., 2006), e causar em espermatozoides bubalinos alteracdo na
motilidade e morfologia do acrossoma (KUMAR et al., 2011).

Os principais PUFAS encontrados nos espermatozoides bubalinos sdo o acido

linolénico (6mega-3 - ®3) e o acido linoléico (0mega-6 - w6), 0s quais constituem mais de
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70% do total dos acidos insaturados (JAIN e ANAND, 1976; DOLATPANAH et al., 2008). O
acido linolénico e o &cido linoléico sdo considerados essenciais por ndo serem sintetizados no
organismo animal, devendo ser supridos na dieta (POMPEIA et al., 2000). S&o metabolizados
pelo organismo, mediante uma sequéncia de reacdes enzimaticas, e convertidos em
metabdlitos ativos, como o 4&cido araquiddnico, é&cido docosahexaenoico e &cido
eicosapentaenoico, que estdo envolvidos na fisiologia da membrana (SALEM et al., 2001,
MOALLEM et al., 2015). O acido docosahexaenoico, acido eicosapentaenoico e &cido
linolénico sdo os principais PUFAS das membranas celulares (FAROOQUI et al., 2000),
sendo que o &cido docosahexaenoico representa em torno de 55% do total de &cidos graxos
detectados nos espermatozoides de ruminantes (PETERS e BALL, 2004). Tem-se sugerido
que o acido docosahexaenoico exerce um papel importante nos mecanismos fisioldgicos e
moleculares que controlam a fluidez da membrana espermatica, pois o seu elevado teor na

membrana aumenta sua fluidez e elasticidade (GHOLAMI et al., 2010).

A relacdo entre acido linolénico e &cido linoléico nos diferentes tipos de lipideos
adicionados as dietas pode ser o principal responsavel pela qualidade do sémen (MAGGIONI
et al., 2008). A suplementacdo com &cido linolénico modifica a composicdo lipidica dos
espermatozoides de touros, principalmente pela elevacdo na proporcdo do 4cido
docosahexaenoico (MITRE et al., 2004; CEROLINI et al., 2006).A adicdo de 6leo de palma
na dieta de bubalinos influenciou positivamente a cinética espermética, com elevacdo na
habilidade de progresséo dos espermatozoides (GONCALVES et al., 2014). A suplementacéo
de bubalinos com 6leo de palma ndo alterou a maioria dos parametros seminais, com excecao
do turbilhonamento espermatico e integridade da membrana plasmatica, que sofreram
pequena reducdo, todavia nenhum valor foi observado abaixo do fisiologico (SILVA et al.,
2014).

Em touros bubalinos, o ciclo espermatogénico tem duracdo média de 8,6 dias,
levando-se em consideragdo que normalmente ocorrem 4,5 ciclos, tem-se uma média de 38,7
dias para a espermatogénese. Além disso, o tempo de armazenamento epididiméario é, em
média, de 9,3 dias (FRANCA et al., 2005). Durante a espermatogénese e a passagem dos
espermatozoides pelo epididimo, ocorrem mudancas na composi¢do da membrana plasmatica
espermatica. Portanto, para a avaliacdo da influéncia de determinado suplemento em touros,
deve ser considerado o tempo necessario para que ocorra a espermatogénese (SENGER, 2003;
ROBINSON et al., 2006). A maior concentracéo lipidica favorece as espermatogonias durante

a fase inicial de gametogénese e € necessaria nos processos de meiose e diferenciacdo dos
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espermatocitos (SCHENK e HOEGER, 2010). Por isso, a adi¢cdo de oOleo de palma na
alimentacdo de bubalinos causou alteracdo nas caracteristicas seminais somente a partir da
segunda espermatogénese completa sob efeito da dieta, ou seja, 90 dias apds o inicio da
suplementacdo (GONCALVES et al., 2014). Isso € interessante quando se considera que em
touros bubalinos o ciclo espermatogénico completo e o tempo de armazenamento
epididimério tém duracdo média de 48 dias (FRANCA et al., 2005).

Com a adicdo de Oleo e semente de girassol na dieta de touros bubalinos, foi
observado aumento da motilidade e na percentagem de espermatozoides com membrana
integra e funcionalmente ativa apds a criopreservacdo (ADEEL et al., 2009). A suplementacéo
com &cido docosahexaenoico e acido eicosapentaenoico aumentou nos espermatozoides
bovinos a concentracdo de &cido linolénico. Entretanto, a motilidade espermatica foi maior no
grupo suplementado com é&cido linolénico, e a adicdo de acido graxo saturado aumentou a

concentracdo espermatica no sémen criopresevado (MOALLEM et al., 2015).

Touros bubalinos apresentaram maior concentragio espermatica (x10° sptz/mL)
guando suplementados com farelo de coco (1,6) em comparacdo a torta de améndoa de dendé
(1,0). No entanto, maiores valores de motilidade espermatica e integridade de membrana
plasmaética foram observados nos animais que receberam a torta de améndoa de dendé (71,7%
e 82,1%) em relacdo ao farelo de coco (56,7% e 72,0%). Além disso, a ingestdo lipidica
apresentou correlacdo positiva com a motilidade (0,34) e integridade de membrana plasmatica
(0,35) (SANTOS et al., 2014).

Considerac0es Finais

Apesar dos bubalinos serem animais adaptados a condi¢des adversas, necessitam da
implantacdo de adequadas medidas de manejo ambiental e nutricional que levem a
exacerbacdo do seu potencial produtivo e reprodutivo. Contudo, é de fundamental importancia
o esfor¢o conjunto de pecuaristas e cientistas na adogdo de estratégias que proporcionem
conforto térmico e aumento da reserva energética, a fim de elevar a produtividade dos

sistemas de criacdo de bubalinos na Amazonia.
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4. Artigo 2 — Padrdes de temperatura de superficie escrotal, termorregulacdo testicular e
qualidade seminal de touros bufalos criados em clima tropical

Patterns of scrotal surface temperature, testicular thermoregulation and semen quality of

water buffalo bulls raised on tropical climate
Artigo a ser submetido ao Periddico International Journal of Biometeorology
Resumo

Objetivou-se avaliar o conforto térmico e suas consequéncias no padrdo de temperaturas da
superficie escrotal, na termorregulacdo testiculo-escrotal e na qualidade seminal de touros
bubalinos. O experimento foi realizado em regido de clima tropical (Afi de Koppen) e
compreendeu o periodo mais chuvoso, de transi¢cdo e menos chuvoso do ano. Onze bubalinos
foram mensalmente submetidos a avaliacdo da frequéncia respiratoria (FR; mov/min),
frequéncia cardiaca (FC; bat/min), temperatura retal (TR; °C), temperatura de globo ocular
(TGO; °C) e temperaturas de superficie escrotal (TSE; °C), nos turnos da manha e da tarde.
Foram realizadas colheitas e avaliagdo seminal quinzenais. Foram calculados os indices de
conforto térmico, representados pelo indice de Temperatura e Umidade (ITU) e indice de
Conforto de Benezra (ICB). ITU e ICB nédo apresentaram diferencga significativa entre os
periodos. FR e FC mantiveram-se mais elevadas no periodo de transicdo e a tarde. TR e TGO
ndo apresentaram diferencas significativas. Foi observada maior temperatura de funiculo
espermatico (TFE) e polo testicular dorsal (TPTD) no periodo menos chuvoso. Néao foi
observada diferenca estatistica na temperatura escrotal média (TEMed), minima (TEMin),
méaxima (TEMax), polo testicular ventral (TPTV) e cauda do epididimo (TCE). Gradientes
calculados apresentaram-se positivos. Foi observado valor de mesma magnitude do ITU com
TR, TGO e ICB, e de alta com TGO e TR. TGO apresentou correlagdo com TCE e TEMin.
TCE e TEMin apresentaram correlacfes com volume, motilidade e integridade de membrana
plasmatica. Touros bubalinos apresentaram termogramas normais, ndo sendo constatadas

alteracOes na termorregulacéo testiculo-escrotal e na qualidade seminal.

Palavras-chave: Bufalos. Temperatura escrotal. Termorregulagdo escrotal. Conforto térmico.

Termografia infravermelha. Qualidade seminal.
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Abstract

This study aimed to evaluate the thermal comfort and its consequences on the pattern of
temperatures scrotal surface, the testis-scrotal thermoregulation and semen quality of buffalo
bulls. The experiment was conducted in tropical climate region (Afi to Koppen) and
understood the rainiest period of transition and less rainy year. Eleven buffaloes were monthly
submitted to the evaluation of respiratory rate (RR; mov/min), heart rate (HR, beats/min),
rectal temperature (RT; C), eye globe temperature (TGO; ° C) and scrotal surface
temperatures (TSE; ° C), the shifts in the morning and afternoon. Semen collections and
evaluation were performed. The thermal comfort indexes were calculated and represented by
the temperature and humidity index (THI) and Comfort Benezra Index (ICB). ITU and ICB
did not differ significantly between periods. FR and FC remained higher during the transition
period and in the afternoon. RT and TGO did not show significant differences. It was
observed higher temperature of the spermatic cord (TFE) and dorsal testicular pole (TPTD) in
less rainy period. There was no statistical difference in scrotal temperature average (TEMed),
minimum (TEMin), maximum (TEMax), ventral testicular pole (TPTV) and of the epididymis
tail (TEC). Thermal gradients were positive. It was observed value of the same magnitude of
the ITU with TR, TGO and ICB, and high with TGO and TR. TGO presented correlated with
TBI and Temin. TCE and TEmin showed correlations with volume, motility and plasma
membrane integrity. Buffaloes bulls presented normal thermograms, and no changes were
observed in testicular-scrotal thermoregulation and semen quality.

Keywords: Buffaloes, Scrotal temperatures, Scrotal thermoregulation, Thermal comfort,

Infrared thermography, Semen quality.

Introducéo

Os bubalinos séo animais com sistema termorregulador eficiente, mas quando submetidos a
altas temperaturas ambientais podem apresentar estresse caldrico e reducdo na eficiéncia
reprodutiva (Gudev et al. 2007; Marai et al. 2008). Quando saem de sua zona de
termoneutralidade por efeito de variagdes climatoldgicas instantaneas ou mais duradouras, 0s
animais acionam seus mecanismos termorregulatorios. A manutencao da temperatura corporal
visa evitar grandes elevagdes térmicas que podem ser deletérias ao metabolismo. O

desconforto térmico causa sudorese e vasodilatacdo periférica, a qual resulta em queda da
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pressdo arterial, compensada pelo aumento da frequéncia cardiaca (FC) e posterior elevacdo
da frequéncia respiratéria (FR) (Aggarwal and Singh 2008; Marai and Haeeb 2010).

Nos mamiferos, as alteragbes climéaticas podem interferir na homeotermia sistémica, mas
também afetam a termorregulacdo testiculo-escrotal (Gabaldi and Wolf 2002). Por isso, a
qualidade seminal de touros pode ser negativamente influenciada por fatores que reduzam seu
conforto térmico, como elevadas temperatura do ar e umidade relativa (Santos et al. 2014).
Para espécies animais com testiculos localizados fora da cavidade abdominal, a elevacéo da
temperatura escrotal reduz significativamente a qualidade seminal (Kastelic and Brito 2012).
Em individuos com termorregulacdo menos eficiente, a elevacdo da temperatura ambiente
estd associada ao aumento da temperatura de superficie escrotal (TSE) e da temperatura
interna testicular, e reducdo na qualidade seminal (Berry et al. 2011; Silva et al. 2011). Isso
pode constituir um fator determinante na selecdo de touros mais adaptaveis e férteis para uso

em programas de melhoramento genético.

A TSE pode ser mensurada pela termografia infravermelha, um método rapido, preciso e ndo
invasivo, que auxilia na avaliacdo androlégica e na compreensdo da termorregulacédo
testiculo-escrotal de touros (Kastelic 2014; Menegassi et al. 2015). A TSE sofre reducdo a
partir do polo testicular dorsal, originando o gradiente de temperatura testicular, o qual indica
a diferenca entre a temperatura dos polos dorsal e ventral dos testiculos (Coulter et al. 1988;
Kastelic et al. 1995). Em funcdo dos distintos padrdes de TSE observados em touros, estes
podem ser classificados como portadores de um padrdo normal, anormal ou questionavel
(Lunstra and Coulter 1997).

Nos bovinos, a qualidade seminal apresenta correlagdo negativa com TSE e positiva com 0
gradiente de temperatura testicular (Berry et al. 2011). Por isso, touros bovinos com
termograma anormal apresentam menor gradiente de temperatura testicular e reducdo na
qualidade seminal (Lunstra and Coulter 1997; Kastelic and Brito 2012; Menegassi et al.
2015). Contudo, informacdes mais detalhadas quanto a termdlise testicular e o
estabelecimento do gradiente térmico escrotal ndo sdo bem conhecidos nos bubalinos. Diante
do exposto, objetivou-se avaliar o conforto térmico e suas consequéncias no padrdo de
temperaturas da superficie escrotal, na termorregulacdo testiculo-escrotal e na qualidade

seminal de touros bubalinos em clima tropical, em diferentes periodos do ano.
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Materiais e métodos
Local e Periodo Experimental

O experimento foi realizado na Central de Biotecnologia de Reproducdo Animal
(CEBRAN/UFPA), em Castanhal, Pard, Brasil (1°18” Sul e 47°56° Oeste). O clima local ¢
tropical quente e umido (Afi de Képpen), com precipitacdo pluvial média anual entre 2.300 e
2800 mm (Valente et al. 2001; Alvares et al. 2013), temperatura do ar média anual de 26 °C,
umidade relativa do ar média de 86% e insolacdo anual de 2.400 horas (Bastos et al. 2002).
As coletas de dados a campo ocorreram de abril a dezembro de 2014, sendo que o periodo
experimental compreendeu os periodos mais chuvoso (abril e maio), de transi¢do (junho a

agosto) e menos chuvoso (setembro a dezembro) do ano.

A classificacdo em diferentes periodos ocorreu com base nas condi¢fes meteoroldgicas
observadas. O periodo mais chuvoso é caracterizado por forte intensidade de chuvas e
reducdo do potencial de horas de insolacdo, devido a diminui¢do da concentracdo de nuvens.
No periodo menos chuvoso ocorrem estiagens de duracdo varidvel, com menor nebulosidade.
O periodo de transicdo representa a transi¢do entre o fim do periodo mais chuvoso e o inicio
do menos chuvoso (Bastos et al. 2002; Moraes et al. 2005). O comportamento das variaveis

climaticas mais relevantes durante os periodos experimentais esta expresso na Tabela 1.

Tabela 1 Médias mensais dos valores registrados em estacdo meteorologica automatica
durante o periodo experimental, Castanhal, Para, Brasil

Periodo
Variavel Climatica Mais Transicao Menos
Chuvoso Chuvoso
Temperatura do ar (°C) 26,1 26,4 27,0
Umidade relativa (%) 83,9 79,5 74,9
Radiac#o solar global acumulada (kJ/m?) 665,4 746,7 786,8
Precipitacdo pluviométrica acumulada 237 169 140

(mm)
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Bioética e Animais Experimentais

Todos os procedimentos realizados com animais neste estudo foram praticados de acordo com
0s padrBes de bioética em experimentacdo animal e o protocolo adotado foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais Experimentais da Embrapa (Declaracio
CEUA/CPATU 02/2015).

Onze touros bubalinos adultos (559 meses; 701,4+82,8 kg) da raca Murrah foram usados
(Anexo A). Os animais eram clinicamente saudaveis e foram submetidos as mesmas
condigBes nutricionais e ambientais, sendo mantidos em baias coletivas ndo cobertas, com
acesso a sombra. Os animais tinham acesso ad libitum & agua e ao cocho, sendo a alimentagéo
ofertada diariamente em dois horarios (08h00 e 16h00). A alimentacdo foi composta por
volumoso (forragem triturada de capim-elefante, Pennisetum purpureum), concentrado
(composto por farelo de trigo e residuo de feijdo) e sal mineral. A oferta diéaria de concentrado
era ajustada para 1% do peso vivo. Antes do inicio do periodo experimental, os animais foram

submetidos por 30 dias a adaptacdo ao manejo intensivo e alimentar.

Delineamento Experimental

O experimento foi desenvolvido de abril a dezembro, e compreendeu trés periodos: mais
chuvoso (abril e maio), de transicdo (junho a agosto) e menos chuvoso (setembro a
dezembro). Os animais foram submetidos mensalmente a avaliacdo de frequéncia respiratéria
(FR; mov/min), frequéncia cardiaca (FC; bat/min), temperatura retal (TR; °C), temperatura de
globo ocular (TGO; °C) e temperaturas de superficie escrotal (TSE; °C), nos turnos da manha
e tarde. A cada 15 dias foram realizadas colheitas de sémen de todos os animais. Durante todo
o0 experimento, foram calculados os indices de conforto térmico adotados como referéncia, a

saber: o Indice de Temperatura e Umidade (ITU) e o Indice de Conforto de Benezra (ICB).

Avaliacdo de Variaveis Fisiologicas

As variaveis fisioldgicas foram mensuradas mensalmente nos turnos da manhd (6h00-9h00) e
da tarde (12h00-15n00). A FR foi determinada por observacdo da regido toraco-abdominal e
contagem dos movimentos respiratorios, durante um minuto (mov/min). A FC foi

determinada por auscultacdo, com estetoscopio clinico veterinario, sendo realizada a
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contagem dos movimentos cardiacos por minuto (bat/min). Para a afericdo da TR, foi
utilizado termdmetro clinico veterinario, com escala até 44 °C, introduzido no reto do animal

e mantido durante dois minutos (°C) (Rosenberger et al. 1993).

Temperaturas de Superficie por Termografia de Infravermelho

Para a afericdo da TGO e TSE foi utilizada cdmera infravermelha (FLIR Série A320, FLIR
Systems, Wilsonville, OR, EUA) (Anexo A). A camera era fixada a um tripé e era dotada de
lente fixa de 25 graus, foco motorizado, escala de temperatura de -20 a 120 °C, sensibilidade
térmica de SO0mK (<0,05 °C a temperatura ambiente de 30 °C), escala espectral de 7,5 a 13um
e resolucdo Optica de 320x240 pixels. O indice de emissividade foi previamente ajustado para
0,98 (Hoffmann et al. 2013) e a camera foi acoplada a um monitor de tela plana de 16
polegadas para visualizacdo das imagens. Imediatamente antes da avalia¢do, os animais foram
contidos em brete, de modo que as distancias entre a cAmera e o globo ocular fosse 1,50 m e
para a superficie escrotal fosse de 0,70m.

As TSE mensuradas foram: temperatura do funiculo espermatico (TFE), temperatura escrotal
maxima (TEMax), média (TEMed) e minima (TEMin), temperatura do polo testicular dorsal
(TPTD), temperatura do polo testicular ventral (TPTV) e temperatura da cauda do epididimo
(TCE). Os o6rgéos bilaterais tiveram suas temperaturas individualmente aferidas, mas em
funcdo da auséncia de efeito estatistico quanto, os resultados foram apresentados como
médias, independentemente do lado avaliado.

Os termogramas foram analisados com o programa Flir Tools + Versdo 3.0 (FLIR Systems,
Inc., Wilsonville, OR, EUA). Para a obtencdo das TEMax, TEMed e TEMin, foi usado
tracado em poligono retangular, compreendendo todo o escroto, do polo ventral ao dorsal dos
testiculos alcancando o funiculo espermatico. Para a afericdo da TFE, TCE, TPTD e TPTV,
foi usado o tragcado em poligono retangular sobreposto em cada regido definida (Coulter et al.
1997).

Na sequéncia, foram calculados gradientes térmicos especificos (°C), conforme as equacdes:
gradiente de temperatura retal-funiculo espermatico (GTRFE = TR - TFE), gradiente de
temperatura retal-polo dorsal dos testiculos (GTRPD = TR - TPTD), gradiente de temperatura
retal-polo ventral (GTRPV = TR - TPTV), gradiente de temperatura retal-cauda do epididimo
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(GTRCE = TR - TCE), gradiente de temperatura retal-escrotal (GTREMed = TR - TEMed) e
gradiente de temperatura testicular (GTEST = TPTD - TPTV).

Colheita e Avaliagéo do Sémen

A colheita do sémen foi realizada quinzenalmente pelo método da vagina artificial (Vale
1994) (Anexo A). Foram coletados 16 ejaculados de cada animal, totalizando 176 ejaculados
avaliados. Apds a colheita, 0 sémen foi mantido em banho-maria a 37 °C, para evitar choque
térmico e inducdo de alteracbes nas caracteristicas seminais. Imediatamente, o sémen foi
submetido a andlise de volume (VOL; mL) em tubo cdnico graduado. A concentracdo
espermatica (CONC; x10°%mL), foi determinada pela contagem dos espermatozoides em
espectrofotdmetro, apds a diluicdo do sémen em solucdo fisioldgica (1:400). A motilidade
espermatica progressiva (MP; %) foi avaliada em aliquota de 8 puL de sémen entre lamina e

laminula pré-aquecidas (37°C), em microscopia de contraste de fase (200X).

Subsequentemente, a morfologia espermatica foi avaliada em aliquotas diluidas em solucéo
de formalina tamponada, analisadas em microscopia de contraste de fase (1000X) para
determinacdo da morfologia espermatica, adotando-se o critério de classificacdo em defeitos
maiores (DMA; %), defeitos menores (DME; %) e defeitos totais (DT; %) (Bloom 1973).
Foram avaliadas 100 células por amostra e o resultado foi expresso em porcentagem (Vale
2002).

Na sequéncia, foi realizada a avaliacdo da integridade de membrana plasmatica (IMP; %),
através da técnica de eosina-nigrosina, com adicdo de solucdo corante e sémen em partes
iguais. Apds confeccdo do esfregaco, a avaliacdo foi feita em microscopia de campo claro
(1000X). Os espermatozoides corados em rosa foram classificados como portadores de
membrana plasmatica lesada, enquanto aqueles ndo corados foram considerados como tendo

membrana plasmatica integra (Igbal et al. 2010).

Monitoramento Climatoldgico e Determinag&o dos indices de Conforto Térmico

A temperatura e a umidade relativa do ar foram registradas a cada 15 minutos por meio de trés
dataloggers (HOBO® U12-012, Onset Computer Corporation, Bourne, MA, EUA). Os

loggers foram mantidos suspensos a 2,0 metros do solo e estavam distantes 9,0 metros entre
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si, protegidos de luz solar direta e &gua em abrigos meteoroldgicos (Malama et al. 2013). Os
dados registrados foram semanalmente transferidos para software de anélise (HOBOware®
Lite 3.1.0, Onset Computer Corporation, Bourne, MA, EUA), sendo a média dos valores
registrados utilizada para o calculo do indice de Temperatura e Umidade (ITU). O ITU foi
calculado para os turnos da manha (6h00-9h00) e da tarde (12h00-15h00), segundo a férmula:
ITU=(0,8TA)+(UR/100)x[(TA-14,4)+46,4], onde TA é a temperatura do ar em termdmetro de
bulbo seco (°C) e UR é a umidade relativa do ar (%) (Thom 1959). Para a determinacdo do
indice de Conforto Térmico de Benezra (ICB), foi usada a equacdo ICB=TR/38,33+FR/23,
onde TR é a temperatura retal (°C) e FR é a frequéncia respiratoria (mov/min) (Benezra
1954).

Andlise Estatistica

O tratamento estatistico dos indices de conforto térmico, variaveis fisiologicas, temperaturas
de superficie e variaveis seminais contemplou a andlise estatistica descritiva (médiatdesvio
padrdo, valor minimo e maximo). Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo
procedimento GLM do programa estatistico SAS, versdo 9.3 (SAS 2011), para verificar o
efeito do periodo (mais chuvoso, de transicdo e menos chuvoso) e turno do dia (manhéd e
tarde). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Foram
realizadas correlacbes lineares de Pearson, para verificar a magnitude e direcdo da

proporcionalidade das varidveis estudadas.

Resultados

Apesar das médias das varidveis climatolégicas durante os periodos estudados terem sofrido
certa variacdo, os indices de conforto calculados (ITU e ICB) ndo apresentaram diferenca
significativa entre periodos (Tabela 2). Entretanto, o ITU apresentou diferenca entre 0s turnos

da manha e da tarde.
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Tabela 2 Médiatdesvio padrdo dos indices de conforto térmico nos diferentes periodos e
turnos de touros bdfalos criados em clima tropical

Periodo

Turno Mais Chuvoso Transicao Menos Chuvoso Média

indice de Temperatura e Umidade

Manha 72.9+0.4° 72.6+1.55 73.7+0.6 B 73.1+1.1
Tarde 79.6+1,94 79.1£1.34 79.2+0.84 79.3+1.3
Media 76.3%£3.6 75.9£3.5 76.5%2.8

indice de Conforto de Benezra

Manha 1.9+0.1 2.0+0.1 1.9+0.1 2.0+0.1
Tarde 2.0+0.1 2.2+0.1 2.2+0.1 2.1+0.1
Media 1.9+0.1 2.1+0.1 2.0+0.2

Letras maidsculas, na mesma coluna, e letras mindsculas, na mesma linha, diferem entre si
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

A FR apresentou maiores valores no periodo de transicdo, sendo que durante o turno da tarde
apresentou incremento, principalmente nos periodos de transicdo e menos chuvoso (Tabela 3).
A FC média foi mais elevada no periodo de transi¢do, tendo sido observado, também, efeito
de turno, com maiores valores registrados a tarde. A TR e a TGO ndo apresentaram diferencas

significativas entre os periodos estudados.
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Tabela 3 Médiatdesvio padrdo das variaveis fisiologicas nos diferentes periodos e turnos de
touros bufalos criados em clima tropical

Periodo
Turno Mais Chuvoso Transicao Menos Chuvoso Média
Frequéncia Respiratdria

Manha 22.2+0.74 25.1+0.552 22.3+0.5%° 23.240.3
Tarde 23.1+0.6"° 29.3+0.5" 27.5+0.5°° 26.6+0.3
Média 22.6+x0.4 27.2+0.3 24.9+0.3

Frequéncia Cardiaca
Manha 62.7+0.8 64.9+0.6 62.0+0.5 63.2+0.3B
Tarde 63.6+0.7 67.0+0.6 65.7+0.5 65.4+0.34
Média 63.1+0.5° 65.9+0.4% 63.8+0.4

Temperatura Retal
Manha 38.1+0.1 37.9+0,1 38.0+0.1 38.0+0.1
Tarde 38.7+0.1 38.4+0.1 38.4+0.1 38.5+0.1
Média 38.4+0.1 38.1+0.1 38.2+0.1

Temperatura de Globo Ocular

Manha 38.1+0.1 38.0+0.1 37.8+0.1 38.0+0.1
Tarde 38.5+0.1 38.4+0.1 38.4+0.1 38.4+0.1
Média 38.3+0.1 38.2+0.1 38.1+0.1

Letras maiusculas, na mesma coluna, e letras minusculas, na mesma linha, diferem entre si
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Em relacdo as temperaturas especificas registradas nas diferentes regibes da superficie
escrotal, foi observada maior TFE no periodo menos chuvoso (Tabela 4). A TPTD foi mais
elevada no periodo menos chuvoso, com reducdo no periodo de transi¢do. Ndo houve variacédo
da TPTV e da TCE entre os diferentes periodos, nem nos turnos. Os valores de temperatura
escrotal (TEMed, TEMin e TEMax) ndo apresentaram diferenca significativa nos diferentes

periodos do ano, mas foram sensiveis & mudanca de turno.

Tabela 4 Médiatdesvio padrdo das temperaturas de superficie escrotal aferidas por
termografia de infravermelho nos diferentes periodos e turnos de touros bufalos criados em
clima tropical

Periodo

Turno Mais Chuvoso Transicao Menos Chuvoso Média

Temperatura do Funiculo Espermatico

Manha 34.2+0.4 34.1+0.2 34.7+0.2 34.3+0.1
Tarde 33.7+0.3 34.3+0.2 34.8+0.2 34.3+0.1
Média 33.8+0.8° 34.2+0.8° 34.7+0.82

Temperatura do Polo Testicular Dorsal

Manha 34.2+0.2 33.6+0.2 34.2+0.2 34.0+0.1
Tarde 33.7+0.2 33.8+0.2 34.3+0.2 33.9+0.1
Média 33.9+0.9% 33.7+0.8° 34.3+0.72

Temperatura do Polo Testicular Ventral

Manha 32.2+0.2 32.2+0.2 32.2+0.2 32.2+0.1
Tarde 32.1+0.2 32.4+0.2 32.4+0.2 32.3+0.1
Meédia 32.2+0.8 32.3+0.8 32.3£0.9

Temperatura da Cauda do Epididimo

Manha 30.4+0.5 31.2+0.2 31.4+0.2 31.0+0.2
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Tarde 30.6+0.3 31.4+0.2 31.3+0.2 31.1+0.1

Media 30.5+0.8 31.3+1.0 31.3+1.0

Temperatura Escrotal Média

Manha 33.0+0.2 32.9+0.1 33.1+0.1 33.0£0.18
Tarde 33.7+0.2 33.8+0.1 34.3+0.1 34.0£0.14
Media 33.4+0.1 33.4+0.1 33.7+0.1

Temperatura Escrotal Minima

Manha 30.3+0.2 29.84+0.1 30.1+0.1 30.1+0.1%
Tarde 31.3+0.2 31.6+0.1 31.8+0.1 31.6+0.14
Media 30.8+0.1 30.7+0.1 31.0+0.1

Temperatura Escrotal Maxima

Manha 35.3%+0.2 35.2+0.2 35.2+0.2 35.3+0.1%
Tarde 35.9+0.2 36.1+0.2 36.6+0.2 36.2+0.14
Média 35.6+0.1 35.7+0.1 35.9+0.1

Letras maidsculas, na mesma coluna, e letras minusculas, na mesma linha, diferem entre si
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

O perfil de temperatura das superficies das diferentes regides do escroto, em situacdo de
conforto térmico esta ilustrado na Figura 1. Os dados médios indicam a formacdo de trés
distintas bandas paralelas, com temperatura decrescente a medida que se afastam da cavidade
abdominal. A primeira faixa (banda A) engloba a regido do funiculo espermaético e do polo
testicular dorsal, a segunda (banda B) contempla a regido medial dos testiculos e o polo
testicular ventral e a terceira faixa (banda C) contempla a cauda do epididimo.
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Fig. 1 Imagem termografica ilustrativa do escroto de touro bubalino em conforto
térmico; notar o padrdo decrescente de temperatura desde a regido do cone vascular a
cauda do epididimo, em trés bandas horizontais distintas (a). Grafico das médias de
temperaturas de superficie observadas nas diferentes regibes do escroto de touros
bubalinos com termograma normal (b)

Todos os gradientes calculados apresentaram valor maior que zero, independentemente da
época do ano e do turno. As menores méedias de GTRFE, GTRPD e GTREMed foram
observadas no periodo menos chuvoso, com reducdes entre as estacbes mais e menos
chuvosas que variaram de 0,5 a 0,9 °C (Tabela 5). Adicionalmente, 0 GTREMed sofreu efeito
de turno, com ligeira reducdo de 0,4 °C a tarde. O GTRCE apresentou reduc¢do nos periodos
de transicdo e menos chuvoso. O GTEST mostrou-se positivo, com menores valores

observados no periodo de transi¢do e com pequena reducdo a tarde (0,2 °C).

Tabela 5 Médiatdesvio padrdo dos gradientes de temperaturas de superficie escrotal nos
diferentes periodos e turnos de touros bufalos criados em clima tropical

Periodo

Turno Mais Chuvoso Transicdo Menos Chuvoso Média

Gradiente de Temperatura Retal-Funiculo Espermatico

Manha 4.0+0.3 3.9+0.1 3.4+0.1 3.8+0.1
Tarde 4.5+0.2 3.9+0.1 3.4+0.1 3.9+0.1

Meédia 4.3+0.7° 3.9+0.72 3.410.6°
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Gradiente de Temperatura Retal-Polo Dorsal

Manha 4.240.2 4.440.1 3.9+0.1 4.240.1
Tarde 4.5+0.2 4.440.1 3.840.1 4.240.1
Média 4.4+0.9? 4.4+0.78 3.9+0.5P

Gradiente de Temperatura Retal-Polo Ventral

Manha 4.9+0.2 4.8+0.2 4.5+0.2 4.7+0.1
Tarde 5.0+0.2 4.7+0.2 4.4+0.1 4.7+0.1
Media 4.9+0.8 4.7+0.8 4.5+0.6

Gradiente de Temperatura Retal-Cauda do Epididimo

Manha 7.7+0.4 6.8+0.2 6.7+0.2 7.1+0.1
Tarde 7.5+0.3 6.8+0.2 6.9+0.2 7.0+0.1
Média 7.6+0.72 6.8+0.9° 6.8+0.8°

Gradiente de Temperatura Retal-Escrotal Média

Manha 5.0+0.2 5.0+0.1 4.8+0.1 4.9+0.17
Tarde 4.9+0.1 4.5+0.1 4.0+0.1 4,5+0,1B
Média 4.9+0.12 4.7+0.18 4.4+0.1°

Gradiente de Temperatura Testicular

Manha 2.0+0.1 1.5+0.1 2.0+0.1 1.8+0.1A
Tarde 1.5+0.1 1.3+0.1 1.940.1 1.6+0.18
Média 1.7+0.6% 1.4+0.3° 1.9+0.6%

Letras maiusculas, na mesma coluna, e letras minusculas, na mesma linha, diferem entre si
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Os parametros seminais estudados ndo apresentaram alteracGes entre periodos (Tabela 6), e
todas as varidveis apresentaram médias dentro da faixa considerada normal para sémen in

natura de bubalinos.

Tabela 6 Médiatdesvio padrdo das varidveis seminais nos diferentes periodos de touros
bufalos criados em clima tropical

Periodo

Variavel Mais Chuvoso Transicdo  Menos Chuvoso CV

(%)
Volume (mL) 2.2+0.2 2.240.1 2.60.1 56.7
Concentragéo (x10° 1.3+0.8 1.3+0.6 1.2+0.6 4.5
sptz/mL)
Motilidade (%) 67.0+2.1 68.6+1.7 66.7+1.6 4.1
Integridade de Membrana 66.5£2.0 68.5+£1.6 68.1+1.5 3.6
Plasmatica (%)
Defeitos Maiores (%) 14.3+0.9 13.8+0.8 12.2+0.7 11.9
Defeitos Menores (%) 6.7+0.7 5.6+0.6 4.7£0.6 41.5
Defeitos Totais (%) 21.0+1.4 19.5+1.1 17.0+1.1 10.1

Letras iguais nas linhas ndo diferem pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Dentre as correlagdes calculadas entre variaveis fisioldgicas e indices de conforto térmico, foi
observado valor positivo e de mesma magnitude do ITU com a TR, TGO e ICB (0,26;
P<0,01). Por sua vez, o ICB apresentou correlacao significativa com FR (0,89; P<0,01) e FC
(0,49; P<0,01). Foi observada correlacéo significativa e de alta magnitude entre TGO e TR
(0,82; P<0,01). A TR apresentou correlagdo negativa significativa com VOL (-0,22; P<0,01),
enquanto a TGO apresentou correlacdo negativa significativa tanto com VOL (-0,40; P<0,01)
quanto com MP (-0,29; P<0,01). Nao foram detectadas correlacGes significativas entre ITU,

ICB, FR e FC com as variaveis seminais estudadas.
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As correlacBes das TSE com as variaveis indicativas de conforto térmico e qualidade seminal
sdo apresentadas na Tabela 7. Maior nimero de correlagdes significativas foram observadas

para TCE e TEMin, (7 correlagdes), TFE (6 correlacdes), TEMed (5 correlacbes) e TEMax (4
correlagdes).



Tabela 7 Correlacao linear entre temperaturas de superficie escrotal e indices de conforto térmico, variaveis fisiologicas e seminais de
touros bufalos criados em clima tropical

Temperatura Funiculo  Temperatura Cauda ~ Temperatura Temperatura Temperatura

Espermaético do Epididimo Escrotal (Med) Escrotal (Min)  Escrotal (Max)

indice de Temperatura e Umidade 0.26* 0.25* n.s. 0.42** n.s.
indice de Conforto de Benezra n.s. 0.25* n.s. n.s. n.s.
Temperatura Retal 0.48** 0.52** 0.48** 0.51** 0.41**
Temperatura de Globo Ocular 0.41** 0.65** 0.56** 0.61** 0.46**
Volume Seminal -0.34* -0.54** n.s. -0.41** n.s.
Concentracdo Espermatica 0.35** n.s. n.s. n.s. 0.31**
Motilidade Espermatica -0.26* -0.44** -0.34** -0.45** -0.29**
Integridade de Membrana

Plasmética n.s. -0.34** -0.21* -0.31** n.s.
Defeitos Espermaticos Maiores n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Defeitos Espermaticos Menores n.s. n.s. n.s. 0.26** n.s.
Defeitos Espermaticos Totais n.s. n.s. 0.11* n.s. n.s.

*Significativo a 5%. **Significativo a 1%. n.s. ndo significativo
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A TFE foi influenciada pelo ITU e apresentou correlacdes de média intensidade (entre 0,30 e
0,60) com TR, TGO, VOL e CONC. O ITU e ICB influenciaram igualmente a TCE, a qual
apresentou correlacfes de média intensidade e positivas com TR e TGO, além de apresentar
correlacdo negativa com VOL, MOT e IMP, estas duas Gltimas variaveis seminais de extremo

interesse andrologico.

As TEMed, TEMin, TEMax, apresentam correlacBes significativas positivas com TR e a
TGO, sendo interessante constatar que a maioria das correlacbes da TGO tiveram valores
superiores as correlacdes com TR. Dentre essas temperaturas, a Unica que sofreu efeito de
indices de conforto foi a TEMin, a qual foi associada com média intensidade ao ITU. A
TEMed apresentou correlacdo negativa de média intensidade com MOT. A TEMin apresentou
correlacdo negativa de média intensidade com VOL, MOT e IMP, enquanto a TEMax
apresentou correlacdo positiva com CONC. Os defeitos esperméticos foram discretamente
influenciados apenas pela TEMed, que se correlacionou positivamente com defeitos totais, e

pela TEMin, a qual se correlacionou com defeitos menores.

Discussao

Segundo trabalhos prévios, quando o ITU ¢é <74 os bubalinos se encontram em condigdo de
conforto térmico. Quando o ITU esta entre 75 e 78, a condicdo passa a ser de alerta. Elevacao
do ITU para a faixa entre 79 e 83 caracteriza condi¢do de perigo. Quando o ITU ¢ >84 instala-
se condicdo de emergéncia, na qual pode haver mortalidade animal se essas condi¢des forem
prolongadas e ndo houver intervencdo no manejo dos animais e ou do ambiente (Hahn e
Mader 1997; Somparn et al. 2004). O ITU médio observado nos periodos estudados variou de
75,9 a 76,5, indicando que, a principio, 0s animais estariam submetidos a uma condicdo de
alerta. Como esperado, o ITU registrado apontou situacdo de conforto térmico durante as
manhas e maior desafio térmico ao longo da tarde, quando os valores de ITU foram sempre

superiores a 79.

Por sua vez, o ICB é um indicador que depende exclusivamente da resposta fisiologica do
animal frente ao ambiente térmico. A interpretacdo do ICB indica que quanto mais proximo
de 2,0, mais adaptado o animal seria as condicdes climaticas tropicais (Benezra 1954). Como
0 ICB medio variou de 1,9 a 2,1 nos periodos estudados, pode-se pressupor que 0s touros
bubalinos apresentaram alta resiliéncia ao clima megatérmico local, caracterizado por intensa
radiacdo solar global, temperatura média do ar sempre acima de 26 °C e umidade relativa

média nunca menor que 74%. Diferentemente, fémeas bubalinas apresentam ICB mais
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elevado que 2,0 no periodo menos chuvoso do ano, quando criadas em condi¢des ambientais

semelhantes (Garcia et al. 2011).

De fato, a inexisténcia de diferenca na TR dos touros ao longo dos diferentes periodos do ano
demonstra que os mesmos ndo armazenaram calor. Isso corrobora a ideia de que foram
eficientes em realizar termdlise, mesmo que o ITU tenha se mantido alto durante os periodos
mais chuvoso, de transicdo e menos chuvoso do ano. A elevagdo da TR em 0,5 °C no turno da
tarde nao foi significativa (P>0,05) e é decorrente do incremento natural observado em fungéo
do ritmo circadiano apresentado pelos bubalinos (Silva et al. 2011a; Malama et al. 2013).

O aumento da frequéncia respiratoria, consequente a ofegacdo, e a elevacdo da frequéncia
cardiaca sdo os sinais mais evidentes de ativacdo da termorregulacdo nos bubalinos (Gudev et
al. 2007; Marai e Haeeb 2010). O periodo de transi¢éo, quando ocorre alteracdo no regime de
chuvas, é um momento desafiador para animais criados em clima tropical imido (Silva et al.
2011b). A FC mais alta no periodo de transicdo sugere realmente que este periodo pode ter
sido desafiador para os animais, bem como foram as condig¢des observadas durante as tardes.
O aumento na FC surge da necessidade de dissipar calor sob condi¢des quentes e visa elevar a
perfusdo dos vasos sanguineos periféricos (Gaughan et al., 2013) para facilitar a perda de
calor nas extremidades corporeas (Haque et al. 2012). Por isso, durante as manhas, bubalinos
criados em regides tropicais apresentam FC inferior aos valores observados a tarde,
independentemente da época do ano (Silva et al. 2011a). Assim, a manutencdo da temperatura
retal, associada a pequena e natural oscilacdo da FC e a relativa estabilidade da FR ao longo
dos periodos, reflete niveis de ICB proximos ao ideal e, consequentemente, indicam a

condigdo de conforto térmico observada nos touros durante todo o experimento.

Sabe-se que a regido do globo ocular é considerada sensivel as variacBes de temperatura
ambiente (Thom 1959). Entretanto, ndo foi observada diferenca significativa na TGO nos
diferentes periodos estudados, indicando que a variacdo na temperatura ambiente nao foi
capaz de altera-la. Em bovinos criados em regido de clima tropical, foram observados valores
superiores de TGO no verdo e na primavera, época em que as temperaturas do ar sdo mais

elevadas (Menegassi et al. 2015).

A elevacgéo da TFE no periodo menos chuvoso pode ter sido causada por fatores como maior
radiacdo solar direta e indireta, em decorréncia da menor nebulosidade, associada a
temperatura ambiente mais elevada (Moraes et al. 2005). O aumento da temperatura ambiente
também esta ligado a elevacdo das temperaturas de superficie escrotal de touros bovinos

(Berry et al. 2011), e estas refletem diretamente as temperaturas das estruturas intraescrotais
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correspondentes (Coulter et al. 1988). Independentemente de turnos, a regido do funiculo
espermatico apresentou temperatura superficial média de 34,3 °C. Como a temperatura média
do ar variou entre 26,1 e 21,7 °C, haveria uma diferenca de temperatura que favoreceria trocas

térmicas entre a superficie do ambiente funicular e 0 ambiente.

A TPTD observada (33,9-34,0 °C) foi superior aquelas registradas para touros bovinos, que
oscilam entre 28,5 e 30,4 °C (Kastelic et al. 1995, Kastelic et al. 1996a). Muito
provavelmente, a elevacdo da TPTD no periodo menos chuvoso teve como origem 0s mesmos
fatores de elevacdo da temperatura do funiculo espermatico, bem como a menor possibilidade
de perda de calor do sangue por mecanismo de contracorrente durante o trajeto pelo cone
vascular (Brito et al. 2012). Em ambiente tropical, maiores valores de TPTD sdo observados
na espécie bovina durante o verdo (32,6 °C) e o incremento sazonal na TPTD apresenta
correlacdo negativa com a motilidade espermatica (-0,41) (Menegassi et al. 2015). Os
resultados demonstram que tanto o funiculo espermatico quanto o polo testicular dorsal
possuem temperaturas mais elevadas que as demais estruturas escrotais devido a maior
proximidade da cavidade abdominal. Por isso, foram mais sensiveis as variagdes

climatoldgicas ao longo do ano.

Diferentemente, relatos prévios indicam que as variacdes na temperatura ambiente exercem
maior efeito sobre o polo testicular ventral (Kastelic et al. 1996a) e a cauda do epididimo.
Estas estruturas anatdmicas seriam mais susceptiveis devido a maior exposi¢cdo ambiental e
teriam sua temperatura elevada proporcionalmente ao incremento na temperatura do ar
(Menegassi et al. 2015). Esse efeito, porém, ndo foi observado no presente trabalho, uma vez
que a variacdo da TPTV e da TCE nos periodos e turnos foi insignificante, o que favoreceu a
manutencdo da qualidade seminal. As TPTV observadas nos touros bubalinos (32,2-32,3 °C)
foram aproximadamente 2 graus mais altas do que aquelas registradas em bovinos taurinos
(30,2 °C) (Kastelic et al. 1996a) e em bovinos de raca composta (30,3 °C) (Menegassi et al.
2015). A relativa estabilidade da temperatura da cauda do epididimo observada entre estacdes
(30,5 a 31,3 °C) e turnos pode ser considerada uma caracteristica vantajosa, pois alteragdes de
temperatura epididiméria interferem no tempo requerido para a capacitacdo espermatica
(Bedford and Yanagimachi 1991).

A reducdo observada na TPTD em relacdo a TPTV, que constitui o GTEST, foi de 1,7 °C no
periodo mais chuvoso, 1,4 °C no de transicdo e 1,9 °C no menos chuvoso. Touros bovinos
com termogramas normais apresentam GTEST de 1,6 °C (Kastelic et al. 1995), fato também
observado no presente estudo. Por isso, a temperatura nos testiculos é maior proxima ao ponto

de suprimento arterial e sofre decréscimo a partir do polo testicular dorsal (Kastelic et al.
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1996b; Brito et al. 2004b). Além disso, 0 GTEST se relaciona diretamente com motilidade
progressiva e reserva espermética epididiméaria (Berry et al. 2011), sendo, portanto, de
fundamental interesse na avaliacdo termografica do escroto. Sabendo-se também que o
GTEST é inversamente relacionado a temperatura ambiente (Kastelic et al. 1996a), mais uma
vez, pode-se afirmar que os animais se encontravam em situacao de conforto térmico e, por

1SS0, ndo houve interferéncia na qualidade seminal.

A TEMed observada (33,0 a 34,0 °C) foi superior a observada em touros bovinos (29,8 °C)
(Kastelic et al. 1995). Sabe-se que essa temperatura sofre efeito moderado da temperatura
ambiente (Kastelic et al. 1996a). A auséncia de diferenca significativa na TEMed, TEMin e
TEMax nos diferentes periodos demonstra que, mesmo com o incremento calérico ambiental,
os bubalinos foram capazes de executar termorregulacdo corporea e testiculo-escrotal de
modo eficiente.

A normalidade da funcéo testicular é dependente da manutencao da temperatura escrotal entre
2 a 6 °C abaixo da interna corpdrea e comprometimento nessa condi¢do causa varios prejuizos
ao parénguima testicular e, consequentemente, reduzem a producdo de espermatozoides
férteis e a qualidade seminal (Garcia et al. 2010; Kastelic 2014). A constatacdo de menores
valores de GTREMed, GTRFE, GTRPD e GTRCE no periodo menos chuvoso indica que este
periodo foi desafiador aos animais. Contudo, a manutencdo da qualidade seminal dentro de
parametros considerados normais (CBRA 2013) ao longo dos periodos fornece indicios de
que os gradientes observados, principalmente 0 GTREMed (4,5 a 4,9 °C) e 0 GTRCE (6,8 a
7,6 °C) foram suficientes para manter a normalidade da espermatogénese e da maturacdo

espermatica nos touros bubalinos.

A constatacdo da correlagdo positiva entre ITU com TR e com TGO demonstra que a
temperatura e a umidade relativa do ar podem afetar diretamente a temperatura corpérea dos
animais. Resultados semelhantes foram relatados para touros bovinos, 0s quais apresentaram
correlagéo positiva entre TR e ITU (0,63) (Lunstra e Coulter 1997). Importante ressaltar que
animais com correlacdo ausente ou negativa entre ITU e temperatura corporea mostram-se
mais adaptados ao clima tropical, tornado essa caracteristica passivel de interesse em

programas de selecdo e melhoramento genético (Marcondes et al. 2010).

Por sua vez, a alta correlagdo entre TGO e TR torna esta primeira varidvel de grande interesse
nos monitoramentos remotos de bubalinos, com perspectivas futuras muito favoraveis para se
estimar a temperatura interna corporea dos animais, sem a necessidade de se realizar

contencdo fisica dos animais e dispensando exames invasivos. Com a constatacdo de alta
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correlacédo alta entre TGO com TCE e TEMin, sugere-se que estas possam ser, mediante
estudos complementares mais especificos, indicadores conjuntos sensiveis da qualidade
seminal em bubalinos. Isso porque a TCE e a TEMin apresentaram correlacdes negativas com
volume seminal (-0,54 e -0,41), motilidade espermatica (-0,44 e -0,45) e integridade de
membrana dos espermatozoides (-0,34 e -0,31), caracteristicas consideradas cruciais para a
fertilidade de animais destinados & reproducdo. Como esperado, a TEMed apresentou
correlacdo negativa com integridade de membrana espermatica e positiva com defeito totais,
ratificando que a elevacdo na temperatura escrotal determina deterioracdo na qualidade

seminal (Berry et al. 2011).

Conclusodes

A mensuracdo das temperaturas de superficie escrotal fornece informac@es relevantes sobre a
condicdo androldgica de touros bubalinos. Nos diferentes periodos do ano, 0s touros
bubalinos se mantiveram em situacdo de conforto térmico, mesmo estando submetidos a altos
indices de temperatura e umidade do ar. Estando em conforto térmico, os touros nédo
apresentaram comprometimento da termorregulacéo testiculo-escrotal, e sim, termogramas
escrotais com gradiente positivo definidos pela presenca de trés bandas de temperatura
decrescentes e qualidade seminal dentro de pardmetros de normalidade para a espécie
bubalina.

Adicionalmente, a temperatura do globo ocular se apresentou como uma variavel de grande
interesse no monitoramento de bubalinos, uma vez que pode ser utilizada para estimar a
temperatura interna corporea, e em conjunto com a temperatura de cauda do epididimo e a
temperatura testicular minima, poderdo ajudar na avaliagdo da potencial fertilidade dos
machos destinados a reproducéo.
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5. Artigo 3 - Efeitos da suplementacdo dietética com lipideos derivados da induastria do

6leo de palma na qualidade do sémen criopreservado de touros bubalinos

Effects of a diet supplemented with lipids derived of palm oil industry on quality of
cryopreserved semen of water buffalo bulls

Artigo a ser submetido ao Periddico Theriogenology

Resumo

Alteracdes nas dietas de touros em centrais de inseminacdo artificial tém sido estudadas com
intuito de contribuir para maior produtividade de sémen criopreservado. Neste estudo, foi
investigado o efeito da suplementacéo lipidica com 6leo de palma bruto (CPO) ou residuo do
refino de palma (PRR) sobre caracteristicas morfologicas e funcionais do sémen
criopreservado de bubalinos (Bubalus bubalis). Os touros foram distribuidos nos grupos
controle (CONT; n=4), 6leo de palma bruto (CPO; n=4) e residuo do refino de palma (PRR;
n=3). As dietas, adicionadas ou ndo de 3% de suplemento lipidico, foram administradas
durante 120 dias. A cada 15 dias foi realizada a colheita e criopreservacdo seminal. O sémen
in natura foi submetido a avaliacdo de motilidade progressiva, vigor, viabilidade e defeitos
espermaticos. O sémen criopreservado adicionalmente foi submetido a analise da integridade
de membrana plasmatica, acrossomo e potencial mitocondrial. A suplementacdo lipidica ndo
interferiu no consumo de matéria seca. O CPO reduziu defeitos maiores e defeitos totais no
sémen in natura. O CPO e PRR elevaram motilidade e viabilidade espermatica do sémen
criopreservado (P<0,05). A incidéncia de defeitos maiores no sémen criopreservado do grupo
CPO foi reduzida. N&o houve diferenca significativa quanto a porcentagem de
espermatozoides com membrana plasmatica intacta e acrossomo intacto (CONT=40,1 vs
CPO=44,2 vs PRR=43,9%; P>0,05). O CPO e PRR elevaram porcentagem de
espermatozoides com alto potencial mitocondrial (P<0,05). Assim, 6leo de palma bruto e
residuo do refino de palma podem ser utilizados seguramente na alimentacdo de touros

bubalinos para elevacédo da qualidade do sémen criopreservado.

Palavras-chave: Bubalus bubalis, Oleo de palma bruto; Sémen congelado; Suplementacio

lipidica; Acidos graxos poli-insaturados; Espermatozoide.
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Abstract

Changes in the diets of bulls in artificial insemination centers have been studied in order to
contribute to increased productivity of cryopreserved sémen. This study investigated the
effect of lipid supplementation Crude Palm QOil (CPO) or Palm Refining Residue (PRR) on
morphological and functional characteristics of cryopreserved semen of buffaloes (Bubalus
bubalis). The bulls were distributed in the control groups (CONT; n=4), crude palm oil (CPO;
n=4) and palm refining residue (PRR; n=3). The diets, with or without added 3% of lipid
supplement, was administered for 120 days. Every 15 days seminal collection and
cryopreservation was performed. The semen in natura was submitted to evaluation
progressive motility, vigor, viability and sperm defects. The cryopreserved semen additionally
was submitted to analysis the plasma membrane integrity, acrosome and mitochondrial
potential. Lipid supplementation does not interfere in dry matter intake. The CPO reduced
major defects and total defects in semen in natura. The CPO and PRR increased sperm
motility and viability of sperm cryopreserved (P<0,05). The incidence of major defects in
semen cryopreserved CPO group was reduced. There was no significant difference in the
percentage of sperm with plasma membrane and acrosome intact (CONT=40,1 vs CPO=44,2
vs PRR=43,9%; P>0,05). The CPO and PRR increased percentage of sperm with high
mitochondrial potential (P<0,05). Thus, crude palm oil and palm refining residue can be

safely used in the feeding of buffaloes bulls to improve the quality of semen cryopreserved.

Keywords: Bubalus bubalis; Crude palm oil; Frozen semen; Lipid supplementation;

Polyunsaturated fatty acids; Sperm.

1. Introducéo

A qualidade seminal de touros bubalinos pode ser influenciada diretamente por fatores
nutricionais [1,2]. Dentre eles, a composicdo lipidica da dieta tem demonstrado importante
efeito nutracéutico, em diferentes espéecies animais [3, 4, 5, 6]. Teorias recentes indicam que a
composicgdo de lipideos na dieta pode intervir na proporcao de fosfolipideos das membranas
espermaticas, modificando sua fluidez e capacidade fecundante [7, 8]. Por isso, a composicao
de acidos graxos dos espermatozoides tem sido considerada determinante para a fertilidade

masculina [9].
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Os principais acidos graxos poli-insaturados encontrados nos espermatozoides de
touros bubalinos sdo o &cido linolénico (w3) e o &cido linoléico (w6), os quais constituem
mais de 70% do total dos &cidos insaturados [10]. Estes acidos sdo considerados essenciais
por ndo serem sintetizados no organismo animal, e devem ser supridos na dieta [11, 12]. Os
acidos graxos ®3 e w6 sdo convertidos em metabolitos ativos, como o acido araquidénico, o
acido docosahexaendico e 0 4cido eicosapentaendico, os quais estdo envolvidos na fisiologia
da membrana espermatica [13]. Propor¢des relativamente elevadas de &cidos graxos poli-
insaturados nos espermatozoides podem melhorar os processos de capacitacdo espermatica e

reacao acrossomal [14, 15].

A criopreservacdo diminui significativamente a proporcdo de &cidos graxos poli-
insaturados nos espermatozoides [16, 17]. O congelamento dos espermatozoides pode
ocasionar danos irreversiveis a membrana plasmaética, ao acrossoma e as mitocondrias [18, 19,
20] e, consequentemente, reduzir a qualidade seminal [21]. A integridade da membrana
plasmatica e do acrossoma sdo essenciais para que ocorra a fertilizacdo [22, 23]. Em relacdo
as mitocondrias, qualquer mudanca no seu potencial pode refletir na alteracdo da motilidade
espermaética [24].

Pesquisas tém sido atualmente realizadas para avaliar 6leos ou gorduras vegetais como
fontes energéticas alternativas, visando aperfeicoar seu uso em racfes para ruminantes [13,
25, 26, 27]. A inclusdo dos residuos ou coprodutos agroindustriais na alimentacdo de
ruminantes tem ganhado importante papel na producdo mundial de carne e leite, pois séo

fontes de alimentos que ndo concorrem diretamente com a alimenta¢do humana [28, 29].

Dentre os coprodutos que tém crescido em interesse para a nutricdo de ruminantes
estdo os derivados do processamento da palma de 6leo (Elaeis guineensis) [30, 31, 32]. Paises
da faixa intertropical do planeta, como Indonésia, Tailandia, Malasia, Colémbia, Equador,
Brasil, Gana e Costa do Marfim, dentre outros, se destacam mundialmente no cultivo agricola
da palma de 6leo. Durante a industrializacdo do fruto da palmeira, o 6leo de palma bruto
(CPO - crude palm oil) é extraido da polpa do fruto, enquanto seu refino fisico da origem ao
residuo do refino (PRR — palm refining residue), sendo ambos fontes de acidos graxos

saturados e insaturados [33].

Diante desse contexto, o estudo da incorporacdo de lipideos dietéticos advindos de
fontes alternativas pode estimular a inclusdo de coprodutos agroindustriais na alimentacéo de
touros, principalmente aqueles mantidos em centrais de inseminacéo artificial. Seu uso pode

minimizar os custos de producédo e fornecer um aproveitamento econdémico e ambiental mais
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adequado aos residuos industriais. Por isso, 0 objetivo deste estudo foi investigar o efeito da
suplementacéo lipidica com 6leo de palma bruto (CPO) ou com residuo do refino de palma
(PRR) sobre as caracteristicas morfoldgicas e funcionais do sémen criopreservado de touros

bubalinos (Bubalus bubalis).

2. Material e Métodos

2.1. Local e Periodo

O experimento foi realizado na Central de Biotecnologia de Reproducdo Animal
(CEBRAN/UFPA), em Castanhal, Para (1°18’S, 47°56’0). O periodo experimental

compreendeu 120 dias, ocorrendo entre os meses de novembro a fevereiro de 2014.

2.2. Bioética e Animais Experimentais

O ensaio seguiu 0s preceitos de bioética em experimentagdo animal e o0s
procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais Experimentais da
Embrapa (Declaracdo CEUA/CPATU 02-2015).

Onze touros bubalinos adultos (50,4+8,6 meses; 673,6+94,0 kg) clinicamente
saudaveis e com avaliacdo androldgica positiva foram usados no experimento. Os animais
foram distribuidos em trés grupos (CONT - Grupo Controle, n=4; CPO - Oleo de Palma
Bruto, n=4; PRR - Residuo do Refino de Palma, n=3). Para a uniformidade dos grupos, foram
considerados idade, condi¢do androlégica e escore de condi¢do corporal dos animais. Os
animais foram mantidos em baias individuais sob as mesmas condi¢des ambientais, em

regime de coleta de sémen.
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2.3. Delineamento Experimental

Ao inicio do experimento, os touros tinham seus parametros androlégicos conhecidos,
com coletas de sémen realizadas regularmente a cada sete dias. Assim, 0s touros eram animais
reprodutivamente ativos e apresentavam parametros seminais dentro da normalidade para a
espécie [34]. Os animais receberam as dietas experimentais durante 120 dias, sendo
reservados 15 dias para adaptacdo ao manejo alimentar. Durante 0 experimento, 0s animais
foram submetidos a colheita e avaliagdo de sémen a cada 15 dias (8 ejaculados por touro),
totalizando 88 ejaculados criopreservados. No momento da coleta, o sémen in natura foi
aliquotado. Uma aliquota foi avaliada quanto a motilidade espermatica progressiva (MP; %),
vigor (VIG; 1 a 5), viabilidade espermaética (VIAB, %), defeitos maiores (DMA; %), defeitos
menores (DME; %) e defeitos totais (DT; %). A segunda aliquota foi criopreservada,
posteriormente descongelada e avaliada quanto a MP, VIG, DMA, DME e DT, além da
andlise da integridade de membrana plasmaética, integridade de acrossoma e de potencial
mitocondrial através de citometria de fluxo. A terceira aliquota foi usada para separacdo do
plasma seminal e da fracdo celular, para extracdo de lipideos e andlise do perfil lipidico do

plasma seminal e da membrana plasmética dos espermatozoides.

2.4. Dietas

As dietas foram formuladas para atender as necessidades de mantenca dos animais
[35], sendo elaboradas com silagem de capim-elefante (Pennisetum purpureum), concentrado
a base de milho e feijdo, adicionadas ou ndo de 3% de suplemento lipidico (CPO ou PRR)
(Tabela 1). As trés dietas eram isoproteicas. Para a elaboracdo da silagem, o capim foi cortado
com 60 a 65 dias de desenvolvimento, ao atingir uma altura de 1,6 metros. As dietas foram
administradas duas vezes ao dia (08h00 e 16h00) em cochos individuais, permitindo 10% de
sobras didrias de matéria seca. Diariamente, pela manhd, as sobras do dia anterior foram
pesadas, para calculo do consumo diario individual, considerando a diferenga entre matéria
seca ofertada e matéria seca restante. Os animais foram individualmente pesados a cada 15
dias, apos jejum alimentar de 12 horas. A composi¢do bromatoldgica das dietas estd
demonstrada na Tabela 2. Os animais tiveram acesso ad libitum a agua, mistura mineral e ao

cocho de alimentacéo.
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Tabela 1

Composicdo percentual das dietas experimentais (% da Matéria Seca) oferecidas aos
diferentes grupos experimentais.

Grupos**
Dietas* CONT CPO PRR
Ingredientes (%) MS

Milho 23,22 13,86 13,86
Feijao 10,00 10,00 10,00
Oleo de Palma Bruto - 3,00 -
Residuo do Refino de Palma - - 3,00
Uréia 1,05 1,26 1,26
Silagem de Capim Elefante 65,73 71,88 71,88

* Dietas administradas durante 120 dias.

** CONT: Grupo Controle; CPO: Grupo Oleo de Palma Bruto; PRR: Grupo Residuo do
Refino de Palma.

Tabela 2

Composic¢do quimica dos concentrados fornecidos aos diferentes grupos experimentais.

Grupos*
Composicao (%) CONT CPO PRR
Proteina Bruta 20,19 21,15 21,02
Extrato Etéreo 3,69 16,17 15,32
Fibra em Detergente Neutro 25,61 19,52 25,70
Fibra em Detergente Acido 5,03 3,57 4,56
Matéria Seca 88,21 91,78 89,35

* CONT: Grupo Controle; CPO: Grupo Oleo de Palma Bruto; PRR: Grupo Residuo do Refino
de Palma.
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A composicdo (%) de acidos graxos dos coprodutos utilizados no experimento

encontra-se na Tabela 3.

Tabela 3

Composicéo (%) de &cidos graxos dos coprodutos utilizados no experimento.

Acidos Graxos Oleo de Palma Bruto Residuo do Refino de
%) Palma (%)

Acido Laurico (C 12:0) 0,19 0,25
Acido Miristico (C 14:0) 0,59 0,72
Acido Palmitico (C 16:0) 37,97 46,05
Acido Palmitoleico (C 16:1) 0,11 -

Acido Esteérico (C 18:0) 4,61 4,74
Acido Oléico (C 18:1) 46,12 39,06
Acido Linoléico (C 18:2) 9,52 8,37
Acido Linolenico (C18:3) 0,24 0,22
Acido Araquidico (C 20:0) 0,33 0,29

2.5. Colheita e Avaliacdo do Sémen In Natura

O sémen foi colhido quinzenalmente de cada touro por vagina artificial, a temperatura
de 42° a 46 °C [36]. Foram coletados 8 ejaculados de cada animal, totalizando 88 ejaculados
avaliados. O sémen foi imediatamente levado ao laboratorio e mantido em banho-maria a 37
°C, para evitar inducdo de alteracdes nas caracteristicas seminais. Imediatamente, o sémen foi
submetido as analises de rotina, quanto a motilidade espermatica progressiva (MP; %), vigor
(VIG; 1 a 5), viabilidade (VIAB, %), defeitos maiores (DMA; %), defeitos menores (DME;
%) e defeitos totais (DT; %).
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A MP e o VIG foram avaliados em uma amostra de 8 pL de sémen depositada sobre
lamina aquecida, recoberta por laminula, em microscépio de contraste de fase, com aumento
de 200X. A avaliacdo da VIAB foi realizada por coloragdo supravital de eosina-nigrosina,
com adicdo de sémen e solucdo corante em partes iguais de 20 puL. Apos confeccdo do
esfregaco, a avaliacdo diferencial foi feita em 200 células por amostra, em microscopia de
campo claro (1000X). Os espermatozoides corados ou parcialmente corados em rosa foram
classificados como mortos, e 0s ndo corados foram considerados vivos [37]. A morfologia
espermatica foi avaliada a partir de aliquotas de 40 puL de sémen diluidas em microtubos
contendo 1000 pL de solucdo de formalina tamponada, analisadas em microscopia de

contraste de fase (1000X), sendo avaliadas 100 células por amostra.

2.6 Criopreservacao do Sémen

Para a criopreservagdo, o sémen foi inicialmente diluido em TES® [38] para alcancar
a concentracdo final de 40x10° espermatozoides/dose. O sémen foi entio envasado em
palhetas plasticas de 0,25 mL. O sémen diluido permaneceu em equilibrio a 5 °C durante 3
horas. Na sequéncia, o sémen foi exposto a curva de congelacdo e ao final do processo de
criopreservacao as palhetas foram armazenadas em nitrogénio liquido a -196 °C [36] por no

minimo 30 dias antes de serem analisadas.

2.7. Avaliacdo do Sémen Pés-descongelacdo e Citometria de Fluxo

O sémen criopreservado foi descongelado a 35 °C por 30 segundos. Uma amostra por
partida foi submetida a avaliacdo da MP, VIG, VIAB, DMA, DME e DT, conforme os
métodos descritos para avaliacdo do sémen in natura. Adicionalmente, para o sémen
criopreservado, foi realizada a avaliacdo de integridade da membrana plasmatica dos
espermatozoides, de integridade do acrossoma e do potencial mitocondrial, através de
citometria de fluxo. A avaliacdo da integridade da membrana plasmatica e do acrossoma foi
realizada concomitantemente, com associa¢do das sondas fluorescentes lodeto de Propidio
(PI; Sigma, 28,707-5) e Pisum sativum aglutinina conjugada com Isotiocionato de
Fluoresceina (FITC-PSA; Sigma, L-0770), respectivamente. A avaliacdo do potencial
mitocondrial foi realizada mediante uso da sonda 5,5°6,6’-Tetracloro-1,1,3,3’

Tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1; Sigma, T-4069).
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Para a execucdo da citometria de fluxo, duas palhetas de cada ejaculado foram
descongeladas a 35 °C por 30 segundos e seus conteddos foram agregados em Unico
microtubo. O sémen descongelado foi separado por gradiente de Percoll e em seguida
submetido a lavagem e centrifugacdo no meio de diluicdo TALP sperm [39]. Posteriormente,
uma amostra de 10 pL foi adicionada a 3 pL de Pl (2 pg/mL) e 30 pL de FITC-PSA (100
pg/mL). Outra amostra de 10 pL foi adicionada a 3 pL da sonda fluorescente JC-1 (153 uM)
[40]. As amostras foram incubadas a 38,5 °C por 10 minutos e posteriormente foram
submetidas a avaliagdo por citometria de fluxo (BD FACSCanto Il, Franklin Lakes, NJ,
USA). Foram avaliados 10.000 espermatozoides por amostra. Foram utilizados como
controles positivos de analise uma fracdo das amostras que, ap6s a separacdo em Percoll,
foram incubadas a 4 °C por 30 minutos [41].

2.8. Andlise estatistica

O tratamento estatistico da suplementacdo lipidica e da qualidade seminal contemplou
a analise estatistica descritiva (médiatdesvio padrdo, valor minimo e méximo). Os dados
foram submetidos a andlise de variancia pelo procedimento GLM do programa estatistico
SAS, versdo 9.3 [42], a fim de verificar o efeito da suplementacdo lipidica. As médias foram

comparadas pelo teste de Tukey, com nivel de significancia a 5%.

3. Resultados

Os resultados de ingestdo das dietas demonstram que a suplementacdo lipidica ndo
interferiu no consumo diario de matéria seca, em relagdo ao peso vivo. N&o foi observada
diferenca significativa na ingestdo entre os grupos CONT (1,4+0,1%), CPO (1,1+0,2%) e
PRR (1,1%0,1%).

A motilidade espermatica progressiva do sémen in natura nao apresentou diferenca
significativa entre os grupos. Entretanto, os tratamentos com CPO e PRR elevaram a
motilidade espermatica do sémen criopreservado (Tabela 4). Foi observado que o processo de

criopreservacao reduziu a motilidade progressiva em todos os grupos. O vigor espermatico
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ndo apresentou diferenca significativa entre tratamentos, seja para sémen in natura, seja para

amostras criopreservadas.

A viabilidade espermatica do sémen in natura nao foi distinta entre grupos (P>0,05).
Porém, houve efeito positivo e significativo para o sémen criopreservado, com valores
superiores para 0s grupos CPO e PRR. Os animais do grupo CPO apresentaram menor
percentagem de defeitos espermaticos maiores quando comparados aos animais dos grupos
CONT e PRR, tanto no sémen in natura quanto no criopreservado. Nao houve diferenca
significativa entre grupos quanto a porcentagem de defeitos esperméaticos menores, tanto no
sémen in natura quanto no criopreservado. No entanto, o tratamento com CPO reduziu a

porcentagem de defeitos totais no sémen in natura.

Tabela 4

Meédiatdesvio padrdo do sémen in natura e criopreservado de touros bubalinos nos diferentes
grupos.

Grupos
Variavel Controle  Oleo de Palma Residuo do Refino CV
Bruto de Palma

(%)
Motilidade Progressiva
(%)
Sémen in natura 70.5+1.24 72.7+1.47 70.7+1.24 7.4
Sémen Criopreservado 60.2+1.2 BP 67.9+1.482 65.2+1.382 12.1
Vigor Espermatico (%)
Sémen in natura 3.2+0.1* 3.2+0.1 3.2+0.1 0.5
Sémen Criopreservado 2.5+0.18 3.3+0.1 2.940.1 20.0
Viabilidade (%)
Sémen in natura 70.9+1.4 72.8+1.7 69.2+1.4 10.7
Sémen Criopreservado 61.1+1.3° 69.4+1.52 67.8+1.32 9.2




Defeitos Maiores (%)
Sémen in natura
Sémen Criopreservado
Defeitos Menores (%)
Sémen in natura
Sémen Criopreservado
Defeitos Totais (%)
Sémen in natura

Sémen Criopreservado

12.2+0.8°

12.4+0.8°

3.7£0.5

3.3+0.5

16.0+1.0°

15.8+1.0

9.3+1.0°

9.4+1.0°

3.0+£0.5

3.5+0.5

12.3+1.2P

12.9+1.2

13.2+0.8°

11.2+0.8%

2.7+0.5

2.7+0.5

16.0+1.0°%

14.0+£1.0

6.0

46.0

3.5

85.0

7.3

41.1

77

Letras maidsculas, na mesma coluna, e letras mindsculas, na mesma linha, diferem entre si

pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

A avaliagdo do sémen criopreservado com marcadores fluorescentes por citometria de

fluxo esta demonstrada na Tabela 5. Nao houve diferenca significativa entre grupos quanto a

porcentagem de espermatozoides com membrana plasmatica intacta e acrossomo intacto (PI-

/PSA-). Auséncia de efeito também foi notada para as células classificadas como PI+/PSA+ e

PI-/PSA+. Diferenca significativa foi observada para os grupos CPO e PRR quanto a

porcentagem de espermatozoides com membrana plasmatica lesada e acrossomo intacto

(P1+/PSA-). Contudo,

espermatozoides com alto potencial mitocondrial.

Tabela 5

os tratamentos CPO e PRR elevaram a porcentagem de
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Médiatdesvio padrdo das caracteristicas avaliadas por citometria de fluxo no sémen
criopreservado de touros bubalinos nos diferentes grupos.

Grupos

Variavel Controle Oleo de Residuo do Refino

Palma Bruto de Palma
Integridade de membrana
plasmaética e acrossomal
PI-/PSA- (%) 40.1+2.3 44.2+2.8 43.9+2.4
PI+/PSA+ (%) 21.8+1.5 20.4+1.8 20.1+1.5
PI+/PSA- (%) 13.9+1.4% 17.2+1.7° 12.2+1.4°
PI-/PSA+ (%) 23.9+2.0 17.9+2.4 23.5+2.1
Potencial mitocondrial
JC1 Alto (%) 25.6+1.6° 31.5+1.92 32.0+1.6°
JC1 Médio (%) 35.0+2.12 24.3+2.5° 26.9+2.1°
JC1 Baixo (%) 39.3+2.2 43.3+2.6 40.2+2.3

Letras iguais nas linhas ndo diferem pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

4. Discussao

A suplementacdo de ruminantes com lipideos pode reduzir o consumo de matéria seca
[43], pois 0 aumento gradativo na proporgdo de lipidios dietéticos determina reducdo linear no
consumo diario de matéria seca [44]. A inclusdo lipidica acima de 5% da matéria seca reduz o
consumo, devido a acdo de mecanismos regulatérios que controlam a ingestdo de alimentos
ou em funcdo da limitada capacidade dos ruminantes em oxidar &cidos graxos [45]. A adicao
de lipideos a 3% da matéria seca total na dieta, com 6leo de palma bruto ou o residuo graxo
do refino, ndo afetou negativamente o consumo de touros bubalinos. Provavelmente, o nivel
de utilizacdo dos lipidios esteve abaixo da concentracdo capaz de desencadear reducdo no

consumo.
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Em suinos, a criopreservacdo causa reducdo na concentracdo de acidos graxos poli-
insaturados e de colesterol na membrana plasmatica, ocasionando o aumento no nivel de
espermatozoides com reagdo acrossomal e diminuigdo da motilidade espermatica [21]. Como
esperado, a criopreservacdo causou reducdo da motilidade espermatica em todos 0s grupos
observados. Contudo, a motilidade espermatica superior observada nos animais pertecentes
aos grupos CPO e PRR apos a criopreservacgdo sugere possivel incorporacdo de &cidos graxos
poli-insaturados pela membrana plasmatica dos espermatozoides. De fato, segundo trabalhos
prévios, a suplementacdo de ruminantes com &cidos graxos poli-insaturados modifica a
composicao lipidica da membrana espermatica [3, 16, 31], alterando sua fluidez, estabilidade,
permeabilidade e integridade. Ganhos adicionais foram previamente registrados para a
motilidade, viabilidade e capacitacdo espermatica [46, 47].

A suplementacdo dietética de reprodutores ovinos com 6leo de peixe e vitamina C
elevou a motilidade progressiva espermatica [48]. O uso de &cidos graxos poli-insaturados,
principalmente em dietas ricas em acido linolénico, na alimentacdo de bovinos também
promoveu elevacdo da motilidade espermatica tanto no sémen in natura quanto apds a
criopreservacdo [13]. O enriquecimento dietético com acido docosahexaendico e &cido
eicosapentaendico resultou em aumento da motilidade espermatica no sémen in natura, mas
ndo a incrementou no sémen criopreservado [49]. Além disso, a adicdo de acidos graxos poli-
insaturados dietéticos também eleva os niveis de lipideos circulantes e colesterol, o qual é
precursor dos hormonios esteroides, importantes para maturacdo sexual e espermatogénese
[50, 51].

No presente estudo, ndo foi observada diferenca significativa no vigor espermatico
entre 0s grupos. Entretanto, em trabalho recente com touros bubalinos, constatou-se que a
adicdo de oOleo de palma na dieta apresentou efeito positivo na cinética espermatica, com
elevacdo na habilidade de progressdo dos espermatozoides, a partir da segunda
espermatogénese sob efeito da suplementacéo, ou seja, em torno de 90 dias apds o seu inicio
[30]. Deste modo, para a avaliacdo da influéncia da suplementacdo alimentar em touros
bubalinos, deve ser considerado 0 tempo necessario para que ocorra a espermatogénese e 0
tempo de armazenamento epididimario, sendo em meédia de 38,7 dias e 9,3 dias,

respectivamente [52].

Os valores superiores observados para viabilidade esperméatica no sémen
criopreservado reforcam a importancia da suplementacéo lipidica para touros bubalinos. Esses

dados reforcam os resultados observados em bovinos e a tese de que a adi¢do dietética de
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acidos graxos poli-insaturados é capaz de elevar a porcentagem de células viaveis no sémen in

natura e criopreservado [27].

Apesar do relato prévio de que o uso de concentrados ricos em Gleos vegetais nao
ocasiona melhoria na morfologia espermatica de touros bubalinos [31], constatou-se efeito
benéfico no presente estudo. A suplementacdo com 6leo de palma bruto foi favoravel, com
reducdo de células com defeitos espermaticos maiores e totais nos ejaculados dos animais,
sugerindo que a adicdo de lipideos dietéticos influencia positivamente a morfologia
espermatica. Igualmente, a adicdo de acidos graxos poli-insaturados e vitamina C na dieta de

carneiros aumentou a porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais [48].

Ha relatos de que a suplementacdo de touros bubalinos com concentrados a base de
farelo de coco ou torta de améndoa de dendé eleva a porcentagem de espermatozoides com
membrana plasmatica integra [31]. A adicdo de 6leo ou semente de girassol a 1% da matéria
seca total da dieta também eleva a integridade da membrana plasméatica do sémen
criopreservado de bubalinos [1]. Entretanto, no presente estudo, a auséncia de diferenca
significativa entre os grupos quanto a categoria de células com membrana plasmatica e
acrossoma integros (PI1-/PSA-) demonstra que a porcentagem lipidica de 3% adicionada as

dietas ndo foi suficiente para alterar esses parametros.

Por outro lado, a diferenca observada entre os grupos CPO e PRR em relacdo a
porcentagem de espermatozoides com membrana plasmatica lesada e acrossomo intacto
(P1+/PSA-) poderia ser relacionada ao processo de lipoperoxidacdo da membrana plasmatica.
O aumento da concentracdo de lipidios insaturados na membrana plasmatica dos
espermatozoides pode transforma-los em potenciais alvos para a lipoperoxidagdo [53],
causando danos irreversiveis a membrana [54]. Entretanto, em garanhdes, a suplementacéo
com o6leo de linhaca e antioxidante ndo influenciou a integridade da membrana plasmatica do
sémen criopreservado [55]. Em contrapartida, estudos em carneiros demonstraram aumento
da integridade da membrana plasmatica e acrossoma com a suplementacdo com 6leo de peixe
e vitamina C [48].

Todavia, como os animais do grupo CPO apresentaram sémen com maior motilidade
espermatica progressiva, maior viabilidade celular e menor porcentagem de defeitos maiores e
totais, pode-se anular a possibilidade de lipoperoxidacdo na membrana plasmatica, e sugerir
que a criopreservacdo possa ter causado um decréscimo na proporcdo de PUFAS na

membrana plasmatica. Sabe-se que o processo de congelamento e descongelamento tem sido
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relacionado a reducdo de PUFAS, especialmente o acido docosahexaenoico [16], o que pode

afetar a integridade da membrana plasmatica espermatica.

A observacdo de que animais dos grupos CPO e PRR apresentaram maior
porcentagem de células com alto potencial mitocondrial sugere que a suplementacéo lipidica
melhora a funcdo mitocondrial. Considerando que os animais tratados com oleo de palma
bruto e residuo graxo do refino de palma também apresentaram maior motilidade espermatica
apos a criopreservacao, pode-se afirmar que estes eventos realmente estejam interligados. As
mitocondrias relacionam-se com a producéo de energia [56, 57] e, em virtude disso, qualquer
mudanca no potencial mitocondrial pode ser refletida na alteracdo da motilidade espermatica
[58, 59].

Assim, considera-se que tanto os tratamentos com 0leo de palma bruto quanto com
residuo graxo do refino de palma apresentaram efeitos favoraveis ao sémen criopreservado,
quando comparados ao arragoamento convencional de touros bubalinos. Considerando
conjuntamente a elevacdo da motilidade e da viabilidade espermatica, a reducao da incidéncia
de defeitos morfologicos e a elevacdo no numero de células com alto potencial mitocondrial,
o tratamento com 6leo de palma bruto parece ter apresentado efeito ainda superior. Contudo,
ambas suplementagdes poderiam ser indicadas para elevar a qualidade do sémen
criopreservado de touros bubalinos.

5. Conclusotes

A suplementacdo dietética de touros bubalinos com concentrados enriquecidos com
6leo de palma bruto ou com residuo graxo do refino de palma elevou importantes parametros
seminais, como motilidade, viabilidade espermatica, normalidade morfologica e potencial
mitocondrial, os quais estdo diretamente relacionados com a capacidade de fertilizagdo do
sémen. Portanto, esses coprodutos agroindustriais podem ser utilizados com seguranga na
alimentacdo de touros bubalinos em centrais de inseminacdo artificial, com expectativa

positiva de elevacdo na qualidade do sémen criopreservado.
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6 CONCLUSAO GERAL

A qualidade seminal de touros bubalinos sofre influéncia direta de fatores ambientais e
nutricionais e, mesmo que os bufalos apresentem capacidade de adaptacdo a diversas
condi¢Bes, sdo necessarias medidas de manejo que proporcionem conforto térmico e
suprimento de suas exigéncias nutricionais.

Como durante todos os periodos do ano os bubalinos foram mantidos em situacdo de

conforto térmico, estes apresentaram termogramas escrotais com gradiente positivo,
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normalidade no mecanismo da termorregulacdo testiculo-escrotal e qualidade seminal
adequada para a espécie.

A suplementacéo lipidica com 6leo de palma bruto e residuo graxo do refino de palma,
coprodutos agroindustriais disponiveis na Regido Amazonica, apresenta efeito positivo e
melhora os pardmetros seminais relacionados diretamente com a capacidade de fertilizacao
dos espermatozoides. Portanto, esses coprodutos podem ser utilizados com seguranca na
alimentacdo de touros bubalinos em centrais de inseminagéo artificial, visando melhorar a

qualidade do sémen criopreservado produzido.
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ANEXO A

Legenda: A e B - Animais experimentais; C - Colheita do sémen pelo método da vagina artificial; D -
Dataloggers para registro de temperatura e a umidade relativa do ar; E e F - Captura de imagens
termograficas de globo ocular e de superficie escrotal; G e H - Imagens termogréficas de globo ocular

e de superficie escrotal.
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ANEXO B

Legenda: A - Animais experimentais em baias individuais; B - Dietas administradas em cochos
individuais; C - Silagem adicionada ao concentrado experimental; D, E e F - Concentrados
administrados aos grupos Controle, Oleo de Palma Bruto e Residuo Graxo do Refino de Palma,
respectivamente.
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Legenda: A, B e C — Graficos de dot-plots da avaliagdo da integridade de membrana plasmatica e
acrossoma nos grupos Controle, Oleo de Palma Bruto e Residuo Graxo do Refino de Palma,
respectivamente; D, E e F - Gréficos de dot-plots da avaliacdo do potencial mitocondrial nos grupos
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ANEXO C
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Controle, Oleo de Palma Bruto e Residuo Graxo do Refino de Palma, respectivamente.
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ANEXO D

iﬂh'ﬁiﬁéfs

Legenda: A, B e C - Avaliacdo do perfil lipidico do plasma seminal nos grupos Controle, Oleo de
Palma Bruto e Residuo Graxo do Refino de Palma, respectivamente; D, E e F - Avaliagdo do perfil
lipidico da membrana plasmatica dos espermatozoides nos grupos Controle, Oleo de Palma Bruto e
Residuo Graxo do Refino de Palma, respectivamente.



