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RESUMO DA DISSERTACAO

O estresse térmico calorico (ETC) afeta negativamente a eficiéncia reprodutiva
de bovinos. Varias alternativas tém sido utilizadas para minimizar o efeito do
ETC em regides tropicais com o objetivo de melhorar a produtividade. Nesse
sentido, quantificar o estresse em racas adaptadas e determinar o seu efeito
sobre a reproducdo torna-se uma ferramenta importante para auxiliar nesse
processo. O trabalho descrito no capitulo 2 utilizou animais da raca Girolando
(n=6) e Pantaneiro (n=12), os quais foram submetidos a aspiracao folicular
guiada por ultrassonografia (OPU) em diferentes condi¢des climaticas. O ETC
agudo foi caracterizado quando o indice de temperatura e umidade (ITU) foi
maior que 72 no periodo em que foi realizada a OPU e o ETC crbnico quando o
ITU permaneceu maior que 72 em 50% do tempo nos 15, 30 e 60 dias que
precederam a OPU. O objetivo desse estudo foi avaliar a producédo e
viabilidade de Complexos Cumulus Oophorus (COCs), de doadoras de racas
adaptadas aos tropicos, sob ETC agudo e crénico. A temperatura retal (TR)
diferenciou entre as racas tanto nas condi¢cdes de conforto como de ETC,
caracterizando a média de TR de Pantaneiras (38,6 °C), mais elevada que das
Girolando (38,3 °C). Por outro lado, a frequéncia respiratoria (FR) variou em
funcdo do ETC apenas nas doadoras da raca Girolando. Alteracdes da
viabilidade dos COCs foram observadas quando doadoras da raca Pantaneira
foram manejadas sob ETC agudo. O ETC cronico, especialmente ETC 60,
afetou negativamente a producéo e viabilidade de COC’s.

Palavras-chave: Reproducdo, Ambiente, oécito, bovinos

ABSTRACT

The caloric heat stress (HS) adversely affects the reproductive efficiency of
cattle. Several alternatives have been used to minimize the effect of the HS in
tropical regions with the goal of improving productivity. Accordingly, to quantify
the stress in races and adapted to determine its effect on reproduction becomes
an important tool to assist in this process. The work described in Chapter 2
used animals Girolando (n = 6) and Pantaneira (n = 12) in the Cerrado-Pantanal
region to undergo follicular aspiration in different weather conditions, for the day
of collection, with Index temperature and humidity (ITU)> or <than 72, featuring



the acute HS. In order to assess the quality of the recovered oocyte and
compare between the races. The results showed that Pantaneira race, taurine
seed, was with the same roughness Girolando. The rectal temperature (RT)
differentiated between races with isolated effect, and interaction with the
weather conditions, featuring the average RT moorland, higher than the
Girolando. Respiratory rate there is no difference between races, however
suffers effect of weather conditions. These two physiological variables, were not
enough to cause reproductive effects. Acute HS directly influence the
respiratory rate, and playback. Chronic HS established 15, 30 and 60 days prior
to aspiration, noted that the animal was in ETC or not in order, if more than 50%
of the hours of this period, the animal was in ITU conditions above 72. The total
COC:s retrieved suffered effect of ETC 60, and viability was affected by all the
ETCs.

Keywords: Reproduction, Environment, oocyte, cattle

CAPITULO 1-CONSIDERACOES GERAIS
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1-INTRODUCAO

Os bovinos sdo animais domesticados pelo homem desde os primordios
da civilizacdo para obtencdo de carne e leite. Com a evolucdo dos homens
passaram a ndo ser criados extensivamente mas sim intensivamente, como
produto comercial. Atualmente existem duas espécies bovinas: os Bos taurus
taurus (taurinos) e o Bos taurus indicus (zebuinos). Os animais taurinos, tem
descendéncia europeia e sdo adaptados em clima temperado continental.
Estes sdo famosos por seus altos indices de rendimento de carcaca,
produtividade de leite, e precocidade reprodutiva. Os zebuinos tem
descendéncia asiatica e sdo menos produtivos que 0s taurinos, porem Sao
adaptados a condicdes tropicais, apresentando maior resisténcia a ambientes

hostis.

Racas zebuinas foram introduzidas no Brasil por conta de sua boa
adaptabilidade frente as condicfes de clima e pasto. Cruzamentos entre essas
duas espécies bovinas tém sido utilizadas com a intencdo de equilibrar indices
produtivos e reprodutivos, com rusticidade para enfrentar as condigbes as
quais estdo sendo submetidas. A raca Girolando, raga sintética proveniente do
cruzamento do Holandés, taurino de alta capacidade leiteira e o Gir, zebuino de
grande rusticidade e potencial leiteiro, € um bom exemplo dessa situacdo. A
crescente utilizacdo dessa raca no Brasil, tem despertado cada vez mais

interesse sobre o seu potencial em condi¢gOes adversas.

Os bovinos da raca Pantaneira sdo de antiga ocupacdo na regido do
Pantanal. Sao o resultado de muitos anos de selecdo natural, que, por sua vez,
teve o papel de selecionar os melhores e mais adaptados genes. Por muito
tempo a raca Pantaneira predominou na producdo extensiva de gado na
regido, com alta adaptacdo ao clima, vegetacdo e a constante dinamica de
inundacdes e secas do Pantanal, e ainda pela sua resisténcia em relacéo a
parasitos e doencas. No entanto, pouco se sabe sobre o seu real potencial de

producao de carne e leite, bem como sobre seu desempenho reprodutivo.
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O clima Tropical é predominante no Brasil, principalmente nas regides
Centro-Oeste, parte do Norte, Nordeste e Sudeste, onde estd concentrado o
maior rebanho do pais. Esse tipo de clima é caracterizado, por elevadas
temperaturas e uma grande variacdo diaria da temperatura, ndo tendo bem
definido inverno e verdo, sendo dividido em periodo seco e chuvoso. Nessas
regides, os animais sdo comumente submetidos a situacdes de estresse
térmico calorico (ETC), sendo definido como condicdo ambiental (Temperatura
do ar e umidade relativa do ar) com valores acima do conforto para o animal.
Animais em ETC sofrem aumento da temperatura retal, frequéncia respiratoria,
sudorese e salivacdo, além de outras alteracdes fisiologicas. Tais alteracfes
promovem a reducdo da ingestdo de alimentos pelo animal, e alteragbes
reprodutivas, como: queda de qualidade do od0cito, alteracbes na

espermatogénese, ndo nidacédo do embrido.

2-OBJETIVOS

2.1-Objetivo geral
Avaliar a qualidade dos complexos cumulus oophorus (COCs) oriundos

de vacas das ragas Pantaneira e Girolando em diferentes condicbes de

temperatura e umidade.

2.2-Objetivos especificos

Avaliar a qualidade oocitaria de fémeas da raga Pantaneira e Girolando
a partir da aspiracao folicular guiada por ultrassonografia (OPU), em diferentes

condicBes de temperatura e umidade.

Avaliar o efeito do estresse térmico calérico agudo e cronico sobre a
viabilidade de complexo cumulus oophorus (COCs) de fémeas das racas

Girolando e Pantaneira.

Avaliar o efeito do estresse térmico calorico agudo e cronico sobre

parametros fisioldgicos de fémeas das ragas Girolando e Pantaneira
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3-REVISAO DE LITERATURA (Redigida nas normas da Revista brasileira

de Reproducao Animal, Qualis capes B4)

O uso de PIVE como ferramenta de manejo de animaisem ETC

The use of IVP as a management tool in animal ETC
André Luiz Ledo Fialho®, Fabiana de Andrade Melo Sterza*

YUniversidade Estadual do Mato Grosso do Sul, Aquidauana, MS, Brasil

Resumo

A influéncia do estresse térmico calérico (ETC) sobre a reproducdo ja estd bem
documentada, no entanto, frente as constantes mudangas climéaticas ocorridas em
consequéncia aos fendmenos que tem culminado com o aquecimento global, tem-se
buscado alternativas que elucidem mais claramente tais mecanismos e que possam
favorecer o aumento da producdo animal nas condi¢es de ETC. A producédo in vitro de
embrides (PIVE) é uma biotécnica por meio da qual as fenémenos reprodutivos mais
sensiveis ao ETC, como ovulacdo, maturacdo oocitaria, fecundacéo e desenvolvimento
embrionario inicial, acontecam sob ambiente controlado de temperatura e umidade. A
presente revisao tem como objetivo esclarecer como o estresse cal6rico pode afetar 0s
eventos reprodutivos e como a PIVE pode ser utilizada como um método para contornar

0 ETC.

Palavra-chave: ambiente, bovinos, reproducéo
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Abstract

The influence of caloric heat stress (ETC) on reproduction are well documented,
however, face the constant climate changes due to phenomena that has culminated with
global warming, have sought alternatives to more clearly elucidate these mechanisms
and that may encourage increased animal production in the conditions of ETC. The in
vitro production of embryos (IVP) is a biotech through which the most sensitive
reproductive phenomena to ETC, as ovulation, oocyte maturation, fertilization and early
embryonic development, happen under temperature and humidity controlled
environment. This review aims to clarify how heat stress can affect the reproductive

events and how the IVVP can be used as a method to circumvent the ETC

Keyword: evironment, cattle, reproduction

Introducéo

O Brasil possui 0 segundo maior rebanho efetivo do mundo, com cerca de 200
milhdes de cabecas (Mapa, 2014), e a maior parte esta em regies de climas tropicais,
com temperaturas medias acima da zona de termoneutralidade ficando expostos ao

estresse térmico calérico (ETC) (Pires & Campos, 2008).

A maior parte desse rebanho € constituido por animais zebuinos, conhecidos por
sua resisténcia a condicdes estressantes (Ribeiro et al, 2006). No entanto estudos
relatam que mesmo esses animais sofrem perdas reprodutivas com o ETC, porém menos

evidenciado gque animais taurinos (Paula-Lopes et al, 2003).

ETC ¢é um fator importante que contribui para a baixa fertilidade de vacas
leiteiras inseminadas no verdo (Ray et al, 1992). Em vacas Holandesas, o ETC parece

reduzir a competéncia do odcito (Al-Katanani et al, 2002) e a taxa de fertilizagdo
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(Sartori et al, 2002), blogueando o desenvolvimento do embrido. Esses fatores
contribuem para a baixa fertilidade dos animais nos tropicos, uma vez que o clima dessa

regido proporciona com frequéncia condi¢cdes de ETC para os animais.

A producdo in vitro de embrides (PIVE) evoluiu muito nos ultimos anos. O
Brasil é o lider mundial nessa biotecnologia, tendo apresentado um aumento de 500%
da producdo de embrides em 10 anos (Viana et al, 2012). Dessa forma, o Brasil é
responsavel por aproximadamente 80% da PIVE no mundo (IETS, 2012). O mercado
interno de embriGes hoje é constituido de 90% de PIVE contra menos de 10 % de

MOET (Multiplas OvulacGes e Transferéncia de Embrides) (Viana et al, 2012).

Objetivou-se com essa revisdo mostrar a relacdo do ETC e a eficiéncia da

Aspiracdo folicular guiada por ultrassonografia (OPU) e PIVE.

Efeitos do ETC no organismo e Adaptacao

Varios fatores estdo envolvidos na determinagdo do conforto térmico, tais como:
0 ambiente (temperatura do ar, temperatura radiante, radiacdo solar, umidade do ar e
pressdao atmosférica), a capa externa do animal (espessura, estrutura, isolamento
térmico, penetracdo pelo vento, ventilacdo, emissividade, absorvidade e refletividade) e
caracteristicas corporais (forma corporal, tamanho, area de superficie, area exposta a
radiacdo solar, emissividade e absorvidade da epiderme) (Silva, 2000). Dessa forma,

fica claro, a influéncia da raca sobre a sensibilidade ao ETC.

As alteracOes adaptativas que possibilitam resisténcia térmica sdo provavelmente
resultado de alteracBes na expressdo génica e/ou na atividade de sistemas bioquimicos
que regulam as fungdes celulares frente a alguma agressdo como, no caso das altas

temperaturas (Edwards, 2001).
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As proteinas de choque térmico (HSP) promovem a protecdo celular contra os
efeitos causados pelo calor, impedindo a desnaturacdo de proteinas, e bloqueando a
apoptose (Kregel, 2002). Sua transcricdo ¢ aumentada em ocasido de choques pelo
calor, bem como por outros estimulos de estresse e pode ser um indicador de estresse

em embrides bovinos e o6citos imaturos.

A HSP 70 contribui com um importante papel no que diz respeito a resisténcia
das células ao aumento da temperatura, mantendo estavel a estrutura proteica, quer seja
reparando as proteinas desnaturadas, estabilizando o citoesqueleto e preservando a

funcdo normal dos ribossomos e dessa forma impedindo a apoptose (Hansen, 2002).

Em odcitos imaturos expostos a temperatura min de 19 °C e max 30 °C, a
transcricdo de RNAm Hsp70 aumentou em racas mais sensiveis (Holandeses) do que
em racas mais adaptadas (Gir), bem como a taxa de blastocistos foi maior para doadora

da raca Gir do que para doadoras da raca Holandés (Camargo et al, 2007).

Método de avaliacdo da ETC

O Indice de Temperatura e Umidade relativa do ar (ITU) é o indice mais
utilizado segundo Azevedo & Alves, 2009. Faz uma combinacéo entre temperatura e
umidade, é calculado através do seguinte modelo: ITU = (0,8 x T + (UR(%)/100) x (T -

14,4) + 46,4), onde: T = temperatura °C e UR = umidade relativa do ar (Thom, 1959).

A partir do célculo do ITU o resultado obtido poderd ser comparado com 0s
valores de referéncia que classificam o ETC de acordo com a variacdo de ITU em
ameno ou brando (72 a 78), moderado (79 a 88) e severo (89 a 98). ITU abaixo de 72
caracterizaria um ambiente sem ETC (Armstrong, 1994). Com o célculo do ITU ¢
possivel, observar se 0s animais passaram por periodos de ETC, se o ETC foi agudo ou

crbnico, e ainda quantificar o tempo em ETC. Esses valores de referéncia foram
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propostos para bovinos em geral, ou seja, sem considerar as especificidades de cada

raca.

Nos climas tropicais hd grande variacdo diaria nos valores de T e de UR,
atingindo variacGes de 10 °C facilmente (Ayoade, 1983), fato que promove alteracGes
significativas dos valores do ITU ao longo do dia. Nesse sentido, o ITU médio do dia
ndo representa o ETC real ao qual um animal é submetido durante um dia, se fazendo
necessario portanto, a avaliacdo dos valores maximos e minimos, que diferem

significativamente entre si nas diferentes épocas do ano (Fialho et al, 2013)

Influéncia do ETC na reproducéo e Estratégias para amenizar o ETC

A associacdo entre elevadas temperaturas, alta umidade do ar e radiagdo solar
acarretam alteragdes comportamentais e fisioldgicas, que resultam em diminuicdo da

ingestdo de alimentos e reducdo no desempenho dos animais de produgéo (Silva, 2010).

O ETC pode causar diversos efeitos deletérios sobre a funcdo reprodutiva dos
mamiferos, incluindo mudangas na espermatogénese, com reducdo quantitativa e
qualitativa da produgdo de esperma nos machos; alteracbes no desenvolvimento e
maturacdo oocitaria, levando a reducdo da fertilidade nas fémeas; alteracbes no

desenvolvimento embrionario inicial, no crescimento fetal e na lactacdo (Hansen, 2009).

Em fémeas, esta situacdo € mais complexa, pois o ETC interfere no
desenvolvimento do odcito alterando a sua funcdo, provavelmente por comprometer sua
qualidade em funcdo da alteracdo do desenvolvimento folicular (incluindo auséncia de
dominéncia), a producdo e secrecdo de esteroides, a secrecdo de gonadotrofinas e a
expressdo génica. Como resultado, o processo de maturagdo oocitéria é interrompido em
elevadas temperaturas e a competéncia do odcito para a fertilizacdo fica comprometida

(Hansen, 2007; Hansen, 2009).
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Fémeas sofrendo condigbes de ETC, por apresentarem reducdo na ingestdo de
alimentos, entram em balanco energético negativo mais acentuado. Este fato eleva a
utilizacdo de glicose pelas células, diminuindo sua utilizacdo como fonte de energia
para manutencdo da producdo de leite. No entanto, este processo implica sobre a
fertilidade, pois o odcito, o embrido e o feto necessitam de glicose como fonte de
energia, e a taxa de clivagem e o desenvolvimento inicial dos embrides sdo reduzidos

guando mantidos em ambientes com baixo teor de glicose (Bilby et al, 2009).

Odcitos que passam por condicdes de ETC podem ser prejudicados desde as
fases iniciais do desenvolvimento do foliculo (Britt, 1992). No entanto, outros estudos
demonstraram que as consequéncias sdo mais evidentes quando o aumento de
temperatura ocorre proximo do momento do estro, sugerindo que o processo de
maturacdo final do odcito é mais afetado pelo ETC do que as outras fases de

desenvolvimento (Edwards et al, 1996).

Ao longo dos anos e maior conhecimento cientifico, estratégias para amenizar o
ETC tem sido propostas buscando o aumento de indices produtivos e reprodutivos dos

animais de interesse.

Além da busca por genética mais adaptada aos trépicos, medidas ambientais
vém sendo tomadas para amenizar 0 estresse dos animais, como a implantacdo de
sombreamento adequado das pastagens, pintura de telhados e resfriamento evaporativo

das construgdes onde estes animais sejam manejados (Silva et al, 2010).

Foi demonstrado que o resfriamento estratégico do ambiente de fémeas no inicio
da gestacdo, quando o embrido é mais sensivel ao ETC, pode aumentar em 10% a taxa

de gestacdo. Porem o uso desta tecnologia ndo ameniza totalmente o efeito do calor
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severo, que quando crdnico pode causar mortalidade embrionaria em estadios mais

avancados da gestacdo (Hansen & Ealy, 1991).

Producéo in vitro de embrides (PIVE) como estratégia para minimizar o ETC

A PIVE tem sido utilizada como ferramenta importante para exploracdo
maximizada do potencial reprodutivo dos animais, diminuindo o intervalo entre

geracOes e acelerando o melhoramento genético animal.

Para melhor entender as consequéncias do ETC sobre o desenvolvimento
embrionario in vitro, estudos tem sido realizados por meio de inducdo do estresse em

oocitos e embrides (Hansen, 1991; Hansen, 2007; Hansen, 2009).

Complexo cumulus oophorus (COCs) bovinos foram expostos a temperatura
elevada durante as primeiras 12 h de maturagéo in vitro (MIV). Observou-se alteragéo
da arquitetura do citoesqueleto, reduzindo a maturacdo nuclear dos odcitos e
provocando sua morte induzida através da apoptose e consequente reducdo da taxa de

blastocistos (Roth et al, 2005; Rothet al, 2004).

A termo toleréncia das racas Holandés, Angus e Brahman foi avaliada apds a
indugdo do ETC durante o cultivo in vitro de zigotos (41° C durante 6h apds a FIV). A
taxa de blastocistos foi significativamente maior no grupo de odcitos aspirados de
fémeas da raca Brahman, confirmando sua maior termo tolerancia (Paula-Lopes et al,

2003).

Aspiracéo Folicular Guiada por ultrassonografia(OPU)

A OPU sigla que no inglés significa "ovum pick up" baseia-se na coleta de

odcitos a partir da puncdo folicular guiada por ultrassom. Na espécie bovina essa
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técnica é chave para a producdo in vitro de embriGes. Atualmente, a OPU tem sido

realizada em momentos aleatorios do ciclo estral (Seneda et al, 2006).

Um achado pratico, dito por muitos no campo, € que existe uma grande variacao
nos resultados da OPU, tais resultados refletem a capacitacao profissional, a populacao

folicular da raca e alta variacédo individual.

O grande avanco da OPU no Brasil se da pelo grande uso de fémeas zebuinas
como doadoras, estas possuem alta populacgéo folicular (Carvalho et al, 2007; Pontes et
al, 2009; Pontes et al, 2010) e sua rusticidade se adequa as condicdes adversas. Na raca
Nelore o nimero de odcitos obtidos por OPU foi entre 10 e 40 (Pontes et al, 2009). Na
raca Girolando verifou-se que quanto maior o grau de sangue zebuino, maior a
recuperacdo de oocitos totais (1/2=31; 3/4=20; 7/8= Holandés = 11 (Merton et al, 2009;

Pontes et al., 2009)

Foi relatado que doadoras da raca Gir, submetidas a condi¢cdo de ETC durante 28
dias, no periodo noturno em camaras climaticas. Apresentaram alteracfes em sua
dindmica folicular, com foliculos maiores (auséncia de dominéncia) e reducdo da
competéncia oocitaria nas OPU/PIVE semanais, até 119 dias depois do ETC (TORRES-

JUNIOR et al, 2008).

Concluséao

A PIVE é a uma excelente ferramenta para contornar o ETC, evitando perdas
embrionarias, uma vez que o0 periodo mais critico ocorre in vitro, em condicdes
controladas de temperatura e umidade. O controle das condigdes climéticas por
metodologias como o ITU e a avaliacdo de alteracbes da biologia celular, como a
expressao da proteina HSP, podem auxiliar no entendimento dos fenbmenos que levam

a reducdo da eficiéncia de biotécnicas como a PIVE. O uso da expressao ou transcri¢ao
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da proteina HSP 70, é hoje o melhor método de confirmacdo de choque térmico em
oocitos e embrides, comprovado em trabalhos um aumento em sua expressao ou

transcricdo esta relacionado com um animal em ETC, e vice-versa.
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Qualidade oocitaria de bovinos das racas Girolando e Pantaneira sob estresse

térmico caldrico agudo e cronico
André Luiz Ledo Fialho!, Fabiana de Andrade Melo Sterza®

YUniversidade Estadual do Mato Grosso do Sul, Aquidauana, MS, Brasil

Resumo

O estresse térmico calorico (ETC) afeta negativamente a eficiéncia reprodutiva
de bovinos. Varias alternativas tém sido utilizadas para minimizar o efeito do ETC em
regides tropicais com o objetivo de melhorar a produtividade. Nesse sentido, quantificar
0 estresse em racas adaptadas e determinar o seu efeito sobre a reproducédo torna-se uma
ferramenta importante para auxiliar nesse processo. Animais da raca Girolando (n=6) e
Pantaneiro (n=12), localizados na regido do Cerrado-Pantanal, foram submetidos a
aspiracdo folicular guiada por ultrassonografia (OPU) em diferentes condicOes
climéticas, com o objetivo de avaliar a qualidade do odcito recuperado e alguns
pardmetros fisiologicos indicadores de ETC. Os resultados mostraram que ndo houve
efeito de raca sobre as variaveis estudadas. A raca Pantaneira, de descendéncia taurina,
se mostrou com a mesma rusticidade da Girolando. A frequéncia respiratoria nédo
diferenciou entre as racas, e a temperatura retal teve diferenca. A frequéncia respiratéria
se mostrou melhor para avaliacdo de ETC, porém sem afetar a reproducdo. O estresse
agudo afetou a viabilidade de COCs, principalmente na raca Pantaneira. O estresse
crénico (30 e 60 dias) afetaram significativamente a queda da viabilidade de COCs da

raca Girolando, quando comparada a Pantaneira.
Palavras-chave: Reproducdo, Ambiente, o4cito, bovinos
Abstract

The caloric heat stress (HS) adversely affects the reproductive efficiency of cattle.
Several alternatives have been used to minimize the effect of the HS in tropical regions
with the goal of improving productivity. Accordingly, to quantify the stress in races and
adapted to determine its effect on reproduction becomes an important tool to assist in
this process. Animals Girolando (n = 6) and Pantaneira (n = 12), located in the Cerrado-

Pantanal region, underwent follicular aspiration guided by ultrasound (OPU) in different
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climatic conditions, in order to evaluate oocyte quality recovered and some
physiological indicators of HS. The results showed no effect of race on the variables
studied. The Pantaneira race, taurine descent, was with the same hardiness Girolando.
Respiratory rate did not differ between the races, and rectal temperature was difference.
The respiratory rate was better than for evaluation of HS, but without affecting
reproduction. Acute stress affected the viability of COCs, especially in the Pantaneira
race. Chronic stress (30 and 60 days) significantly affected the fall of the feasibility

Girolando of COCs compared the Pantaneira.
Keywords: Reproduction, Environment, oocyte, cattle

Introducéo

O Brasil possui 0 segundo maior rebanho efetivo do mundo, com cerca de 200
milhGes de cabecas (Mapa, 2014), e a maior parte estd em regides de climas tropicais,
com temperaturas médias acima da zona de termoneutralidade ficando expostos ao

estresse téermico calorico (ETC) constantemente (Pires et al, 2008).

A associacao entre elevadas temperaturas, alta umidade do ar e radiacdo solar
acarretam alteracbes comportamentais e fisiologicas, que resultam em diminuicdo da

ingestdo de alimentos e reducdo no desempenho dos animais de producéo (Silva, 2010).

ETC é um fator importante que contribui para a baixa fertilidade de vacas
leiteiras inseminadas no verdo (Ray et al, 1992). Em vacas Holandesas, o ETC parece
reduzir a competéncia do complexo cumulus oophorus (COCs) (Al-Katanani et al,
2002) e a taxa de fertilizagdo (Sartori et al, 2002), bloqueando o desenvolvimento do
embrido. Esses fatores contribuem para a baixa fertilidade dos animais nos tropicos,
uma vez que o clima dessa regido proporciona com frequéncia condi¢bes de ETC para

0S animais.
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A producado in vitro de embrides (PIVE) evoluiu sobremaneira nos Gltimos anos.
O Brasil se tornou lider mundial de producéo de embrides fecundados in vitro, tendo um

aumento aproximado de 500% em 10 anos (Viana et al, 2012).

Quedas na qualidade dos COCs estdo associadas principalmente as condicdes
fisioldgicas dos animais (Hansen, 2007; Bilby, 2009). Nesse sentido, a producdo dos
embrides in vitro apresenta-se como uma alternativa para superar os efeitos que o ETC
causa sobre a doadoras, evitando que o estresse da mesma exerca efeito negativo sobre a

maturacao dos oocitos e o desenvolvimento inicial dos embrides.

A utilizacdo de animais adaptados aos tropicos representa uma extraordinaria
area de expansdo da atualidade, pois representam uma alternativa interessante de
manter a producdo de proteina animal em paises situados onde o clima é adverso e

apresenta com frequéncia consicdes de ETC.

Os bovinos da raca Pantaneira sdo de antiga ocupacao na regido do Pantanal.
S&o o resultado de muitos anos de selecdo natural, que, por sua vez, teve o papel de
selecionar os melhores e mais adaptados genes. Por muito tempo a raga Pantaneira
predominou na producdo extensiva de gado na regido, com alta adaptacdo ao clima,
vegetacdo e a constante dindmica de inundagdes e secas do Pantanal, e ainda pela sua
resisténcia em relacdo a parasitos e doencas (Juliano et al, 2007).

Um melhor entendimento a respeito de respostas fisiologicas e da qualidade
dos COCs obtidos em animais adaptados aos trdpicos, pode auxiliar na busca de
resultados mais eficientes da OPU/PIVE.

O objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia do ETC agudo e cronico sobre o
numero e viabilidade dos COCs e parametros fisiologicos de animais da raca Pantaneira

e Girolando, situados no ecétono Cerrado-Pantanal.
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Material e Métodos

Animais

Animais das ragas Girolando (n=6) e Pantaneira (n=12), foram selecionados de
acordo com a populacdo folicular ovariana e caracteristicas clinicas. As doadoras eram
livres de doengas infecciosas e reprodutivas, ndo gestantes, com idade média de 48

meses e escore corporal entre 3 e 3.5 (escala de 1 a 5).

O experimento foi realizado na Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul,
situada em Lat. 20°30” S, Long. 55°50° W. Os animais estavam em regime de pastejo
rotacionado, cultivado com capim Téanzania (Panicum maximum, Jacg. cv. Tanzania),
com suplementacdo mineral e agua ad libitum e de cana-de acucar (Saccharum spp.) no

periodo de estiagem

Aspiracéo folicular guiada por ultrassonografia (OPU)

Foram realizadas 8 sessdes de OPU, com intervalo minimo de 7 dias e maximo
de 54 dias, durante os meses de maio a outubro de 2014. Cada animal foi submetido ha
no minimo uma sessdo e no maximo oito sessées de OPU. Todos os procedimentos de
OPU foram realizados com o mesmo numero de doadoras para as duas racas, sendo no
minimo 6 e no méaximo 10 animais de cada raga por coleta. Todos 0s procedimentos
realizados foram aprovados pela comissdo de ética no uso de animais através do
Protocolo 0132013.

Para reducdo dos movimentos peristalticos e o menor desconforto do animal,
foram injetados 5 ml de lidocaina 2% no espaco epidural. Os procedimentos de
aspiracdo folicular transvaginal suporte proprio para utilizacdo transvaginal. Para a
aspiracdo dos foliculos foram utilizadas agulhas hipodérmicas descartaveis 40 mm x 20
G e mangueira de silicone com 2 mm de diametro interno e 80 cm de comprimento. A
pressdo de vacuo foi de 80 mm de Hg, mantida com uma bomba de aspira¢cdo. O meio
de aspiracdo era constituido por DPBS acrescido de 20.000 UI/L de heparina sédica
mantido a 30 °C durante a aspiragdo. Os COCs recuperados foram classificados, e

considerados como viaveis os graus 1, 2 e 3.
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Temperatura retal (TR) e Frequéncia respiratoria (FR)

Antes da realizacdo da OPU foi aferida a temperatura reta, com termémetro
digital de uso veterinario, e a FR de cada animal manejado, em movimentos por 15
segundos, para obter o resultado de movimentos por minuto. Tais procedimentos foram

realizados em todos 0s animais, em todas as coletas.

Iindice de Temperatura e Umidade (ITU)

Para o célculo do ITU foram utilizados os dados de temperatura do ar (T) e
Umidade Relativa (UR), provindos da estacdo meteorologica da Universidade Estadual
do Mato Grosso do Sul (UEMS). O célculo do ITU foi feito de acordo com Thom
(1956) sendo: ITU = (0,8 x T + (UR(%)/100) x (T -14,4) + 46,4), onde: T =
temperatura®C e UR = umidade relativa do ar. Os valores obtidos a partir da equagio
foram classificados no modelo definido por Armstrong (1994) em ameno ou brando (72
a 78), moderado (79 a 88) e severo (89 a 98). ITU abaixo de 72 caracterizaria um

ambiente sem estresse por calor.

Os animais foram divididos em 2 grupos para cada raca, o grupo sem ETC, com
ITU abaixo de 72, e o grupo ETC com valores de ITU superiores a 72 no periodo do dia
em que a OPU foi realizada, ou seja, das 8:00 as 12:00 O estresse identificado nesse
periodo foi considerado como estresse agudo. Além disso o ITU foi quantificado em
horas durante 15, 30 e 60 dias anteriores a coleta, sendo nomeados ETC15, ETC30 e
ETC60.0s periodos (15, 30 e 60 dias anteriores a coleta) nos quais o ITU apresentava-
se maior que 72 em mais de 50% do tempo eram considerados periodos de estresse

cronico.

Anélise Estatistica

Para a analise estatistica considerou-se os efeitos de raca, condi¢do climatica e
horas em ETC15, 30 e 60, e a interacdo entre eles, sobre as varidveis FR, TR, total de
COCs e numero de COCs viaveis. Para isso os dados foram submetidos a analise de
variancia pelo procedimento PROC GLM (SAS). Quando encontradas diferengas, as
médias foram ajustadas pelo programa estatistico e comparadas pelo teste de Tukey
com 5% de probabilidade.
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Resultados e Discussao

As condigdes climaticas foram caracterizadas pelo nimero de horas em que 0s
animais permaneceram sob ITU > ou < 72 durante o periodo experimental. Foram
consideradas situacOes estressantes, aquelas nas quais 0s animais permaneceram por
mais de 50% do tempo avaliado em ITU > 72. O Grafico 1 demonstra o tempo em horas
nos quais 0s animais permaneceram em estresse térmico calorico (ETC) entre a primeira
e a ultima aspiracdo folicular guiada por ultrassonografia (OPU). As condicdes
observadas nesse experimento correspondem ao descrito por Ayoade (1983), que afirma
que em ambiente tropical existe uma grande variacdo de temperatura do ar e umidade
relativa ao longo do ano. Dessa forma, foi possivel observar condicdes de ETC em
periodos nos quais ndo se esperava essa situacdo, como na primeira OPU, que ocorreu
meados de outono, e as horas em ETC foram consideravelmente mais altas que sem
ETC.

Gréafico 1- Condigdes climaticas do periodo entre as sessdes de aspiracdo folicular

guiada por ultrassonografia.

——FETC Sem ETC

400
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" N T
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*ETC = horas em que o valor de ITU estava acima de 72; Sem ETC: horas em que 0
valor de ITU estava abaixo de 72.

A influéncia do ETC sobre a reproducéo, especialmente em ragas bovinas com
aptidao leiteira tem sido bastante evidenciada (Lima et al, 2013; Torres-Junior et al,
2008; Camargo et al, 2007). No entanto, na maioria dos casos foram comparadas apenas
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as estacdes do ano verdo e inverno ou aguas e seca. No entanto, considerando as
grandes variacBes climaticas sofridas mundialmente em virtude do aquecimento global
(MMA, 2014), e as variacOes climaticas observadas nesse estudo, acredita-se na grande
importancia da utilizacdo de parametros mais especificos que definam as condicGes
climaticas. As provas de campo, para avaliacdo de condi¢bes climaticas, utilizam
basicamente Temperatura do ar e Umidade relativa do ar, como ITU e ITGU (indice de
temperatura de globo e umidade).

Em termos gerais, ao longo do periodo experimental, ndo houve diferenca entre
as ragas Girolando e Pantaneira para os parametros fisioldgicos e reprodutivos
estudados. Apesar de ter sido constatada diferenca na TR entre as racas, a mesma nédo
superou a faixa de normalidade para a espécie, em nenhuma condicdo de ITU avaliada.
Em estudos anteriores foi relatado que bovinos sdo considerados em situacdo de ETC
quando a TR estd com valores acima de 39°C (Vasconcelos & Demétrio, 2011; Pires &
Campos, 2004), fato que ndo foi observado em nenhum dos dias em que a OPU foi
realizada. Nesse sentido, infere-se que bovinos da raca Pantaneira possuem temperatura
média corporal, mais elevada do que os da raca Girolando submetidos as mesmas
condicBes ambientais (Tabela 1). O fato dos parédmetros fisioldgicos (TR e FR) e
reprodutivos (viabilidade de COCs) da raca Pantaneira (taurina) serem semelhantes aos
animais de uma raca mestica (Bos Taurus x Bos indicus) e adaptada as condicdes
climaticas do alto pantanal sul matogrossense, confirmam a sua adaptacdo as condicdes
climaticas da regido, confirmando ainda a rusticidade da raca Pantaneira relatada
anteriormente (Juliano et al, 2007).

Esse é o primeiro estudo que relata as caracteristicas da producdo de COCs de
fémeas bovinas da raca Pantaneira. O nimero de COCs obtidos de vacas dessa raca foi
semelhante aos obtidos da raca Girolando nas condi¢des do cerrado-pantanal. O nimero
de COCs totais e viaveis obtidos da raca Girolando, no presente experimento, foram
inferiores aos obtidos por Pontes et al. (2010), que obtiveram média de 15 COCs
viaveis/doadora. Vale ressaltar que a grande variacdo individual de COCs aspirados
dessa raca ja havio sido relatada (Prado et al, 2007) e esta relacionada a idade,
categoria, condi¢cGes ambientais, status nutricional e até mesmo aquelas inerentes a

genética do préprio animal.
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Tabela 1- Parametros fisiologicos e Qualidade de Complexos Cumulus Oophorus

obtidos por aspiracdo folicular guiada por ultrassonografia das ragas Girolando e

Pantaneira.
Temperatura Frequéncia Total de Numero de
Raca Retal Respiratodria COCs COCs
Viaveis
Girolanda 38,31(+0,07)? 32,1(x1,4)* 6,7(x0,8)* 3,1(x0,4)*
Pantaneira 38,64(+0,07)° 28,6(+1,4)* 7,4(x0,8)* 3,7(x0,4)

*Médias seguidas de letras distintas, nas colunas diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

No presente estudo foi possivel observar uma reducdo do numero de COCs
aspirados e sua qualidade, demonstrando que em condi¢des de ITU 73,554, os
mecanismos de termorregulacdo das racas estudadas, sdo capazes de manter TR e FR
dentro da faixa de normalidade, mas ndo a viabilidade de COCs. Confirmando o que
Rensis & Scaramuzzi (2003) descreveram, que para manter a homeostase corporal, o
organismo prioriza algumas reacdes de manutencdo, e reduz o que ndo é vital para a

manutencdo do organismo, como a qualidade reprodutiva dos animais.

Tabela 2- Parametros fisioldgicos e de Qualidade de Complexos Cumulus Oophorus

obtidos por aspiracdo folicular guiada por ultrassonografia em duas Condic¢oes

climaticas .
Condicao Temperatura Frequéncia Total de NUmero de
Climatica Retal Respiratéria COCs COCs Viaveis
>72 38,54(+0,06)°  31,1(14) 5,8(+0,7)? 2,5(+0,4)
<72 38,4(20,07) 29,6(+1,4)* 8,3(0,8)" 4,3(+0,4)°

*Medias seguidas de letras distintas, nas colunas diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

Ao associar o efeito da raca as condi¢cdes climaticas foi possivel observar que a
TR ndo mudou entre as condi¢fes climaticas, considerando a mesma raca. A FR, por
outro lado, aumentou significativamente em condicéo de ETC. A freqliéncia respiratoria
normal em bovinos adultos varia entre 12 e 36 mov/min (Terra, 1993). Sob estresse
térmico, a freqiiéncia respiratoria comeca a elevar-se antes da temperatura retal (Bianca,
1965), como alternativa de dissipagéo de calor e controle da temperatura corporal. Na

raga Girolando, o referido efeito foi observado, mas ndo nas Pantaneiras. De acordo
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com Moraes (2010), quanto menor a FR mais adaptado é o animal ao ETC. O resultados

desse estudo sugerem melhor adaptagédo da raca Pantaneira ao ambiente estudado.

O numero total de odcitos e sua viabilidade nao sofreu influéncia das condicdes
climaticas em doadoras raca Girolando, porém as doadoras da raca Pantaneira
produziram significativamente mais COCs em periodos sem ETC. Esses dados
corroboram, com os de Azevedo et al. (2005) que afirmaram que animais de

descendéncia Europeia sdo mais produtivos em ambientes de clima ameno.

Tabela 3 - Parametros fisiologicos e Qualidade de Complexos Cumulus Oophorus
obtidos por aspiracdo folicular guiada por ultrassonografia entre racas em diferentes

condicdes climaticas .

Raca* Temperatura Frequéncia Total de Numero de
Condicao Retal Respiratoria COCs COCs
Climatica Viaveis

GO*>72 38,42(+0,1)® 35,1(+2,0)* 6,1(x1,0)* 3,2(0,6)?
GO*<T72 38,2(20,1)* 29,1(+2,0)° 7,2(x1,1)* 3(20,6)?
PANT*>72 38,7(+0,1)" 27,1(+2,0)° 5,4(+1,0)? 1,8(+0,6)
PANT*<72 38,6(0,1)" 30,1(x2,0® 9,4(+1,1)° 5,5(+0,6)"

*Meédias seguidas de letras distintas, nas colunas diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

Segundo as observacdes de Lussier et al. (1987), na vaca, um foliculo
antral de 0,13mm de diametro levaria 42 dias, ou seja, aproximadamente 2
ciclos estrais para atingir o tamanho pré-ovulatério, por esse motivo optou-se
por verificar a influéncia do ETC em periodos que antecederam a OPU e que
pudessem, portanto, influencia na viabilidade oocitaria. Relatos de campo
(comunicacdo pessoal) associam com frequéncia as condi¢des climaticas aos
resultados de OPU e MOET. No entanto, sdo escassas informacdes cientificas
a esse respeito. Na tentativa de melhor caracterizas as condi¢cdes climéaticas,o
ITU foi calculado a cada hora do dia, sendo ao final do periodo de 15, 30 e 60
dias que antecederam a OPU somadas todas as horas, nas quais o ITU foi >
72. Foram considerados periodos de ETC aqueles que permaneceram mais de

50% do tempo com ITU > 72. Considerou-se na analise a influéncia da
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condicao climatica do momento da aspiracdo e a eventual ETC nos periodos

supracitados (figura 1). O total de COCs aspirados s6 foi alterado
significativamente em ETC 60. Quando avaliada as 3 interages (raca x ETC
cronico x ETC agudo), verificou-se que a viabilidade oocitaria da raca
Pantaneira foi mais afetada quando houve ETC crénico nos dias que
antecederam a OPU, porém néo houve ETC agudo (no dia da OPU). Esses
dados corroboram com o de outro estudo quando foi relatado que odcitos
imaturos de racas mais adaptadas, sofrem menos danos em situacfes de

estresse agudo (Camargo et al, 2007).

Figura 1- Producéo e qualidade de COCs de doadoras das racas Girolando e Pantaneira
em diferentes condic6es climaticas no momento da aspiracdo e 15, 30 e 60 dias antes da
OPU.
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Concluséao

Animais da raca Pantaneira tem TR média superior a de animais da raca
Girolando, no entanto em nenhuma das racgas a TR foi alterada em funcdo da TR. Por
outro lado a FR de fémeas Girolando foi mais sensivel a condi¢cbes com temperaturas
elevadas.

A reproducdo foi diretamente influenciada pela condic¢éo climatica. Girolandos
sofrem menos perdas reprodutivas com as variacfes de ITU. Pantaneiros sofrem mais
com ETC agudo. Em condi¢cdes de ETC 15, 30 e 60 a viabilidade de COCs das
Girolandos é afetada negativamente quando comparada com a raca Pantaneira. O

namero total COCs, sofre apenas com ETC60.
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CAPITULO 3- CONSIDERACOES FINAIS

A partir desse trabalho, conseguimos mostrar que 0s animais
Pantaneiros descendentes de taurinos, passados apenas pela sele¢éo natural,
sem nenhum melhoramento genético, obtiveram uma semelhanca em indices
reprodutivos, com animais da raca Girolando adaptado a condicbes dos
tropicos, uma raga sintética a partir do cruzamento entre Bos indicus (Gir) e
Bos taurus (Holandés), com anos de melhoramento genético.

Estes animais passaram pelas mesmas adversidades climaticas,
caracterizando mais uma vez o Pantaneiro como um taurino adaptado as
condi¢des de ETC dos tropicos, visto que frente a condicbes de ETC crénico a

Pantaneira se mostrou superior aos Girolandos.

Estudos, com melhoramentos genéticos para a raca Pantaneira, devem
ser feitos, afim de tirar esses animais do risco de extingdo, e mostrar suas
possibilidades produtivas e reprodutivas. Para assim inserir cruzamentos com
essa raca entre os produtores, e usufruir comercialmente esta genética
adaptada as variagdes climaticas, formando animais mais resistentes e

produtivos.



