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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Mestrado em Ciéncias Veterinarias
Universidade do Estado de Santa Catarina - UDESC

ALTERNATIVAS PARA MAXIMIZAR A CAPACIDADE REPRODUTIVA DE
BOVINOS.
Autor: Fabiano Buss Cruz
Orientador: Alceu Mezzalira
Lages SC 15 de Junho de 2007

Este trabalho teve por objetivos abordar as formas de avaliagdo da capacidade
reprodutiva de touros da raca Devon, criados em Santa Catarina, bem como propor
alternativas para maximizar a capacidade produtiva de bovinos de corte. Os temas
foram agrupados por seus conteudos em quatro capitulos. No capitulo 1, procedeu-
se a revisao bibliografica do exame androlégico do touro. Foram abordados: o
exame fisico, a coleta do ejaculado, a avaliagdo seminal e a avaliagdo da
capacidade de servico, com base nos dados da literatura. No capitulo 2, séo
avaliados dados obtidos de exames androlégicos de 207 touros da raga Devon,
sendo determinado o percentual de animais aptos a reproducao, baseado no exame
clinico, seminal e de comportamento sexual, bem como o numero de animais
reprovados em cada etapa. Ainda foram catalogadas as medidas médias de
circunferéncia escrotal para a raca Devon, nas diferentes faixas etarias. A média de
touros aprovados foi 71,6%, com a seguinte medida média da circunferéncia escrotal
(CE): Animais de 18 a 22 meses, 35,2 + 2,93cm; Animais de 23 a 27 meses, 37,3 +
2,75cm e animais com mais de 30 meses 38,2 + 3,6cm. No capitulo 3, foi avaliada a
metodologia da vagina artificial interna (VAI) proposta pelo Dr. Albert Barth, como
forma de coletar a amostra do sémen e simultaneamente avaliar o comportamento e
a fertilidade de touros da raca Devon. Dos 52 animais examinados 60,0% foram
considerados aptos. Foi possivel realizar a coleta do ejaculado com a utilizacao da
VAl em 45 animais (86,5%). Dos touros coletados com a VAI (n=45), 69% foram
considerados aptos a reproducao e 31% inaptos. Quando se considerou o total de
touros examinados (n=52), o percentual de touros aprovados apds coleta de sémen
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e avaliacao da capacidade de cépula com a VAI foi de 60,0%. Concluiu-se que a VAl
foi efetiva na coleta dos ejaculados, permitindo a avaliagdo simultdnea da
capacidade de servico. A técnica mostrou-se de fundamental importancia, ja que
11,1% dos animais reprovados no teste seriam inadequadamente considerados
aptos a reproducdo, se apenas os exames fisico e de qualidade seminal fossem
empregados. No capitulo 4 consta um experimento que teve como objetivo
determinar o nimero médio de odécitos recuperados por OPU, em fémeas bovinas da
raga Devon e Nelore, bem como avaliar a utilizagcdo da criopreservagcao por
vitrificacdo dos oécitos imaturos obtidos por OPU ou de ovarios provenientes de
abatedouro, das duas racas. O numero médio de oécitos por sessdo de OPU foi de
4,6 odcitos na raca Devon, que foi significativamente inferior (p<0,05) aos 16,3
obtidos na raca Nelore. Ap6s o reaquecimento, maturacdo e cultivo dos odcitos
vitrificados foram observados taxas de clivagem de 17,6% no grupo OPU / Devon,
29,1% no grupo OPU / Nelore, 22,8% no grupo ovarios abatedouro / Devon e 14,5%
no grupo ovarios abatedouro / Nelore, nao havendo diferenca estatistica (p>0,05)
entre os grupos. Na avaliagao do desenvolvimento embrionario, observou-se apenas
um embrido atingindo o estagio de blastocisto, no grupo OPU / Devon. O
experimento demonstra que fémeas da raca Nelore possibiltam um ndmero
significativamente maior de odcitos recuperados por sessdo quando comparado com
fémeas da ragca Devon, e que a associacao da técnica de OPU com vitrificagdo dos
oocitos na propria fazenda, ndo produz taxas aceitaveis de desenvolvimento de
embrides. O estudo demonstra que existem alternativas para melhorar a capacidade
reprodutiva de bovinos que, todavia, devem ser previamente avaliadas e adequadas
as condicoes existentes.

Palavras Chave — touros, avaliacao androlégica, sémen, VAI, oécito, vitrificacao.
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ABSTRACT

Master Dissertation
Programa de Mestrado em Ciéncias Veterinarias
Universidade do Estado de Santa Catarina - UDESC

ALTERNATIVES TO MAXIMIZE BOVINE REPRODUCTIVE CAPACITY.
Author: Fabiano Buss Cruz
Adviser: Alceu Mezzalira
Lages SC 15 de Junho de 2007

The aim of this work was to approach the breeding soundness evaluation of Devon
breed bulls, in Santa Catarina state, Brazil, as well to propose alternatives to
maximize the productive capacity of beef cattle. The themes were selected according
its contents and described in four chapters. Chapter one was a bibliographical review
of bulls breeding soundness evaluation. They were approached: the clinical exam,
the collection of the semen, the seminal evaluation and serving ability according
literature data. In the Chapter 2, data obtained from 207 breeding soundness exams
of Devon bulls were evaluated to determine the rate of approved bulls, based on the
clinical and seminal exam and serving ability, as well as the unsatisfactory bulls
number in each stage. The average measures of scrotal circumference in Devon
bulls were determined in each one of different age groups. The average rate of
satisfactory bulls was 71.6%, with the following scrotal circumference (CE) average:
18 to 22 months bulls, 35.2 £ 2.93cm; 23 to 27 months bulls, 37.3 £ 2.75cm, and 30
months or above bulls, 38.2 £ 3.6cm. In the Chapter 3, the internal artificial vagina
(IAV) methodology, proposed by Dr. Albert Barth as a form of collecting the semen
sample, and simultaneously evaluate the serving ability and the fertility of Devon
bulls was performed. From 52 examined bulls 60.0% were considered satisfactory. In
45 bulls (86.5%) it was possible to collect the semen with the aid of IAV. From bulls
collected with IAV (n=45) 69.0% were considered satisfactory to breed, and 31.0%
unsatisfactory. When the total number of examined bulls (n=52) was considered, the
rate of satisfactory bulls after semen collection and serving ability evaluation with 1AV
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was 60.0%. It was conclude that IAV was effective to collect semen, allowing the
simultaneous evaluation of the serving ability. This new technique has a fundamental
importance, since 11.1% of the unsatisfactory bulls in the test would be inadequately
considered satisfactory, if only clinical and seminal quality exams were performed.
Chapter 4 relates a study to determine the mean number of oocytes obtained by
OPU, as well as to evaluate the vitrification of immature oocytes obtained by OPU or
from slaughter house ovaries from Devon and Nelore cows. The mean number by
OPU session was 4.6 oocytes in Devon breed, significantly lower (p <0.05) than 16.3
obtained in Nelore breed. After warming, maturation and culture of vitrified oocytes a
cleavage rate of 17.6% was observed in OPU/Devon group, 29.1% in the
OPU/Nelore group, 22.8% in the slaughterhouse/Devon ovaries group, and 14.5% in
the slaughternouse/Nelore ovaries group. There were not statistical difference
(p>0.05) among the groups. In the embryo developmental evaluation, it was just
observed one embryo reaching the blastocyst stage, in the OPU/Devon group. We
conclude that Nelore cows had a higher number of oocytes recovered by session
when compared with Devon cows, and that the association of the technique of OPU
with oocyte vitrification in the farm does not produce acceptable rates of embryo
development. The study demonstrates that there are alternatives to improve the
reproductive capacity of bovine, but they should be previously evaluated and adapted
to the existent conditions.

Key Words — bulls, breeding soundness evaluation, semen, IAV, oocyte, vitrification
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INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas a humanidade tem experimentado mudancas
significativas em todas as areas de conhecimento. Face ao desenvolvimento de
diferentes tecnologias, especialmente aquelas ligadas a universalizacdo da
comunicacédo, o conhecimento produzido € imediata e rapidamente disponibilizado e,
por vezes, aplicado na pratica. Face a esta dindmica de geracéo e disponibilidade do
saber, diariamente sdo propostas novas alternativas em diferentes areas do
conhecimento. A bovinocultura de corte, principalmente a praticada no sul do Brasil
e mais especificamente no estado de Santa Catarina, ainda ndo conseguiu se
adequar a esta nova realidade de maximizacdo da producdo. Um dos principais
entraves para a busca da melhoria da producédo de carne é o baixo desempenho
reprodutivo dos rebanhos. Neste aspecto, a avaliacdo dos machos reprodutores tem
um papel fundamental, ja que invariavelmente sdo responsaveis por uma grande
geracao de descendentes. Embora com esta importancia, pouca atencao tem sido
dada aos métodos de avaliagdo da capacidade reprodutiva do macho. Neste
aspecto, o presente trabalho aborda diferentes topicos da avaliacdo androlégica do
touro. Como forma de facilitar o entendimento, a descricdo esta dividida em
capitulos. O capitulo 1 é composto de uma revisao bibliografica sucinta a respeito do
exame andrologico do touro. No capitulo 2, sdo relatados e discutidos dados da
avaliagdo andrologica de touros da raga Devon, realizados nos anos de 2003 a
2006, no estado de Santa Catarina. No capitulo 3, é proposta e avaliada uma nova
metodologia de avaliagdo andrologica, com o emprego do dispositivo denominado
vagina artificial interna (VAI), desenvolvido por Barth et al (2004), no Canada. Os

trés capitulos iniciais buscam metodologias que possam servir como alternativas



para maximizar a capacidade reprodutiva de touros. Finalmente, o capitulo 4
descreve um trabalho experimental no qual se buscou quantificar os o6citos obtidos
com a puncao folicular guiada por ultrasom, de fémeas Nelore e Devon, bem como
avaliar a possibilidade de criopreservar estes o06citos, logo apds sua obtencao, ainda
na fazenda. Os diferentes capitulos sédo descritos em formato de trabalhos

cientificos, contemplando os itens previstos na metodologia cientifica.



CAPITULO 1

EXAME ANDROLOGICO NO TOURO / REVISAO

INTRODUCAO

Embora seja pratica comum a realizacao de avaliacbes da aptidao reprodutiva de
touros, frequentemente as mesmas avaliam apenas de forma parcial os diferentes
aspectos do processo. Para maximizar a utilizagdo dos reprodutores em sistema de
monta natural, bem como realizar uma selecdo criteriosa de touros de alta
fertilidade, torna-se necessario a realizacao de um exame bastante acurado sobre a
fertilidade dos reprodutores. Um bom reprodutor deve possuir trés caracteristicas
principais: Boa capacidade fisica para percorrer grandes distancias a procura de
fémeas em cio e poder realizar as montas; Producdo espermatica adequada em
quantidade e qualidade e finalmente alta capacidade de servi¢o, ou seja, capacidade
de cobrir um elevado numero de fémeas disponiveis. Nos ultimos anos, poucas
publicacbes tem tratado do tema exame androl6gico de touros, 0 que motivou esta

revisao bibliografica.

1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Para uma completa avaliagdo da aptidao reprodutiva de touros é necessaria a
realizacdo dos seguintes passos: 1° - Anamnese, buscando dados do histérico
clinico, condicdes ambientais, tipo de alimentagdo e medicamentos aplicados no
animal. Estes fatores, isolados ou associados, podem afetar a qualidade seminal por

um periodo prolongado, pois para um ciclo espermatogénico € necessario um



periodo aproximado de 60 dias. Uma anamnese bem conduzida é vital para
identificar a etiologia de possiveis alteracdes nos exames especificos, buscando um
diagnéstico preciso da fertilidade do reprodutor. 2° - Exame fisico, devendo ser
observadas as condigdes que possam interferir na habilidade de monta, além de
defeitos congénitos. Observa-se ainda os aprumos, denticdo, condi¢cdo corporal,
bem como a incidéncia de doencas. Também deve ser realizado o exame fisico
especifico dos 6rgaos reprodutivos, avaliando-se as glandulas anexas (glandulas
vesiculares, ampolas dos ductos deferentes e prostata), bem como o exame externo
(pénis, prepucio, escroto, testiculo, epididimo, corddo espermatico e mensuracéo do
perimetro escrotal). 3° - Avaliacdo das caracteristicas fisicas do ejaculado (volume,
aspecto, movimento de massa, motilidade e vigor), avaliagdo da concentracédo
espermatica e morfologia dos espermatozoides. Finalmente como 4° item, observa-
se a capacidade de realizar a cépula e avaliacdo de libido ou interesse sexual por

fémeas em estro.

1.2. Exame fisico

Esta etapa tem a finalidade de identificar alteragdes fisicas que impossibilitem ou
dificultem ao reprodutor a deteccdo de fémeas em cio ou a monta, além das
patologias geneticamente transmitidas.

O exame clinico geral envolve a avaliacdo das distintas partes do corpo do animal.
Pode ser iniciada pela avaliagdo dos olhos, onde pode-se encontrar alteragées como
carcinomas, bastante comuns em ragas com mucosas despigmentadas. Em animais
da raga Hereford, Carroll et al. (1963) encontraram 3,7% de animais com este tipo
de patologia, que além de atrapalhar a visdo e gerar um grande desconforto ao

animal, é hereditaria. Animais com este disturbio sao facilmente dominados por



outros touros, reduzindo o numero de fémeas cobertas pelos mesmos (PARKER et
al., 1999).

Pernas e pés sao de vitais para a sustentagdo do animal, especialmente o touro, que
pode atingir peso acima de uma tonelada. Na busca de fémeas em estro uma
adequada locomocgéo é essencial, além de, no momento da copula, os membros
posteriores sustentarem todo o peso do animal. InUmeros sdo os problemas de
aprumos que, além de dificultar a copula, podem ser hereditarios e
consequentemente reduzirem a vida produtiva do animal e da sua prole. Animais
estabulados, que recebem dietas ricas em carboidratos n&o-estruturais e baixos
niveis de fibra, sdo susceptiveis a quadros de laminite (DIAS et al., 2003), e segundo
Nocek, (1997), 62% das lesdes de casco estdo associados a estes quadros.

Nos cascos, além do crescimento anormal (chinelamento) causado geralmente por
acidose sub-clinica, pode-se ainda encontrar: Ulceras, abscessos, doenga da linha
branca e hematomas, todos localizados na sola do casco. Além destas, outras
patologias sao freqlentes, como verruga de casco, erosao do taldo e o Gabarro que
acomete o espaco interdigital. McGowan et al., (2002) encontraram 36, 3 e 5% de
anormalidades no aparelho locomotor em animais das racas Santa Gertudis,
Brahmam e Belmont Red, respectivamente. Em mais de 10 mil animais examinados,
Carroll et al. (1963) encontraram 5% de animais com problemas no sistema
locomotor. Além dos problemas de aprumos, outras patologias hereditarias que
devem ser evitadas sao as hérnias e defeitos na arcada dentaria, como bragnatismo
e prognatismo.

A condicao corporal do reprodutor também € um importante fator a ser avaliado, no
entanto ainda ndo existe uma verdade absoluta sobre esta caracteristica. E sugerido

que o animal inicie a estacdo de monta com uma condicao corporal entre 5 a 7, em



uma escala em que 1 é muito magro e 9 € obeso. Os extremos devem sempre ser
evitados, ja que se sabe que ambos o0s casos determinam um decréscimo na
qualidade seminal.

No exame fisico especifico avalia-se a integridade dos o6rgéos reprodutivos,
iniciando-se pela palpagédo retal das glandulas anexas, como vesicula seminal,
ampola do ducto deferente e prostata. Sdo avaliadas a consisténcia, tamanho,
simetria e auséncia de sensibilidade. As patologias encontradas podem ser tanto de
origem infecciosa como hereditaria, como a aplasia, hipoplasia, cistos e duplicacao
das glandulas (BARTH, 2000).

Em relagdo ao prepucio e pénis, deve-se inicialmente proceder a avaliagdo visual,
buscando identificar a presenca de tumores, miiases, lesdées, bem como avaliar se 0
ostio prepucial tem abertura suficiente para a passagem do pénis. O comprimento do
prepucio também deve ser avaliado, pois reprodutores submetidos a sistemas
extensivos de criagcdo, locomovem-se em diferentes tipos de vegetacdo que
determinam lesbées nos prepucios pendulosos. As patologias mais comumente
encontradas sao a fimose e parafimose, presenca de lesdes, massas tumorais e
aderéncias. A avaliacao do pénis é feita no momento da coleta do sémen, quando
muitos animais o exteriorizam, mesmo com eletroejaculagdo, ou no momento da
copula, quando a coleta é realizada com vagina artificial. Fraturas e desvios sao as
lesbes mais freqlentes e que dificultam ou impossibilitam a copula. Em uma
populacdo de 235 reprodutores examinados, McGowan et al. (2002) encontraram
3,4% de animais com frenulum persistente, 0,5% com desvio ventral de pénis e
1,8% com balanopostite.

A bolsa escrotal deve sofrer inspecgao visual em busca de lesdes e traumatismos. Os

testiculos sdo submetidos a um exame detalhado, avaliando-se sua mobilidade



dentro da bolsa escrotal, consisténcia, simetria, sensibilidade e alteracbes na
cabecga, corpo e cauda do epididimo, bem como no cordao espermatico. O musculo
cremaster, importante no processo de termo regulacdo, deve ser avaliado levando-
se em consideracdo que, em dias quentes deve estar relaxado e os testiculos
afastados do corpo, evitando o aquecimento do 6rgdo e nos dias frios deve estar
contraido, fazendo a aproximacao dos testiculos ao corpo, evitando a perda de
calor.

A medida mais utilizada para mensuragao testicular é a circunferéncia escrotal (CE),
sendo um indicador bastante preciso do peso e da massa testicular, que é
determinante na producéo espermatica (COULTER, 1987). Além de facil e rapida, a
mensuracao apresenta alta repetibilidade (SILVA et al., 2002) e moderada a alta
herdabilidade (KESSLER 1998). No entanto, quando a CE é realizada por distintos
operadores, pode apresentar diferentes resultados, em virtude da variagédo na forca
empregada por cada operador ao realizar a leitura. Como forma de solucionar este
problema, a equipe do Dr. Alberth Barth desenvolveu um equipamento que controla
a pressao empregada na fita sobre os testiculos, determinando uma homogeneidade
da forca exercida, possibilitando assim uma alta acuracia nos resultados, mesmo
com diferentes operadores.

Animais de maior CE, além de produzirem um maior numero de espermatozéides,
devido a maior quantidade de tubulos seminiferos, normalmente sao portadores de
boa saude testicular, boa espermatogénese, com menor numero de
espermatozoides defeituosos. Em touros jovens (BRUNER et al., 1995) encontrou
uma correlacdo positiva entre CE e qualidade espermatica. No entanto esta
avaliacao nao deve ser a Unica caracteristica utilizada para se avaliar a qualidade do

sémen (MARTINEZ et al., 2000).



Existe ainda uma forte correlacdo negativa entre a CE dos pais e a idade a
puberdade das filhas, ou seja, filhas de touros de alta CE chegam mais rapidamente

a puberdade, em relacdo as filhas de touros de baixa CE (MOSER et al., 1996).

1.3. Coleta do ejaculado

Existem inUmeras metodologias para coleta de sémen de reprodutores bovinos tais
como: uso de uma fémea em cio e coleta do ejaculado apds a copula por aspiracdo
vaginal, massagem retal das glandulas anexas, eletroejaculacdo e vagina artificial.
Cada uma destas metodologias apresenta vantagens e limitagcbes. Como exemplo, o
uso da aspiracdo do conduto vaginal, apesar de ser um método totalmente
fisioldgico, a amostra obtida ndo € adequada, ndo permite a avaliagdo do volume
total, além do risco da transmissdo de doencas venéreas. A massagem das
glandulas anexas possibilita obter ejaculado suficiente para a realizagdo de um bom
exame, no entanto exige um grande esforco fisico do técnico na realizacdo das
massagens e muitas vezes as amostras obtidas sao de baixa qualidade (PALMER et
al., 2004). Desde a metade do ultimo século, a eletroejaculacao tem se mostrado um
método efetivo e de facil execugao na coleta de sémen bovino. O método vem sendo
aperfeicoado, existindo hoje aparelhos automaticos, que dispensam até mesmo a
necessidade do operador controlar os estimulos elétricos (PALMER, 2005).
Ejaculados obtidos com esta metodologia sdo bastante confidveis e proporcionam a
realizacdo de um espermiograma adequado. Como desvantagem, o método € pouco
fisioldgico, produzindo fortes contragcbes musculares, inquietude, vocalizacao e até
mesmo decubito, sinais que fortemente indicam desconforto animal (PALMER,
2005). Em funcao disso em muitos paises europeus sua realizagao foi proibida, sem

o emprego de anestesia (MOSURE et al., 1998). A vagina artificial € um método



mais fisiolégico para coleta de sémen, permitindo a obtencédo de bons ejaculados e
avaliando a capacidade do animal realizar a copula. Esta € uma grande vantagem
sobre os demais métodos, como a eletroejaculacdo, que nao permite avaliar a
capacidade de copula. No entanto, por haver a necessidade de uma aproximacao
entre o técnico e o animal no momento da cépula, apenas animais condicionados a
este tipo de procedimento podem ser coletados, inviabilizando sua utilizacdo em
animais de campo, ou animais arredios, que impéem riscos ao técnico, além de
apresentar baixa efetividade com animais ndo condicionados.

Recentemente, Barth et al. (2004) desenvolveram um dispositivo denominado de
vagina artificial interna (VAI), que permite a coleta dos animais sem a necessidade
do envolvimento direto do técnico no momento da coleta. O dispositivo € introduzido
no interior do conduto vaginal de uma fémea, preferencialmente em cio, e contida
em brete adequado. Isto possibilita que os touros de campo efetuem a cépula,
permitindo a obtencdo do ejaculado e avaliando simultaneamente a capacidade de

servigo, sem o envolvimento direto do técnico.

1.4. Avaliagdo seminal

Inimeros sao os testes de avaliacado seminal capazes de predizer a fertilidade de
reprodutores bovinos, no entanto em sua maioria exigem a utilizacdo de
metodologias especificas, somente realizaveis em laboratérios apropriados, e que
mesmo assim nao sao totalmente seguros, pois em muitas situacées apresentam
resultados contraditérios (BELLIN, 1994, 1996; HAMMERSTEDT, 1996;
FITZPATRICK et al, 2002). No entanto, avaliagées simples como aspecto, volume,

movimento de massa, motilidade, vigor, concentracdao e morfologia espermaticas,
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facilmente executaveis no campo, sdo bons indicativos da fertilidade do animal
(CHENOWETH et al., 1996).

O volume do ejaculado pode ter uma grande variagcdo, por conta de fatores
individuais, de raca, numero de ejacula¢des sucessivas, alimentacao (MIES FILHO,
1987), bem como do método de coleta empregado (BARTH, 2000). Sdo valores
aceitaveis para a espécie bovina 0,5 a 14 ml, sendo mais comumente encontradas
cifras entre 5,0 € 6,0 ml (MIES FILHO, 1987).

O aspecto do sémen tem importancia no julgamento, pois de forma subjetiva
possibilita uma estimativa da concentracdo do ejaculado, permitindo a identificacao
de conteudos estranhos, como pus ou mesmo sangue.

A primeira avaliacdo microscépica a ser realizada € o movimento de massa ou
turbilhdo, que deve ser avaliada no menor aumento do microscopio. Uma pequena
gota do sémen é depositada sobre uma lamina aquecida, sendo observada a
presenca de ondas no ejaculado. A grande intensidade destas ondas forma um
turbilhdo, que atesta a boa qualidade do ejaculado, pois para sua formacao existe a
contribuicdo de trés fatores: alta concentragdo; alta motilidade progressiva e alto
vigor destes espermatozoides. A escala empregada para esta avaliacao vai do zero
(espermatozoides imoveis) até 5 (ondas vigorosas e muito intensas). Na auséncia de
um destes fatores o movimento de massa é fortemente prejudicado ou mesmo
inexistente (BARTH, 2000).

O passo seguinte na avaliagdo microscopica € quantificar a motilidade progressiva,
ou seja, determinar o percentual de espermatozdides com movimento retilineo
progressivo, assim como o vigor, que € a forca com que os espermatozoides estao
se deslocando. A escala empregada vai do zero (auséncia de movimento) até 5

(espermatozoides com movimentos extremamente vigorosos).
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Para avaliar as patologias, realiza-se a contagem de 200 células em diferentes
campos do microscopio, com aumento de 1000 vezes. Os defeitos encontrados
podem ser classificados entre primarios (oriundos da espermatogénese) ou
secundarios (ocorridos durante o transito do espermatozdide). No entanto, a
classificacdo mais utilizada hoje, é a descrita por Mies Filho (1987) que preconiza a
classificacdo em defeitos maiores e menores de acordo com a importancia de cada
patologia.

Para determinar a concentragdo espermética, os métodos mais utilizados no campo
sdo a camara de Neubauer, para contagem de células (que exige a utilizacdo do
microscépio), ou a utilizacdo do Espermodensimetro de Karras (Minitub), que em
funcdo da opacidade determinada pela concentracdo de células na suspenséo,
permitindo uma leitura rapida.

Segundo as normas do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA), para um
animal ser considerado apto para utilizagdo em sistema de monta natural, este deve
apresentar um ejaculado com um minimo de 50% de motilidade, vigor 3 e um
minimo de 70% de espermatozdides morfologicamente normais. Touros que
apresentam parametros inferiores a estes indices, possuem reduzida capacidade
reprodutiva. Fitzpatrick et al., (2002) relatam que animais com ejaculados com
motilidade igual ou inferior a 50%, tiveram um reduzido numero de terneiros
nascidos em sistema de monta natural com mdltiplos reprodutores. Ja os animais
que apresentaram motilidade progressiva superior a 70%, alcangaram os maiores
indices de nascimentos.

Para a classificacéo entre reprodutores, clinicamente normais, sob o ponto de vista
androldgico, Vale Filho (1997) seguindo a metodologia descrita por (CHENOWTH, et

al.,, 1993), propde o uso da classificagdo andrologica por pontos (CAP), onde é
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estabelecido um indice de 0 a 100, levando em consideragdo a circunferéncia
escrotal, motilidade e morfologia espermatica. Este método é de facil execucéo e
permite uma andlise comparativa segura num processo de selecdo de futuros

reprodutores (VALE FILHO et al., 1999).

1.5. Avaliacdo da capacidade de servico.

Nenhuma avaliagdo in vitro é eficaz para avaliar o potencial de acasalamento do
touro, sendo necessario observar a execugcdo da monta, para se obter tal
informacado. Fato semelhante ocorre com a avaliagdo da libido, que também exige a
realizacdo do teste, pois a avaliacao de caracteristicas seminais bem como a CE
apresentam resultados contraditérios em relagéo a esta caracteristica (BERTRAM et
al., 2002). No entanto, estas avaliacbes sdo de fundamental importancia para
predizer a fertilidade do animal. Segundo Landaeta-Hernandez et al. (2001) o uso de
touros de alto libido é benéfico para aumentar taxa de prenhez, diminuir o intervalo
de concepgao e comprimento de estagdes pari¢cdo, produzindo assim terneiros mais
homogéneos no desmame, além de otimizar a mao de obra na fazenda.

O teste de capacidade de servico (TCS) foi desenvolvido como forma de identificar
animais com problemas fisicos que impecam a realizacdo da coépula, bem como
identificar aqueles animais de baixa libido. Atualmente a metodologia mais
empregada € a desenvolvida por Chenoweth (1984), onde os animais permanecem
com fémeas previamente contidas, preferencialmente em cio, por um periodo de
vinte minutos, onde o comportamento sexual é avaliado. Segundo Barth (2000),
aqueles animais que completam a coépula em poucos minutos de contato com a
fémea podem ser retirados de teste e considerados como animais de boa libido,

agilizando a execucao do exame e preservando a vaca utilizada como manequim,
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permitindo que possa ser utilizada em um numero maior de reprodutores. Barth et al.
(2004) utilizando a metodologia da VAI encontraram 5% de animais com defeitos
fisicos que impossibilitavam a cépula e 39,4% dos animais n&do demonstraram
interesse pela fémea em cio, no entanto, em sua maioria, apresentavam sémen de
boa qualidade, obtido por eletroejaculagdo. Posteriormente os animais examinados
foram observados em condicbes de campo, duas vezes ao dia, sendo constatado
que 80% dos animais que nao realizaram a cépula durante o periodo de teste,
também nao foram observados realizando copula em condi¢cbées naturais. Ja Bertram
et al. (2002), trabalhando com racas indicas ndao encontraram correlagdo entre o
namero de terneiros nascidos e a pontuagao obtida no teste da libido. No entanto, os
autores ressaltam a importancia do teste de capacidade de servigo na avaliacdo da
capacidade do animal em realizar a copula. Apesar de existirem dados na literatura
sobre 0 comportamento sexual dos zebuinos (PINEDA et al., 1997; SILVA-MENA et
al., 2000; SALVADOR et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2007) as caracteristicas de
comportamento sexual destes animais ainda ndo estdo bem definidas, sendo
evidente que o temperamento agitado, as metodologias de aplicacao do teste e os
aspectos de hierarquia social tém confundido os resultados (SANTOS et al., 2004).

Assim, ao menos para os reprodutores de origem taurina, a VAl parece ser uma
alternativa viavel e de facil aplicagcdo. Todavia, mesmo com estes quesitos, sua
realizacdo nao é permitida nos Paises Baixos, Bélgica e Luxemburgo, sob alegacao
de risco sanitario e também por questoes éticas, em funcdo do desconforto das

fémeas utilizadas como manequins (HOFLACK et al., 2006).
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1.6. CONCLUSAO

Para uma adequada avaliagcdo da capacidade reprodutiva de touros é necessario
considerar, além dos aspectos tradicionais como o exame clinico geral e especifico,
a avaliacdo da qualidade seminal e a capacidade de coOpula, outros aspectos
inerentes a caracteristica da propria raga. Alternativas que mimetizam a condicao
natural, como a coleta com VAI, podem evidenciar a real capacidade reprodutora do
animal. Ainda, técnicas que evidenciem a real capacidade de servico dos animais
podem agregar valor aos reprodutores, além de reduzir custos e manejo, pela
otimizac&o da utilizacdo do reprodutor. Certamente, para que estas condi¢cdes sejam
alcangadas, € necessario o conhecimento mais acurado do comportamento dos
animais de cada raga, bem como suas -caracteristicas reprodutivas, sejam

fisiologicas, anatdmicas ou comportamentais.
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CAPITULO 2

AVALIACAO ANDROLOGICA DE REPRODUTORES BOVINOS DA

RACA DEVON EM SANTA CATARINA.

2.1 - INTRODUCAO E EMBASAMENTO TEORICO

A produgédo catarinense de carne bovina tem-se mantido estavel nos
ultimos anos, ndao acompanhando o crescimento da populagéo, determinando que o
Estado aumente a importacao de carne a cada ano. De 2002 a 2005, a importagéao
aumentou de 55 mil para 66 mil toneladas, o que equivale a 1/3 da carne consumida
no Estado (CEPA, 2006), sendo necessario que se modifique esta tendéncia. As
areas destinadas a este propédsito estdo cada vez menores, em fungao da insercéo
de outros tipos de atividades, o que tem impedido o crescimento do rebanho de
corte no Estado.

Assim, a unica forma de aumentar a producédo de carne bovina no Estado
€ melhorar a taxa de natalidade e desfrute do rebanho existente. Sabe-se que os
indices produtivos alcancados até o momento s&do muito baixos. Desta forma,
medidas relativamente simples e de baixo custo, ainda pouco utilizadas em nosso
meio, podem ser implementadas e melhorar os indices produtivos.

Um dos grandes obstaculos para a implementacdo e difusdao de novas

tecnologias na pecuaria de corte é justamente o produtor. A falta de motivagéo para
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investir, em funcéo da longa crise por que passa o setor, 0 desconhecimento ou as
informacdes equivocadas de que é necesséario um alto investimento financeiro para
a implantacao de tecnologias, tem contribuido para que estas ndo sejam adotadas
em Santa Catarina.

O rebanho bovino de corte catarinense é produzido em sistema extensivo,
utiizando normalmente a monta natural como forma de multiplicacdo. Esta
caracteristica torna de extrema importancia a avaliacdo do macho reprodutor. O
impacto da fertilidade do touro no desempenho reprodutivo do rebanho € muito
superior ao da vaca, pois a expectativa € que cada touro acasale com pelo menos
25 matrizes (VALLE et al., 1998). Se o reprodutor for um animal de baixa fertilidade,
menores serdo as chances das fémeas ficarem gestantes ou quando isto ocorre,
acarreta em atraso na concepc¢ao, que acarretara uma perda de 20 a 25 kg de peso
do terneiro ao desmame, para cada 21 dias de atraso (BARTH, 2000). O atraso na
concepcao atrasa a paricdo e o consequente retorno a ciclicidade, na préxima
estacao reprodutiva. Este circulo vicioso acaba reduzindo as chances desta fémea
conceber. O emprego da taxa de prenhez, pratica comum especialmente em Santa
Catarina, como indice Unico para avaliar a fertilidade, pode levar a uma avaliacao
equivocada, especialmente quando a estacdo de monta tem longa duracéo, ou o
namero de fémeas por touro € baixo. Nestas condicdes, reprodutores de alta
fertilidade compensam os de baixa fertilidade, que todavia continuam onerando o
sistema. Embora estas praticas paregam compensar a inabilidade dos reprodutores,
este fato ndo é verdadeiro, ja que na época de paricao, fémea coberta por animais
de alta fertilidade tem partos mais precoces e concentrados, o que resulta em lotes
de terneiros mais homogéneos, mais pesados e conseqgientemente mais

valorizados. Em animais prontos para o abate, h4& um ganho médio de 70 kg, em
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favor dos animais que nascem no inicio da estacao, quando comparados aos que
nascem no final da estacdo, demonstrando a importancia de antecipar e concentrar
0s nascimentos. Holroyd et al. (2002) avaliando a paternidade de terneiros
produzidos por 235 touros em diferentes rebanhos, demonstraram que 58% dos
reprodutores foram responsaveis por menos de 10% dos nascimentos, e 6% dos
touros ndo produziram nenhum descendente.

Outro aspecto importante a ser considerado é a sub-utilizacdo dos
reprodutores de alta fertilidade, quando utilizado o sistema tradicional que preconiza
um reprodutor para 25-30 fémeas, uma vez que alguns destes animais tem
capacidade de cobrir um numero maior de fémeas. O uso racional destes
reprodutores possibilita reduzir o numero de touros na propriedade, reduzindo os
custos e possibilitando manter uma fémea produtiva adicional, em seu lugar.
Fonseca et al. (2000), utilizando reprodutores da raga Nelore, no Brasil central,
mostraram que a mudancga do sistema tradicional de acasalamento que utiliza um
reprodutor para 30 fémeas, por um sistema que utiliza um reprodutor para cada 60
ou 80 fémeas, proporciona uma reducao de 18,6 e 22,8%, respectivamente, no
custo do bezerro desmamado.

Isto demonstra que existem tecnologias faceis e de baixo custo para
serem aplicadas, por exemplo, a avaliagdo da capacidade reprodutiva de touros
destinados ao regime de monta natural, que é fundamental para a obtencédo de bons
resultados, porém ainda é pouco utilizada, especialmente em Santa Catarina. Para
evitar os problemas de fertilidade relativos ao macho, a avaliagdo androldgica dos
reprodutores deve ser realizada a cada inicio de estagdo reprodutiva, a fim de
eliminar reprodutores problemas, evitando assim as perdas econémicas decorrentes

da sua utilizagao.
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A identificacdo e selecdo do tipo desejado de reprodutor normalmente
esbarra na caréncia de informacdes sobre a fertilidade dos reprodutores mantidos
em condi¢des de campo em nosso Estado. Além disso, os parametros reprodutivos
de determinadas ragas, importantes para as nossas condi¢ées, inexistem, fazendo
com que as informagdes obtidas em outros paises, em diferentes condicdes, sejam
utilizadas.

Uma raca européia bastante difundida nas propriedades catarinenses é a
Devon. Por ser de origem inglesa, pouco € conhecido sobre as caracteristicas e
comportamento reprodutivo de touros Devon em nossas condi¢des. Este estudo teve
como objetivos determinar o percentual de animais aptos como reprodutores,
baseado no exame clinico, seminal e de comportamento sexual; Demonstrar a
importadncia da realizacdo de cada etapa do exame, determinando o numero de
animais reprovados em cada etapa; Obter medidas médias de circunferéncia

escrotal para a raca Devon nas diferentes faixas etarias.

2.2 - MATERIAIS E METODOS

Este experimento foi realizado durante o periodo de inverno e primavera, entre os
anos de 2003 e 2006, na Agropecuaria Arapari, que conta com duas propriedades,
sendo uma situada no municipio de Agua Doce (26°59' 52" S e 51°33' 21" O) e
outra no municipio de Vargedo (26°51'49" S e 52°09'18" O), na regido oeste do
estado de Santa Catarina.

Foram utilizados um total de 207 animais da raca Devon (Bos taurus taurus), com
idade variando de 18 meses até 10 anos, perfazendo um total de 233 exames
realizados. Todos os animais eram mantidos em pastagens naturais da regidao e uma

suplementacao com silagem de milho. No periodo de inverno eram mantidos em
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pastagem de aveia (Avena sativa) e azevém (Lolium multiflorum), além de
suplementacao mineral ad libitum em cochos coletivos.

Os touros foram classificados como aptos ou inaptos a reprodugéo, de acordo com
0s resultados obtidos no exame fisico, exame seminal e comportamento sexual.
Foram considerados inaptos aqueles que nao atingiam os valores minimos
recomendados pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA), em qualquer

um dos trés exames acima citados.

2.2.1. AVALIACAO FiSICA

Nesta parte do exame foi considerado o estado geral do animal, além da observagéo
de olhos, cascos, pernas e estado nutricional, através da condigdo corporal. No
exame clinico dos 6rgaos reprodutivos foram examinados os testiculos: avaliando-se
sensibilidade a palpagcédo, mobilidade dentro bolsa escrotal, consisténcia, simetria,
além da mensuragdo do perimetro escrotal realizada no local da maior
circunferéncia, com auxilio de uma fita prépria para esta finalidade.

Como o CBRA nao apresenta recomendacoes especificas de circunferéncia escrotal
(CE) para a raga Devon, foram utilizados os critérios minimos recomendados por
Barth (2000), com pequenas modificagbes em virtude de diferencas na faixa etaria
dos grupos. Foram considerados aptos os animais que atingiram a medida minima
de CE para sua faixa etaria, que é: > a 34 cm para animais até 22 meses € > 35 cm
para animais com idade igual ou superior a 23 meses.

A avaliagdo peniana foi realizada no momento da coleta de sémen, que por sua vez
foi realizada com eletroejaculador ou vagina artificial. As glandulas anexas foram
avaliadas por palpacao retal, avaliando-se sensibilidade, consisténcia, tamanho e

simetria das estruturas.
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2.2.2. COLETA E AVALIACOES DOS EJACULADOS.

2.1. Coletas

As coletas de sémen foram realizadas através de eletroejaculacdo nos anos de
2003, 2004 e 2005. No ano de 2006 foi utilizada a vagina artificial interna (VAI),
desenvolvida pela equipe do Dr. Albert Barth, da Universidade de Saskatchewan, no
Canadé e sob numero de patente Norte Americana 6.554.811.

2.2. AvaliagGes dos ejaculados

Imediatamente apds a coleta, os ejaculados eram levados até o laboratério montado
proximo ao local da coleta, onde foram avaliados macroscopicamente: volume e
aspecto; e microscopicamente: movimento de massa, motilidade e vigor, seguindo
as normas do CBRA. Também foi retirado uma amostra de 25ul diluida em 5ml de
uma solucdo de formol, perfazendo uma diluicdo de 1:200 para realizagdo da
concentracdo espermatica. Para avaliar a morfologia espermatica, eram
confeccionados dois esfregacos com 5ul de sémen, corados com cristal violeta, dos
quais eram avaliadas aleatoriamente 200 células, sendo os defeitos classificados
como maiores e menores seguindo a metodologia descrita por (MIES FILHO et al.,
1987), e os animais considerados aptos ou inaptos segundo as normas do CBRA.
2.2.3. Avaliagao da Capacidade de Servigo

Esta avaliagao foi realizada apenas nos anos de 2005 e 2006, sendo no primeiro
ano feito a coleta do sémen com eletroejaculador e quinze dias mais tarde feito o
teste de capacidade de servico. No ano seguinte o teste de capacidade de servigco
(TCS) foi realizado simultaneamente a coleta do sémen, pois esta foi realizada com
a VAL

Como manequins foram utilizadas fémeas nao gestantes, de tamanho corporal

adequado e em bom estado nutricional. Com antecedéncia de 48hs do inicio das
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coletas, foi aplicado 3ml de Cipionato de Estradiol (ECP®) e 2ml de Prostaglandina
(Ciosin®), para indugdo comportamental do estro. Cada fémea foi utilizada para
coletar 5 a 6 reprodutores. As vacas eram mantidas em um brete de contencéo
construido em madeira, semelhante ao utilizado para coleta de sémen com vagina
artificial convencional, dentro de uma mangueira de aproximadamente 25m?. As
fémeas muito agitadas no momento da coleta foram substituidas.

Os touros a serem examinados entravam em duplas na mangueira de teste, com
excecao dos animais adultos que entravam sozinhos. Realizada a cépula o touro era
imediatamente retirado. Os machos que ndo demonstravam interesse sexual pela
fémea, no periodo de 10 minutos, eram retirados da mangueira e no dia seguinte era
repetido o exame, por mais 10 minutos, sem a presenca de outro macho.

Enquanto aguardavam o teste, os machos permaneciam agrupados em mangueiras,
de onde podiam observar a fémea em cio e o comportamento dos touros na
mangueira teste.

Foram considerados aptos no TCS apenas os reprodutores que completaram a
copula dentro dos 10 primeiros minutos ou nos 10 minutos adicionais, sem levar em
consideracao aspectos como: reflexo de Flemhem, exposicao de pénis e tentativas

de monta.

2.3. RESULTADOS
Durante o periodo total do experimento foram realizados 233 exames androldgicos,
sendo em sua maioria touros jovens, abaixo de 30 meses. A distribuigdo dos

exames por faixa etaria esta demonstrada na Tabela 1.
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Tabela 1 - NUomero de exames androldgicos realizados
em touros Devon, agrupados em quatro
faixas etarias.

CLASSES NUMERO
18,19, 20, 21, 22 e MESES 117
23, 24, 25, 26 e 27 MESES 80
> 30 MESES 36

Do total de exames realizados, sem considerar o TCS, 71,6% dos animais foram
considerados aptos a reproducdo, como demonstra a Tabela 2. Observou-se a
existéncia de uma correlacao positiva entre a porcentagem de animais aptos e a
idade dos mesmos ao exame, sendo observado 62,4% de animais aptos na
categoria de 18 a 22 meses, 80,0% para animais na faixa etaria de 23 a 27 meses e
83,3% para animais com idade igual ou superior a 30 meses.

As causas que determinaram as reprovacoes variaram nas diferentes faixas etarias.
No grupo 1 (18 a 22 meses), o principal motivo de reprovacoes foi a CE abaixo do
minimo desejavel, sendo que todos os animais reprovados no exame fisico, neste
grupo, apresentavam esta caracteristica. As medidas de CE obtidas em cada faixa
etaria estdo na Tabela 2.

Tabela 2. Medidas de circunferéncia escrotal de touros Devon avaliados no
periodo de 2003 a 2006, de ac6rdo com a idade dos animais.

CLASSES N MEDIA MINIMO — MAXIMO
18,19, 20,21,22e MESES 117 35,2 +2,93 29 —44
23, 24, 25, 26 e 27 MESES 80 37,3 2,75 29,5-44

> 30 MESES 36 38,2 £3,6 31-48
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No grupo 2 (23 a 27 meses) houve uma equivaléncia entre a porcentagem de
animais reprovados no exame fisico e avaliacdo seminal, respectivamente 11,2 e
13,75%. Neste grupo um animal foi reprovado por baixa qualidade seminal,
apresentando ainda vesiculas seminais com aumento de volume e sensibilidade a
palpacdo. Ainda neste grupo, chamou a atencdo um animal que apresentou
ejaculado com mais de 50% dos espermatozdides decapitados, em sucessivas
coletas. No grupo 3 (acima de 30 meses) se manteve uma equivaléncia entre o
namero de reprovagdées no exame fisico e qualidade seminal (Tabela 3). Neste
grupo foi constatada presenca de um animal com fratura e aderéncia peniana.

Tabela 3 — Resultados da avaliagao androldgica de reprodutores bovinos da raca
Devon, realizadas no periodo de 2003 a 2006, de acordo com a faixa

etéria.
GRUPOS APTOS INAPTOS
N % TOTAL EXAME FISICO SEMEN
Grupo 1 (18 a22 meses) 73 (62,4) 44 (37,6) 35 (29,9) 11 (9,4)
Grupo 2 (23 a 27 meses) 64 (80,0) 16 (20,0) 09 (11,2) 11 (13,75)
Grupo 3 (= 30 meses) 30 (83,3) 06 (16,6) 04 (11,1) 02 (5,5)
TOTAL 167 (71,6) 66 (28,3) 48 (20,6) 24 (10,3)

Nos anos de 2005 e 2006 além das avaliacdes fisicas e seminais também foi
incluido no exame o TCS, sendo realizado 95 exames. Foram encontrados oito
animais com algum tipo de disturbio que impedia a realizacdo da cépula (Tabela 4).
Estes animais reprovados no TCS apenas um havia sido reprovado em fung¢do da
baixa qualidade seminal. Nos demais, nao foi constatado nenhuma irregularidade no
exame fisico ou na avaliacdo seminal. Dos machos reprovados, quatro nao

demonstraram nenhum tipo de interesse sexual pela fémea em cio. Dos animais
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restantes, um realizou sucessivas montas, com introdugdo do pénis na vagina da
vaca sem, contudo, ejacular. Este mesmo comportamento foi observado no exame
realizado no ano seguinte (2006). Outro animal apresentava a curvatura do jarrete
excessivamente acentuada, o que o impedia a realizagdo da monta, apesar de
varias tentativas. Um terceiro animal também manifestou tentativas de saltar, no
entanto demonstrava sensibilidade no membro posterior, 0 que impedia de
concretizar a monta. Finalmente, outro animal apresentou desvio axial do pénis, que
impedia a introduc&o na vagina.

Tabela 4 — Quantificacdo e causas de reprovacdo no exame androlégico com
avaliacdo da capacidade de servico de touros Devon, no periodo de

2005 e 2006.
, INAPTOS
FAIXA ETARIA APTOS ~— TOTAL _ ExameFisico  SEMEN TCS
N % N % N % N %

Grupo 1 (18a22meses) 22 (62,8) 13 (37,2) 07 (20,00 04 (11,4) 02 (5,7)
Grupo 2 (23a27 meses) 18 (58,1) 13 (41,9) 06 (19,3) 08 (25,8) 03 (9,7)
Grupo 3 (230 meses) 20 (68,9) 09 (31,1) 03  (10,3) 02 (6,9) 04 (13,7)

TOTAL 60 (63,2) 35 (36,8) 16 (16,8) 14 (14,7) 09 (9,4)

Na tabela 5 estao listados e quantificados as principais causas de reprovagao dos
animais. Observou-se uma similaridade entre o nUmero de animais reprovados no
exame fisico e qualidade seminal. No exame fisico a principal causa de reprovagdes
foi a medida de CE abaixo do recomendado, enquanto em relacdo a qualidade
seminal, houve uma predominancia de defeitos morfolégicos dos espermatozéides.

Os dois maiores quesitos de reprovacao foram a medida de CE e a morfologia
espermatica, constantes dos exames fisico e de qualidade seminal,

respectivamente. A maioria dos reprodutores inaptos foi reprovada em apenas um
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dos critérios, havendo, entretanto, animais que foram reprovados em dois critérios,

ndo sendo encontrado nenhum animal reprovado nos trés critérios.

Tabela 5. Causas de inaptidao reprodutiva em touros da raga Devon submetidos
ao exame androlégico no periodo de 2003 a 2006.

Parametro nao satisfatorio FreqUéncia
Circunferéncia escrotal 46 (19,7%)
Qualidade seminal 24 (10,3%)
Sem interesse sexual 4 (4,2%)*
Sistema locomotor 2 (0,8%)
Fratura pénis 1 (0,4%)
Desvio de pénis 1 (1,0%)*
Vesiculite 1 (0,4%)
Monta nao ejacula 1 (1,0%)*

* Porcentagem realizada em cima dos animais submetidos ao TCS.

2.4. DISCUSSAO

Como resultado final dos 233 exames realizados, 71,6% dos animais foram
considerados aptos a reproducdo, na auséncia do TCS. Estes valores sao
semelhantes a outros relatos da literatura. Avaliando animais de 16 a 20 meses
Higdon et al. (2000) encontraram 75% de animais aprovados, semelhante aos 76,2%
obtido por Kennedy et al. (2002), que avaliaram 3658 animais com idade inferior a
dois anos. Entretanto, estes autores observaram uma variacdo de 63,3 a 80,3%
entre diferentes fazendas. Observaram ainda uma grande variagdo entre racas,
verificando 47,7% de animais aptos na ragca Santa Gertrudis e 86,5% na raca

Gelbvieh. Estes dados evidenciam a necessidade de se buscar os indices
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especificos para cada raca. Neste estudo a média geral de animais com problemas
no exame fisico especifico dos érgaos reprodutivos foi 20,6%, sendo a baixa CE a
causa predominante. Como demonstrado na Tabela 3, houve uma melhora gradativa
nos indices de aptidao reprodutiva dos touros Devon, com o aumento da idade dos
animais, semelhante ao que foi descrito por Godfrey & Dodson (2005) em animais
da raca Senepol e por Bruner et al. (1995) nas racas Simental, Hereford, Angus e
Charoles. J& num estudo com diferentes racas e que incluiu a raga Devon,
Gottschall et al. (1997) encontraram semelhante comportamento para touros de 2, 3
e 4 anos, sendo que nos animais com idade mais avangada, o indice de inaptos foi
maior.

No Brasil, em relacdo a CE, a recomendacdo do CBRA é a utilizacdo dos mesmos
parametros para todos os reprodutores Bos taurus taurus, havendo restricdo apenas
para animais Bos taurus indicus. No entanto, Bruner et al. (1995), ao estudar
diferentes ragas (Continentais e Britanicas), observaram efeito significativo da raca
sobre a medida de CE. Em virtude de existirem diferencas na CE nas diferentes
racas taurinas Coulter et al. (1987) recomenda a utilizacdo de medidas minimas
préprias para cada raca, sendo para animais de 21 a 30 meses: 36 cm para raca
Simental, 35 cm para Angus e Charoles, 34 cm para Hereford e Shorthorn e 33 cm
para raca Limousin. Neste estudo os critérios minimos utilizados foram os
recomendados por Barth (2000), em virtude nao existirem dados especificos para a
raga Devon, nas normas do CBRA. Seguindo o recomendado por Barth (2000), o
indice de reprovagdo dos animais obtido neste quesito foi 18,9%, o que é muito
préoximo do critério proposto por Coulter et al. (1987), que sugerem que a medida
minima para cada raga seja o ponto onde 20% dos animais de uma populagdo nao

seleta, sejam considerados inaptos para a caracteristica. Ja utilizando as medidas
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recomendadas pelo CBRA para racgas taurinas, o numero de animais classificados
como questionavel neste estudo diminuiria para 4,2%, 0 que demonstra que animais
da raca Devon possuem a medida de CE superior a média das ragas pertencentes a
esta subespécie, havendo a necessidade da obtengédo de parametros préprios para
aracga, que podem ser mais rigorosos.

Nas recomendacdes do CBRA, assim como as descritas por Barth (2000), os
animais sdo agrupados em faixas etarias de 15 a 20 meses e de 21 a 30 meses.
Neste estudo, foi observado um aumento médio de aproximadamente 2 cm nos
animais com idade de 23 a 27 meses, quando comparado com o grupo de animais
de 18 a 22 meses, demonstrando um desenvolvimento significativo das gdnadas
neste periodo, o que justifica plenamente a existéncia de mais sub-divisdes.
Divisdes com grande intervalo de idade nas faixas etarias possibilitam uma variagéo
muito grande na medida da CE, o que facilita aos animais de maior idade a obtencao
de indices satisfatérios e dificulta aos animais jovens. Isto possibilita a selecao de
animais que deveriam ser descartados e o descarte equivocado de animais mais
jovens.

O segundo quesito em importancia nas reprovagdes dos touros Devon, foi a
qualidade seminal, com 10,3% dos animais reprovados. Quando se considerou as
distintas faixas etarias, os indices de reprovacao foram 9,4, 13,8 e 5,5% para os
grupos 1, 2 e 3, respectivamente.

No TCS, dos 95 exames realizados 8 foram considerados inaptos, havendo animais
reprovados em todas as faixas etarias e uma homogeneidade nos resultados.
Quatro destes animais (4,2%) nao manifestaram interesse sexual pela fémea, indice
bastante inferior ao observado por Barth et al. (2004), que obtiveram 39,4% de

touros com esta caracteristica. Os autores ainda avaliaram o comportamento destes
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animais em condicdo de campo, observando que apenas 20% realizaram
coberturas, o que demonstra a efetividade e a importancia do teste. As demais
causas de reprovacdo no TCS foram motivadas por defeitos fisicos que
impossibilitaram a realizagdo da cépula que frequentemente ndo sdo detectadas nas
etapas anteriores do exame. Dos animais reprovados no TCS, apenas um havia sido
reprovado nas etapas anteriores, demonstrando a importancia na realizacdo do
teste, pois a ndo realizagdo do mesmo implicaria na aprovacédo de animais que sao

totalmente inférteis ou de fertilidade reduzida.

2.5. CONCLUSAO

Em cada uma das trés etapas do exame houve animais reprovados, de todas as
faixas etarias, demonstrando que todas as etapas séo indispensaveis na avaliacdo
androldgica de touros.

A medida média de CE para touros da raga Devon foi 35,2 cm para animais com
idade de 18 a 22 meses, 37,3 para animais com 23 a 27 meses e 38,2 cm, para
animais com idade igual ou superior a 30 meses, demonstrando a necessidade de
que as faixas etarias sejam subdivididas para tornar o exame mais preciso.

Touros da raca Devon apresentam boa fertilidade baseado por suas caracteristicas

seminais, no TCS e nas medidas de CE.
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CAPITULO 3

USO DA VAGINA ARTIFICIAL INTERNA (VAI) NA COLETA DE

SEMEN BOVINO.

3.1 - INTRODUCAO

O exame de avaliagédo reprodutiva de touros consiste basicamente na avaliagéo de
trés quesitos: Capacidade fisica; Producao espermatica adequada e Capacidade de
servico (BARTH, 2000). Com a correta avaliacdo destas etapas, pode-se obter um
rapido e seguro diagnéstico da fertilidade do animal, evitando a utilizagdo de animais
sub-férteis ou de fertilidade questionavel (CHENOWETH, 2000). No entanto o
método mais utilizado para coleta de sémen ainda é a eletroejaculacao, que apesar
de permitir uma coleta adequada (PALMER et al., 2004), impede a avaliagdo da
capacidade de servigo, determinando que muitos técnicos e pecuaristas desprezem
este tipo de avaliacdo, em funcédo do incremento de custos com uma nova visita do
técnico a propriedade, bem como em virtude da necessidade de um novo manejo
dos animais.

No entanto, inUmeros estudos vém demonstrando a importancia da realizagdo do
teste (LANDAETA—HERNANDEZ et al., 2001; BARTH et al., 2004; CRUZ et al 2006;
HOFLACK et al., 2006;) para possibilitar o diagnéstico de animais sub-férteis ou
mesmo inférteis. O reduzido interesse sexual ou a apresentacao de patologias que

impegam a realizagdo da cépula, ndo sdo detectados nos exames convencionais,
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levando, com freqiiéncia, machos inaptos a serem considerados aptos a reproducao
pelo exame fisico e avaliacdo seminal.
Apesar da avaliagédo de libido e TCS serem cruciais para avaliacao da fertilidade de
reprodutores, ainda existe a necessidade de uma metodologia adequada para esta
mensuracdo. Mesmo existindo um grande numero de testes, a maioria destes
apresentam resultados contraditérios, em virtude de diferentes fatores que
interferem no comportamento sexual dos animais (PETHERICK, 2005).
Recentemente, Barth et al., (2004) trabalhando com touros das racas
Charolesa, Aberdeen Angus e Polled Hereford obtiveram 60,6% dos animais
realizando a copula em teste de mangueira, com a metodologia da Vagina Atrtificial
Interna (VAI), que possibilita a coleta de sémen, além da avaliagdo simultanea da
capacidade de cépula. O método permite a avaliagdo de touros de campo, com
menores riscos para o operador. Por ser uma metodologia recente, os dados na
literatura internacional sdo escassos e ndo existem dados descritos em nossas
condicées. Assim sendo, o0 presente experimento teve por objetivo avaliar o
comportamento e a fertilidade de touros da raca Devon submetidos a esta

metodologia.

3.2 - MATERIAIS E METODOS

O estudo foi conduzido no municio de Vargeao, localizado no oeste catarinense,
sendo utilizados 52 reprodutores da raca Devon (Bos taurus taurus), com idade
variando entre 18 meses até 10 anos. Todos os animais foram submetidos a um
completo exame de aptidao reprodutiva. Para coleta do sémen foi utilizado a VAI. A
VAI é um dispositivo composto por uma haste metdlica, na qual uma das

extremidades forma um circulo metalico de aproximadamente 7,5cm de diametro.
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Uma segunda haste metalica tem uma de suas extremidades presa a um cone de
latex de aproximadamente 30 cm de comprimento, utilizado em vagina artificial. Na
montagem, as duas extremidades afiladas das hastes metalicas s&o unidas por uma
mangueira plastica flexivel. A seguir a extremidade livre do cone de latex € preso no
circulo metalico, mantendo a abertura do cone. Sobre todo o dispositivo é colocado
uma luva de palpacao retal, com 1 dedo ou um saco plastico estreito, que € preso na
porcéo final do cone de latex (Figura 01). Com a conexao das duas hastes, forma-se
o arcabougo que permite suficiente rigidez para a introducdo do dispositivo na
vagina de uma fémea, que servird como manequim (Figura 02). Antes de ser
inserida no conduto vaginal das fémeas utilizadas como manequins a VAl era
lubrificada externamente com mucilagem para facilitar sua insergcéo e internamente

com solugdo nao espermicida para facilita a penetracao do pénis do animal, além da

anestesia epidural baixa.

Figura 1 — Componentes da VAI. Figura 2 — VAI pronta para o uso.

Como manequins foram utilizadas fémeas ndo gestantes, em bom estado nutricional
e de grande porte. As fémeas tinham o comportamento estral induzido com a
aplicacao de 2ml de Prostaglandina (Ciosin®) + 3ml de Cipionato de Estradiol
(ECP®), dois dias antes da realizagdo dos exames, sendo utilizadas apenas fémeas

que demonstravam sinais de estro. No momento da coleta as fémeas eram contidas
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em um brete, semelhante ao utilizado para coleta de sémen convencional, montado
dentro de uma mangueira de aproximadamente 25m?. Os machos eram introduzidos
dois a dois na mangueira de teste, permanecendo no maximo dez minutos. Os
machos que realizavam a coépula eram imediatamente retirados da mangueira,
sendo imediatamente substituido. Dentro da mangueira permanecia uma pessoa
responsavel pela movimentacdo dos animais e uma responsavel pela inser¢do e
retirada das VAI, que eram montadas por uma terceira pessoa.

Passados dez minutos, 0os animais que nao efetuavam a copula eram retirados e
recebiam uma nova chance ao final dos exames, agora sem a presenca de outro
macho.

Os animais que nado realizaram a monta foram entdo submetidos a coleta com
auxilio de eletroejaculador. A avaliacdo seminal foi realizada logo apds a coleta,
seguindo as normas do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal, sendo
considerados aptos no TCS aqueles animais que realizaram a copula em até dez

minutos do primeiro exame ou do exame adicional.

3.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 52 animais examinados, em 45 (86,5%) foi possivel realizar a coleta do
ejaculado com a utilizagdo da VAI. Do grupo de touros coletados com a VAl (n=45),
31 (69%) foram considerados aptos a reproducao, e 14 (31%) considerados inaptos.
Quando se considerou o total de touros examinados (52), o percentual de touros
aprovados apos coleta de sémen e avaliagdo da capacidade de copula com a VAl foi
60,0%. Estes resultados sao semelhantes aos descritos em diferentes ragas por
(GOTTSCHALL et al., 1997; CHACON, et al., 1999; HIGDON et al., 2000; KENNEDY

et al., 2002) que obtiveram uma variacdo de 47,7 até 86,5%, com média de 60 a
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70%. Porém os autores consideraram apenas o exame fisico e de qualidade
seminal.

Dos sete animais nos quais nao foi possivel realizar a coleta do ejaculado
com a VAI, trés ndo apresentaram interesse sexual pela fémea; um apresentava um
desvio do pénis, que nao permitia sua introducdo na vagina, e outro, apesar de
introduzir o pénis na vagina da fémea, ndo conseguia realizava a ejaculacdo. Este
animal foi submetido a um novo teste de comportamento, agora sem a utilizagéo da
VAI, persistindo o comportamento mesmo com a introdugcéo do pénis na vagina, sem
qualquer anteparo. Isto reforca a possibilidade de ndo haver interferéncia da VAI na
coleta do sémen destes touros. Finalmente, os dois touros restantes néao
conseguiram realizar a monta na fémea em virtude de problemas aparentes nos
membros posteriores.

Os sete animais que né&o responderam a VAI foram submetidos ao
eletroejaculador, sendo possivel coletar o sémen de todos. Ao final da avaliagao
seminal, apenas um dos touros foi considerado inapto, demonstrando a importancia
da comprovacao da capacidade de cépula na avaliacao de reprodutores bovinos.
Desta forma, desconsiderando a avaliacido da capacidade de copula e ejaculagcéao
espontanea com a VAI, o indice de touros aptos a reproducao, que na verdade seria
60,0%, subiria para 71,2%. Estes dados claramente demonstram que 11,2% de
touros seriam selecionados de forma equivocada, reduzindo a fertilidade dos
rebanhos e gerando prejuizos.

Um comportamento incomum foi observado em alguns animais jovens e ainda
inexperientes em relacao a copula. Oito machos executaram ao menos uma cépula
no reto da fémea manequim, antes de executar a cépula na VAI, inserida na vagina

da fémea. Um dos touros avaliados chegou a realizar quatro ejaculagdes no interior
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do reto e somente na quita tentativa conseguiu a realizacdo adequada da cépula na
vagina da fémea. Em quatro oportunidades também foi possivel observar a
introducdo do pénis na vagina da fémea, seguida da execucédo do golpe dos rins,
ndao sendo obtido ejaculado no interior da VAI. Estes dois comportamentos nao
foram descritos por Barth et al.,, (2004) que desenvolveram a metodologia. No
entanto, os autores examinaram apenas touros sexualmente maduros e, portanto,
experientes, enquanto em nosso experimento a maioria dos machos avaliados era

jovem, sem qualquer contato com fémeas até o dia do exame.

3.4. CONCLUSAO

A VAl demonstrou ser efetiva na coleta dos ejaculados de touros Devon, permitindo
a avaliacdo simultanea da capacidade de servigo e coleta do ejaculado, otimizando
assim a visita do técnico.

A avaliagcdo da capacidade de servico mostrou ser de vital importancia, ja que 11,1%
dos animais reprovados no teste seriam inadequadamente considerados aptos a
reproducdo, se apenas o0s exames fisico e de qualidade seminal fossem

empregados.
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CAPITULO 4

PUNCAO FOLICULAR E VITRIFICACAO DOS OOCITOS OBTIDOS

DE FEMEAS ZEBUINAS E TAURINAS

Resumo

Este estudo teve como objetivo avaliar o nimero médio de odcitos obtidos por
puncgéo folicular in vivo (OPU), de fémeas bovinas de uma raga de origem Bos
taurus taurus (Devon) e uma de origem Bos taurus indicus (Nelore). Ainda, avaliar a
taxa de desenvolvimento embrionario, apds vitrificagdo de odcitos obtidos por OPU,
ou puncionados de ovarios coletados em abatedouro, de ambas as ragas. Os
odcitos recuperados foram selecionados, e entdo submetidos ao seguinte protocolo
de vitrificagdo: exposicao por 30 segundos, a 10% de Etileno Glicol (EG) +10% de
Dimetil Sulféxido (DMSO), seguida da exposicao por 20 segundos a solucédo de
vitrificacdo composta por 20% EG + 20% DMSO + 0,5M de sacarose, envasados em
OPS e mergulhados em nitrogénio liquido, e armazenados em botijdo criogénico.
Foram realizadas 60 sessdes de OPU em vacas Devon obtendo-se em média 4,6
odcitos por sessao, inferior (P<0,05) aos 16,3 odcitos por coleta, obtidos em 12
sessfes, com vacas Nelore. Os odcitos criopreservados foram reaquecidos em
solucdes decrescentes de sacarose (0,3 e 0,15M), 5 minutos cada, e entao
submetidos aos processos de maturacao, fecundagéo e cultivo in vitro. Na producéo
in vitro de embrides as taxas de clivagem foram as seguintes: OPU / Devon (17,6%),
OPU / Nelore (29,1%), abatedouro / Devon (22,8%) e abatedouro / Nelore (14,5%),
nao havendo diferenga estatistica entre os grupos. Na avaliagdo de desenvolvimento

embrionario, foi obtido apenas um blastocisto no grupo OPU / Devon. Conclui-se que
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fémeas da raga Nelore possibilitam um numero significativamente maior de odcitos
recuperados por sessdo quando comparado com fémeas da raca Devon e que nas
condicoes deste experimento e com o atual nivel de conhecimento a associacdo da
técnica de OPU com vitrificagcdo dos odcitos na prépria fazenda, ndo produz taxas
aceitaveis de desenvolvimento embrionario.

Palavras Chave: OPU, FIV, Vitrificagdo, odcitos, ragas, bovinos.

4.1 INTRODUGAO

Nos ultimos anos tém havido uma crescente demanda pela técnica de puncgao
folicular (Ovum Pick Up - OPU), que consiste na puncdo de foliculos ovarianos
guiada por ultrasonografia, visando obter oécitos de doadoras vivas. Por ser uma
metodologia pouco invasiva, de alta repetibilidade e proporcionar a obtencédo de
oécitos de boa qualidade (BOLS et al., 1996; WARD et al., 2000; SENEDA et al.,
2003; BOLS et al 2004), a OPU vem sendo amplamente utilizada no Brasil.
Associada a producao in vitro de embrides, pode gerar grande nimero de embrides
por doadora/ano contribuindo significativamente para o0s programas de
melhoramento genético (VIANA et al., 2004 ). Associadas, OPU e PIV permitem um
aumento na producdo de descendentes, quando comparadas com a producéo
convencional de embrides (KRUIP et al., 1994). A OPU pode ser realizada em
qualquer estagio do ciclo estral, pois sempre havera inimeros foliculos ovarianos,
que se nao aproveitados, serao fisiologicamente descartados pelo processo de
atresia. A OPU/PIV ainda possibilita a utilizacao de fémeas pré-puberes, em inicio de

gestacao, além de fémeas com algum tipo de infertilidade adquirida. (VIANA et al.
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2004). No Brasil, a técnica esta em franco crescimento, motivada pelo tamanho do
rebanho bovino, que ultrapassa 170 milhdes de animais, sendo 80% de origem
zebuina ou resultante de seus cruzamentos (NOGUEIRA 2004). Em funcgéo disto,
reprodutores qualificados destas ragas apresentam um alto valor comercial,
estimulando que os criadores a buscarem tecnologias que otimizem sua reproducao.
Isto € demonstrado por mais de 63 mil embrides PIV transferidos no ano de 2003 na
América do Sul (THIBIER, 2004), na maioria de origem zebuina. Outro fator que
contribui para o predominio dos zebuinos € o maior numero de foliculos presentes
no ovario destes animais (SEGERSON et al., 1984). Entretanto, por sua dimensao
continental, o Brasil tem regides, principalmente o sul, onde ndo ocorre uma boa
adaptacdo dos zebuinos, predominando rebanhos de origem européia. Destes
rebanhos, especialmente em Santa Catarina, diferentes racas vem apresentando um
significativo crescimento e importancia, das quais cabe destacar a Devon.
Entretanto, ndo existem trabalhos relacionados com OPU/FIV nesta raca.

Uma importante barreira para a maior difusdo da OPU/PIV é o imediato
reinicio da meiose nos odcitos retirados dos foliculos, o que exige um laboratério
proximo para a obtencdo de bons resultados. Uma alternativa para superar este
entrave seria a criopreservacao dos o6citos logo apds a puncao.

A criopreservacado de odcitos permite um melhor aproveitamento dos odcitos que
podem ser coletados e criopreservados ao longo de todo ano, permitindo assim que
a producdo de embrides seja realizada no momento mais adequado, permitindo
também a manutencdo da variabilidade genética com a formagdo de bancos
genéticos (MERTON et al., 2003). Entretanto, algumas caracteristicas bioldégicas dos
odcitos tem limitado a eficiéncia da criopreservacao (ARAV et al., 1996; LEDDA et

al., 2001). No entanto, novas metodologias de criopreservagdao, como a vitrificacao,
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vem proporcionando taxas satisfatérias de blastocistos com odcitos imaturos
criopreservados (BUNN et al., 2006; SANTOS et al., 2006, MARTINO et al., 1996) e
inclusive produtos nascidos (VAJTA et al., 1998, VIEIRA et al., 2002).

Mesmo apresentando resultados aceitaveis para utilizacdo comercial, néo
existem dados de experimentos utilizando odcitos imaturos obtidos de animais vivos
por OPU, e vitrificados na propria fazenda. Este experimento teve como objetivo
determinar o numero médio de odcitos recuperados por OPU, em fémeas bovinas de
uma raca taurina, a Devon e uma indiana, a Nelore, bem como avaliar a utilizagao
da criopreservagcao por vitrificagdo de odcitos imaturos obtidos por OPU ou de

ovarios provenientes de abatedouro, das duas racas.

4.2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Puncéo folicular guiada por ultrasonografia (OPU).

Para coleta dos o6citos por OPU foram utilizadas doadoras das racas Devon
(n=24) e Nelore (n=6). Os animais da raca Devon pertencentes a Agropecuaria
Arapari, localizada na cidade de Agua Doce (26°59' 52" S 51°33' 21" O), no Oeste
de Santa Catarina, e da raca Nelore pertencente a Fazenda Leopoldo Arruda,
localizada na Cidade de Curitibanos (27°16' 58" S 50° 35' 02" O), regiao do planalto
serrano de Santa Catarina. Foram realizadas 60 sessdes de OPU em doadoras da
raca Devon, sendo o intervalo minimo entre sessbes de 3 dias. Ja as doadoras da
raga Nelore foram submetidas a duas sessdes com intervalo de 15 dias, totalizando
doze sessdes. Os animais foram mantidos em sistema de pastagem natural, com
suplementagdo mineral, utilizando-se apenas doadoras nao gestantes, ciclando e

em perfeito estado de saude.
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As fémeas foram contidas em bretes apropriados, submetidas a anestesia
epidural com 5 ml de cloridrato de lidocaina a 2% e tiveram a regido posterior
higienizada com sab&o e 4gua corrente. Para a puncao foi utilizado um aparelho de
ultra-sonografia (Falcon 100, Pie Medical) equipado com probe linear na freqiéncia
de 8 MHz, acoplada a uma guia de puncao transvaginal, sendo aspirados todos os
foliculos visiveis. Para a producéao do vacuo necessario para a aspiragao, utilizou-se
uma bomba de infusao (Nutrimat Il) que proporcionando um fluxo de aspiracao de 10
ml de agua por minuto. O fluido folicular foi aspirado através de agulhas
hipodérmicas descartaveis 40x8 e 40x10, acopladas a um sistema de mangueiras de
silicone, acopladas a tubos coénicos de 50 mL (Falcon) contendo 10ml de DPBS,
previamente aquecido, e adicionado de 50 Ul/ml de heparina (Liquemine®).
Sistematicamente o sistema era lavado com o DPBS adicionado de heparina. Todas
as sessdes de OPU foram realizadas pelo mesmo operador.

Apés a puncdo, o conteudo do tubo era submetido a lupas
estereomicroscoépicas para busca e sele¢cdo dos odcitos. Para o experimento, foram
utilizados apenas odécitos com citoplasma homogéneo e auséncia de pigmentagdes
e cumulus odphorus, com pelo menos duas camadas de células. Os odcitos
selecionados foram transferidos para o TCM-199 adicionado de Hepes e 10% soro

de égua em estro (SEE) até a vitrificagéo.

2.2. Coleta em ovarios provenientes de abatedouro

Os ovarios de fémeas da raca Devon foram obtidos em abatedouro da
cidade de Agua Doce/SC, enquanto os da raca Nelore, foram obtidos em
abatedouro da cidade de Londrina/PR. Apds a coleta, os ovarios foram

transportados até o laboratério em solugao fisiologica adicionada de penicilina e



estreptomicina e aquecida a 37°C. A puncao foi realizada com auxilio de uma
bomba de vacuo, com fluxo de 10 ml de liquido/minuto. Os critérios de selegéo

foram os mesmos empregados par os odécitos obtidos por OPU.

2.3. Vitrificacao

Os odcitos selecionados foram submetidos ao processo de vitrificagdo em
palhetas estiradas (OPS), sendo expostos por 30 segundos uma solugéo de
equilibrio (SV50) contendo 50% dos crioprotetores contidos na solugdo de
vitrificagao (SV), esta composta de 20% EG (etileno glicol) + 20% DMSO (dimetil-
sulféxido) + 0,5M de sacarose, com exposicao por 20 segundos. Neste periodo,
procedia-se 0 envase por capilaridade e a imersao da OPS em N liquido. Os
odcitos vitrificados foram armazenados em botijées criogénicos até o momento

do reaquecimento.
2.4. Reaquecimento

O reaquecimento foi realizado no Laboratério de Reprodugao Animal Assis
Roberto de Bem — CAV/UDESC em Lages/SC, pela exposicao das OPS ao ar
por 4 segundos, seguido da imersao e exposicao em solucdes decrescentes de
sacarose em TCM Hepes (0,3 e 0,15M), cinco minutos cada. Apds, 0s odcitos

foram mantidos em meio de manutencao (TCM Hepes), com 10% de SEE.

2.5. Producao in vitro dos embrides

Os o6citos reaquecidos de cada um dos quatro grupos foram depositados
400uL de meio de maturagdo: TCM 199 + 5,95mg/mL Hepes + 0,025mg/mL
Acido Pirtvico + FSH 0,01 Ul + LH 0,5ug/mL + 10% SEE, em placas nunc. Foram
mantidos por 22-24 horas em estufa a 39°C, com 5% CO. e 95% de umidade

relativa.
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ApG6s a maturacdo, os odcitos foram transferidos para o meio de
fecundacdo: TALP Fert, adicionado de 6mg/mL de BSA + heparina 30ug/mL e

PHE, permanecendo em cultivo por 22 horas.

A inseminagéo in vitro foi realizada com 1x10° espermatozéides/mL, de
conhecida fertilidade para a PIV, sendo selecionados pelo método de migracao

ascendente (swim-up) em meio TALP-Sperm + 6mg/mL de BSA.

Ap6s a fecundacdo, os possiveis zigotos foram submetidos ao
desnudamento, por agitacdo mecanica (Vortex), durante 60 segundos. A seguir
foram lavados em TCM Hepes e depositados em 400uL do meio SOFaaci + 5%
SEE, sob 6leo mineral e com atmosfera de 5% CO, e umidade saturada. Com 24
horas de cultivo foi avaliada a taxa de clivagem, retirando-se as estruturas nao
clivadas. A placa de cultivo foi introduzida entdo numa bolsa impermeéavel a gas,
contendo uma mistura de 5% de Oz e 5% de CO; e 90% de Ny, para o cultivo
adicional. No sétimo dia de cultivo, os embrides foram avaliados de acordo com o

estagio de desenvolvimento.

2.6. Desenho experimental
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Foram vitrificados o6citos provenientes de duas racas (Devon e Nelore) e com duas

metodologias de recuperacdo (OPU e ovarios de abatedouro), perfazendo quatro

grupos experimentais. A cada rotina de reaquecimento foram utilizados 30 a 35

odcitos em cada um dos quatro grupos. Todos os tratamentos foram submetidos aos

mesmos procedimentos de maturacdo, fecundacdo e cultivo. O delineamento

experimental utilizado foi inteiramente casualizado e a analise do numero médio de

odcitos obtidos por OPU em cada raca bem como a taxa de clivagem foi realizada

através da analise de variancia (ANOVA), com nivel de significancia de 5%.
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O total de odcitos recuperados foi 472, sendo 276 provenientes da raca Devon
e 196 na raca Nelore. O numero médio de odcitos por sessdo foi de 4,6 od6citos na
ragca Devon, que foi significativamente inferior (p<0,05) aos 16,3 obtidos na raca

Nelore.

Apesar de ndo haver dados especificos na literatura sobre o numero de
odcitos recuperados por OPU em fémeas da raga Devon, os 4,6 odcitos por sessédo
obtidos neste trabalho, sdo semelhantes aos 4,25 o0citos por sessao obtidos por
Chaubal et al., (2006) em vacas Angus e aos 4,6 00citos por sessao recuperados
por Seneda et al., (2003) em vacas da raga Blonde D"Aquitane.

A média de 16,3 odcitos por sessédo obtida com animais da raca Nelore neste
trabalho, embora seja pouco inferior aos 18,4 odcitos por sessédo obtidos por Rubin et
al., (2005), sao bastante proximos. Estes autores ainda compararam o numero de
odcitos obtidos em fémeas da raca Blonde D Aquitane, com fémeas 2 sangue Nelore
X 2 sangue Blonde D’Aquitane obtendo média de 3,7 e 13,6 o6citos por sessao,
respectivamente. Isto evidencia a influéncia do sangue zebuino (Nelore) no nimero

de odcitos recuperados.

Entretanto, em funcao da possibilidade de menor intervalo entre coletas das
fémeas Devon, a quantidade total oécitos obtidos num periodo mais prolongado, por

exemplo 30 dias, acaba sendo semelhante.

A taxa de odcitos viaveis na selecao foi de 58,3% na raca Devon e 46,9% na

raca Nelore. Obteve-se a média de 2,7 odcitos viaveis por coleta na raca Devon e
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7,6 na raga Nelore. Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por

Machado et al., (2006) utilizando animais da raga Simental.

Ap6s o0 reaquecimento, maturacdo e cultivo dos odcitos vitrificados, foi
observada uma taxa de clivagem de 17,6% no grupo OPU / Devon, 29,1% no grupo
OPU / Nelore, 22,8% no grupo ovarios abatedouro / Devon e 14,5% no grupo
ovarios abatedouro / Nelore, ndo havendo diferenca estatistica (p>0,05) entre os
grupos. Na avaliacdo do desenvolvimento embrionario, observou-se apenas um
embrido atingindo o estagio de blastocisto, no grupo OPU / Devon. Estes resultados
sdo inferiores aos obtidos de clivagem anteriormente no laboratério por Vieira et al.
(2002) (49,0%), Bunn et al. (2006) (43,6%, 31,4%) e Santos et al. (2006) (38,7%,

47,5%), utilizando odcitos provenientes de abatedouros e semelhante metodologia.

Com o6citos obtidos por OPU, ja era esperado resultados um pouco inferior,
em virtude da menor qualidade destes quando comparado aos odcitos obtidos de
ovarios coletados em abatedouros (MERTON et al., 2003). Esta menor qualidade
dos odcitos obtidos por OPU em parte é devida ao método de coleta, j& que os
odécitos percorrem um caminho mais longo até o tubo de coleta, além da presenca
indesejavel de sangue e das drogas anti-coagulantes. Ao contrario, em ovarios de
abatedouro existe uma menor adesao entre o 06cito e a parede do foliculo, em
fungdo da morte do animal, necessitando consequentemente, uma menor forga de
sucgao para recuperar o odécito, possibilitando que o mesmo apresente um maior
namero de camadas de células do cumulus oophorus. A reducdo ou a auséncia
destas células determinam uma menor habilidade do oécito ser fecundado ou
mesmo o comprometimento do posterior desenvolvimento embrionario (GORDON,

2003).
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Outro aspecto relevante que pode ter contribuido para a reducdo dos
resultados de desenvolvimento embrionario, foi o excessivo tempo decorrido desde
as aspiracbes até a realizacdo da vitrificacdo, pois os dois procedimentos eram
inteiramente realizados por um mesmo técnico. Da mesma forma, em funcao das
puncdes serem realizadas em fazenda, todo o material reciclavel utilizado no
experimento era processado na propria fazenda. Também, o laboratério era
improvisado, sem as condicbes necessarias e adequadas para manipulagéo destas

estruturas.

No entanto, embora estes fatos possam parcialmente justificar os baixos
resultados dos grupos de odcitos obtidos por OPU, nao justificam os verificados nos
grupos que utilizaram odcitos de abatedouro e que foram manipulados em
condicoes controladas. Sabe-se que, ainda hoje, ndo existe um método confiavel
que avalie o real potencial dos oécitos para chegarem ao estagio de blastocisto,
existindo a possibilidade de que determinados lotes de animais produzam taxas
muito reduzidas de desenvolvimento embrionario, que esporadicamente ocorrem
nos laboratorios de PIV. As fémeas doadoras dos ovarios, da raca Nelore, assim
como da raga Devon, eram oriundas de rebanhos especificos e foram abatidos em
locais distintos daqueles em que regularmente se efetuava a coleta. Esta associacao
de fatos resultou em aumento do tempo de transporte dos ovarios desde o frigorifico
até o laboratério. Yang et al.,(1990) relatam uma drastica e crescente reducao na
producdo de embrides com o aumento no tempo de transporte a 37°C, quando
comparado com os ovarios processados logo apds a coleta. Isto ocorre em funcéo
de alteracdes degenerativas do ovario apds a morte, que sdo maiores quanto maior
a temperatura de transporte. Neste estudo, a temperatura inicial foi de 39°C,

chegando ao laboratério 7 horas apds o inicio da coleta a uma temperatura de 32°C.
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Estes fatos demonstram a diversidade de fatores que podem interferir no processo
de produgado in vitro de embrides, especialmente quando utilizados oécitos

previamente criopreservados.

4.4. CONCLUSOES

Fémeas da raca Nelore (Bos taurus indicus) possibilitam um nuamero
significativamente maior de odcitos recuperados por sessdo quando comparado com
fémeas da raca Devon (Bos taurus taurus).

A associacdo da técnica de OPU com vitrificacdo dos odcitos na prépria
fazenda, n&o produz taxas aceitaveis de desenvolvimento de embrides.

A producdo in vitro de embrides a partir de odcitos imaturos vitrificados,
provenientes de fémeas Nelore ou Devon abatidas e com os ovarios transportados e
processados sem as condicbes adequadas, nao permite a obtencdo de

desenvolvimento embrionario.
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CONCLUSOES FINAIS

A bovinocultura de corte, principalmente a praticada no estado de Santa Catarina,
ainda nado se adaptou a nova realidade de otimizagdo da producdo. O baixo
desempenho reprodutivo dos rebanhos determina taxas de desfrute muito baixas, o
que impede a auto-suficiéncia na producdo de carne. Neste aspecto, os dados
evidenciados no capitulo 2 demonstram a importancia da avaliagdo androldgica, ja
que aproximadamente 30% dos touros avaliados foram considerados inaptos.
Também esta claramente demonstrado que a supressdao de qualquer uma das
etapas do exame androlégico predispde ao diagndéstico equivocado, pois as causas
de desclassificacdo dos animais foram muito diversificadas. Foi demonstrado que
alguns animais, apesar de clinicamente sadios e com sémen de boa qualidade, sao
inférteis ou apresentam baixa fertilidade. Igualmente importante € uma adequada
avaliacdo das caracteristicas especificas de cada raca. Neste aspecto, o trabalho
demonstrou a necessidade de que as faixas etarias de touros da raga Devon sejam
subdivididas para tornar o exame mais preciso. As medidas médias de
circunferéncia escrotal da raga Devon foram 35,2 cm para animais com idade de 18
a 22 meses, 37,3 para animais com 23 a 27 meses e 38,2 cm, para animais com
idade igual ou superior a 30 meses, que sado superiores as sugeridas pelo CBRA. A
busca da maximizagdo de resultados exige a aplicacdo de avangos tecnoldgicos,
que nao sao necessariamente sindnimos de elevados investimentos. A utilizagdo da
VAI que se mostrou efetiva na coleta do ejaculado como relatado no Capitulo 3,
também otimiza o trabalho do técnico, jA& que o método permite a avaliacdo
simultanea da capacidade de coOpula ou capacidade de servico, com a coleta de

sémen. A implantagdo da técnica ndo exige um grande investimento financeiro,
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sendo necessarios uma mangueira, um brete, além das vaginas internas. Entretanto,
€ necessario levar em conta as caracteristicas comportamentais dos animais a
serem examinados. Em estudo conduzido com a metodologia da VAl em touros da
raca Nelore, com idade variando entre dois e trés anos, de 23 animais avaliados,
nao foi possivel obter um Unico ejaculado (dados nao publicados). O temperamento
docil da raca Devon, certamente facilitou a execugéo da técnica.

Em relacdo a tecnologia OPU, associada a vitrificacdo dos od6citos na prépria
fazenda, proposta no experimento constante no capitulo 4, foi observado que além
da necessidade do embasamento tedrico e pratico, para a realizacdo dos
procedimentos existe a necessidade de condicbes laboratoriais minimas.
Finalmente, é importante salientar que alternativas tecnoldgicas para maximizar a
reproducao existem e estao prontas para serem empregadas, sejam elas simples ou
mais avancadas. No entanto, para usufruir de seus beneficios, deve existir um

conhecimento prévio das condigbes minimas para sua implantacao.
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