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RESUMO

O estudo teve por objetivo avaliar a influéncia do temperamento sobre os aspectos
reprodutivos de touros Nelore, testando-se a hipotese de que a reatividade pode
influenciar a capacidade de servigo, qualidade e fertilidade espermatica. Para o estudo
foram selecionados 16 touros da raca Nelore submetidos a analise comportamental
(etograma) composta pelo escore de agitacéo e a avaliacdo da velocidade de fuga do
tronco de contencdo. Baseado na avaliacdo comportamental os reprodutores foram
separados em dois grupos experimentais, poucos reativos (PR = animais calmos, n =
8) e reativos (RE = animais agitados e/ou agressivos, n= 8). Os animais foram
submetidos a 2 colheitas de sangue para dosagem de testosterona e cortisol séricos;
2 amostras de sémen também foram obtidas por eletroejaculacéo para realizacao de
espermograma completo, empregando-se o sistema computadorizado de analise de
sémen (CASA). Apés a andlise, foram realizados 2 pools (1 por grupo) e os ejaculados
foram criopreservados para realizacao de teste de fertilidade in vivo com inseminacgao
artificial em tempo-fixo. As amostras criopreservadas foram posteriormente avaliadas
guanto aos padrdes cinéticos (CASA), analise morfolégica e de integridade de
membrana plasmatica. A capacidade de monta dos animais do grupo PR e RE foi
avaliada individualmente pela exposicdo dos touros a vacas ciclicas (n = 20
vacas/reprodutor) durante 90 dias na estacdo de monta natural. Os touros reativos
exibiram maior escore de agitacdo em relacédo aos poucos reativos (P < 0,0001). Nao
foram observadas diferencas para os parametros de cinética esperméatica, morfologia
e integridade de membrana plasmatica no sémen in natura ou pos-descongelacéao, de
acordo com os diferentes perfis comportamentais. Na dosagem hormonal da rotina 2
(R2) os touros PR apresentaram menor concentracdo sérica de cortisol quando
comparados aos animais RE (PR= 3,46 = 5,81 e RE= 20,17 + 5,81 p= 0,0129. O
comportamento influenciou a taxa de concepcéo na monta natural, sendo observadas
taxa mais elevada nos animais do grupo PR (84%) em relacdo aos RE (76%) (P <
0,0001). Nao foram observadas diferencas (P = 0,423) para as taxas de concepcéao
de vacas inseminadas com pool de sémen de touros PR (46,15%, 24/52) em relacéo
aos RE (42,31%, 22/52). Conclui-se que o temperamento animal néo influencia a
qualidade do sémen in natura, pés descongelacdo e integridade estrutural dos
espermatozoides bovinos, justificando resultados semelhantes de concepcéo quando
empregado sémen de reprodutores com temperamento contrastante em programas
de IATF. No entanto, touros com perfil de temperamento mais calmo apresentam
melhor performance reprodutiva em programas de monta natural, caracteristica que
pode influenciar significativamente a producéo de bovinos de corte.

Palavras-chave: Bem-estar, Bovinos, Fertilidade, Nelore, Reatividade.



ABSTRACT

The study aimed to evaluate the influence of temperament on the reproductive aspects
of Nellore bulls, testing the hypothesis that reactivity can influence service capacity,
quality and sperm fertility. For the study, 16 Nelore bulls were selected and submitted
to behavioral analysis (ethogram) composed of the agitation score and the evaluation
of escape velocity from the containment trunk. Based on the behavioral evaluation, the
breeders were separated into two experimental groups, low reactive (PR = calm
animals, n = 8) and reactive (RE = agitated and/or aggressive animals, n = 8). The
animals were submitted to 2 blood collections for the measurement of serum
testosterone and cortisol; 2 semen samples were also obtained by electroejaculation
for complete sperm analysis, using the computerized analysis system (CASA). After
analysis, 2 pools were made (1 per group) and the ejaculates were cryopreserved for
in vivo fertility testing with fixed-time artificial insemination. The cryopreserved samples
were later evaluated for kinetic patterns (CASA), morphological analysis and plasma
membrane integrity. The breeding ability of the animals in the PR and RE groups was
evaluated individually by exposing the bulls to cyclic cows (n = 20 cows/reproducer)
during 90 days in the breeding season. The reactive bulls exhibited a higher agitation
score than the few reactive bulls (P < 0.0001). No differences were observed for the
parameters of sperm kinetics, morphology and plasma membrane integrity in in natura
or post-thawed semen, according to the different behavioral profiles. In the hormone
dosage of routine 2 (R2), PR bulls had lower serum cortisol concentration when
compared to RE animals (PR= 3.46 + 5.81 and RE= 20.17 £+ 5.81 p= 0.0129. O
behavior influenced the conception rate in natural mating, with a higher rate being
observed in the animals of the PR group (84%) in relation to the ER (76%) (P < 0.0001).
conception rates of cows inseminated with pooled semen from PR bulls (46.15%,
24/52) in relation to RE (42.31%, 22/52). It was concluded that animal temperament
does not influence semen quality in natura, after thawing and structural integrity of
bovine sperm, justifying similar conception results when using semen from sires with
contrasting temperament in FTAI programs. However, bulls with a calmer
temperament profile present better reproductive performance in natural breeding
programs, feature that can significantly influence the beef cattle production.

Keywords: Cattle, Fertility, Nellore, Reactivity, Wellness.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui o0 segundo maior rebanho comercial de bovinos do mundo, com
aproximadamente 214,7 milhdes de cabecas de gado, figurando o principal exportador
de carne. Com isso, a pecuaria de corte nesse pais, desenvolvida predominantemente
de forma extensiva, é uma importante atividade econdmica, capaz de gerar
substancial fonte de divisas, segundo dados gerados pelo IBGE 2019.

Em virtude disso, o bem-estar animal, nos ultimos anos, tem sido um tépico
importante no Brasil e em outros paises, pois cada vez mais a cobranca da sociedade
por uma criacdo animal humanizada tem entrado em pauta para garantir os diretos de
qualidade de vida aos animais e um abate humanitario.

Estudos tém comprovado que animais com temperamento arredio, devido a
sensibilidade ao estresse gerado por acfes do manejo diario, podem desenvolver
alteracbes comportamentais, as quais séo acompanhadas por comprometimentos do
sistema nervoso autbnomo, neuroenddcrino e adrenocorticais, podem demonstrar
elevacbes nos niveis plasmaticos de cortisol, principal horménio relacionado ao
estresse, levando a incapacidade de manutencdo da homeostase, com reflexos no
desempenho produtivo e reprodutivo.

Na medicina, estudos foram desenvolvidos para correlacionar o estresse com
a capacidade reprodutiva. Observou-se que individuos que demonstraram niveis
elevados de cortisol, apresentaram uma reducéo na sensibilidade das gbnadas ao LH,
ocasionando uma supressao dos horménios sexuais esteroides, e consequentemente
gerando uma interferéncia direta na reproducao.

Nesse sentido, de acordo com o entendimento endécrino, qualquer alteracao
gue gere interferéncia na secrecdo de testosterona podera afetar diretamente a
fisiologia reprodutiva, levando ao um comprometimento na capacidade
espermatogénica e, consequentemente, a uma diminuicdo da performance
reprodutiva.

A influéncia do estresse sobre a capacidade reprodutiva ja foi demonstrada,
envolvendo a espécie humana como também na medicina veterinaria, sobretudo
relacionados a fémeas bovinas. Até o atual momento, poucos estudos foram

conduzidos para analisar a influéncia do estresse e temperamento sobre a capacidade
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reprodutiva de touros de corte, especialmente da raca Nelore. Desse modo, este
trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia do temperamento animal sobre aspectos
reprodutivos de touros, testando a hipétese de que animais mais reativos possuem

pior qualidade de sémen e menor capacidade de monta que animais menos reativo.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 BEM - ESTAR ANIMAL

O bem-estar animal € um tema que durante anos vem sendo discutido,
principalmente sobre a sua influéncia nas préticas de producéo. Dentro da sociedade,
o conceito de bem-estar animal pode ser compreendido de diferentes formas, o que
gera debates, sobretudo dentro da comunidade cientifica, sobre o impacto e
aplicabilidade do tema no ambito da producéo animal. Neste contexto, Broom (2004),
postulou que esse termo pode ser compreendido pela forma em que o animal se
adapta ao ambiente e pelo equilibrio entre o animal e o local onde vive.

O Brasil se destaca entre os principais lideres mundiais de producédo e
comercializacao de carne bovina devido ao excelente desenvolvimento e estruturacao
do sistema de producdo, desencadeado aumento na qualidade e produtividade de
produtos animais (COUTO et al., 2020). Entretanto, mesmo com esse
desenvolvimento é indispensavel realizar ajustes em todo o ciclo produtivo,
principalmente associado ao bem-estar animal, visando identificar o nivel de
insatisfacdo do animal com o ambiente, observando atitudes e alteracdes
comportamentais e buscando aperfeicoar o convivio entre 0 homem e o animal para
obter-se melhorias na qualidade da carne (KELLER, 2019).

Neste mesmo contexto, autores fizeram seus estudos relacionando o bem-estar
animal em bovino de leite, relacionando -0 e a producgéo. Lopes et al. (2015),
comprovaram que a producao e o bem-estar foram compensatorios em propriedades
rurais com maior investimento de tecnologia para a melhoria da fazenda, onde
obtiveram maior lucro e retorno. Ja Hansen et al. (2019), observaram em sua
pesquisa, a relacdo da qualidade de vida, saude mental e situagéo do trabalhador ao
bem-estar animal, onde observaram que a primeira interfere diretamente na segunda,

gerando uma baixa producéo de leite.
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Préticas envolvidas na rotina de uma fazenda de bovinos de corte ou leite que
sdo indispensaveis, como marcacdo dos animais, vacinacbes e manejo, podem
causar reacoes e estimulos relacionados ao medo, atitudes que intensificam esses
estimulos, como choques, gritos e agressfes de inUmeras maneiras, podem levar ao
nivel elevado de estresse desses animais, com isso, devem ser abdicados das
praticas de manejo (RUEDA; ARANHOS DA COSTA, 2010).

Neste contexto, em 1979 o conselho de bem-estar animal de producgao criou o
conceito das “Cinco Liberdades” como referéncia para assegurar que o animal esti

",

em situacao de bem-estar: “Livre de sede, fome e ma nutricao”; “Livre de desconforto”;
“Livre de dor, injuria e doenga”; “Livre para expressar seu comportamento natural” e
“‘livre de medo e estresse”, porém, todos os parametros devem ser adotados em
conjunto de forma simultanea, para que possa assegurar que 0s animais nao estejam
sofrendo nenhum dano. (DE SOUZA; GONCALVES, 2017).

Dessa forma, segundo Ceballos e Sant'anna (2018), para obtencdo de um
produto de qualidade, os bovinos devem ser criados em condicbes naturais, em
ambientes amplos, tranquilos e harmonizados, com abrigo para conforto térmico,
alimentos e &gua disponiveis, visto que sentem emoc¢des, sentimentos e
necessidades, e que isso influencia diretamente na qualidade do produto.

Conforme Silva et al., (2018), o bem-estar influencia diretamente na producao
de animais de corte, visto que é uma importante habilidade que incrementa as
propriedades qualitativas do produto, também é um conjunto de normas que visam

melhorar a qualidade de vida dos bovinos e garantir seus direitos.

2.2 TEMPERAMENTO ANIMAL

Segundo Argblo et al. (2010), Hipocrates que é considerado “pai da medicina”,
h&a mais de 2.000 anos descreveu o temperamento da espécie humana em quatro
tipos: 1) Sanguineo, caracterizado por pessoas de humor variavel; Il) Melancdélico,
préprio de pessoas tristes e sonhadoras; Ill) Colérico, tipico de pessoas com humor
de desejo forte e sentimentos impulsivos; e 1IV) Fleumaticos, peculiar de pessoas
lentas apaticas de sangue frio.

Neste sentido, de acordo com Volpi (2004), o psicologo Ivan Pavlop realizou

um experimento em animais onde encontrou os mesmos padrdes de temperamento
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humano, correlacionando com o sistema nervoso central e fatores bioquimicos.
Relatou que essas caracteristicas sdo subsequentes de acdo de processos
fisiologicos e acdo enddcrina de alguns horménios, podendo assim explicar a genética
e interferéncia do ambiente sobre cada individuo, que sdo geneticamente
determinados a reagir a determinados estimulos.

Ainda que com todas as diferencas comportamentais, pesquisadores acreditam
que o temperamento pertence a fatores da indole onde possuem padrdes de
desenvolvimento ao longo da vida, podendo ser explicitos por diferentes maneiras e
influenciar na docilidade ou reatividade desses reprodutores (ITO; GUZZO, 2002).

De acordo com Kasimanickam et al. (2018), observaram que receptoras de
embrido com temperamento calmo e menor nivel de estresse apresentaram maiores
concentracbes séricas de progesterona e maiores taxas de prenhez quando
comparadas a vacas com temperamento excitado.

Braga et al. (2018), relataram, que o temperamento animal possui relacao direta
com 0s nhiveis de estresse vivenciados por bovinos de corte, sendo que rebanhos mais
excitaveis possuem menor capacidade de lidar com situacdes estressantes,
principalmente quando manejados sob condi¢cdes mais restritivas.

De acordo com Rueda (2009), fatores de extrema importancia para garantir o
bem-estar e para a eficiéncia produtiva em todas as fases do ciclo pecuério, sdo o
temperamento e o treinamento dos funcionarios associados ao condicionamento dos
bovinos. Interagdes positivas entre o homem e os animais durante o manejo de curral
podem levar a reducdao significativa do nivel de estresse, o que potencialmente pode
melhorar a fertilidade (RUSSI, 2008).

A eficiéncia reprodutiva € uma das caracteristicas mais importantes dentro de
qualquer sistema de exploracdo pecuéria. Nesse contexto, pode-se assumir que a
fertilidade do touro tem maior impacto em termos produtivos e reprodutivos em relacéo
a das vacas, visto que o macho com alto potencial de fertilidade e libido é capaz de
cobrir muitas fémeas dentro da estacdo reprodutiva, gerando grande numero de
descendentes em curto espaco de tempo (BARBOSA et al., 2005).

Situacfes que expdem os animais as alteracdes de bem-estar, tais como
estimulos estressantes, doengas enddcrinas, utilizagcdo de medicamentos que

deprimem a espermatogénese, falhas nutricionais e alteracdes congénitas
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afetam diretamente a capacidade de monta e a qualidade do sémen de
reprodutores (MANUJA et al., 2012; DURAIRAJANAYAGAM et al., 2015).

Em recente pesquisa voltada a avaliacdo do efeito do comportamento sobre o
desempenho reprodutivo de touros de corte, Loockwood et al. (2018), ndo observaram
relacdo entre o nivel de reatividade de reprodutores Angus (calmos vs
reativos/estressados) com a circunferéncia escrotal e qualidade do sémen fresco. No
entanto, a interacdo entre estresse e reatividade animal com a capacidade de
termorregulacgédo testicular, congelabilidade, fertilidade espermatica, perfil de proteinas
presentes no plasma seminal e capacidade de monta de bovinos ndo possui uma
definicdo clara na literatura.

Levando-se em consideracao que o temperamento bovino representa um tema
contemporéneo e de grande interesse da industria relacionada a produgdo animal
(Burdick et al.,, 2011) e que atualmente os diferentes programas de selecdo de
reprodutores possuem foco voltado a docilidade e adaptabilidade ambiental visando a
diminuicdo dos niveis de estresse animal, se justificam novos estudos nessa

importante area do conhecimento.

2.3 INFLUENCIA DO ESTRESSE SOBRE A PERFORMANCE REPRODUTIVA

Conceitualmente o estresse representa uma reacao reflexa revelada pela
incapacidade de um animal em lidar com seu ambiente, o que pode levar a muitas
consequéncias desfavoraveis que podem variar desde um leve desconforto até a
morte (MANUJA et al., 2012).

Segundo Grignard et al. (2001), o temperamento pode ser considerado como
reacdo de modo individual do animal a determinados estimulos, que normalmente
estdo associados ao medo, onde é considerado um fator altamente estressante. O
temperamento bovino é expresso por respostas comportamentais durante o manejo,
sons ou visdes desconhecidas s&o reconhecidas como sinais de perigo (GRANDIN,
1997).

Diante disso, estudos demonstram que estimulos estressantes ao animal
podem desencadear a ativacao do eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal, elevando os
niveis plasmaticos de cortisol. E caso esta situacéo seja verificada, a sensibilidade
das gonadas ao LH pode ser reduzida (CARLSON, 2002).
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De acordo com Manuja et al. (2012), ao expor 0s animais a situacoes
estressantes, podera ocorrer liberacdo de corticotropina (CRH) em razdo de
alteracdes no sistema nervoso central e hipotalamo. Consequentemente, ocorrera a
liberacdo do horménio adrenocorticotrofico (ACTH) pela estimulacdo da CRH na
hipdfise, e apds, estas alteragcbes a ACTH estimulara a glandula adrenal para
liberacdo de cortisol e catecolaminas. Com isso, as catecolaminas sédo responsaveis
pela defesa bioldgica, ou seja, pela ativagdo do sistema nervoso autbnomo, gerando
respostas rapidas, de “alerta” ou “luta e fuga” do animal, levando também a um
aumento da frequéncia cardiaca e respiratdria. Portanto entende-se que a influéncia
do estresse podera incorrer em variacdes hormonais, que por sua vez, desencadearao
alteracdes na frequéncia cardiaca, da presséo sanguinea e do cortisol, podendo entdo
serem considerados como parametros indicadores de estresse animal (FRIEDRICH,;
BRAND, 2015).

Por sua vez, elevacdes nos niveis de cortisol afetam a liberacédo hipotalamica
de GnRH, liberacdo hipofisaria de LH e FSH e, em consequéncia, influenciam
diretamente a funcdo gonodal pela falta de estimulo gonadotrofico para producéo de
horménios esteroides (BREEN et al., 2004; MANUJA et al., 2012).

Breen et al. (2005), observaram em ovelhas ovariectomizadas que houve
reducdo na frequéncia dos picos de LH pelo fato de haver elevacdes nas
concentracbes de cortisol plasmatico, situacdo que demonstrou a importancia da
atuacao do cortisol no hipotdlamo, diminuindo a secrecéo pulsétil de GnRH.

Em outro estudo conduzido por Macfarlane et al. (2000), foi observado que altos
niveis de cortisol reduziram a taxa de desenvolvimento folicular de ovelhas, ocorrendo
retardo na liberacdo de estradiol pré-ovulatério e comprometimento de secrecdo de
LH.

Braz et al. (2020), avaliaram a influéncia do temperamento animal sobre a
capacidade produtiva e reprodutiva de touros da raca Nelore, onde concluiram que
animais sob estresse, com nivel de reatividade alto, apresentaram aumento dos niveis
de cortisol que influenciou negativamente o ganho de peso e termorregulacao

testicular desses animais.
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2.4 INFLUENCIA DO ESTRESSE SOBRE A FERTILIDADE E A
ESPERMATOGENESE

O organismo gera respostas sob situacdes estressantes que levam a secre¢ao
de glicocorticoides e progesterona pelas adrenais, desencadeando entdo uma
interferéncia direta na fisiologia do animal (BAGE et al., 2000; DOBSON; SMITH,
2000). Esse aumento de progesterona associado por sua vez com 0 aumento de
cortisol, ocasiona uma interferéncia negativa na fertilidade gerando uma variagao
significativa na sincronizacdo de ovulacdo (COOKE et al., 2011). Neste contexto,
estudos em fémeas bovinas demonstraram que a influéncia negativa gerada pelo
estresse e elevacdo de cortisol, levaram a uma inibicdo do pico ovulatério de LH e
uma reducédo da qualidade de embrides (MACEDO et al., 2011; MAZIERO et al.,
2012). Também pensando nisso, Ruedaet al. (2015) e Cooke et al. (2017)
demonstram que essas alteracfes geradas pelo fator estresse, levam a diminuicéo
nas taxas de prenhez de fémeas bovinas submetidas a IATF.

Autores demonstraram que os altos niveis de cortisol levam também a queda
de testosterona podendo comprometer a funcao epididimaria ocasionando prejuizos
na espermatogénese (BARTH; BOWMAN, 1994).

Do ponto de vista enddcrino, a testosterona € o horménio que regula a
espermatogénese, a expressao dos caracteres sexuais secundarios e o0
comportamento sexual. Por essa razdo, qualquer fator que altere o perfil de secregao
de testosterona compromete diretamente a capacidade espermatogénica, a libido e a
performance reprodutiva (TODINI et al., 2007).

A espermatogénese pode ser afetada por diversos fatores, dentre eles a
temperatura ambiental, manejo nutricional, sazonalidade, estresse, além de fator
genético e racial (ARAUJO et al., 2017). A espermatogénese ocorre nos testiculos,
mais precisamente nos tubulos seminiferos, onde acontece a transformacdo das
células espermatogoniais em espermatozoides, tornando-se assim um processo
complexo e susceptivel a qualquer interferéncia (HESS; FRANCA, 2008; HERMO et
al., 2010).

Neste contexto, estudos envolvendo a espécie humana foram desenvolvidos e
demonstraram que alteragbes neuroendocrinas relacionadas ao estresse foram

capazes de exercer influéncia sobre a producdo de testosterona pelas células de
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Leydig, influenciando negativamente a espermatogénese e a qualidade espermatica
(HARDY et al., 2005; ZOU et al., 2019).

Segundo estudos, o estresse € capaz de influenciar na performance reprodutiva
de diferentes espécies, ocasionando queda na qualidade seminal, reducdo de
motilidade espermatica e aumento de defeitos dos espermatozoides (BARTH, 1993;
MIESEL et al., 1997; RETANA-MARQUEZ et al. 2003; HATAMOTO et al., 2006). Isso
ocorre, pois o cortisol sérico pode ser transferido rapidamente para o plasma seminal
ocasionando elevacao nessa concentracdo, gerando entdo queda na qualidade do
sémen (GRAVES; EILER, 1979). Neste contexto, Briggs, (1973) demonstrou que
espermatozoides incubados em meio contendo cortisol apresentaram reducédo em sua

capacidade de fertilizagao.

3. JUSTIFICATIVA

Estudos anteriores, ttm demonstrado que o aumento dos niveis de cortisol em
seres humanos, ocasionam interferéncias na qualidade do sémen (HARDY et al.,
2005; JOXKOW; ROSSATO, 2017). Ja na Medicina Veterinaria estudos realizados em
fémeas bovinas também comprovaram que o aumento do nivel de cortisol gerado pelo
estresse durante a rotina de manejo, € capaz de resultar em interferéncias
reprodutivas. (MCFARLANE et al., 2000; BREEN et al., 2005; MACEDO et al., 2011;
KASIMANICKAM et al., 2018). Apesar disto, trabalhos que envolvam o temperamento,
desempenho reprodutivo e qualidade do sémen de touros ainda sao escassos na
literatura. Dessa forma, como a maioria dos trabalhos ja realizados e publicados
relacionam a baixa capacidade de servico de touros apenas a problemas fisicos e
genéticos dos animais, (DURAIRAJANAYAGAM et al., 2015; MANUJA et al., 2012),
ndo havendo trabalhos recentes e conclusivos a respeito da influéncia do
temperamento sobre a capacidade de servico dos reprodutores, se justifica a

realizacdo de novas pesquisas nessa importante area do conhecimento.

4. OBJETIVOS

Tendo em vista a importancia econdmica e biologica de touros Nelore

para a producado de carne e geracao de renda no campo, este estudo teve por
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objetivo avaliar o efeito do temperamento animal sobre a performance
reprodutiva de touros de corte, testando-se a hipotese, de que animais mais
reativos possuem pior qualidade de sémen e menor capacidade de monta que animais

menos reativo.

5. MATERIAL E METODOS

5.1 LOCAL

Todos os procedimentos foram autorizados pelo comité de ética no uso de
animais da universidade Santo Amaro — UNISA, S&o Paulo, Brasil, pelo parecer n°
34/2020, segundo o Concelho Brasileiro de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA).

O desenvolvimento ocorreu de forma multicéntrica junto ao programa de pés-
graduacdo em Medicina Veterinaria e Bem-Estar Animal da UNISA, S&o Paulo, Sao
Paulo, ao Instituto de Zootecnia de Sertdozinho, Sertdozinho, S&o Paulo,
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de S&o Paulo,
Campus Diadema, uma propriedade pertencente a iniciativa privada localizada na
cidade de Barra do Garcas, Mato Grosso e a VetSémen - Laboratério de andlise de

sémen, Barueri, Sao Paulo.

5.2 ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram selecionados 16 touros da raca Nelore nascidos e criados na mesma
propriedade rural, com 24 meses ao inicio do experimento, higidos, sem historico de
doencas anteriores, pesando em média 654kg e escore corporal 3 em uma escala de
1 a9 (1 =emaciado, 9 = obeso RICHARDS et al.,1986), com circunferéncia escrotal
em torno de 35,5cm. No inicio do estudo, foi realizado etograma completo, envolvendo
analise de reatividade baseado no escore de agitacdo e velocidade de fuga do tronco
de contencéo (Flight speed), segundo metodologia adaptada de Rueda et al. (2015) e
Braz et al. (2020). A partir dos resultados do etograma foram selecionados os 8
animais reativos (RE) e os 8 pouco reativos (PR).
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Figura 1 - Exemplos dos animais utilizados para o estudo.
5.3 ANALISE COMPORTAMENTAL

Para a avaliacdo da reatividade foram aplicados escores baseados em
classificagOes objetivas e subjetivas. Foi analisado o grau de perturbacao dos animais
pela frequéncia e vigor com que se movimentavam dentro do tronco de contengéo
sendo avaliado o deslocamento, postura corporal, tenséo, respiracdo, mugidos e
coices pelo periodo de 2 minutos apos a entrada no tronco (Tabela 1). Foi criada uma
escala numérica de 1 a 4 pontos, na qual representou o grau de cada parametro
avaliado que ao final foram somados e obtido a nota final de escore. A avaliacdo de
reatividade foi realizada de acordo com Piovensan (1998), adaptado por Aguiar (2007)
e Braz et al. (2020).

Com base nos registros das categorias comportamentais descritas foi definido
0 escore de agitacdo, que foi composto pela avaliacdo conjugada dos seis parametros
comportamentais avaliados. Dessa forma, foram considerados como calmos animais
que obtiveram notas de 4 a 7 e reativos aqueles com notas de 8 a 16. Adicionalmente,
foi mensurada a velocidade de saida ou de fuga do tronco. Para esse teste foi
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cronometrado o tempo dispendido pelo animal para percorrer 3 metros de distancia a

partir da abertura da porta do tronco de contencao. O principio desse teste € de que

animais naturalmente mais calmos e ddoceis dispendem maior tempo para deixarem o

tronco de contencdo apds serem liberados (SILVEIRA et al., 2006). Em ambas as

analises, a pescoceira e barrigueira foram mantidas abertas para proporcionar livre

mobilidade.

Tabela 1 - Referéncia dos parametros comportamentais utilizados para definir o

escore de agitacao (EA, notas de 4 a 16 pontos) manifestado por touros Nelore.

Caracteristica Pontuacao
comportamental 1 2 3 4
Pouco DESL,; . )
Deslocamentos  Animal se vira
parado em pelo
Nenhum frequentes ao e/ou salta, com

Deslocamento (DESL)
deslocamento

menos 50% do
longo do tempo

elevacao dos

tempo de N
. de observagéo membros
observacéo
Ajoelhado, _ )
Em estacéo e _ Deitado, apoio
) muda o apoio
Postura corporal (PC) apoio nos 4 do ventre no
para 0s cascos
membros o solo
pélvicos
Tenso,
Relaxado, movimentos
Alerta, ]
tébnus muscular ) bruscos e Muito tenso,
movimentos i . .
regular, sem vigorosos, inquietagéo,
Tensédo (TEN) ) bruscos, olho
movimentos olhos tremor
arregalado,
bruscos, olho arregalados, muscular

forca a saida

relaxado forca a saida do
tronco
Respiracéo Respiracéo

i piras .p ¢ Animal bufando

Respiracéo (RESP) normal, pouco facilmente
. i i ou soprando
ou ndo audivel audivel

Mugidos (MUG)* Presenca
Coices (CC)* Presenca

*Animais que ndo exibiram coices e mugidos no

parametros MUG e CC.

periodo de avaliagdo receberam pontuagdo “zero” para os
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Figura 2 - Touros agrupados como reativos (RE, imagem A) e pouco reativos (PR

imagem B).
5.4 DETERMINACAO DOS NIVEIS SERICOS DE CORTISOL E TESTOSTERONA

Amostras de sangue para determinacdo de cortisol e de testosterona foram
obtidas mensalmente mediante puncdo da veia coccigea, utilizando sistema a vacuo
com ativador de coagulo (PST, BD Vacutainer®, Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil).
As coletas de sangue foram conduzidas durante o periodo matutino, respeitando-se
um intervalo maximo de até 3 horas entre o primeiro e ultimo animal. Apds as coletas,
as amostras foram centrifugadas durante 15 minutos a 2800 g, o sobrenadante foi
recuperado em aliguota e armazenados em micro tubos de 1,5mL a -20 °C em freezer
convencional até o momento das analises.

A dosagem sérica de cortisol e testosterona foram conduzidas usando kit
comercial (MILLIPLEX® Multiplex for Luminex® Immunoassays, Millipore Corporation,
MA, EUA) seguindo as recomendacdes do fabricante. A leitura dos resultados na
placa foi realizada em equipamento especifico (Magpix®, Luminex, Austin, TX, EUA).
Os dados foram analisados pelo software Milliplex Analyst 5.0 (Merck Millipore,

Darmstadt, Alemanha). E as concentracdes hormonais expressas em pg/mL.

Figura 3 - Microplaca (A) que compde o kit MULTIPLEX® utilizado para leitura das
concentracdes séricas de cortisol e testosterona. Equipamento Magpix® (B)

semelhante ao utilizado no experimento (Fonte:www.medicalexpo.com). 23



5.5 COLETA E AVALIACAO DO SEMEN

O sémen dos animais selecionados foi colhido a cada 30 dias, durante 2 meses
(n = 2 amostras de cada animal) por eletroejaculacdo. Os estimulos elétricos foram
iniciados em baixa intensidade e progressivamente aumentados conforme
programacdo automatica do eletroejaculador (Autojac V3, Neovet®, Uberaba, Minas
Gerais, Brasil) em um ciclo de 1 a 32 estimulos, conforme resposta de cada touro,
sendo conduzidos no maximo dois ciclos completos de estimulagdo/animal.
Coloracéo, aspecto e volume do ejaculado foram analisados por observacéao direta do
tubo graduado utilizado para a coleta.

Imediatamente apds a coleta uma aliquota de cada ejaculado foi diluida em
diluidor Botubov® (Botupharma, Botucatu, Brasil) de forma a atender a concentragao
final entre 40 a 50 x 10° de espermatozoides/mL. As amostras diluidas foram
submetidas a analise cinética através de sistema computadorizado (CASA, IVOS-
Ultimate®, versao 14.0, Hamilton Thorn, Beverly, EUA). Nessa avaliacdo foram
considerados os parametros de motilidade espermatica total (MT); motilidade
espermatica progressiva (MP); velocidade linear (VSL); velocidade de trajeto (VAP);
velocidade curvilinear (VCL); amplitude lateral de cabeca esperméatica (ALH);
frequéncia de batimentos flagelares (BCF); retilinearidade (STR); linearidade (LIN) e
porcentagem de espermatozoides rapidos (RAP), de acordo com o setup preconizado
por Dias et al., (2018). A concentracdo espermatica da amostra de sémen foi
determinada depositando 20 uL de sémen in natura em microcubetas descartaveis,
que foram lidas imediatamente em Fotdbmetro SDM 1 (Minitube ®, Tiefencach,
Germany), previamente calibrado para espécie bovina.

Adicionalmente, aliquotas de sémen foram fixadas em solucéo de formol salino
tamponado a 2%, para avaliacdo da morfologia espermética, usando microscopia de
contraste de fase em aumento de 1.000X. Para essa analise foram contabilizadas 100
células e os defeitos foram classificados em maiores, menores e totais de acordo com
Bloom (1973).
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Figura 4 - Equipamento CASA modelo IVOS-Ultimate® (Verséo 14.0, Hamilton
Thorn, Beverly, USA) utilizado para analise de cinética espermatica. (Fonte: Braz,
2018).

5.6 REFRIGERACAO E CRIOPRESERVACAO DO SEMEN

Para a refrigeracdo e criopreservacdo, as amostras de sémen foram diluidas
em meio comercial (BotuBov®, Botupharma, Botucatu, S&o Paulo, Brasil),
respeitando-se a concentracgao final de 50 x 10® espermatozoides/mL. Posteriormente
a diluicdo, as amostras foram envasadas em palhetas de 0,5 mL (IMV® Technologies,
L'Aigle Cedex, Franca) e transferidas para um refrigerador digital programavel TK
4.000® (TK tecnologia em congelacdo, Uberaba, Brasil), seguindo uma curva de
0,25°C/min até 5 °C. Ap0Os estabilizacdo a 5°C por quatro horas foi realizada a curva
de congelacao de -20°C/min até atingir -120°C. Quando atingiu esta temperatura, as
palhetas foram colocadas diretamente no nitrogénio liquido (-196°C) e armazenadas
até o momento de realizacdo das andlises pds-descongelacdo. Para analise pés
descongelacéo, as palhetas congeladas foram descongeladas em banho-maria a 36
°C por 30 segundos, homogenizadas em microtubos de 1,5ml e mantidas no maximo
5 minutos em banho-seco 35 °C até as analises, realizadas também pelo CASA e
obtidos os mesmos parametros na avaliacdo do sémen in natura.
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Figura 5 - Equipamento TK 4000® empregado para refrigeracéo e congelacéo

de sémen.

57 ANALISE DA INTEGRIDADE DA MEMBRANA PLASMATICA POR
MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Para a analise de integridade de membrana plasméatica pés-descongelacao foi
utilizada a associacao de diacetato de 6-carboxi-fluiresceina e iodeto de propidio. Para
esse protocolo aliquotas de 20 uL foram previamente separadas e acrescidas de 25
uL de tampéo fosfato salina, 50 pL da solucdo sonda ja preparada com 1 mL de PBS,
30 uL da solucéo estoque de diacetato de 6-carboxi-fluiresceina, 120 uL da solucdo
estoque de iodeto de propidio e 20 uL de formol salino, de acordo com metodologia
adaptada de Crespilho et al. (2012). A amosta foi incubada por 5 minutos a 37 °C ao
abrigo da luz. Posteriormente foi realizada preparacdo Umida para analise em
microscopia de fluorescéncia em um aumento de 1.000X. O lodeto de Propideo emiti
uma cor vermelha, de 617 nm. Nessa avaliacdo foram contabilizadas 100 células
esperméticas e identificadas em 2 subpopulacées, aquelas portadoras de membrana
plasmatica lesada e integra (HOLT; NORTH, 1994; GILLAN et al., 2005).

5.8 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO E DESEMPENHO SEXUAL
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Todos os 16 touros inicialmente selecionados foram elegiveis para o teste de
comportamento e desempenho sexual. Para esta etapa os animais foram separados
do lote de manejo e alojados individualmente em piquetes de 60000 m? formados por
Brachiaria decumbens na presenca de 20 vacas Nelore com média de escore corporal
2 em uma escala de 1 a 9 (1 = emaciada, 9 = obesa, de acordo com Richards et
al.,1986), multiparas, pelo periodo de 90 dias.

Ao final do periodo de monta os reprodutores foram separados dos lotes de
fémeas e foi realizado o diagnoéstico de gestagéo.

5.9 INSEMINACAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO (IATF)

Baseado nos resultados do etograma e da velocidade de fuga, para essa etapa
experimental foram selecionados os 3 touros reativos e 0s 3 touros pouco reativos
para novas coletas de sémen. Os ejaculados obtidos foram misturados em sua
totalidade no ato da coleta para a formacao de pool de sémen dos animais do grupo
reativo e outro do grupo pouco reativo, criando 0 contraste necessario para
investigacdo das possiveis interacdes entre comportamento e fertilidade animal. O
pool de sémen de cada grupo experimental foi criopreservado utilizando a mesma
metodologia apresentada no topico 4.6 e as amostras armazenadas para inseminacao
artificial.

Para as IATF foram selecionadas 104 vacas Nelore, multiparas, ndo-lactantes
sendo divididas em dois grupos iguais para serem inseminadas de forma aleatéria
com pool de sémen de cada grupo, durante a estacdo de monta (2020/2021).

No primeiro dia do protocolo de IATF todas as vacas foram avaliadas quanto a
condicao corporal utilizando escalade 1 a5 (1 = emaciada, 5 = obesa, de acordo com
Ayres et al., 2009), onde tiveram em média escore corporal 2,75. Todos os protocolos
de IATF foram realizados durante os meses de dezembro a fevereiro na mesma
propriedade rural.

O protocolo de sincronizagcdo do estro consistiu nas recomendacfes da
OuroFino Saude Animal (Cravinhos, Séo Paulo, Brazil) para gado de corte. Com ele,
as fémeas receberam implante de progesterona no DO junto com aplicacdo de 2mg
de Sincrodiol® (benzoato de estradiol); apés 8 dias (D8) receberam aplicacdo de
0,52mg de Sincrocio® (cloprostenol sédico), 1mg de SincroCP® (cipionato de
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estradiol), 500 Ul de Sincro eCG® e retirado o implante de progesterona. Apés 54

horas foi realizada a IATF em todas as fémeas.

5.10 DIAGNOSTICO DE GESTACAO

As vacas submetidas ao teste de capacidade de servico e a IATF foram
avaliadas pelo exame ultrassonografico para diagnéstico de gestacdo. As avaliagfes
ultrassonogréficas foram conduzidas a partir de 30 dias apds o término dos trabalhos
de inseminacédo e/ou do periodo de monta dos touros selecionados. A deteccéo de
vesicula embrionaria com embrido viavel (presenca de batimentos cardiacos) foi

utilizada como indicativo de gestacéo.

5.11 ANALISE ESTATISTICA

O efeito do estresse sobre a performance reprodutiva de touros foi avaliado
pelo modelo linear de andlise de variancia utilizando medidas repetidas no tempo
(PROC MIXED-SAS, SAS Institut Inc, Cary, EUA). Cada variavel foi testada quanto a
normalidade e homogeneidade e as variaveis que nao se enquadraram nesse critério
foram transformadas em log previamente a analise estatistica. Adicionalmente, o
resultado das avaliagcbes comportamentais (etograma e velocidade de fuga do tronco
de contencdo) foi considerado como variavel independente em um modelo linear,
testando-se o grau de dependéncia de cada variavel reprodutiva estudada com os
diferentes padrées comportamentais manifestos pelos touros.

A taxa de concepcao na IATF e apds o teste de monta natural foram avaliadas
pelo modelo linear de analise de variancia (PROC GLIMMIX, SAS), sendo a taxa de
concepcdao considerada como variavel dependente e o escore de condi¢cdo corporal
das vacas, velocidade de fuga do tronco de contencéo, grau de reatividade animal e
suas possiveis interacbes como variaveis independentes. Diferencas estatisticas

foram consideradas quando de P<0,05.

6. RESULTADOS

6.1 AVALIACAO COMPORTAMENTAL
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Quando comparados os grupos, de forma independente ao momento
experimental, f oram observadas diferencas para o escore de agitacao 8,60 = 0,34 e
PR 4,50 £ 0,38, respectivamente para animais RE e PR; P<0,0001. Quando
comparados dentro de cada rotina experimental, animais reativos também
apresentaram maior escore de agitacdo, de acordo com a tabela 2 abaixo.

Quando comparados os diferentes grupos, independentemente da rotina
experimental ndo foram observadas diferencas para velocidade de fuga 3,02 + 0,64 e
2,05 £ 0,46, respectivamente para animais RE e PR (P= 0,2450) e avaliados dentro

das respectivas rotinas (Tabela 2).

Tabela 2 - Média * desvio padrdo do escore de agitacdo (EA) e velocidade de fuga
do tronco de contencédo (VF; metros/segundo) avaliados para animais agrupados
como reativos (RE) ou pouco reativos (PR), de acordo com as diferentes rotinas

experimentais.

ROTINAS PARAMETROS PR DP RE DP P <0,05
1 EA 475 0,64 10,40 0.57 0,0003

VF 234 0.84 1,26 0,68 0.3435

2 EA 4,25 0,64 6,80 0,57 0,0219

VF 371 1,03 284 0,68 04976

EA escore de agitagéo, VF velocidade de fuga.

6.2 ANALISE DO SEMEN IN NATURA

Todas as amostras de sémen colhidas se apresentaram dentro dos padroes
minimos de qualidades estabelecidos para o sémen bovino, conforme parametros e
valores de referéncia preconizados pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal
(CBRA, 2013). Nao foram observados efeitos das diferentes rotinas, assim como do
temperamento animal sobre os parametros de cinética espermatica avaliados para o

sémen in natura, de acordo com cada grupo experimental (Tabela 3).
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Tabela 3 - Média = desvio padrdo dos parametros cinéticos avaliados através da

técnica computadorizada (CASA) para sémen in natura de touros agrupados como ou

reativos (RE) e pouco reativos (PR).

GRUPOS
PARAMETROS CASA
PR RE DP VALOR DE P
MT (%) 90,62 75,70 12,55 0,2732
MP (%) 68,25 55,40 10,14 0,2457
VAP (um/S) 100,91 106,53 13,97 0,6997
VSL (um/S) 80,93 84,16 8,6367 0,7201
VCL (um/S) 168,65 184,47 28,68 0,5984
ALH (um) 6,27 7,36 1,02 0,3230
BCF (um) 31,70 28,60 2,48 0,2519
STR (%) 81,65 80,80 3,47 0,8192
LIN (%) 51,62 49,60 4,01 0,6296
RAP (%) 87,75 72,50 12,98 0,2785

DP desvio padrdao, MT (motilidade total; %), MP (motilidade progressiva; %), VAP (velocidade do trajeto; pm/s),

VSL (velocidade retilinear; um/s) VCL (velocidade curvilinear; um/s), ALH (amplitude lateral de cabega

espermatica; um), BCF (frequéncia de batimentos flagelares; Hz), STR (retilinearidade; %), LIN (linearidade, %) e

RAP (espermatozoides com movimento rapido).

6.3 ANALISE DO SEMEN POS DESCONGELACAO

N&o foi observado efeito dos diferentes grupos sobre nenhum dos parametros

cinéticos avaliados para o sémen poés-descongelacdo. Da mesma forma, ndo foram

observadas interacdes entre as diferentes rotinas experimentais e as diferentes

variaveis cinéticas pesquisadas (Tabela 4).
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Tabela 4 - Média e desvio padréao para os diferentes parametros cinéticos avaliados

para o sémen pos-descongelacao de touros agrupados como reativos (RE) ou pouco

reativos (PR), independente de rotina experimental.

PARAMETROS CASA

PR RE DP VALOR DE P
MT (%) 37,81 28,16 6,86 0,2028
MP (%) 20,23 15,04 3,29 0,1590

VAP (um/S) 52,46 48,82 2,56 0,1989

VSL (um/S) 38,18 36,21 2,15 0,3893

VCL (um/S) 84,17 81,53 5,20 0,6270

ALH (um) 3,45 3,38 0,25 0,7877
BCF (um) 9,07 9,88 0,47 0,1373
STR (%) 72,26 74,26 2,72 0,4875
LIN (%) 44,88 44,40 2,79 0,8665
RAP (%) 22,95 15,31 3,97 0,0961

DP desvio padrdo, MT (motilidade total; %), MP (motilidade progressiva; %), VAP (velocidade do trajeto; um/s),

VSL (velocidade retilinear; um/s) VCL (velocidade curvilinear; pm/s), ALH (amplitude lateral de cabeca

espermatica; um), BCF (frequéncia de batimentos flagelares; Hz), STR (retilinearidade; %), LIN (linearidade, %) e

RAP (espermatozoides com movimento rapido).

6.4 ANALISE MORFOLOGICA DO SEMEN

N&o foram observadas diferencas para a quantificacdo de defeitos morfoldgicos

guando comparados os grupos de temperamento contrastante (Tabela 5).
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Tabela 5 - Média £ desvio padrdo dos parametros morfolégicos do sémen avaliados

por microscopia de contraste de fase, de acordo com cada grupo experimental.

ROTINAS PARAMETROS PR DP RE DP VAL(I)DR DE
Def. Maiores 6,00 3,47 9,60 3,10 0,4687
1 Def. Menores 8,00 3,37 8,80 3,01 0,8655
Def. Totais 14,00 5,16 18,40 4,61 0,5486
Def. Maiores 15,59 4,00 17,20 3,10 0,7624
2 Def. Menores 12,65 3,77 11,00 3,01 0,7434
Def. Totais 28,98 5,53 28,20 4,61 0,9168

Onde: PR, pouco reativos; RE, Reativos; DP Desvio padrao

6.5 INTEGRIDADE DE MEMBRANA PLASMATICA

N&o foram observadas diferencas para a analise estrutural de integridade de

membrana plasmatica, quando comparados os diferentes grupos analisados

independente de rotina (18,5+2,92 e 23,62 + 3,26 respectivamente para animais RE e

PR; P=0,2804). Da mesma forma, ndao foram observadas influéncia dentro de cada

rotina experimental, conforme resultados na tabela 6.

Tabela 6 - Média + desvio padrdo para a integridade de membrana plasmatica

avaliada pos
Diacetato de

fluorescéncia.

descongelacdo através da combinacdo de sondas fluorescentes

6-carboxi-fluiresceina e iodeto de propidio em microscopia de

ROTINAS PR DP RE DP P <0,05
1 24,62 4,16 20,30 3,72 0,4641
2 22,62 4,16 16,70 3,72 0,3240

DP Desvio padréo.

6.6 ANALISE DOS NIVEIS SERICOS DE CORTISOL E TESTOSTERONA

A quantificacdo de cortisol e testosterona ndo demonstram diferengas quando

comparados os grupos de forma independente de rotina (Cortisol: RE= 10,90 pg/ml e
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PR= 10,57 pg/ml P= 0,8160 e Testosterona: RE= 8,16 pg/ml e PR= 21,86 pg/ml DP=
5,37 P=0,1449), no entanto, quando comparado 0s respectivos grupos dentro de cada
rotina, houve tendéncia a aumento de cortisol nos RE na primeira rotina e um aumento

na segunda rotina conforme tabela 7.

Tabela 7 - Média + desvio padrdo dos niveis séricos de testosterona e cortisol

avaliados mensamente, de acordo com cada grupo experimental.

ROTINAS PARAMETROS PR RE DP P <0,05
1 CORTISOL 6,08 14,40 4,50 0,1471
TESTOSTERONA 7,28 9,66 4,89 0,1318

2 CORTISOL 3,46 20,17 5,81 0,0129
TESTOSTERONA 11,25 4,91 6,31 0,327

DP Desvio padréo.

6.7 DIAGNOSTICO DE GESTACAO - IATF

N&o foi observado efeito dos diferentes temperamentos analisados para o teste
de fertilidade realizado em fémeas submetidas a IATF com o pool de sémen dos
respectivos grupos. Dessa forma, os dois lotes de 52 fémeas inseminadas obtiveram
uma taxa de 46,15% e 42,31% respectivamente para 0s grupos Reativos e Pouco
Reativos (P=0,4218).

6.8 DIAGNOSTICO DE GESTACAO - MONTA NATURAL

Apos Inspecéo visual conduzida durante a fase inicial de separacao dos lotes
foi excluido um dos animais do grupo RE que manifestou claudicacéao.

Apbs 90 dias de estacdo de monta foi observado que fémeas acasaladas com
touros pouco reativos apresentaram em média 84% de taxa de concepcgdo, e as

fémeas acasaladas com os touros reativos 76% de prenhez (P = 0,0001).
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Tabela 8 - Média de taxa de concepcdo de fémeas apds teste de capacidade de

monta de ambos 0S grupos experimentais.

Vacas Prenhez ~
Taxa de Concepcéao
GRUPO (%)
(n=) (n=)
PR 160 122 84%
RE 138 109 76%
7. DISCUSSAO

A maioria dos estudos publicados anteriormente avaliaram a influéncia do
estresse sobre a performance reprodutiva de fémeas bovinas voltadas ao corte
(COOKE et al., 2017; COOKE et al., 2018) e producao de leite (KASIMANICKAM et
al., 2014) ou apenas, a influéncia de problemas fisicos e genéticos dos touros sobre
a performance reprodutiva (MANUJA et al., 2012; DURAIRAJANAYAGAM et al.,
2015), havendo poucos trabalhos publicados até o momento sobre as possiveis
interacOes da reatividade animal sobre o desempenho reprodutivo de bovinos de
corte.

Em nosso estudo, foi observado que o comportamento animal classificado no
inicio do experimento se manteve ao longo das duas rotinas, ndo sendo observados
touros com temperamento incompativel com o agrupamento inicialmente realizado.

De acordo com os resultados comportamentais, foi observado que touros
reativos apresentaram maiores valores de cortisol quando comparados com 0s touros
pouco reativos dentro de cada rotina experimental (P= 0,0129). Resultados similares
também foram reportados por Braz et al. (2020), que observaram que touros reativos
da raca Nelore possuem maiores niveis de cortisol plasmatico quando comparados a
animais pouco reativos. Estudos demonstram que bovinos de temperamento mais
reativo apresentam ativacdo mais intensa e prolongada do eixo hipotalamico-
hipofisario-adrenal (COOKE et al.,, 2012; KASIMANICKAM et al., 2014), gerando
aumento da producao de corticotropina (CRH) (FRIEDRICH; BRAND, 2015).

Consequentemente, com a secrecao de CRH, ocorre a liberagdo do horménio
adrenocorticotrofico (ACTH) pela estimulacédo na hipoéfise, e apds, estas alteracbes
endocrinas, a ACTH resulta no estimulo a glandula adrenal para liberacao de cortisol
e catecolaminas, gerando entéo respostas de luta e fuga (MORRELL, 2020).
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Em bovinos excitaveis a concentracdo de cortisol na circulacdo pode ser
desencadeada por uma resposta aguda a contencao e manipulacéo, ja que na espécie
essa elevacdo ocorre em poucos minutos apos o insulto (HOPSTER et al., 1999.
CURLEY et al., 2006). Segundo Cunnigham (2004), a resposta do individuo ao agente
estressor é imediata e proporcional a magnitude desse agente, desse modo na
segunda rotina do experimento, situacbes estressantes relacionadas ao manejo
podem ter desencadeado uma resposta aguda e momentanea, elevando os niveis de
cortisol, uma vez que, na primeira rotina ndo houve diferenca entre os grupos
analisados, podendo explicar a diferenca encontrada dentro de cada rotina
experimental em nosso trabalho.

A espermatogénese, a expressao dos caracteres sexuais secundarios e o
comportamento sexual sdo regulados pelos niveis de testosterona enddgena; por
essa razdo qualquer fator que altere o perfil de secrecdo desse hormbnio pode
comprometer diretamente a capacidade espermatogénica, a libido e a performance
reprodutiva (TODINI et al., 2007).

Diante disso, no aspecto reprodutivo de machos, o aumento de cortisol pode
ocasionar uma queda na producéo de testosterona, podendo comprometer a funcéo
epididiméaria gerando prejuizos na espermatogénese (BARTH; BOWMAN, 1994). E
importante considerar que agentes estressores de curta duracédo (estresse agudo)
geralmente ndo afetam a funcdo reprodutiva (MOBERG, 1991). Exposto isso, as
elevacdes nos niveis de cortisol do presente estudo e o tempo a exposi¢do ao nivel
sérico, podem nao ter sido suficientes para gerar interferéncias na producédo hormonal
e a espermatogénese.

Neste contexto, a queda no desempenho reprodutivo tem sido associada ao
nivel elevado de cortisol, gerando interferéncia na espermatogénese em diferentes
espécies. Hardy et al. (2005) observaram que homens sob estresse, vivenciando
ambiente de elevacdo dos niveis de cortisol, dietas caldricas, excesso de gordura
corporal, entre outros fatores, apresentaram queda nas concentracdes seéricas de
testosterona, com consequente prejuizo a espermatogénese e a qualidade do sémen.

Estudos envolvendo a espécie humana também demonstraram que alteragdes
neuroenddcrinas relacionadas ao estresse foram capazes de exercer influéncia sobre
a producéo de testosterona pelas células de Leydig, influenciando negativamente a
espermatogénese e a qualidade espermatica (HARDY et al., 2005; ZOU et al., 2019).
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Diante disso, Loockwood et al. (2017), ndo observaram relacdo entre o nivel de
reatividade de reprodutores Angus (calmos vs reativos/estressados) com a qualidade
do sémen e circunferéncia escrotal. Animais mais reativos, tiveram em torno de 8
ng/mL, uma vez que, estudos indicam que a concentragdo basal de cortisol para
touros bos taurus € de 15 ng/mL (CHASE et al., 1995). Em nosso estudo, a
concentracdo de cortisol circulante teve um aumento pequeno, quando comparada
com valores para concentracao basal descritos por autores para a espécie bovina s e
10 ng/mL (YOSHIDA et al., 2005). Em relacéo a reatividade (reativos = 10,90 pg/mL;
pouco reativos 10,57 pg/mL - P= 0,8160), sugere-se que 0s resultados obtidos nao
foram suficientes para ocasionar a reducdo das concentracdes séricas de
testosterona, o que poderia gerar um comprometimento da qualidade do sémen dos
grupos analisados.

Segundo o Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA), para um
protocolo de criopreservacdo, espera-se que haja pelo menos 50% de
espermatozoides vivos apOs todo processamento. A técnica de criopreservacao
espermética pode levar a uma reducdo na qualidade do sémen desses reprodutores
(WATSON, 2000). No entanto, resultados pos descongelacdo de motilidade total e
progressiva em média se apresentaram abaixo dos valores minimos preconizados
pelo CBRA, podendo ser explicado por uma falta de selecéo prévia dos bovinos para
fins de criopreservacao.

A membrana esperméatica possui funcdes ativas no processo de fertilizacéo
como a capacitacdo, reacdo acrossOmica, hiperativacdo da motilidade e interacao
com a membrana plasmatica do odcito. A criopreservacdo pode gerar alteracdes
semelhantes a capacitacdo no espermatozoide bovino, desestabilizando a membrana
plasmatica e tornando-a mais sensivel (GADELLA et al., 2001). Uma elevada
prevaléncia de defeitos oriundos da espermatogénese indica falhas nesse processo,
podendo acarretar o desenvolvimento anormal da estrutura das membranas
espermaticas, tornando-as mais sensiveis, promovendo, assim, menor tempo para
capacitacdo (BLOM; BIRCH-ANDERSON, 1962). Segundo Watson (1995), a
criopreservacao provoca estresse quimico, osmotico, térmico e mecanico, sendo que
eles séo originados, principalmente, nas fases de resfriamento e descongelamento do

sémen, conduzindo a perda de em torno 50 % na viabilidade espermatica. Sabe-se

gue os efeitos da criopreservacéo e posterior descongelamento promove alteragdes
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na estrutura e na integridade da membrana plasmatica (CELEGHINI, 2005; DIAS et
al.,, 2018). Os resultados obtidos neste estudo corroboram com a literatura.
Possivelmente, isso ocorreu pelos niveis de cortisol ndo terem sido suficientes para
gerar interferéncia na espermatogénese. Braz e colaboradores (2020), apresentaram
resultados semelhantes ao observado, indicando que a reatividade animal ndo gera
influéncia sobre as caracteristicas estruturais das células espermaticas.

Segundo Crespilho et al. (2009), um dos métodos que possuem maior
sensibilidade para a avaliagdo do potencial de fertilizacdo do sémen € a Inseminacao
Artificial. Estudos anteriores (COOKE et al., 2011; RUEDA et al. 2015 e COOKE et al.
2017), demonstram a influéncia da reatividade animal nas taxas de prenhez apés a
IATF, fémeas mais reativas possuem altos niveis de progesterona liberada pela
adrenal (gerados pelo aumento de secregao de cortisol), ocasionando uma inibigéo
ao pico ovulatério de LH.

Diante do exposto, € possivel justificar a auséncia, da interferéncia da
reatividade animal sobre a fertilidade dos touros dos respectivos grupos analisados.
A partir disso, sugere-se que houve uma influéncia na fertilidade das fémeas
submetidas ao protocolo de IATF decorrente a0 manejo nutricional e ao escore de
condicdo corporal médio do rebanho (ECC = 2,75). Apesar da fertilidade das fémeas
a utilizacdo do pool pode ter influenciado as taxas de IATF, pois as analises p0s
descongelacdo das partidas utilizadas na composi¢édo do pool ndo corresponderam
aos parametros cinéticos minimos pré estabelecidos pelo CBRA, onde o pool RE teve
média de MP de 22% e MT 34% e o pool PR MP19% e MT 27%.

Na avaliacdo do desempenho reprodutivo dos touros, foi observado que as
fémeas acasaladas com animais do grupo RE apresentaram menores taxas de
concepcao em relacdo aquelas acasaladas com touros agrupados como PR, gerando
uma diferenca de 8% entre os grupos. Na literatura, € descrito o efeito do estresse,
principalmente o estresse térmico, como interferéncia na performance reprodutiva,
onde gera um aumento na frequéncia respiratoria e um aumento na alcalose, a qual
provoca alteracbes na temperatura media do parénquima, provocando hipdxia no
tecido testicular e epididiméario, gerado pelo disturbio do fluxo sanguineo, aumento da
atividade metabdlica e diminui¢cdo do oxigénio (MORELL, 2020).

Neste contexto, segundo Braz, et al. 2020 em seu estudo com bovinos de corte,

foi possivel observar que animais mais reativos possuiam niveis de cortisol mais
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elevados quando comparados com animais calmos, e cerca de elevacao de 1°C em
polo caudal testicular, ocasionando entdo interferéncias na termorregulacdo. Tal
injuria, pode gerar interferéncias comportamentais, como reducédo de libido e na
qualidade do plasma seminal, ocasionando implicagbes diretas na fertilidade
espermatica (VIEIRA-NETO et al., 2019).

Estudos anteriores demonstram que a reatividade animal também pode ser um
fator prejudicial na performance reprodutiva, animais mais reativos possuem maior
agressividade e por sua vez, dispendem maior gasto de energia para se manter alerta
a qualquer estimulo (ALCOCK, 2011; BRAGA et al., 2018). Contudo, podemos dizer
gue o gasto de energia ocasiona prejuizos na capacidade de servico, ja que animais
calmos ndo demandando do mesmo gasto, onde possuem maior energia para
realizacdo da monta e por sua vez maior libido, acasalando com maior niUmero de
fémeas. Tal comportamento poderia entdo explicar os resultados obtidos neste
estudo, onde vimos que os calmos conseguiram acasalar com maior niamero de
fémeas.

Contudo, embora se reconheca que 0 estresse associado ao temperamento
animal possa influenciar a libido, de acordo com Petherick (2005) ainda sdo escassos
0s estudos voltados a esse e outros temas importantes que envolvem a relacao entre
comportamento animal e desempenho reprodutivo do macho, dificultando ainda mais
a construcdo de uma compreensao geral desse fenbmeno e enfatizando a
necessidade de mais estudos a respeito da influéncia do temperamento sobre a

performance reprodutiva de touros.

8. CONCLUSAO

Touros com perfil de temperamento mais calmo apresentam menores niveis
séricos de cortisol e melhor performance reprodutiva em programas de monta natural,
caracteristica que pode influenciar significativamente a producéo de bovinos de corte.
No entanto, temperamento animal ndo influencia a qualidade do sémen in natura, pés
descongelacdo e integridade estrutural dos espermatozoides bovinos, justificando
resultados semelhantes de concepcdo quando empregado sémen de reprodutores

com temperamento contrastante em programas de IATF.
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