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RESUMO

Nos tropicos, o uso de ragas adaptadas tem sido uma estratégia para minimizar o efeito do estresse
térmico caldrico (ETC). No entanto, faltam informagodes que quantifiquem o estresse e o seu efeito sobre
a reproducdo dessas racas. O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade do odcito recuperado e alguns
parametros fisiologicos indicadores de ETC em bovinos de racas adaptadas. Animais Bos taurus x Bos
indicus (n=6) e Bos taurus (raga Pantaneira; n=12), localizados na regido de transi¢go entre o Cerrado ¢ o
Pantanal brasileiro, foram submetidos & aspiragdo folicular guiada por ultrassonografia (OPU) em
diferentes condigdes climaticas. Foram realizadas oito sessdes de OPU, com intervalo minimo de sete
dias e maximo de 54 dias entre as coletas. Para caracterizagdo climatica, foi realizado o calculo do indice
de temperatura e umidade (ITU). Foram quantificados os ITUs do dia da OPU, sete dias antes e 60 dias
antes de cada sessao. Os parametros fisiologicos e a viabilidade oocitaria de fémeas das ragas Girolando e
Pantaneira ndo foram afetados negativamente por ITUs entre 72 ¢ 78. O ETC cronico (60 dias) parece
afetar a viabilidade oocitaria de doadoras na raga Pantaneira quando ITU ¢ superior a 75.
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ABSTRACT

In tropical regions, the use of adapted breeds has been a strategy to minimize the effect of heat stress
(HS) in cattle. However, information quantifying stress and its effect on reproduction of these breeds is
lacking. The aim of this study was to evaluate the quality of the recovered oocyte and some physiological
parameters that indicate HS in adapted breed. Bos taurus x Bos indicus (n=6) and Pantaneira (n=12)
cows, located in the transition region between Cerrado and Brazilian Pantanal, underwent follicular
aspiration guided by ultrasound (OPU) in different weather conditions. Eight sessions of OPU were
carried out, with a minimum interval of 7 days and maximum 54 days between sessions. For weather
characterization, the temperature and humidity index (THI) was calculated. THI of the day of OPU, 7
days before and 60 days before each session were calculated. The physiological parameters and oocyte
viability of Girolando and Pantaneira cows were not negatively influenced under ITU between 72 and 78.
The chronic HS (60 days)may affect the oocyte viability of Pantaneira donors when ITU is over 75.
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Efeito do estresse...

INTRODUCAO

A maior parte do rebanho bovino brasileiro
encontra-se em regido tropical, com temperaturas
médias acima da zona de termoncutralidade
(Pires e Campos, 2008), onde os animais
permanecem longos periodos sob estresse
térmico caldrico (ETC). Independentemente da
origem genética, o estresse térmico por calor
prejudica a homeostase, o que leva a alteracdes
enddcrinas e a efeitos negativos sobre eventos
reprodutivos na fémea bovina (Macedo et al.,
2014). O ETC provoca alteragio do
desenvolvimento folicular, diminui¢do ou atraso
da expressdo do comportamento do estro,
comprometimento da competéncia oocitaria
(Gendelman et al., 2010) e pode também atrasar
ou mesmo inibir o desenvolvimento embrionario
(Ferreira et al., 2011). O desenvolvimento
embrionario ¢ prejudicado quando as fémeas
sofrem de estresse por calor no dia da IA até sete
dias ap6s esse procedimento, o que acarreta
menor viabilidade embrionaria (Macedo et al.,
2014).

As regides tropicais tém problemas a serem
estudados ¢ superados com pesquisas que
propiciem solugdes adequadas para uma perfeita
interacdo animal-ambiente, com vistas a maior
produtividade (Faria, 1999). Assim, a utiliza¢ao
de animais adaptados aos tropicos ¢ indicada
para melhorar a produtividade nessas regides.

Os animais Pantaneiros possuem acido
desoxirribonucleico (DNA) mitocondrial
essencialmente taurino, herdado de seus
ancestrais ibéricos (Issa et al., 2006), sendo
atualmente considerada uma raga Bos taurus
taurus genuinamente brasileira e localmente
adaptada ao bioma do Pantanal (Rufino Junior et
al., 2014). Por outro lado, o Girolando é uma
raga sintética, resultante do cruzamento entre
bovinos Holandeses (Bos taurus taurus) com
animais da raga Gir (Bos taurus indicus), cujo
objetivo é buscar a complementaridade entre
essas ragas, de modo a aliar a produtividade das
vacas Holandesas a maior resisténcia do gado
Gir as condigdes climaticas dos tropicos.

A produgdo in vitro de embrides pode ser
considerada uma alternativa para manejar os
efeitos do ETC, pois etapas essenciais da
reprodugdo, tais como a maturagdo oocitaria e o
desenvolvimento inicial dos embrides, ocorrem
em ambiente controlado. No entanto, ndo esta
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claro o efeito do ETC sobre a foliculogénese ¢ a
oogénese, bem como o seu impacto sobre a
qualidade dos complexos cumulus-odcitos
(COCs) obtidos por OPU. Quedas na qualidade
dos COCs tém sido associadas a altera¢des das
condigdes fisiologicas dos animais (Bilby et al.,
2014), fato que estimula o estudo mais apurado
dessa questao.

Armstrong (1994) definiu niveis de estresse
(ameno a severo) para bovinos, de acordo com os
valores de ITU. No entanto, a aplicabilidade
desses valores para bovinos de ragas adaptadas
aos tropicos e a influéncia do estresse agudo e
cronico sobre pardmetros reprodutivos ainda
precisam ser avaliados.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a
influéncia do ETC agudo e cronico sobre os
pardmetros fisiolégicos € o numero e a
viabilidade dos COCs aspirados de fémeas das
ragas Pantaneira e Girolando.

MATERIAL E METODOS

Animais das ragas mesticas Bos taurus x Bos
indicus (Girolando livro aberto; n=6) e
Pantaneira (n=12) foram selecionados de acordo
com suas caracteristicas clinico-reprodutivas. As
doadoras eram vacinadas contra doengas
infecciosas e reprodutivas (vacinagdo realizada
pelo menos 60 dias antes da primeira OPU), ndo
gestantes, com idade média de 48 meses e escore
corporal entre 3 ¢ 3.5 (escalade 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-tanzania (Panicum maximum), com
suplementagdo mineral e agua ad libitum.

Foram realizadas oito sessdes de OPU, com
intervalo minimo de sete dias e maximo de 54
dias entre as coletas, durante os meses de maio a
novembro de 2014. Cada animal foi submetido a,
no minimo, uma sessdo € a, no maximo, oito
sessdes de OPU. Todos os procedimentos de
OPU foram realizados com o mesmo numero de
doadoras para as duas ragas, sendo no minimo
seis € no maximo 10 animais por coleta. Todos
os procedimentos realizados foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais, por
meio do Protocolo Ceua/UEMS 013/2013.
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Para redugdo dos movimentos peristalticos e
menor desconforto do animal, foram injetados
SmL de uma combinacdo de lidocaina 2% e
acepromazina 1% no espago epidural. Para a
aspiracao dos foliculos, foram utilizadas agulhas
hipodérmicas descartaveis 20G (50mm x 9mm;
Terumo®, Bio Brasil) e mangueira de silicone
com 2mm de diametro interno e 80cm de
comprimento. A pressdo de vacuo foi de 80mm
de Hg, mantida com uma bomba de aspiragdo
(Aquila PRO®, Pie Medical, acoplado a
transdutor microconvexo 8MHZ e bomba a
vacuo BV-003D WTA). O meio de aspiragao era
constituido por DPBS acrescido de 20.000UI/L
de heparina sodica, mantido a 30°C durante a
aspiragdo. Os COCs recuperados foram
rastreados e classificados imediatamente apos a
OPU. Foram considerados como viaveis os
COCs com uma ou mais camadas de células do
cumulus compactas e citoplasma homogéneo.

Antes da realizacdo de cada OPU, foi aferida a
temperatura retal, com termometro digital de uso
veterinario. A frequéncia respiratoria de cada
animal manejado era contada de acordo com os
movimentos do flanco em movimentos por
minuto. Tais procedimentos foram realizados em
todos os animais, em todas as coletas.

Para o calculo do indice de temperatura e
umidade (ITU), foram utilizados os dados de
temperatura do ar (T) e umidade relativa (UR),
provindos da estagdo meteorologica da
Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul
(UEMS). O calculo do ITU foi feito de acordo
com Thom (1959), sendo: ITU= (0,8 x
T+(UR(%)/100) x (T -14,4)+46,4), em que: T=
temperatura (°C) ¢ UR = umidade relativa do ar.
Os valores obtidos a partir da equagdo 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. Foram calculados ITU de sete ¢ 60 dias
antes da OPU, e no dia da OPU, com o objetivo
de caracterizar o ETC cronico (60 dias) e agudo
(sete a zero dias). O ITU foi calculado de hora
em hora, durante todos os dias do periodo
experimental. Foram, assim, considerados o ITU
da manha (calculo médio entre oito ¢ 11 horas da
manhd), da tarde (calculo médio entre as 13 e 16
horas) ¢ do dia todo (caculo da média do ITU de
cada hora das 24 horas do dia).
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Para a andlise estatistica, os dados foram
submetidos a regressdo linear e a analise de
varidncia pelo programa R (versio 3.3.1).
Quando encontradas diferengas, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, com 5% de
probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A regido de transicdo entre o Cerrado e o
Pantanal brasileiro ¢é conhecida pelas altas
temperaturas ambientais registradas em grande
parte do ano. O perfil climatico do periodo
experimental demonstrou que apenas nos meses
de maio, junho e julho as temperaturas do dia
foram inferiores a 25°C. A UR foi, em geral, alta,
mas apresentou grande variagdo nos meses mais
quentes do periodo (Fig. 1). Segundo Barros et
al. (2010), a alta umidade do ar, combinada com
elevadas temperaturas, acarreta mudancas no
comportamento fisiolégico do animal, o que
promove maior gasto de energia para
manutencdo de sua homeostase. Nesses casos,
ocorre redugdo dos indices produtivos e
reprodutivos do animal.

A grande variagao climatica que ocorre ao longo
do dia pode subestimar o ETC ao qual os animais
sdo submetidos. Navarini et al. (2009), Fialho
(2015) e Kischel (2016) relataram esse fato e
concluiram sobre a baixa eficiéncia da utilizagdo
do ITU médio do dia para determinar o ETC. No
presente estudo, o ETC da manhd e da tarde
foram significativamente superiores ao ITU do
dia todo, e ndo foi verificada diferenca estatistica
entre o ITU do periodo da manha e o da tarde

(Fig. 2).

Na Fig. 2, pode ser observada a variagdo do ITU
60 e sete dias antes da OPU e no dia da OPU nas
oito sessdes de OPU.

Considerando-se o ITU médio do dia da OPU,
seria possivel afirmar que, nas coletas 1, 2,4 ¢ 5,
0s animais encontravam-se em conforto térmico,
no entanto o mesmo fato ndo foi observado para
os ITUs médios do dia da OPU nos periodos da
manhi e da tarde, o que confirma a necessidade
de considerar os horarios mais quentes do dia
para determinar o ETC. Considerando-se o ITU
dos sete dias anteriores a cada OPU e do dia da
OPU, somente em uma das coletas o ITU da
tarde foi inferior a 72. Observou-se, no entanto,
variagdo importante desse indice entre as sessdes
de aspiragdo folicular.
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Figura 1. Perfil climatico do periodo experimental - marco a novembro/2014. Os dados de temperatura
(T, em °C) e umidade relativa do ar (UR, em %) foram obtidos da estagdo metereoldogica da UEMS.
Foram considerados nesse grafico os periodos das oito as 11 horas e das 13 as 16 horas.
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Figura 2. Indice de temperatura e umidade (ITU) 60 e sete dias antes da OPU e no dia da OPU de vacas
das ragas Pantaneira e Girolando.
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A grande variagdo climatica observada
demonstra que a caracterizagdo do conforto
térmico baseada apenas nas estagdes do ano
também ¢ muito fragil (coleta 1 e 2: maio; coleta
3 e 4: julho; coleta 5 e 6: agosto; coleta 7:
outubro; coleta 8: novembro).

Ao observar o ITU médio dos 60 dias anteriores
a OPU, constata-se que, nas sessdes de OPU 1, 2,
7 e 8, 0s animais estavam em estresse cronico, ou
seja, foram submetidos a ITUs superiores a 72,
em média, durante 60 dias. Quando apenas o ITU
da tarde é considerado, observa-se que, em todas
as sessOes de aspiragdo, o ITU estava acima de
72.

A escolha de ragas mais adaptadas as regides de
clima quente tem sido uma alternativa para

manejar os efeitos de ETC sobre a produgdo
animal. As racas Girolando ¢ Pantanecira se
enquadram nessa categoria.

Nao foi observada diferenga estatistica da
temperatura retal, frequéncia respiratoria e
frequéncia cardiaca entre as sessdes de OPU, o
que indica que, provavelmente, animais das ragas
estudadas ndo sofrem de ETC em ITUs entre 72
e 78 (ITU maximo observado no momento da
OPU). Os dados apresentados na Tab. 1
sdo oriundos das médias de todas as
coletas e afericdes no periodo experimental,
independentemente do ITU, sendo considerado
apenas o efeito da raga, ja que nenhum efeito do
ETC agudo foi observado sobre os parametros
avaliados.

Tabela 1. ParAmetros fisiologicos e qualidade de complexos odcitos - cumulus (COCs) obtidos por
aspiragdo folicular guiada por ultrassonografia das ragas Girolando e Pantaneira

Raca Temperatura retal Freq'uen,m.a Total de COCs COCs viaveis
respiratoria
Girolando 38,31+0,07* 32,114 6,7+0,8" 3,1+0,4°
Pantaneira 38,64+0,07° 28,6+1,4° 7,4+0,8° 3,7+0,4°

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

A temperatura retal é usada, frequentemente,
como parametro de definicdo de adaptacdo
fisiologica ao ambiente quente, pois seu aumento
indica que os mecanismos de liberagdo de calor
tornaram-se  insuficientes para manter a
homeotermia (DuPreez, 2000). Apesar de ter
sido constatada diferenca na TR entre as ragas,
essa distingdo ndo superou a faixa de
normalidade para a espécie, em nenhum dos dias
em que a OPU foi realizada, o que confirma que
0s animais conseguiram manter a homeotermia
em ITUs de até 78. Em estudos anteriores, foi
relatado que bovinos que estdo em situacdo de
ETC apresentam TR com valores acima de 39°C
(Pires e Campos, 2008; Vasconcelos ¢ Demétrio,
2011), situagdo ndo observada neste estudo.

O fato de os parametros fisiologicos (TR e FR) e
reprodutivos (viabilidade de COCs) da raga
Pantaneira (taurina) serem semelhantes aos
animais Girolando, uma raga mestiga (Bos taurus
X Bos indicus) e moldada sinteticamente para as
condigdes tropicais, confirma a adaptacdo dos
animais Pantaneiros as condi¢des climaticas da
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regido do Alto Pantanal Sul-Matogrossense, ja
relatada anteriormente (Marques Jr et al., 2012).

A frequéncia respiratdria ¢, em geral, o primeiro
parametro fisiologico a ser alterado em situagdes
de estresse pelo calor, atuando como alternativa
de dissipagdo de calor e controle da temperatura
corporal (Costa et al., 2015). Azevedo et al.
(2005), ao avaliarem vacas mestigas, observaram
que a frequéncia respiratoria evidenciou ser um
indicador de estresse térmico melhor que a
temperatura retal, assim como no presente
experimento. Neste ensaio, a frequéncia
respiratoria em doadoras da raga Girolando foi
aumentando linearmente a medida que houve
aumento de ITU, fato n3o observado na raca
Pantaneira (Fig. 3 ).

De acordo com Moraes (2010), quanto menor a
FR mais adaptado ¢ o animal ao ETC. Apesar de
as doadoras da raca Girolando demonstrarem a
referida variagdo de FR, até ITU 79,5, a FR
manteve-se dentro da normalidade.
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Figura 3. Analise de regressdo da frequéncia respiratoria (FR) de animais da raga Girolando (P=0,02841)
e Pantaneira (P=0,1278) em relagdo ao ITU do periodo em que foram realizadas as OPUs.

Avaliagdes empiricas normalmente associam as
condi¢des climaticas aos resultados de OPU e da
multipla ovulagdo e transferéncia de embrides.
No entanto, s3o escassas as informagoes
cientificas a esse respeito. Considerando-se que
um foliculo antral de 0,13mm de diametro leva
aproximadamente 42  dias, ou  seja,
aproximadamente dois ciclos estrais para atingir
o tamanho pré-ovulatério em uma vaca (Lussier
et al., 1987), acredita-se que o ETC cronico
possa impactar, de maneira significativa, sobre a
eficiéncia reprodutiva.

Chebel (2014) relatou que o estresse cronico ou
multiplos estresses agudos podem acarretar
alteragdes hormonais, o que prejudica a
qualidade do odcito e o desenvolvimento inicial
embrionario. Roth et al. (2001) relataram que
foliculos que se desenvolvem sobre condigdes de
estresse térmico possuem uma deficiéncia na
esteroidogénese das células da teca e granulosa,
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e, como consequéncia, ocorre uma reducdo nas
concentragdes de estradiol no fluido folicular.
Essa redugdo pode afetar a secregdo de
gonadotrofinas que estejam envolvidas na
aquisi¢do de competéncia meidtica dos oocitos.

O nmumero de COCs obtidos neste experimento
foi semelhante entre as racas nas condigdes do
Cerrado-Pantanal. Todavia, o nimero de COCs
totais e viaveis obtidos da raca Girolando, no
presente experimento, foram inferiores aos
verificados por Pontes et al. (2010), que
obtiveram média de 15 COCs viaveis/doadora.
Vale ressaltar que a grande variagdo individual
de COCs aspirados da raga Girolando ja havia
sido relatada (Prado et al., 2007) e estd
relacionada a idade, a categoria, as condicdes
ambientais, ao status nutricional e até mesmo
aquelas inerentes a genética do proprio animal.
Sobre a raca Pantaneira, ainda ndo existem
relatos a esse respeito.
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Como esperado, ndo foi observada interferéncia
do ITU sobre a viabilidade oocitaria, quando
avaliados os dados de sete dias anteriores & OPU
e no dia da OPU. Porém, quando se avaliou o
estresse cronico (60 dias antes da OPU), pode-se
ver uma evidente queda na qualidade dos COCs
das doadoras da raga Pantaneira a medida que
houve o aumento do ITU (Fig. 4). As doadoras

da raga Pantaneira também produziram mais
COCs viaveis em periodos sem ETC. Esses
resultados corroboram os de Torres-Junior et al.
(2008), que observaram alteragdo da dinamica
folicular e reducdo da competéncia oocitaria até
119 dias depois do ETC de 28 dias induzido em
vacas Gir, em camara climatica.
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Figura 4. Analise de regressdo da viabilidade de COCs de doadoras da raga Pantaneira (P=0,01405) e
Girolando (P=0,8383) em relagdo aos valores de ITU, dos 60 dias antes da OPU.

O fato de a viabilidade oocitaria das fémeas
Girolando nao ter sofrido influéncia significativa
de ETC cronico pode estar relacionado ao
aumento da FR (observado nessa raga quando
houve aumento de ITU) associado a mecanismos
de regulacdo da temperatura do estroma ovariano
(Hunter e Einer-Jensen, 2005), o que auxilia na
termorregulagdo desses animais, de forma
suficiente a ndo interferir na qualidade do odcito.
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O valor do indice de temperatura e umidade a
partir do qual vacas Holandesas iniciam o
declinio na produgdo de leite ¢ igual a 72 (Silva
et al., 2002). Entretanto, na literatura nacional e
na estrangeira, ha poucas informagdes a respeito
dos niveis criticos desse indice para vacas
mestigas (Azevedo et al., 2005). Azevedo et al.
(2005) relataram que a temperatura retal de
animais mesticos sé ultrapassou os parametros
fisiologicos normais quando valores de ITU
foram iguais a 80, 77 e 75 para os animais dos
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grupos  genéticos ', 4 e /s HZ,
respectivamente. A frequéncia respiratoria s6 foi
alterada quando os valores de ITU foram iguais a
79, 77 e 76 para os animais dos grupos genéticos
U 3e Ty HZ, respectivamente.

Os resultados obtidos neste ensaio permitem
sugerir que a classificagdo de ETC sugerida por
Armstrong (1994) ndo pode ser aplicada para
animais de ragas adaptadas aos tropicos. Neste
estudo, a TR e a FR ndo alcangaram valores
acima do padrdo de referéncia com ITU de 77 e
79 para as vacas Girolando e Pantaneira,
respectivamente. A viabilidade oocitaria so6
esteve abaixo de 60% quando ITU foi superior a
75 nos 60 dias anteriores a OPU, para as duas
ragas. Dessa forma, esta pesquisa sugere que as
equacdes de ETC ja existentes para outras ragas,
dependem de ajustes, assim como ja sugerido por
Lopes (2009).

Considerando-se  as  alteragdes  climaticas
frequentes, assim como o fato de que os meses
de dezembro, janeiro e fevereiro, classicamente
de altas temperaturas ¢ umidades, ndo foram
avaliados neste estudo e que, mesmo assim, o
efeito do estresse cronico foi observado sobre a
viabilidade oocitaria da raca Pantaneira, acredita-
se que o manejo do ambiente seja necessario para
racas adaptadas para evitar o ETC cronico e
garantir melhores resultados na produg@o in vitro
de embrides.

CONCLUSAO

Os parametros fisiologicos e a viabilidade
oocitaria de f€meas das ragas Girolando e
Pantaneira nao foram afetados negativamente por
ITUs entre 72 e 78. O ETC agudo ndo interferiu
na viabilidade oocitaria de fémeas das racas
estudadas. O ETC cronico (60 dias) afetou a
viabilidade oocitaria de doadoras na raga
Pantaneira quando ITU foi superior a 75.
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