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RESUMO

A espécie bubalina (Bubalus bubalis) é considerada poliestral sazonal de dias curtos,
possuindo uma maior atividade sexual nos meses frios. Nas fémeas, este tema ja € bem estudado
e consolidado, entretanto, no macho, os estudos apresentam resultados conflitantes e em sua
maioria realizados no Hemisfério Norte. Na presente dissertacdo avaliou-se a influéncia da
sazonalidade sobre as caracteristicas reprodutivas de machos bubalinos da raca Murrah criados
em regido de clima subtropical tmido na latitude 19° 37' 12" sul e longitude 44° 02' 38" oeste.
Para isso, dividiu-se 0 ano em bimestres e 0 sémen foi coletado uma vez por semana através do
método da vagina artificial. As caracteristicas fisicas e morfolégicas do sémen foram avaliadas e
0 tempo de reacdo e 0s comportamentos sexuais observados foram anotados. Encontrou-se
diferengas significativas apenas no vigor e na morfologia espermatica. A partir disto, concluiu-se
gue badfalos criados na latitude do experimento, ndo sofreram influéncia da sazonalidade
considerando-se as caracteristicas reprodutivas avaliadas.

Palavras-chave: bufalos, Murrah, qualidade seminal, comportamento sexual,
estacionalidade



ABSTRACT

Buffalo (Bubalus bubalis) is considered a seasonally polyestrous species with an
improved efficiency on reproduction when the daylight decreases. While in females this subject
is already well known, in male the studies are conflicting and the majority were done on North
Hemisphere. In this thesis, the season influence on reproductive characteristics of male Murrah
buffaloes raised in a humid subtropical region at latitude 19° 37° 12”” south and longitude 44° 02’
38’ west was evaluated. In this regard, the year were divided into bimesters and semen was
collected once a week using an artificial vagina. The physical and morphological characteristics
of the semen were evaluated and the reaction time and sexual behavior observed were noted.
Significant differences in vigor and sperm morphology among months were found. Therefore, it
was concluded that buffaloes raised in the latitude of this experiment were not influenced by
seasonality considering the reproductive characteristics evaluated.

Keywords: buffaloes, Murrah, seasonality, seminal quality, sexual behavior
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1- INTRODUCAO

O bufalo doméstico (Bubalus bubalis) ¢ uma espécie oriunda da Asia, sendo atualmente difundida
em todos os continentes e sua atividade encontra-se em franca ascensdo. De acordo com a FAO
(2013), o rebanho bubalino brasileiro contabilizava aproximadamente 1,28 milhdes de cabegas
em 2013, apresentando um crescimento acumulado de 1910% no periodo entre 1961 a 2013. Nos
anos 2010 e 2011, o rebanho bubalino foi o que mais cresceu no Brasil, sendo de 7,8% comparado
a 1,6% do bovino (EBC, 2012). A regido norte destaca-se nesta criacdo correspondendo a 64%
do efetivo total brasileiro, concentrando-se principalmente no Para. Em Minas Gerais, o efetivo
foi de 45.251 cabecas no ano de 2012, totalizando 3,8% do rebanho nacional (IBGE, 2012).

O crescimento das Ultimas décadas justifica-se por alguns fatores, dentre eles a docilidade e o
facil manejo destes animais quando condicionados corretamente, a rusticidade e a boa
adaptabilidade, obtendo bons indices zootécnicos nas mais diversas condi¢BGes edafoclimaticas
(Crudeli, 2011) e, adicionalmente, possuem caracteristicas peculiares de leite e carne favoraveis
ao mercado consumidor. E importante que esse crescimento populacional acontega acompanhado
de uma melhora na produtividade dos rebanhos, de forma que a sua atividade atraia cada vez mais
adeptos (Baruselli & Carvalho, 2005). Para isso, é necessario 0 conhecimento de aspectos
reprodutivos relativos ao macho e a fémea bubalina melhorando, assim, a eficiéncia reprodutiva
dos rebanhos.

No Brasil, sdo criadas quatro ragas bubalinas: Murrah, que se destaca pela produgéo de leite e a
sua criagdo concentra-se no Sul do pais e nos estados de S&o Paulo e Minas Gerais, Jafarabadi,
animal de dupla aptiddo, Mediterraneo, o qual também possui dupla aptiddo, com destaque na
producdo leiteira e predomina na regido Nordeste do pais e a Carabao, utilizada como animal de
tracdo e na producdo de carne e sua criagdo concentra-se na regido Norte, principalmente no
estado do Pard (Marques et al., 2006). As trés primeiras ragas citadas sdo consideradas bufalos
do rio, com 2n = 50 cromossomos e a Carabao é considerada bufalo do pantano, com 2n = 48
cromossomos. Estas podem cruzar entre si gerando um individuo 2n = 49 cromossomos (Vale et
al., 2008).

O bufalo (Bubalus bubalis) é uma espécie que, quando criada em localidades afastadas da linha
do Equador, é influenciada positivamente pela reducdo das horas de luz por dia, sendo
considerado um animal poliestral sazonal de dias curtos, semelhantemente aos caprinos e ovinos
(Zicarelli, 1994). Porém, em regiGes tropicais, proximas a linha do Equador, onde ndo ocorrem
grandes variacOes de luminosidade durante o ano, essa espécie é considerada poliestral continua,
nado sofrendo influéncia do fotoperiodo, podendo se reproduzir durante todo o ano, desde que a
oferta de alimentos seja satisfatoria e 0 animal seja mantido em boas condi¢des de manejo (Vale,
1988).

Em fémeas bubalinas, a influéncia do fotoperiodo na reproducdo ja foi bem estudada e se
assemelha a de outros animais com caracteristicas sazonais, como ovinos e caprinos, atuando
como um sinal para a liberagdo de melatonina através da glandula pineal que estimula a secre¢do
de horménios hipofisarios, principalmente o LH (Zicarelli, 1994). Dessa forma, em meses
guentes, com dias mais longos, a atividade sexual da fémea se torna reduzida e as taxas de
concepcao sdo menores (Tahir et al., 1981 citado por Heuer et al., 1987). No entanto, em machos
bubalinos, a literatura ainda é bastante controversa, apresentando resultados bastante distintos.

Sendo assim, diante do contexto de franca expansao do rebanho bubalino brasileiro, é de suma
importancia e necessidade conhecer a capacidade reprodutiva da espécie em diferentes regifes do
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territorio brasileiro, principalmente pela grande extensdo do pais. Portanto, o presente trabalho
tem como objetivo estudar a influéncia da sazonalidade em relagdo a capacidade reprodutiva de
machos bubalinos criados em regido de clima tropical umido, com periodos de chuva e seca bem
delimitados e variacdes do fotoperiodo durante o ano.

2- OBJETIVOS

Avaliar o efeito da sazonalidade nos aspectos do sémen e do comportamento reprodutivo de
machos bubalinos da raca Murrah (Bubalus bubalis) criados no municipio de Pedro Leopoldo —
MG, regido de clima subtropical Umido, localizado na latitude 19° 37" 12" sul e longitude 44° 02'
38" oeste.

3- REVISAO DE LITERATURA

3.1- Sazonalidade reprodutiva

A sazonalidade reprodutiva é uma caracteristica desenvolvida por diferentes mamiferos silvestres
para garantir a sobrevivéncia de seus descendentes, de forma que eles nasgcam em épocas mais
favoraveis, com melhores condi¢des climaticas e melhor oferta de alimento para as suas
subsisténcias (Di Francesco, 2010). O bufalo (Bubalus bubalis) é proveniente da Asia e sua
caracteristica sazonal surgiu devido as suas origens tropicais, de areas situadas ao norte da Linha
do Equador em que o periodo de maior oferta de alimento coincide com as estagdes em que ocorre
uma diminuicdo das horas de luz por dia. Por isso, sé sobreviveram naquela época os animais
que tinham seus filhotes nessa época do ano (Shimizu, 1988).

A estacionalidade ocasiona concentracdo de partos, o que facilita 0 manejo nas propriedades e
essa caracteristica pode ser benéfica ou desvantajosa de acordo com o tipo de producdo. Em
fazendas de corte ela é desejavel visto que concentra toda a cadeia produtiva desde a época de
pari¢do, desmama, terminag&o até o abate. J& propriedades leiteiras e laticinios ndo desejam isso,
uma vez que apo6s a desmama da maioria dos bezerros, ha uma reducao da producao de leite pelas
bufalas e, consequentemente, comprometimento da comercializagdo do leite e seus derivados
(Barile, 2005).

A lItélia é um desses lugares em que a sazonalidade e, consequentemente, a concentracdo de
partos, é indesejavel uma vez que a principal exploragdo da criacdo bubalina na regido é a leiteira
para a producdo do tradicional queijo “mozzarella” e a demanda de mercado desse produto é
maior no verao e primavera, enquanto o pico de producdo de leite é no outono e inverno, meses
em que se concentram os partos. Dessa forma, para resolver esse entrave, foi adotada uma
estratégia denominada OBSM (“Out of Breeding Season Mating™) que consiste em separar o touro
do rebanho entre os meses de setembro a dezembro no primeiro ano e de setembro a margo nos
anos subsequentes, alterando assim a estacdo de monta e concentrando os partos na primavera
(Barile, 2005; Di Francesco, 2010).

A influéncia da estacdo do ano sobre a reproducéo ocorre de forma direta e indireta. Diretamente
através de fatores macro e microclimaticos como a temperatura, umidade relativa do ar,
pluviosidade e fotoperiodo. Indiretamente através da vegetacdo, qualidade e disponibilidade de
forragem, os quais afetam a nutricdo dos animais além de periodos de inundacéo (Bhakat et al.,

12



2015).

Nos bubalinos, a sazonalidade € expressa em regides afastadas da linha do equador e, dessa forma,
ndo depende apenas da disponibilidade de comida ou da condicdo metabdlica do animal, mas
também do fotoperiodo, pois a redugdo da luz diéria influencia diretamente na secrecdo de
melatonina (Parmeggiani et al., 1993) e das condi¢Ges ambientais, principalmente temperatura e
umidade do ar. Dessa forma, no Brasil, bufalos criados nas regifes centro-sul, tendem a apresentar
sazonalidade reprodutiva (Jacomini, 1989) enquanto que aqueles criados no norte do pais
mostram uma atividade poliestral continua, podendo se reproduzir durante todo o ano, caso
estejam bem nutridos e bem manejados (Vale, 1988). Assim, na regido Amazodnica, localizada na
zona equatorial e, consequentemente, sem a influéncia do fotoperiodo, Vale (1988) relatou haver
uma concentracdo das paricGes, especialmente em criacfes extensivas, devido a fatores
ambientais como temperatura e umidade e pela disponibilidade e qualidade de alimento.

3.1.1- Nutricao

Em locais que o fotoperiodo é constante, a principal influéncia da sazonalidade reprodutiva em
mamiferos é o estado nutricional do animal (Di Francesco, 2010). A pouca disponibilidade de
forragem e a sua baixa qualidade devido a periodos de seca ou calor intenso é extremamente
danoso a eficiéncia reprodutiva dos bubalinos (Vale, 2007).

Mamiferos em que o gasto energético excede a ingestao de calorias entram em balango energético
negativo e tem como resultado, entre outras coisas, perda de condi¢do corporal. Isso tem um
impacto direto na reproducdo, uma vez que nesse estado ha, principalmente, uma diminuicao dos
niveis de glicose e acidos graxos e, consequentemente, a diminuicdo ou mesmo inibicdo da
secrecdo dos pulsos de GnRH pelo hipotalamo. Isso ocorre em todos os mamiferos (Vale, 2007,
Bronson, 2009), inclusive no bufalo. Wade & Jones (2004) hipotetizaram que a deficiéncia desses
metabdlitos é percebida por células presentes no rombencéfalo (ponte, cerebelo e bulbo), que
produzem neuropeptidios Y (NPY) e catecolaminas. Esses neurotransmissores, entdo, transmitem
essa informacdo ao prosencéfalo (cérebro) aonde ira causar a depressdo dos pulsos de GnRH,
direta ou indiretamente, via hormonio liberador de corticotrofina (CRH).

A nutricdo é importante para o inicio da puberdade, manutencao da ciclicidade ovariana, retorno
a ciclicidade no pos-parto, intervalo entre partos, periodo de servigo e na manutencao da gestacao,
ou seja, na fertilidade da fémea como um todo. Dessa forma, o balanco energético positivo e o
escore de condigdo corporal sdo essenciais para um retorno precoce a atividade reprodutiva no
pos-parto (Garcia, 2006; Vale 2007).

Devido a essa importéancia e a estreita relagdo entre nutri¢do e reproducéo, a adogdo de estratégias
de suplementacédo alimentar em periodos de maior restri¢cdo de chuva e menor disponibilidade de
forragem é extremamente vantajosa e necessaria para a melhoria dos indices reprodutivos de um
rebanho bubalino (Garcia, 2006).

3.1.2- Clima
O clima esta diretamente ligado a qualidade e disponibilidade de forragem, influenciando
diretamente na nutricdo dos animais. Além disso, em regiBes tropicais e subtropicais, o estresse

térmico causado por altas temperaturas é considerado o principal entrave para a produtividade de
um rebanho e o seu efeito é agravado quando acompanhado por alta umidade do ar (Marai &
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Haeeb, 2010) uma vez que reduz a evaporagao de suor e, consequentemente, a dissipacédo de calor
se torna mais complicada (West, 1994)

Para medir de forma eficaz o potencial de um ambiente em causar estresse térmico nos animais,
um indice foi desenvolvido. Esse indice, denominado indice de temperatura e umidade (ITH),
leva em consideracdo a temperatura e a umidade relativa do ar (LPHSI, 1990 citado por Marai &
Haeeb, 2010). Em trabalhos realizados na Tailandia, foram estabelecidas quatro categorias para a
espécie bubalina para os valores de ITH do pais: ITH < 74 nao leva a nenhum problema de satde
ao animal; ITH entre 75 e 78 os animais ja comecam a sofrer estresse térmico e a perder peso;
ITH entre 79 e 83 ja € considerado de risco e 0s animais comecam a sofrer bastante com o estresse
térmico e ITH > 84 ¢ considerado estado emergencial e os animais correm o risco de morte
(Garcia, 2006; Vale, 2007). No Brasil, segundo proposi¢do de Baccari Junior et al. (1986), o
limite de ITH que os bubalinos possuiriam tolerancia ao calor seria de 75 (Garcia, 2006).

Esses valores citados acima correspondem a formula desse indice que utiliza a temperatura em
graus Fahrenheit e, por isso, Marai et al. (2001) adaptou a formula de ITH para graus Celsius e
chegou as seguintes categorias para ruminantes domésticos (bovinos, caprinos, ovinos e
bubalinos): ITH < 22,2, auséncia de estresse térmico; ITH entre 22,3 e 23,2, moderado estresse
térmico; ITH entre 23,3 e 25,6, severas condigdes térmicas e estado de alerta e ITH > 25,6, estresse
térmico extremamente severo e animais com risco de morte (Marai & Haeeb, 2010).

De acordo com Ohashi et al. (1988), a principal causa de degeneracdo testicular em bufalos na
bacia Amazonica, que leva a uma queda significativa na concentracdo e na motilidade espermatica
€ um aumento do nimero de espermatozoides anormais, é o estresse térmico. Relatos similares
foram feitos em carneiros e bodes (Chemineau, 1993; Coelho et al., 2006). Entretanto, apesar
desses relatos, resultados diferentes em bufalos foram apresentados por Chacur et al. (2001). Os
autores relataram diferencas significativas apenas no volume do ejaculado, sendo este menor nos
animais que sofreram estresse térmico. Os animais foram mantidos em uma sala climatizada com
temperatura de 39°C e umidade relativa do ar entre 60 e 95% durante 9 horas por dia em 54 dias
do experimento.

O bufalo possui algumas caracteristicas morfoldgicas, anatdmicas e comportamentais que o
tornam capazes de se adaptar a ambientes quentes e Umidos (Marai & Haeeb, 2010). Sua pele
negra e grossa contém muitas particulas de melanina que chegam a absorver entre 70 e 90% da
radiacdo solar incidente, sendo um importante mecanismo de defesa contra os raios ultravioleta.
A exposicdo excessiva a esse tipo de raio pode ser maléfica ao animal com alguns chegando até
a desenvolver tumores de pele (Vale, 2007). Além disso, suas glandulas sebéaceas sdo mais
desenvolvidas e secretam mais sebo que 0s bovinos. Essa substancia oleosa age como um
lubrificante e é secretada na pele, lubrificando-a e prevenindo que materiais quimicos ou toxicos
presentes na agua sejam absorvidos pela epiderme (Campanile & Balestrieri, 2002; Shafie, 2005).
Com isso, a caracteristica comportamental de se refrescarem imersos na 4gua ou no barro por até
5 horas por dia pode ser realizada sem danos aos animais (Marai & Haeeb, 2010).

Apesar de todas essas caracteristicas benéficas contra o estresse térmico, o bufalo é um animal
sensivel a exposi¢do direta & luz solar em locais com temperaturas extremas devido a sua pele
negra e espessa, além de possuir baixa concentracdo de glandulas sudoriparas na pele, o que
dificulta a dissipacdo de calor. Por isso, faz-se necessario locais de sombreamento nessas criagdes
(\Vale, 2007).
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3.1.3- Fotoperiodo

A influéncia do fotoperiodo na reproducédo dos blfalos ocorre de maneira semelhante a de ovinos
e caprinos. O fotoperiodo atua como um sinal para a liberacdo de melatonina através da glandula
pineal que estimula a secre¢do de horménios hipdfisarios, principalmente o LH (Zicarelli, 1994).
Essa influéncia significa que caso ndo haja nenhuma intervencgdo, os bdfalos possuem ciclos
sazonais de concepcao, parto e producéo de leite (Campanile et al., 2010).

Algumas estratégias ja sdo utilizadas em ovinos, caprinos e equinos visando reduzir a influéncia
do fotoperiodo na reproducdo dessas espécies como a utilizagdo de implantes de melatonina
exogena e programas de luz artificial (Hafez & Hafez, 2004). No entanto, ovinos e caprinos
quando mantidos expostos ao estimulo de dias curtos possuem o risco de se tornarem
fotorrefratarios. Isso também pode ocorrer em condigdes naturais, pois 0s animais desenvolvem
ao final da estacdo insensibilidade reprodutiva aos dias curtos. Portanto, a exposi¢do a menos
horas de luz por dia ndo atrasa a sua transicdo para a estacdo ndo reprodutiva. Isso ocorre devido
ao fato de que a resposta ao fotoperiodo necessita de uma exposi¢do prévia ao fotoperiodo
anterior, ou seja, 0 animal necessita ser exposto a dias longos antes dos dias curtos para responder
a esse estimulo do fotoperiodo (Karsch et al., 1986; Chemineau et al., 1992).

3.1.3.1- Melatonina

A melatonina é um hormdnio produzido, armazenado e secretado pela glandula pineal. Os
pinealdcitos, células responsaveis por essa fungéo, atuam através de um padréo secretorio ritmico,
com maior liberagdo na auséncia de luz e quase nenhuma na sua presenca (Souza Neto &
Scaldaferri, 2004). Durante o dia, a melatonina é produzida e armazenada na glandula pineal,
sendo liberada durante a noite, apds o sol se por e antes do sol nascer, sendo regulada pelo ritmo
luz-escuriddo (Karsch et al., 1984).

As fungdes desse hormonio sdo varias, incluindo: regulacéo do ciclo circadiano, acao antioxidante
e inducdo, em ovinos, caprinos e bubalinos ou supressdo em equinos, da atividade reprodutiva
(Malpaux et al., 1996).

Como ja mencionado, a producéo e armazenamento de melatonina é realizada durante o dia e
ocorre através da percepcao da luz por fotorreceptores presentes na retina. Essa mensagem entao
é transmitida por uma via que envolve diferentes conexdes neurais. Primeiramente ela é enviada
ao nucleo supraquiasmatico do hipotalamo (regulador do ciclo circadiano), onde € interpretada e
enviada até o ganglio cervical superior que redireciona o sinal até a glandula pineal, onde ocorrera
a sintese da melatonina a partir do aminodcido triptofano. A sua liberagéo ocorreré apenas a noite
e aduracdo e quantidade de melatonina liberada vai variar de acordo com a duragéo do dia (Karsch
et al., 1984) (Figura 1). Segundo Mies Filho (1984), ainda existem os fotorreceptores
extrarretinais que mantém os estimulos luminosos em caso de animais cegos.

Em bufalos, a medida que o dia se torna menor, com diminuicdo das horas de luz, a liberacéo e,
consequentemente, a exposi¢do & melatonina se tornam maiores. Esse hormonio, entéo, atua no
eixo hipotalamico-hipofisério-gonadal, estimulando um aumento da frequéncia de pulsos de
GnRH e simulando o inicio do estro (Di Francesco, 2010).
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Figura 1 — Esquema da via retino-hipotalamica de sintese de melatonina (Adaptado de Obregén & Diaz,
2012)

A atuagdo da melatonina no eixo hipotaldmico-hipofisario-gonadal, porém, é realizada de forma
indireta e Malpaux et al. (1996) citaram trés razdes para justificar essa colocagéo:

1%) os supostos locais de atuagdo da melatonina ndo sdo os mesmos dos neurénios GnRH,;

2%) em experimentos realizados utilizando-se implantes de melatonina, houve uma grande
demora para a resposta do GnRH na liberacdo de LH, sugerindo uma forma de regulacdo bem
mais complexa;

3% foram descritos varios neurotransmissores que atuam nessa regulacdo como a
dopamina e serotonina, que inibem a secre¢do de LH e aminoéacidos excitatorios, que seriam 0s
responsaveis por mediar a secre¢cdo de GnRH através da melatonina.

S&o dois os receptores especificos de melatonina, MTNR1A e MTNR1B, no entanto apenas o
primeiro esta envolvido na atividade reprodutiva.

O receptor MTNRZ1A é um receptor de melatonina presente em grandes concentracdes na parte
tuberal da adeno-hipofise (Carcangiu et al., 2011). Estd envolvido na inibicdo de descargas
neuronais no nudcleo supraquiasmatico e na inibicdo de secrecdo de prolactina na parte tuberal,
além de induzir vasoconstri¢do (Dubocovich et al., 2003). N&o foi encontrada melatonina ligada
em nenhuma outra por¢do da adeno-hipofise (Skinner & Robinson, 1995). Segundo Carcangiu et
al. (2001), o receptor MTNR1A do bufalo possui 0 mesmo nimero de nucleotideos que outras
espécies como ovinos, caprinos e bovinos, apresentando uma similaridade estrutural de mais de
97% com os bovinos. Os autores relataram a existéncia de um polimorfismo na posi¢do 82 em

16



certos bufalos e essa mutacdo possui relacdo com a sazonalidade reprodutiva de maneira que,
aqueles individuos carregando o determinado genétipo C/C possuiam atividade reprodutiva mais
ativa em época de dias curtos, enguanto aqueles com genétipo T/T continuavam a se reproduzir
mesmo com o aumento das horas de luz por dia.

O polimorfismo desse gene também tem relacdo com algumas caracteristicas produtivas e
reprodutivas na espécie bubalina. Animais com o genétipo T/T apresentaram maior teor de
proteina no leite (Zetouni et al., 2014) e, juntamente com os animais com o genotipo C/T,
exibiram um intervalo entre o primeiro e o segundo partos menores do que aqueles com genétipo
C/C (Luridiana et al., 2012).

3.2- A sazonalidade reprodutiva da fémea bubalina

A fémea bubalina, comprovadamente, possui maior atividade reprodutiva nos meses de dias
curtos e quanto mais afastada da linha do equador, mais marcante é essa caracteristica
(Parmeggiani et al., 1993; Zicarelli, 1994). Dessa forma, a estacdo de monta desta espécie é no
outono e a concentragdo de partos ocorre nos meses de julho a dezembro, no hemisfério norte, e
de janeiro a maio no hemisfério sul. Nos meses quentes, € comum a ocorréncias de cios
“silenciosos” ou ciclos estrais irregulares (Siqueira et al., 2009).

A reducdo da atividade reprodutiva da fémea € demonstrada por uma reducdo na incidéncia do
comportamento tipico de estro, irregularidade do ciclo estral e baixas taxas de concepcgdo
(Zicarelli, 1997 citado por Campanile et al., 2010).

No estado do Para, em criagbes de terra firme, ou seja, com adequado manejo nutricional e
mineral, 89,3% dos partos ocorreram entre abril e agosto, enquanto propriedades em que 0s
animais sdo criados em areas de pantano, a concentracdo dos partos foi de setembro a dezembro
(Nascimento & Carvalho, 1979; Ribeiro, 2006). Resultados similares foram encontrados por
Rolim Filho e colaboradores (2009) ao realizarem um trabalho retrospectivo dos anos de 1974 a
2005 na regido Amazdnica. Ja na regido centro-sul do pais, trabalhos conduzidos em Sertdozinho
(Pacolaetal., 1978), no Vale da Paraiba (Mosse, 1979), no Vale do Ribeira (Baruselli et al., 1993)
e em Pirassununga (Mattos et al., 2000), todas localizadas no estado de Sdo Paulo, entre as
latitudes 21° e 24° sul, relataram maiores taxas de parto no primeiro semestre, principalmente
entre fevereiro e maio. O mesmo ocorre na regidao nordeste, no estado do Cear4, latitude 3° sul, o
qual ocorreram 79,3% dos partos na estacdo chuvosa, ou seja, no primeiro semestre (Sampaio
Neto et al., 2001).

A visualizacdo de estros também segue uma tendéncia sazonal. Em trabalho realizado por
Baruselli et al. (1993) no Vale do Ribeira, Sdo Paulo, os pesquisadores observaram 93,03% dos
estros nos meses de marco a julho durante o ano, ou seja, concentrados no outono e inverno. Na
Amaz0nia, em propriedades de terra firme, a maior concentracdo dos estros apareceu durante a
estacdo chuvosa e no final dela, ou seja, entre 0s meses de janeiro e junho, em periodos de maior
disponibilidade de forragem (Ribeiro, 2006). Resultados similares foram encontrados na india
(Singh, 2000) e no Egito (Elwishy, 1971), os quais relataram mais de 60% dos estros observados
entre setembro e dezembro, ou seja, ho outono.

Segundo Bahga & Gangwar (1988) a involugdo uterina no pds-parto de bufalas é mais rapida no

verdo do que no inverno e foi sugerido que isso ocorre devido a uma maior producdo de
prostaglandina F2-a pelo utero que aumenta a vasoconstri¢do e as contracdes que levam a uma
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necrose celular mais rapida e, consequentemente, eliminacdo dos restos placentarios. Conquanto,
0S mesmos autores ressaltam que apesar do primeiro cio pos-parto ser mais rapido no verdo,
devido a uma involucdo uterina mais rapida, as taxas de concepgbes sdo menores. Bufalas que
tém a sua cria no outono, tendem a possuir um menor periodo de anestro pos-parto uma vez que
0 periodo de volta a ciclicidade ovariana corresponde ao inicio do periodo de dias curtos (Barile,
2005).

3.3- A sazonalidade reprodutiva do macho bubalino

Enquanto em fémeas bubalinas a influéncia da sazonalidade na reproducéo ja foi bem estudada e
relatada, em machos, a literatura é bastante controversa. Relatos sobre diminui¢do da atividade
sexual e diferenca na qualidade do sémen fresco e congelado durante o ano foram descritas por
alguns autores, tanto em bufalos do pantano (Koonjaenak et al., 2007b) quanto em bufalos do rio
(Elsawaf et al., 1971; Tuli & Singh, 1983; Heuer et al., 1987; Di Francesco, 2010; Ferrer et al.,
2010; Nam, 2010) em diferentes latitudes. Porém, Ohashi et al. (1988) descreveram que a
influéncia da sazonalidade presente no macho bubalino na zona equatorial ndo esta relacionada
ao fotoperiodo mas sim a uma menor oferta de alimento associada ao aumento de temperatura
ambiental e dos raios solares, podendo ser superada melhorando-se 0 manejo e a alimentacao
destes animais.

3.3.1- Qualidade seminal

Diferentes resultados obtidos por trabalhos envolvendo a influéncia da estacdo do ano sobre a
qualidade seminal de bubalinos entre os anos de 1971 e 2015 estéo citados na Tabela 1. Ha relatos
de diferencas sazonais em todos pardmetros espermaticos e os resultados sdo controversos.

Foi reportado um maior volume espermatico no verdo (Di Francesco, 2010; Sharma et al., 2014)
nas latitudes 27° e 45° norte, respectivamente; no outono (Elsawaf et al., 1971; Javed et al., 2000),
nas latitudes 30° e 31° norte; na primavera (Ferrer et al., 2010; Di Francesco 2010) nas latitudes
23° e 45° norte, respectivamente e também menor no verdo (Castro et al., 1994) na latitude 22°
sul.

Com relacdo a concentracdo espermatica, foram reportados maiores valores no verdo (Heuer et
al., 1987; Sharma et al., 2014); no outono (Elsawaf et al., 1971; Khan et al., 1997) e no inverno
(Mayahi et al., 2014; Bhakat et al., 2015). Todos esses trabalhos foram realizados entre as
latitudes 26° e 31° norte.

A motilidade apresentou maiores valores nos meses de dias curtos e mais frios em trabalhos
conduzidos nas latitudes 26° e 31° norte, tanto no inverno (Tiwari et al., 2011; Mayahi et al.,
2014; Bhakat et al., 2015) quanto no outono (Khan et al., 1997). Porém, valores maiores na
estacdo chuvosa (julho a setembro) também foram reportados por Sharma et al. (2015), na latitude
27° norte.

Com relagdo a morfologia espermatica, foi relatado maior nimero de defeitos no verdo na latitude
23° norte (Ferrer et al., 2010), com 33,8% de espermatozoides patoldgicos e na latitude 45° norte
(Bhakat et al., 2015), com 12,11%. Ao contrério, Di Francesco (2010) na latitude 45° norte
encontrou maior nimero no inverno e outono, apresentando cerca de 36,8% e 34,2%
respectivamente. A integridade de membrana através do teste hiposmético também sofre variagéo
de acordo com alguns autores, sendo relatado maior nimero de espermatozoides reativos a esse
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teste no inverno na latitude 29° norte (Mandal et al., 2003; Bhakat et al., 2015) e no verdo
(Koonjaenak et al., 2007a).

As caracteristicas fisicas e morfoldgicas do sémen nao sdo totalmente satisfatorias para o seu
julgamento e, por isso, avaliagdes da composicdo bioquimica do plasma seminal se fazem
necessarias (Mann & Lutwak-Mann, 1981 citado por Pandey et al., 2014). Dessa forma, alguns
trabalhos relataram a influéncia da sazonalidade na composicdo proteica do plasma seminal.
Singh et al. (1969) relataram maior conteudo proteico no inverno e primavera, resultado que
contrasta com os encontrados por Sharma et al. (2014), havendo maior expressao proteica no
verdo. Além disso, uma maior concentracdo dos minerais calcio, magnésio, zinco e ferro no
plasma seminal de bubalinos no inverno também foi relatado (Abdel-Salam & Harith, 2012).

Enzimas como a alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) sdo bons
indicadores da qualidade seminal. Estas mensuram a estabilidade da membrana plasmatica e o
dano acrossomal dos espermatozoides e suas concentragfes variam de acordo a estagéo,
ocorrendo maiores niveis no verdo chuvoso (junho e julho no hemisfério norte). Dessa forma,
nesse periodo, foi observado maior nimero de espermatozoides com a membrana plasmatica
danificada (Bhosrekar et al., 1991; Pandey et al., 2014). Semelhantemente, ocorre aumento da
fosfatase alcalina (FA), do colesterol e de triglicerideos nesse mesmo periodo do ano (verao)
(Pandey et al., 2014). Os dois ultimos estdo presentes na composi¢do da membrana plasmatica do
espermatozoide e sdo responsaveis por manter a sua estabilidade.

A frutose é uma importante fonte de energia para os espermatozoides, presente no plasma seminal
dos mamiferos e foram relatados maiores niveis desse agucar no inverno e primavera (Elsawaf et
al., 1971) e menores no verdo (Castro et al., 1994).

Tabela 1. Caracteristicas seminais de touros bubalinos coletados através de vagina artificial, de acordo com
a estacdo, em diferentes trabalhos publicados de 1971 a 2015

Caracteristicas  Localizagdo do Raca Resultados encontrados  Referéncia Obs.
avaliadas trabalho
Caracteristicas Ludhiana, india  Murrah Nenhum pardmentro Bahga & Coletas duas
fisicas do sémen  Latitude: 30°N  (Bufalo do espermatico  apresentou  Khokar, vezes  por
rio) diferenca no sémen fresco 1991 semana
durante um
ano.
Caracteristicas Nova Odessa, Mediterraneo  Menor volume  Castro et Coletas
fisicas do sémen  Brasil (Bufalo do espermatico no verao. al.,1994 semanais
Latitude: 22° S rio) por todo o
ano.
Caracteristicas Qadirabad, Nili-Ravi Menor  motilidade e Khanetal., Sémen
fisicas do sémen  Paquistdo (Bufalo do concentragdo espermatica 1997 coletado
Latitude: 30° N rio) em junho e maior duas vezes
motilidade e concentracdo por semana
espermatica em outubro. durante um
ano.
Caracteristicas Faisalabad, Nili-Ravi Maior volume Javed et Coletas
fisicas do sémen  Paquistdo (Bufalo do espermético e al., 2000 quinzenais
Latitude: 31°N rio) turbilhonamento durante
durante o outono e todo o ano.
menor concentragéo
espermatica na
primavera.
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Caracteristicas  Localizagdo do Raca Resultados encontrados  Referéncia Obs.
avaliadas trabalho
Caracteristicas Ahvaz, Iran Khuzestan Maior volume, Mayahi et Coletas
fisicas do sémen  Latitude: 31°N  (Bufalo do concentragdo espermatica al., 2014 quinzenais
rio) e motilidade progressiva durante o
no inverno verdo e o
inverno.
Caracteristicas Giza, Egito - Volume espermatico, Elsawaf et Coletas
fisicas e Latitude: 30°N concentragdo espermatica al., 1971 semanais
morfolégicas do e ndmero total de durante todo
sémen espermatozoides maiores 0 ano
no outono
Caracteristicas Qadirabad, Nili-Ravi Maior nUmero total de Heueretal.,, Coletas em
fisicas e Paquistdo (Bufalo do espermatozoides e 1987 junho e
morfolégicas do  Latitude: 30° N rio) concentragdo espermatica novembro
sémen no més de junho (fora da
estacdo)
Caracteristicas Khon-Khaen, Bufalo do Maior integridade de Koonjaenak Coletas
fisicas e Tailandia pantano membrana plasméatica etal., 2007a  semanais
morfolégicas do  Latitude: 16° N através do teste durante um
sémen hiposmético. ano.
Caracteristicas Havana, Cuba Bufalo do rio Maior volume Ferreretal.,, Coletas
fisicas e Latitude: 23° N espermatico de marco a 2010 semanais
morfoldgicas do maio (primavera) e maior por um
sémen nimero de anormalidades periodo de
morfoldgicas de junho a onze meses
agosto (verdo). (setembro a
julho).
Caracteristicas Cremona, Itdlia  Mediterraneo Maior volume Di Duas coletas
fisicas e Latitude: 45° N  (Bufalo do espermatico, motilidade e  Francesco, por semana
morfolégicas do rio) espermatozoides 2010 durante um
sémen morfologicamente ano.
normais de abril a
setembro.
Caracteristicas Mathura, india Bhadawari Maior volume, Sharma et Coletas
fisicas e Latitude: 27°N (Bufalo do concentragdo espermatica, al., 2014 realizadas
morfolégicas do rio) integridade de membrana duas vezes
sémen no teste hiposmatico e no por semana
verao enquanto a
motilidade espermatica foi
maior na estacdo chuvosa
(julho a setembro)
Caracteristicas Karnal, India Murrah Maior motilidade, Bhakat et Uma coleta
fl'SlcaS? ) Latitude: 29° (Bufalo do concentragdo al., 2015 realizada
morfolgicasdo rio) espermatica, por semana
semen integridade de pelo
membrana no teste periodo de
hiposmético e menor um ano
ndmero de
anormalidade
morfologicas no
inverno.
Caracteristicas Salon, india Murrah Maior motilidade  Tiwari et Duas coletas
fisicas do sémen  Latitude: 26°N  (Bufalo do espermatica pos- al., 2011 por semana
fresco e rio) descongelamento e menor por um
congelado concentragdo espermatica periodo de
no inverno. trés anos.
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Caracteristicas  Localizagdo do Raca Resultados encontrados  Referéncia Obs.
avaliadas trabalho
Caracteristicas Karnal, India Murrah Maior ndmero de Mandal et Coletas
do movimento e Latitude: 29°N  (Bufalodorio) espermatozoides reativos al., 2003 semanais
da estrutura do ao teste hiposmotico no durante o
espermatozoide inverno ano inteiro.
Caracteristicas Khon-Khaen, Bufalo do Maior integridade e Koonjaenak Coletas
do movimento e  Tailandia pantano estabilidade de etal,2007a semanais
da estrutura do Latitude: 16° N membrana  plasmatica durante um
espermatozoide pos-descongelamento ano.
no sémen congelado no
inverno.
Caracteristicas Ludhiana, India  Murrah Maior motilidade pés- Tuli & Coletas
do sémen Latitude: 30°N  (Bufalodorio) descongelamento e maior Singh, 1983  realizadas
congelado resisténcia ao no verdo
congelamento em sémen (maio a
congelado no inverno. agosto) e no
inverno
(dezembro a
margo).
Caracteristicas Uruli-Kanchan,  Murrah Maior ndmero de Bhosrekar et Coletas
do sémen india (Bufalodorio) espermatozoides vivos e al., 1991 realizadas
congelado Latitude: 18° N normais no outono. durante todo
0 ano.

3.3.2 — Comportamento sexual

O comportamento sexual do macho bubalino é influenciado pela sazonalidade, principalmente
devido ao clima, expressando maior libido e interesse sexual durante as horas mais amenas do
dia, ou seja, durante a noite, logo ap6s o por do sol, ou mesmo de madrugada (Ohashi et al., 1988).
O estresse térmico diminui a libido dos animais (Bhattacharya, 1991).

A libido pode ser expressa através do tempo que o animal demora a ejacular depois de ser
apresentado a fémea, denominado tempo de reacdo, e nao foi relatado diferencas significativas
durante o ano na latitude 29° norte (Dixit et al., 1984). Os mesmos autores, porém, relataram uma
maior porcentagem de recusa dos animais a monta e, consequentemente, ejaculacdo no verao,
devido as altas temperaturas do periodo. Resultados diferentes foram relatados por Elsawaf et al.
(1971) que encontraram maior atividade sexual na primavera e menor no outono.

3.3.3- Outros fatores envolvidos na reproducéo

A funcéo reprodutiva dos mamiferos também é regulada pelos nervos autbnomos que inervam o
sistema reprodutivo, principalmente os ductos deferentes e as glandulas acessorias. Trabalhos
realizados em ratos (Kepper & Keast, 1995), em caninos (Hedlund et al., 1996), em equideos
(Arrighi & Domeneghini, 1997) e em suinos (Kaleczyc et al., 1997) demonstraram as
caracteristicas morfoldgicas, quimicas e a funcdo na reproducdo desse tipo de inervacdo nas
diferentes espécies. Em bufalos, Mirabella et al. (2003) avaliaram a relacéo entre esses nervos e
a sazonalidade reprodutiva e reportaram a presenca de distintas popula¢des de nervos inervando
os ductos deferentes e as glandulas acessorias de bubalinos e a presenca de fibras adrenérgicas
nesses mesmos 0rgdos durante o outono e inverno diferentemente da primavera e verao que ocorre
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guase completo desaparecimento dessas estruturas. Os autores, entdo, sugeriram existir um
mecanismo, ainda ndo relatado, muito mais complexo por trds da regulacdo da reproducdo do
macho bubalino, envolvendo uma maior inervacdo e a presenca de outros componentes como
fibras adrenérgicas no trato genital masculino em periodos de maior atividade sexual.

Outro importante composto para a reproducéo é o oxido nitrico (NO). O NO é um radical livre
inorganico produzido no sistema nervoso central, ovario, em células endoteliais e nos testiculos
e sua secrecdo é influenciada pela melatonina. Por isso, sugere-se que esse composto atue
aumentando a liberagdo pulsétil de GnRH e a sensibilidade hipofisaria ao GnRH além de ser
importante na maturacgdo e capacitacao espermatica (Scala & Maruccio, 2012). Scala & Maruccio
(2012) ao estudarem a concentracdo de 6xido nitrico em epididimos de machos bubalinos em 3
estacOes climaticas diferentes (primavera, verdo e inverno) encontraram uma maior presenca do
composto nos ductos deferentes nos periodos de menor luminosidade, ou seja, de maior atividade
gonadal nesta espécie. Os autores concluiram que esses achados corroboram com achados de
outros autores com relacdo a fungdo do 6xido nitrico na maturagao, capacitacao e motilidade do
espermatozoide, além de sua participacdo na regulacdo da atividade reprodutiva sazonal.

3.4- Endocrinologia da reproducao do bufalo

Dos horménios produzidos pela hipofise o FSH e o LH atuam em conjunto, na fémea,
promovendo o crescimento e maturacdo folicular e um pico do segundo é responsavel pela
ovulagdo. No macho, o FSH atua, principalmente, promovendo a espermatogénese nas células de
Sertoli e 0 LH na producéo de andrégenos nas células de Leydig (Hafez & Hafez, 2004).

A endocrinologia do macho e da fémea sofre mudancas durante o ano (Nam, 2010). Durante os
meses mais frios, ou seja, com dias mais curtos, foi relatado maiores concentractes de FSH e LH
guando comparado com meses mais quentes (Razdan et al., 1982; Rao & Pandey, 1983).

Os hormonios gonadais produzidos no ovario e no testiculo sdo, respectivamente, o estrégeno
(E2) e a progesterona (P4), e a testosterona. O E2 e a testosterona sdo responsaveis pelo
comportamento sexual e pelas caracteristicas sexuais secundarias, além de participarem da
foliculogénese e espermatogénese, respectivamente. A P4 prepara o trato reprodutivo para a
gestacdo (Hafez & Hafez, 2004).

O mesmo relatado para os horménios gonadotropicos ocorre com a testosterona em machos
bubalinos (Perera et al., 1979; Brown et al., 1991) e com o estradiol e a progesterona em fémeas
bubalinas (Rao & Pandey, 1982; Rao & Pandey, 1983; Roy & Prakash, 2007). Ocorre uma maior
concentracdo desses trés hormonios nessa espécie nos meses mais frios, ou seja, no periodo de
menor luminosidade. Por outro lado, outros autores relataram maiores niveis de P4 (Dixit et al.,
1985) e testosterona (Dixit et al., 1985; Malfatti et al., 2006) no verdo, contrastando com 0s
trabalhos citados anteriormente.

O padrdo endocrinoldgico de menores concentragbes de FSH, LH, estrgeno, progesterona e
testosterona seria um dos responsaveis pela baixa libido e comportamento sexual de bubalinos
nas estactes de menor atividade reprodutiva (Nam, 2010).

Outros hormonios, também importantes para a reproducdo, foram avaliados com relacdo a sua
concentragdo durante 0 ano como a inibina, a triiodotironina (T3) e a Tiroxina (T4). A inibina é
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produzida pelas células da granulosa no ovario e pelas células de Sertoli no testiculo, e atua
inibindo a secrecdo de FSH pela hipdfise. Foram relatadas em fémea bubalinas maiores
concentracdes no inverno do que no verdo (Palta et al., 1997).

Jada T3 e T4 sdo produzidas pela tiredide. O primeiro tem, entre outras funcdes, a maturacdo das
células de Sertoli através de variadas a¢des (Arambepola et al., 1998), ja o segundo participa
diretamente da diferenciacdo das células de Sertoli (Buzzard et al., 2003). Avallone et al. (1994)
relataram um aumento nos niveis desses dois horménios entre novembro e abril (inverno e
primavera na Italia). Os mesmos autores relataram uma reducdo dos niveis de prolactina nesse
mesmo periodo e, com isso, concluiram que ocorreu uma correlagdo negativa entre 0 T3 e 0 T4
com a prolactina. Resultados diferentes foram encontrados por Mayahi et al. (2014), que
relataram maiores niveis de T4 no verdo e de T3 ligadas a proteina no inverno. J& Dixit et al.
(1984) ndo encontraram diferencas nos niveis desses dois horménios durante o ano.

4 - MATERIAL E METODOS
4.1 — Local do experimento

O presente trabalho foi realizado no Centro de Biotecnologia em Bubalinocultura (CBB), sediado
na Fazenda Modelo, no municipio de Pedro Leopoldo, Minas Gerais, regido de clima subtropical
Umido com altitude média de 710 metros, latitude 19° 37" 12" sul, longitude 44° 02' 38" oeste e
média de temperatura anual de 20,9°C.

4.2 — Animais utilizados

Foram utilizados 9 touros bufalos da raga Murrah (Bubalus bubalis) com idades entre 28 e 45
meses. Todos 0s animais foram avaliados clinicamente e andrologicamente com parametros
espermaticos referidos por Vale et al. (2008) e pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal
(CBRA, 2013) antes do inicio das coletas como demonstrados na Tabela 2.

Tabela 2. Parametros espermaticos do ejaculado de touros bubalinos coletados através de vagina artificial
referidos por Vale et al. (2008) e pelo Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal (CBRA, 2013)

Caracteristicas Valores
Volume (mL) 3(2-8)
Cor Branca marfim
Movimento de massa (0-5) >3
Motilidade espermatica (%) >70
Vigor (1-5) >3
Concentragdo espermatica 300 — 1200 x 108/mL
Numero total de espermatozoides ~3x10°
Espermatozoides morfologicamente normais (%) >70
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Os animais nasceram na regido de Pedro Leopoldo, foram transportados até a Fazenda Modelo
no periodo pré-puberal, com aproximadamente 12 meses, e mantidos naquela propriedade desde
entdo. O treinamento dos machos para a coleta de sémen foi iniciado no periodo puberal, sendo
0s animais condicionados e manejados semanalmente. A partir de 23 meses foi intensificado o
processo de treinamento para coleta em vagina artificial, expondo-se cada animal,
individualmente, a uma fémea bubalina, em estro ou ndo, inicialmente sem a interferéncia
humana. Dessa forma, com os animais bem condicionados, o processo de coleta por vagina
artificial foi realizado de forma tranquila e continuada durante o periodo do experimento.

Durante todo o experimento, os animais foram mantidos em pasto de Urochloa brizantha cv
Marandu e suplementados na seca com volumoso (silagem de sorgo), concentrado, sal mineral e
agua ad libitum.

4.3 — Coleta de sémen

As coletas de sémen foram realizadas por um periodo total de 12 meses, realizando-se uma
tentativa de coleta de sémen por semana por animal durante todo o periodo de avalia¢cdo com o
auxilio de uma vagina artificial aquecida a 42-45°C. Antes da tentativa de coleta de sémen, uma
falsa monta, com ou sem erecdo, foi permitida a cada touro. No caso de desinteresse do macho
em montar, uma nova tentativa era realizada ap6s ele observar outros touros montando. O sémen
foi acondicionado em tubos graduados previamente aquecidos em estufa a 39°C. Foram utilizadas
duas novilhas bufalas e uma fémea adulta como manequim, todas previamente condicionadas,
expostas ao macho, individualmente, somente na hora da coleta. As coletas foram realizadas na
parte da manha, comecando as 8:00h em local sombreado.

Figura 2 — Coleta de sémen realizada através do método da vagina artificial
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Considerando que nem todas as tentativas resultaram em sucesso, 0s dados de caracteristicas
seminais de ejaculados coletados com um intervalo maior do que 10 dias da ultima coleta, foram
descartados para efeito da analise de influéncia sazonal.

Os dados das caracteristicas seminais foram agrupados de dois em dois meses e expressos em
valores médios por cada periodo de dois meses. As analises comparativas foram realizadas entre
periodos bimestrais, a saber: janeiro e fevereiro, marco e abril, maio e junho, julho e agosto,
setembro e outubro, novembro e dezembro.

4.4 — Dados climaticos

A temperatura maxima e minima (°C), precipitacdo pluviométrica (mm), umidade relativa do ar
(%), insolacdo (horas) e duragéo da luz (horas) para o presente estudo (2014-2015) foram obtidos
da Estacdo Automatica da Pampulha do Instituto Nacional de Meterologia (INMET), localizada
na latitude 19° 88’sul e longitude 43° 97 oeste. A estacdo se encontra a 35km de distancia do
local do experimento. A frequéncia de obtencdo destes dados foi diaria e as médias foram
divididas bimestralmente.

4.5 - Espermograma

Imediatamente apds cada coleta, as caracteristicas macroscopicas do sémen foram avaliadas por
um experiente operador quanto ao volume (mL), aspecto (aquoso, cremoso ou leitoso), odor e cor
(branco, amarelo). Apo6s isso, foram realizadas, pelo mesmo operador, as avaliagcdes
microscopicas: turbilhonamento ou movimento de massa (0-5), motilidade progressiva (%), vigor
(1-5) e concentragdo espermatica (sptz/mL) e foi coletada uma amostra acondicionada em formol-
salina para a avaliagdo e leitura posterior da morfologia espermatica (%).

O movimento de massa foi avaliado colocando-se uma gota de sémen sobre uma lamina
previamente aquecida a 37°C e levada para leitura em um microscépio éptico com aumento de
100X. A classificacéo varia de 0 a 5, sendo 0 a auséncia de movimento e 5 0 movimento de onda
intenso (CBRA, 2013).

A motilidade progressiva e o vigor foram medidos em conjunto, colocando-se uma gota de sémen
em uma lamina, cobrindo-a com uma laminula (previamente aquecidas a 37°C) e levando ao
microscépio dptico para leitura com aumento de 400X (CBRA, 2013). A motilidade foi expressa
em porcentagem de espermatozoides mdveis enquanto o vigor retratou a for¢a do movimento de
cauda e a velocidade do espermatozoide e foi classificado de 1 a 5 sendo o 1 sem movimento
progressivo e 5 0 movimento vigoroso.

Para a determinacdo da concentracdo espermética, uma amostra de sémen foi diluida em
proporcao de 1:200 em solucdo de formol-salina-tamponada e a contagem do nimero de células
realizada na Camara de Neubauer em microscopio 0ptico com aumento de 400X (CBRA, 2013).

A avaliacdo da morfologia espermaética foi realizada através da técnica de preparacdo Umida. Para
isso, 50uL de sémen foi diluido em 1mL de formol-salina-tamponada e armazenada refrigerada
para posterior leitura. Para a leitura, foi colocada uma gota do sémen diluido em uma lamina,
coberta por laminula e avaliada em microscopio de contraste de fase (Nikon®, modelo E-200) em
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aumento de 1000X sob 6leo de imersédo. Foi realizada a contagem de 100 células, analisando-se
a forma e estrutura da cabeca, peca intermediaria e cauda do espermatozoide.

4.6 — Comportamento sexual

A avaliacdo do comportamento sexual foi realizada através do registro do tempo de reacédo e dos
comportamentos que caracterizassem o interesse sexual do macho frente & fémea. O tempo de
reacdo foi cronometrado até a ejaculacdo dando-se a oportunidade de interacdo por no maximo
10 minutos. Fizeram parte dos comportamentos avaliados: cheirar vulva, lamber vulva, apoiar o
queixo na garupa da fémea, cabecada na virilha, exposi¢do do pénis, reflexo de Flehmen, monta
sem exposicdo do pénis, monta incompleta.

A avaliacdo final da libido incorporou os dois métodos de anélise: o tempo de reacdo médio
bimestral dos animais e a propor¢do de cada comportamento sexual.

4.7 — Andlise estatistica

O experimento foi realizado utilizando-se delineamento em blocos ao acaso, sendo o animal
considerado o bloco. Os dados quantitativos: volume espermatico, motilidade progressiva,
concentracdo espermatica, nimero total de espermatozoides, espermatozoides morfologicamente
normais e tempo de reacdo foram avaliados quanto & normalidade e homocedasticidade, sendo
analisados por ANOVA e as diferencas entre as médias comparadas pelo teste de Duncan. As
medianas das varidveis qualitativas: motilidade progressiva, movimento de massa e vigor foram
analisadas pelo método ndo paramétrico teste de Friedman e os dados climéticos pelo teste de
Kruskal Wallis. Utilizou-se um nivel de significancia a 5%.

5.0 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Dados climéaticos

Os valores médios bimestrais dos dados climaticos: precipitagdo pluviométrica (mm),
temperaturas maxima e minima (°C), horas de insolacdo, umidade relativa do ar (%) e horas de
luminosidade por dia se encontram divididos de dois em dois meses na Tabela 3. Na Figura 3
estd ilustrada a variagdo anual da duragdo da luz por dia em horas, todos referentes ao periodo do
presente estudo.

O municipio de Pedro Leopoldo, localizado em Minas Gerais, possui clima subtropical imido e
se situa na latitude 19° 37’ 12°’ sul e longitude 44° 02’ 38’ oeste. No periodo estudado, apresentou
2 momentos distintos, de maio até outubro, o qual foi registrada pouca chuva e temperatura mais
baixa, enquanto que de novembro a abril ocorreram muito mais chuvas e temperatura mais alta
como € possivel ver na Tabela 3. 1sso € esperado nesse tipo de clima, ocorrendo um periodo de
chuva e um periodo de seca bem delimitados.

Os animais do presente trabalho foram criados de forma extensiva, com pasto a vontade e, no
periodo de julho a outubro, a qualidade e quantidade disponivel de forragem foi menor devido a
seca. Devido a isso, foram suplementados com silagem neste periodo e, desta forma, os animais
ndo tiveram uma perda consideravel de peso.
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Tabela 3 — Médias bimestrais dos dados climaticos do periodo de 12 meses dos anos de 2014 e 2015 na
latitude 19° 88’ sul e longitude 43° 97” oeste.

Maio/Jun Jul/Ago Set/Out Nov/Dez Jan/Fev Mar/Abr
Precipitacédo pluviométrica (mm) 05b 08D 1,1b 58a 6,4 a 52a
Temperatura maxima (°C)  25,8°c 254°c 29,1°b  28,8°b  30,1°a  28,1°b
Temperatura minima (°C)  15,8°d 14,7°d  16,9°c 184°b  20,8°a 19,9°a
Temperatura média (°C)  20,8°d 20,1°d 23°c 23,6°bc  25,5°hb 24°a
Insolacdo (horas/dia) 75a 75a 7,8a 6,5a 74 a 52b
Umidade relativa (%) 62,3%b 57,1%c 47,6%d 62%bc 59,6%bc 66,5%a
Horas de luz/dia 11:04 11:15 12:16 13:11 12:58 11:55
ITH 20,06 19,27 21,59 22,48 24,02 23

Letras diferentes na linha indicam diferencas estatistica (p < 0,05)

Com relagdo as horas de insolagdo por dia, valores similares ocorreram em todos 0s meses com
exce¢do de marco e abril que apresentaram valores mais baixos (p < 0,05). O bufalo é um animal
que possui alta sensibilidade a exposicédo direta a luz solar devido a sua pele negra e grossa além
de possuir menor densidade de glandulas sudoriparas na pele (Vale, 2007). Vieira (1995), ao
estudar os efeitos da insolacdo solar e das altas temperaturas em novilhas bufalas da raca
Mediterraneo, relatou maiores taxas de temperatura retal, frequéncia respiratoria e sudorese, além
de menor consumo de alimento e ganho de peso médio diario no grupo estressado quando
comparado ao grupo controle. O mesmo autor chegou a conclusdo que os bufalos sdo
consideravelmente sensiveis para os parametros fisioldgicos em temperaturas acima de 38°C e
umidade relativa de 69%. Durante o presente experimento, 0s animais ndo foram submetidos a
estes limites citados.
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Figura 3 — Variacéo anual da duracéo das horas de luz por dia durante o periodo experimental na cidade de
Pedro Leopoldo, latitude 19° 37” sul e longitude 47° 02’ oeste.

27



Utilizando-se a férmula proposta por Marai et al. (2001), foi calculado o indice de temperatura e
umidade (ITH) para os bimestres e eles se encontram na Tabela 4. De acordo com o proposto por
Marai e Haeeb (2010), foi considerado estresse térmico moderado quando os valores de ITH
apresentaram valores entre 22,3 e 23,2 e, dessa forma, os bimestres novembro e dezembro, mar¢o
e abril apresentaram essa condicdo; e estresse térmico severo, entre 23,3 e 25,6, sendo assim,
janeiro e fevereiro apresentaram essa conjuntura e poderiam resultar em danos aos bubalinos e,
consequentemente, influenciar a reproducdo deles. O restante dos meses apresentou valores de
ITH abaixo de 22,2 e, assim, ndo houve qualquer estresse térmico aos animais.

Tabela 4 — Médias bimestrais do indice de temperatura e umidade (ITH) na latitude 19° 88 sul e longitude
43° 97 oeste no periodo de 12 meses do experimento nos anos de 2014 e 2015

Maio/Junho  Julho/Agosto  Set/Out Nov/Dez  Jan/Fev  Margo/Abril

ITH 20,06 19,27 21,59 22,48 24,02 23

ITH: indice de temperatura e umidade segundo férmula proposta por Marai et al. (2001)

5.2 — Analise do sémen

As coletas foram realizadas no periodo de maio de 2014 a abril de 2015, totalizando 12 meses, e
o0 total de ejaculados coletados foi de 446 em 477 tentativas (93,5%). A distribuicdo dos
ejaculados de acordo com os meses do ano estd na Tabela 5. Ejaculados com intervalo maior do
gue dez dias ndo foram considerados na avaliacéo.

Tabela 5 — Distribuicéo dos ejaculados (coletas com sucesso/tentativas realizadas) de acordo com os meses
do ano

Touros

1 2 3 4 5 6 7 8 9 Total

Idade (meses) 38 37 36 38 35 45 28 28 28
N° de ejaculados totais/ano 53 52 53 53 42 38 51 53 51 446/476(93,5%)

Ejaculados por més

Maioejunho 9/9 9/9 9/9 9/9 7/9 7/9 9/9 9/9 9/9 77/81 (95,1%)
Julhoeagosto 9/9 9/9 9/9 9/9 9/9 89 9/9 9/9 9/9 80/81 (98,8%)
Setembro e outubro 9/9 9/9 9/9 9/9 8/9 8/9 9/9 9/9 9/9 79/81 (97,5%)
Novembro e dezembro 9/9 9/9 9/9 9/9 4/9 4/9 7/9 9/9 7/9 67/81 (82,7%)
Janeiro e fevereiro 8/8 8/8 8/8 8/8 7/8 6/8 8/8 8/8 8/8 69/72 (95,8%)
Marcoeabril 9/9 8/8 9/9 9/9 7/9 5/9 9/9 9/9 9/9 74/80 (92,5%)

Dos 446 ejaculados coletados, 343 apresentaram aspecto leitoso (76,9%), 85 aquosos (19,06%) e
apenas 18 cremosos (4,04%). Essa caracteristica é esperada uma vez que o sémen do bubalino
ndo é muito concentrado como esta descrito na Tabela 2, variando a concentracdo de 300 a 1200
X 10%mL. Foi relatado por Javed et al. (2000) um maior nimero de ejaculados leitosos.
Contrariamente, Dixit et al. (1984) relataram mais de 80% dos ejaculados cremosos em seu
trabalho e Koonjaenak et al. (2007a) descreveram um equilibrio, havendo 47,5% dos ejaculados
leitosos e 50% cremosos em seu trabalho. Por ser uma avaliacdo subjetiva, pode ter ocorrido entre
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as equipes de trabalho diferentes padrdes para a classificacdo desses aspectos, 0 que gerou essa
diferenca nos resultados.

O presente experimento visou avaliar a influéncia da sazonalidade nas caracteristicas seminais de
machos bubalinos criados na latitude e longitude do experimento. A meta € orientar técnicos e
médicos veterinarios quanto ao trabalho com reprodutores machos desta espécie no clima da
regido e nesta latitude, principalmente para a criopreservacdo de sémen. Na literatura consultada
os resultados séo bastante conflitantes, havendo trabalhos com resultados divergentes nas mais
diversas latitudes.

A média das caracteristicas dos ejaculados de cada animal e a média geral de todos 0s animais
durante o ano do experimento estdo descritos na Tabela 6 e estdo de acordo com os referidos por
Vale et al. (2008) e pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 2013), que estdo
apresentados na Tabela 2, exceto 0 movimento de massa ou turbilhonamento. A média encontrada
de 2,3 esta abaixo do reportado por Vale et al. (2008) como padrdo de normalidade, que seria
acima de 3. Essa é uma carateristica que por ser subjetiva pode gerar essas diferencas, mesmo
tendo sido avaliada por um experiente e qualificado avaliador. Além disso, ela € o resultado da
soma da concentragdo com a motilidade e o vigor espermatico e esses pardmetros se encontraram
dentro dos pardmetros espermaticos referidos. Portanto, esse valor de movimento de massa abaixo
do esperado deve ser relevado ou ndo considerado com muita importancia. Apesar disso,
resultados similares para essa caracteristica seminal foram reportados por Bhakat et al. (2015),
que encontraram 2,54 de média no ano.

Tabela 6. Valores médios anuais das caracteristicas seminais de bufalos coletados semanalmente durante
um ano

Touros Volume Motilidade Mov. de Vigor Concentracao Namero total de ~ Normais
(mL) (%) massa (0-5) (1-5) (x108/mL.) espermatozoides (%)
x106

1 22+11 87+x145 19+11 41+09 832,6 £543,3 1820,2 +1590,8 90,5+ 6
2 16+0,7 845+81 29+1 41+0,7 1607,2+1150,4 2523,2 +1983,4 89,6 £3,2
3 25+13 763+1572 23+13 42+0,7 1533,9+864,1 3747,3 +2855,8 92,7+3,7
4 23+12 801272 251 3,8+0,7 1019 +556,8 24448 + 2076,8 89,6 £4,2
5 209 83,89 23+13 4,4+08 1107,1+1014,9 2506,1 + 3207,4 92,729
6 16+09 879+6,7 24+1 4,4+0,7 976,4 £524,4 1740,7 +1811,4 90,9+3,3
7 313 724%228 1,71 3,7+0,8 1069,8 +744,2 3546,6 + 3598,3 915+47
8 24zx1 79+£138 18%0,9 3,9+0,7 697,7 £372,9 1730,8 £ 1225,2 86,7+5,2
9 22+12 741+184 26+13 39+08 13933+687,2  32539+25584 90,345

Média
| 22+12 806+154 23+12 41+0,8 1144 + 805,6 2626,9 + 2503,7 90,4 £4,7
geral

Média + desvio padrdo. Mov. de massa: turbilhonamento. Normais: espermatozoides morfologicamente
normais

Na Tabela 6, também é possivel observar algumas caracteristicas seminais dos animais. As médias
de volume variaram entre 1,6 e 3mL, a motilidade foi de 72,4% a 87,9%, a concentrag&o variou
de 697,7 a1607,2 x 10%/mL e o nimero total de espermatozoides de 1730,8 a 3747,3 x 10°. Assim,

29



é possivel notar que houve uma grande variacdo na qualidade seminal entre os animais, havendo
um grande efeito individual, como relatado em touros da raca Mediterrdneo por Di Francesco
(2010) e variacdo entre ejaculados de um mesmo animal. A ordem de coleta dos animais durante
0 ano variou, ndo havendo uma mesma ordem sempre, porém, ndo foi notado diferenca quando o
animal era um dos primeiros ou um dos ultimos, logo, a hip6tese de um maior estimulo sexual,
ao observar outros machos montando, explicar essas variagoes, foi negada.

Com relacdo a morfologia espermatica, os ejaculados apresentaram valores superiores a 86% de
espermatozoides morfologicamente normais e a média de todos os animais no ano foi de 90,4 +
4,7%, ndo podendo ser esta a razdo de qualquer variagdo na motilidade ou no nimero total de
espermatozoides por ejaculado. Assim, ndo foi notado nenhum periodo que pudesse sugerir um
estado de degeneracdo testicular em todos os machos e, dessa forma, estar associado a uma
variagdo em algum parametro do ejaculado.

5.2.1 — Avaliacéo da sazonalidade na qualidade seminal
Durante 0 ano, as médias bimestrais de volume espermatico (mL), turbilhonamento ou
movimento de massa (0-5), motilidade espermatica (%), concentracdo espermatica (x10%/mL) e
ndmero total de espermatozoides (x10°), de todos os animais, ndo sofreram variagdo e estdo
demonstrados nas Figuras 4, 6, 7, 8 e 9, respectivamente. J4 as varidveis vigor (1-5) e morfologia

espermatica (%) apresentaram diferenca significativa entre os meses estudados (Figura 5 e Figura
10).
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Figura 4. Médias e desvio padrdo bimestrais do volume espermatico (mL) de todos os touros no
periodo de 12 meses (n = 9). Letras iguais indicam resultados similares estatisticamente (p > 0,05).
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O volume espermatico (mL) apresentou, respectivamente, os seguintes valores médios com seus
respectivos desvios padrdes para os meses de maio e junho, julho e agosto, setembro e outubro,
novembro e dezembro, janeiro e fevereiro, marco e abril: 2,3 +1,2;22+1;19+1,2;22+13;
2,4 £1,3 e 2,3 £ 1,2. Nao foi encontrada diferenca significativa entre os meses (Figura 4). Esse
resultado tanto confirma o relato de alguns autores em bufalo do pantano (Koonjaenak et al.,
2007a) e bufalo do rio (Heuer et al., 1987; Bahga & Khokar, 1991; Khan et al., 1997; Tiwari et
al., 2011; Bhakat et al., 2015) quanto contradiz outros autores, que relataram maior volume
espermatico nas mais variadas estacfes: Sharma et al. (2015) no verdo; Elsawaf et al. (1971) e
Javed et al. (2000) no outono; Ferrer et al. (2010) na primavera; Mayahi et al. (2014) no inverno.

O vigor (1-5) apresentou diferencas significativas durante o ano (Figura 5). Os bimestres setembro
e outubro, janeiro e fevereiro (4,4 + 0,3 e 4,3 + 0,4, respectivamente) foram similares aos meses
julho e agosto (4,3 + 0,3) e superiores ao restante do ano (p < 0,05). Os valores médios
encontrados para 0s meses de maio e junho, novembro e dezembro, margo e abril foram,
respectivamente, 3,6 +0,3; 3,7+ 0,6 € 3,8 £ 0,4.

Vigor (1-5)

Meses

Figura 5. Médias e desvio padrdo bimestrais do vigor espermatico (1-5) dos touros no periodo de
12 meses (n = 9). Letras diferentes indicam diferenca estatistica nos bimestres (p < 0,05).

O turbilhonamento (0-5) ndo apresentou diferencas significativas durante o ano (p > 0,05),
mostrando menores valores para o bimestre maio e junho, com 1,9 de média (Figura 6). Esse valor
coincide com os menores valores obtidos para concentracdo espermatica, o que é esperado uma
vez que o turbilnonamento estéa diretamente ligado a concentracdo.
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Figura 6. Médias e desvio padrdo bimestrais do turbilhonamento (0-5) dos touros no periodo de
12 meses (n = 9). Letras iguais indicam resultados similares estatisticamente (p > 0,05).
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Figura 7. Médias e desvio padrdo bimestrais da motilidade espermatica (%) dos touros no periodo de 12
meses (n = 9). Letras iguais indicam resultados similares estatisticamente (p > 0,05).
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A motilidade espermatica é mais um parametro que ndo apresentou diferenca significativa entre
0s meses, obtendo valores menores nos meses de novembro e dezembro. As médias dessa
caracteristica no ano foram: 81,6 + 12,4; 80,8 + 12,6; 79,5 + 18; 74,7 + 21,4; 84,1 + 10,3 e 79,1
+ 15,4 para 0s seguintes meses, respectivamente, maio e junho, julho e agosto, setembro e
outubro, novembro e dezembro, janeiro e fevereiro, marco e abril (Figura 7). Resultados similares
em que ndo foi encontrado diferenca estatistica durante o ano foram relatados por Ferrer et al.
(2010), apresentando média de 75,3% no ano e, diferentemente, maiores valores no inverno de
84,09% contra 78,98% no verdo (Mayahi et al., 2014) e 65,95% contra 56,18% no verdo (Bhakat
et al., 2015) foram relatados.

A concentracdo espermatica (x10%/mL) néo apresentou diferenca significativa entre os meses e
menores valores foram obtidos nos meses de maio e junho, 934,1 + 537,2; enquanto janeiro e
fevereiro apresentou a maior média com 1326,1 + 1247,6. Os meses de julho e agosto, setembro
e outubro, novembro e dezembro, marco e abril apresentaram as seguintes médias,
respectivamente: 1170,7 + 783,4; 1291,2 + 813,9; 1112,1 + 728,9 e 1074,1 £ 566,1 (Figura 8).
Esses resultados indicam que diferencas climaticas e no fotoperiodo nao influenciam na producéo
testicular da espécie bubalina. Alguns autores também relataram ndo haver diferenca significativa
entre 0s meses (Bahga & Khokar, 1991; Koonjaenak et al., 2007a; Di Francesco, 2010; Ferrer et
al., 2010) enquanto que diferencas também foram encontradas, ocorrendo maiores valores no
verdo (Heuer et al., 1987; Sharma et al., 2015), no outono (Elsawaf et al., 1971; Khan et al., 1997)
e no inverno (Mayahi et al., 2014; Bhakat et al., 2015).
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Figura 8. Médias e desvio padrdo bimestrais da concentragdo espermatica (x10%/mL) de todos os
touros no periodo de um ano (n = 9). Letras iguais indicam resultados similares estatisticamente (p > 0,05).

33



|
| ®

6500- a
60001
5500
50001 a
4500-
a000] -2
3500{

B
QD

Ne total de espermatozoides

N 0 N v ¢ o >
N o o Q & * &
;b\o\ \\)\\ 0"\ éOA\ \0‘\\ @0‘\ b\'bqo
&

Meses

Figura 9. Médias e desvio padrdo bimestrais do niimero total de espermatozoides (x10°) de todos
0s touros no periodo de 12 meses (n = 9). Letras iguais indicam resultados similares estatisticamente (p >
0,05).

Diretamente correlacionado ao volume e & concentragdo espermatica, estd o nimero total de
espermatozoides (x10°) o qual ndo diferiu entre os meses e, assim como na concentracdo, a média
mais alta foi registrada nos meses de janeiro e fevereiro, 3072,3 + 3362,9. Os valores para 0
restante do ano foram: maio e junho, 2172,4 £ 1776,9; julho e agosto, 2535,6 + 2194,8; setembro
e outubro, 2442,3 + 2335,2; novembro e dezembro, 2851,6 + 3350,7 e marco e abril, 2636,1 +
2028,1 (Figura 9).

O local de realizagdo deste trabalho possui como coordenada a latitude 19° sul e trabalhos
realizados no hemisfério sul avaliando a sazonalidade reprodutiva em machos bubalinos sdo
escassos, podendo-se citar Brown et al. (1991) na Africa do Sul, latitude 23° sul e Castro et al.
(1994) em Séo Paulo — Brasil, latitude 22° sul. O primeiro trabalho citado foi realizado em bufalos
africanos (Syncerus caffer), utilizou como método de coleta o eletroejaculador, diferentemente do
presente experimento, e apresentou como resultado um sémen de melhor qualidade na estacéo
reprodutiva da espécie (abril e maio) quando comparado com outubro e novembro. J& o segundo,
utilizando-se a vagina artificial apresentou apenas um volume espermatico menor no verdo. Além
disso, no Hemisfério Norte foram poucos os trabalhos encontrados na literatura com latitudes
préximas como: Bhosrekar et al. (1991), na latitude 18° norte, que avaliaram apenas a
congelabilidade do sémen; Koonjaenak et al. (2007a), na latitude 16° norte, que ndo encontraram
qualquer diferenca nas caracteristicas seminais durante o ano; e Ferrer et al. (2010), na latitude
23° norte, que relataram apenas um volume espermético menor na primavera. Todos elegeram a
vagina artificial como método de coleta.

Dessa forma, apenas trabalhos conduzidos em bufalos do péantano na latitude 16° norte
(Koonjaenak et al., 2007a) e bufalos do rio na latitude 30° norte (Bahga & Khokar, 1991)
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obtiveram os mesmos resultados do presente trabalho, ndo apresentando diferenca em qualquer
das caracteristicas fisicas estudadas. O vigor nao foi avaliado nesses trabalhos. Os diferentes
resultados relatados em trabalhos conduzidos nas mais diversas latitudes poderiam ser explicados
por diferentes condi¢cdes de manejo, idade dos animais ou mesmo condic¢des geoclimaticas.

Outra importante forma de avaliagdo do sémen é através da morfologia espermatica uma vez que,
atraves deste exame, sdo avaliadas a espermatogénese, a maturagdo espermatica e a atividade das
glandulas sexuais acessorias (Koonjaenak, 2006). Com relagdo a morfologia espermatica,
diferencas significativas foram encontradas e o bimestre setembro e outubro (87 £ 3,4) apresentou
porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais similar estatisticamente a novembro
e dezembro (89 £ 2,7) e menor que os demais meses (p < 0,05). Os demais meses maio e junho,
julho e agosto, janeiro e fevereiro, marco e abril, obtiveram, respectivamente, 92 + 1,7; 91 £ 2,5;
91 +25¢e 92+ 1,8 (Figura 10). Esse aumento de anormalidades nos dois bimestres citados esta
diretamente ligado a um aumento do numero de defeitos de cabega, principalmente, formas
teratoldgicas, como é possivel ver na Tabela 7, e isso poderia ser bastante deletério caso estivesse
em grande numero uma vez que esse tipo de defeito pode afetar severamente a fertilidade do touro
(Wenkoff, 1988 citado por Arruda et al., 2015). Como o numero de espermatozoides normais
ainda continuou bem acima do estabelecido por Vale et al. (2008), ou seja, maior ou igual a 70%,
esse aumento de defeitos néo teria afetado a fertilidades dos animais. Esses resultados contrariam
os encontrados por Di Francesco (2010) que encontrou maior nimero de espermatozoides
normais na primavera (69,6%) e também os achados por Ferrer et al. (2010) que relataram menor
numero de espermatozoides normais no verao (66,2%).
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Figura 10. Médias e desvio padrao bimestrais do nimero de espermatozoides morfologicamente
normais (%) de todos os touros no periodo de 12 meses (n = 9). Letras diferentes indicam diferenca
estatistica nos bimestres (p < 0,05).
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Tabela 7. Média bimestral da porcentagem dos defeitos de cada por¢do do espermatozoide

Cabeca (%) Pl (%) Cauda (%)
Maio e junho 2,3 2,9 2,8
Julho e agosto 2,1 3,6 3,1
Setembro e outubro 57 3,9 34
Novembro e dezembro 4,1 3,2 3,2
Janeiro e fevereiro 2,9 33 2,6
Margo e abril 2,4 2,8 2,5

Cabeca: defeitos de cabeca; PI: defeitos de pega intermediaria; Cauda: defeitos de cauda.

Nenhuma das caracteristicas espermaticas avaliadas sofreu quaisquer alteracfes sazonais que
pudessem sugerir um efeito deletério a fertilidade de touros Murrah criados em regido de clima
subtropical imido. Dessa forma, pode-se inferir que 0 manejo reprodutivo de bufalos Murrah é
possivel durante o ano todo sem qualquer prejuizo a fertilidade.

5.3 — Comportamento sexual

5.3.1 — Coletas de sémen

Os animais, devido ao condicionamento a coleta de sémen utilizando-se 0 método da vagina
artificial desde os 25 meses de idade, ndo demonstraram qualquer rejeicdo ao método usado
durante todo o periodo experimental, mesmo néo se utilizando em momento algum uma fémea
em estro. Das 476 tentativas de coleta no periodo de 12 meses do presente trabalho, 446 (93,7%)
foram realizadas com sucesso, com o animal chegando a ejaculacdo. Como é possivel ver na
Tabela 5, todos os animais, exceto 0s animais 5 e 6, apresentaram taxas de sucesso na coleta
superiores a 96% (51 coletas em 53 tentativas), sendo que cinco deles (animais 1, 2, 3, 4 e 8) ndo
falharam nenhuma vez. Os animais 5 e 6 que apresentaram, respectivamente, 42 e 38 coletas em
53 tentativas (79,24% e 71,7%, respectivamente), apesar de terem falhado mais nos meses de
novembro e dezembro, tendo realizado quatro coletas em nove tentativas (44,44%), mostraram
insucesso nas tentativas de coleta em outros meses do ano ndo caracterizando, portanto, ser o
insucesso ligado a um efeito do fotoperiodo ou climatico. Em periodo similar (marco a junho que
correspondem a setembro a dezembro no Hemisfério Sul), Dixit et al. (1984) em trabalho
conduzido na India, relatou maiores porcentagens de recusa a monta (34%) e, consequentemente,
ejaculacéo.

Pode-se especular algumas razfes para a recusa a ejaculacdo desses animais. A primeira seria a
rejeicdo da fémea pelo macho. Em certos periodos, devido ao insucesso na coleta de sémen em
alguns machos, foi testado substituir a fémea e apesar de apresentar um resultado positivo inicial
em ambos animais, depois eles voltaram, apds duas semanas em um momento e quatro semanas
em outro, a ndo executarem a monta. E valido salientar que o animal 6, além de um pouco mais
velho que os outros, foi 0 Unico a ser usado em monta natural em duas estacbes de monta
anteriores e, por isso, fica aberta a possibilidade de que a experiéncia adquirida em detectar o
momento de estro nas vacas tenha afetado o sucesso de coleta de sémen usando como manequim
uma bufala fora do estro. Outra possibilidade de causa de insucesso seria o calor excessivo, no
entanto as tentativas de coleta sempre foram realizadas no periodo da manha em local sombreado
e 0 pico de temperatura nunca ultrapassou 30°C, o que néo interferiu na coleta da maioria dos
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touros. Na tentativa de analisar se 0 insucesso na coleta destes touros estava ligado a temperatura
foram realizadas tentativas de coletas a noite e, mesmo assim, estes dois machos continuaram a
ndo montar e ejacular. Por Gltimo, outra hip6tese levantada foram periodos de maior disputa entre
touros e que esta disputa levaria a ndo execucao da monta, seja por cansago dos animais ou outra
razdo. No entanto, a separacdo dos machos na noite anterior & coleta ndo resultou em beneficio
aparente. Dessa forma, ndo foi possivel identificar uma causa especifica para o insucesso, mais
parece ser uma soma de fatores ou até mesmo uma caracteristica especifica destes machos.

E descrito na literatura que alguns bubalinos sob regime de coleta de sémen continuada podem
perder a libido e, inesperadamente, deixar de montar por longos ou curtos periodos (Prabhu &
Bhattacharya, 1954). De qualquer forma, com 0s poucos insucessos ha coleta de sémen,
considerando que boa parte dos machos executaram a monta e ejacularam na vagina artificial na
maioria das tentativas, se ndo em todas, permite-se reduzir o efeito da sazonalidade sobre o
interesse sexual e sobre 0 sucesso da coleta de sémen pelo método da vagina artificial. E
importante ressaltar que apenas um dos nove machos tinha experiéncia sexual em regime de
monta natural a campo, deixando aberto para ser comprovado se touros com maior experiéncia
sexual a campo também manteriam este condicionamento na maioria dos meses do ano.

O cortejo sexual dos bufalos, apesar de se assemelhar ao de bovinos (Bos taurus e Bos indicus),
€ menos intenso e pode ser afetado por altas temperaturas ou mesmo quaisquer fatores que mudem
a rotina desses animais, como barulhos estranhos e pessoas diferentes no momento da coleta.
Quando o calor é intenso, é comum os bufalos se sentirem desinteressados a monta, mesmo
quando colocados frente & uma fémea no cio (Vale et al., 2008). Devido a isso, no presente
trabalho, além de um condicionamento prévio de todos 0s animais a coleta utilizando-se 0 método
da vagina artificial, foi preconizado que elas fossem feitas na parte da manha, comecando por
volta de 8:00 horas e, com o intuito de evitar distracGes, com a mesma equipe de trabalho durante
todo o ano. Quando houvessem pessoas novas ou diferentes, era evitado que elas ficassem
proximas da area onde eram realizadas as coletas até os animais se acostumarem com elas. Apesar
disso, nas poucas vezes que poderia existir algum tipo de distragdo, os animais foram coletados
da mesma forma, demonstrando que com um condicionamento correto, fatores externos néo
atrapalham essa espécie. Dessa forma, ndo houveram muitos problemas nas coletas e apenas dois
animais falharam em ejacular durante o ano, apresentando 42/53 (79,3%) e 38/53 (71,7%)
coletas/tentativas respectivamente.

5.3.2 — Avaliagéo do comportamento sexual

O comportamento sexual dos animais foi avaliado através do tempo que o animal demora desde
a apresentacdo a fémea até a monta completa (tempo de reacéo) e da anotacdo dos diferentes
comportamentos durante as tentativas de coleta. A média do tempo de reacdo e da porcentagem
de cada comportamento de cada animal durante o ano, se encontram descritas na Tabela 8. As
médias bimestrais do tempo de reacdo de todos 0s animais estdo na Figura 11 e ndo apresentaram
diferenca significativa entre os meses (p > 0,05). A distribuicdo da porcentagem dos
comportamentos de todos os animais durante o ano dividido bimestralmente se encontra ilustrada
na Figura 12. O periodo maximo de avaliagdo foi de 10 minutos para cada touro.

O tempo de reacdo apresentou média no ano de 113,2 £ 72,7 segundos e ndo foram registradas

diferencgas significativas durante o ano (Figura 11). Dixit et al. (1984) também ndo relatou
diferencas significativas durante o ano enquanto Elsawaf et al. (1971), ao avaliar o interesse
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sexual de machos bubalinos com idades entre 3,5 e 4,5 anos, encontrou maior atividade sexual na
primavera e menor no outono.

Tabela 8 — Média + desvio padrdo dos tempos de reagdo (s) e propor¢des médias dos comportamentos
sexuais (%) de cada animal durante todo o periodo estudado

Touros
Média
1 2 3 4 5 6 7 8 9 total
886+ 613+ 1556+ 596+ 189+ 1899+ 1055+ 741+ 954+ 1132+
Tempo de reagdo (s) 38,8 19,8 108,7 35,7 56,8 65,1 42,1 33,7 50,7 72,7
Comportamentos
Cheiraravulva 30,2% 29,6% 28,7% 31,9% 259% 306% 244% 311% 28,3% 29%
Lamber avulva 10,3% 6,7% 11,4% 95% 119% 11,1% 10,8% 74% 11,1% 10%
Reflexo de Flehmen  25,7% 21,7% 357% 22,7% 312% 332% 16,3% 233% 252% 26,1%
Apoiar o Queixo 2,6% 2,5% 3,7% 7,7% 6,5% 8,2% 10,6% 1,3% 6,1% 5,4%
Cabecada 1,9% 1,2% 5,6% 2,2% 9,3% 4,8% 7,2% 2% 2,2% 4%
Exposicdo do pénis  4,5%  7,9%  39% 73%  3,2% 3% 9% 129% 58%  64%
Monta s/ exposi¢do  12,3% 7,1% 3,7% 7% 5,4% 2,2% 9% 112% 122% 7,9%
Monta incompleta  12,5% 23,3% 73% 11,7% 6,6% 6,9% 12,7% 10,8% 9,1% 11,2%
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Figura 11. Médias e desvio padréo bimestrais do tempo de reagdo em segundos de todos o0s touros
no periodo de 12 meses (n = 9). Letras iguais indicam resultados similares estatisticamente (p > 0,05).
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Além do tempo de reacdo, também foram anotados os diferentes comportamentos sexuais
apresentados pelos animais no momento da coleta. Dentre os comportamentos, os mais realizados
no ano foram cheirar a vulva e o reflexo de Flehmen com propor¢es médias de, respectivamente
29% e 26,1%, seguidos de monta incompleta (11,2%) e lamber a vulva (10%) (Tabela 8). Os dois
primeiros comportamentos citados, normalmente, eram realizados em conjunto, assim que o
animal era apresentado a manequim, sendo 0s primeiros registrados. Os atos de cheirar e lamber
a vulva e o reflexo de Flehmen sdo realizados para a identificacdo da fémea em estro (Oliveira et
al., 2007) e sdo importantes para a ativa¢do do comportamento sexual do animal uma vez que 0s
feromonios secretados pela fémea sdo captados pelo 6rgdo vomeronasal e, através do reflexo de
Flehmen, levados através de estimulos elétricos até o hipotdlamo, influenciando na liberacédo de
GnRH (Ottoni et al., 2015).

Os atos de cheirar a vulva e o reflexo de Flehmen se mantiveram em todos os bimestres como 0s
comportamentos mais realizados, mantendo sempre uma porcentagem acima de 25%. J& lamber
a vulva apresentou um aumento consideravel nos bimestres janeiro e fevereiro e margo e abril,
apresentando 17% e 15,5%, respectivamente. No restante dos meses esses valores ndo superaram
10% (Figura 12).

30%
28%
26%

24%

22%

20%

18%

16%

14%

12%

10%

8%

6%

- Wl o R

= Jil : I Bkl KEh
0% I

Maio/Jun Jul/Ago Set/Out Nov/Dez Jan/Fev Mar/Abril
B Cheirar vulva Lamber vulva Reflexo de Flehmen i Apoiar o queixo
B Cabecada M Exposi¢do do pénis B Monta s/ exposicio B Monta incompleta

Figura 12. Proporgao média bimestral (%) dos comportamentos sexuais observados de todos 0s animais no
periodo pré-coleta (n = 9).

Como jé citado anteriormente, a monta incompleta, ou seja, que o animal expds 0 pénis, mas ndo
chegou a ejacular, foi o terceiro comportamento mais realizado (11,2%) e, juntamente com a
monta sem exposicao do pénis (7,9%) eram realizadas antes da monta completa, a0 menos uma
vez (Tabela 8). Esses dois comportamentos sdo realizados pelo touro para testar a receptividade
da fémea, esperando que ela fique quieta para a realizacdo da cépula e foi relatado por Hafs et al.
(1962) que a qualidade do sémen tem uma melhora apds uma, duas ou trés falsas montas,
ocorrendo um maior volume do ejaculado, concentragdo maior e maior porcentagem de
motilidade espermatica.
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Com relacdo a variacao entre 0s meses, 0s bimestres maio e junho, julho e agosto, marco e abril
apresentaram para 0 comportamento de monta sem exposic¢ao, respectivamente, 9,7%; 10,9% e
9,7% e foram o0s meses com maiores valores, enquanto o restante do ano nao passou de 5,8%. Ja
a monta incompleta ndo variou muito durante o ano apresentando apenas o bimestre de julho e
agosto com uma porcentagem inferior ao restante com 6,1% enquanto que setembro e outubro
apresentou um pico de 13,1% e o restante dos meses ndo apresentou valores inferiores a 8,9%
(maio e junho) (Figura 12).

Os atos de apoiar 0 queixo e expor o pénis, na maioria das vezes, foram realizados, isoladamente
ou em conjunto, pouco antes do animal montar, seja para uma monta completa, incompleta ou
sem expor o pénis (essa Ultima, o animal retraia o pénis novamente para dentro do 6stio prepucial
na hora do salto) e ndo foram de grande importancia, apresentando apenas, respectivamente, 5,4%
e 6,4% no ano (Tabela 8) e sem muitas variacbes no ano com 0s meses de janeiro e fevereiro
apontando a menor média, 2,4% (Figura 12).

Os resultados acerca do comportamento sexual de bdfalos durante o ano do presente trabalho vao
de encontro aos encontrados por Samo et al. (2005) em estudo realizado em bufalos da raca
Kundhi. Os autores relataram altas porcentagens dos comportamentos de cheirar e lamber a vulva,
reflexo de Flehmen e cocar a cabeca na fémea. Ao contrério, os autores relataram alta
porcentagem de apoio de queixo na garupa da fémea.

Foi observado, também, comportamento homossexual e sodomia entre os animais do experimento
enguanto aguardavam no curral de espera. Segundo Phillips (2002), esse tipo de comportamento
estd muito mais relacionado a uma dominagédo social do que a um estimulo sexual, porém, no
presente trabalho, apesar dele ser realizado muito mais por dois dos animais, na maioria das vezes
esse comportamento foi realizado apds a coleta e, por isso, é provavel que tenha um forte
envolvimento sexual nesse tipo de conduta.

6 — CONCLUSOES

Bufalos da raca Murrah (Bubalus bubalis) criados em regido de clima subtropical imido (latitude
190 37" 12" sul e longitude 44° 02' 38" oeste) ndo apresentaram mudancas nas caracteristicas
seminais e no comportamento sexual decorrentes de variacdo sazonal pelo fotoperiodismo,
temperatura ambiente e umidade relativa do ar quando criados em boas condi¢fes de manejo e
alimentagdo, com areas de sombreamento e agua a vontade. Portanto, 0 manejo reprodutivo de
touros bufalos da raca Murrah é possivel durante o ano todo sem qualquer prejuizo a sua
fertilidade.
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9 — ANEXOS

Anexo 1- Médias e desvio padrdo bimestrais do volume espermatico (mL) do animal 1 no periodo
de 12 meses do experimento
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Anexo 2- Médias e desvio padrao bimestrais da motilidade espermatica (%) do animal 1 no periodo
de 12 meses do experimento
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Anexo 3- Médias e desvio padrdo bimestrais da concentragdo espermatica (x108/mL) do animal 1
no periodo de 12 meses do experimento

Concentragao espermatica animal 1
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Anexo 4- Médias e desvio padrdo bimestrais do nimero total de espermatozoides (x10°) do animal
1 no periodo de 12 meses do experimento
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Anexo 5- Médias e desvio padrdo bimestrais do volume espermatico (mL) do animal 2 no periodo
de 12 meses do experimento
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Anexo 6- Médias e desvio padrao bimestrais da motilidade espermatica (%) do animal 2 no periodo
de 12 meses do experimento
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Anexo 7- Médias e desvio padrdo bimestrais da concentragdo espermatica (x108/mL) do animal 2
no periodo de 12 meses do experimento

Conc. espermatica (x106/mL)
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Anexo 8- Médias e desvio padrdo bimestrais do nimero total de espermatozoides (x10°) do animal
2 no periodo de 12 meses do experimento
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Anexo 9- Médias e desvio padrdo bimestrais do volume espermatico (mL) do animal 3 no periodo

de 12 meses do experimento
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Anexo 10- Médias e desvio padrdo bimestrais da motilidade espermatica (%) do animal 3 no
periodo de 12 meses do experimento
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Anexo 11- Médias e desvio padrdo bimestrais da concentracdo espermatica (x108/mL) do animal
3 no periodo de 12 meses do experimento

Concentragao espermatica animal 3
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Anexo 12- Médias e desvio padrdo bimestrais do nimero total de espermatozoides (x10%) do
animal 3 no periodo de 12 meses do experimento

N2 de espermatozoides animal 3
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Anexo 13- Médias e desvio padrdo bimestrais do volume espermatico (mL) do animal 4 no periodo

de 12 meses do experimento

Volume espermatico (mL)

Volume espermatico animal 4

5.0
4.5
4.0
3.5
3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5
0.0

O g v
W O €
#° £ éo“‘ <& 3

&

Meses

Anexo 14- Médias e desvio padrdo bimestrais da motilidade espermatica (%) do animal 4 no
periodo de 12 meses do experimento

Motilidade espermatica (%)

Motilidade espermatica animal 4

100
95—

90—

85—

56



Anexo 15- Médias e desvio padrio bimestrais da concentracdo espermatica (x108/mL) do animal
4 no periodo de 12 meses do experimento
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Anexo 16- Médias e desvio padrdo bimestrais do nimero total de espermatozoides (x10%) do
animal 4 no periodo de 12 meses do experimento
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Anexo 17- Médias e desvio padrdo bimestrais do volume espermatico (mL) do animal 5 no periodo

de 12 meses do experimento

Volume espermatico (mL)

Volume espermatico animal 5

5.0
4.5
4.0
3.5
3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5
0.0

N g A
W OO N
"b\O G,Q} éd\ \QQ 3

&

Meses

Anexo 18- Médias e desvio padrdo bimestrais da motilidade espermatica (%) do animal 5 no
periodo de 12 meses do experimento
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Anexo 19- Médias e desvio padrdo bimestrais da concentracdo espermatica (x108/mL) do animal
5 no periodo de 12 meses do experimento

Concentragao espermatica animal 5
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Anexo 20- Médias e desvio padrdo bimestrais do nimero total de espermatozoides (x10%) do
animal 5 no periodo de 12 meses do experimento

N2 de espermatozoides animal 5

11000 —_
10000
9000
8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000

N total de espermatozoides

& & $°‘
M) R\ Q A
%Ql eo \Q @’b

o
Q&
'8‘0\ \&\

Meses

59



Anexo 21- Médias e desvio padrdo bimestrais do volume espermatico (mL) do animal 6 no periodo

de 12 meses do experimento
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Anexo 22- Médias e desvio padrdo bimestrais da motilidade espermatica (%) do animal 6 no
periodo de 12 meses do experimento
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Anexo 23- Médias e desvio padrdo bimestrais da concentracdo espermatica (x108/mL) do animal
6 no periodo de 12 meses do experimento

Conc. espermatica (x106/mL)
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Anexo 24- Médias e desvio padrdo bimestrais do nimero total de espermatozoides (x10%) do
animal 6 no periodo de 12 meses do experimento
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Anexo 25- Médias e desvio padrdo bimestrais do volume espermatico (mL) do animal 7 no periodo

de 12 meses do experimento
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Anexo 26- Médias e desvio padrdo bimestrais da motilidade espermatica (%) do animal 7 no
periodo de 12 meses do experimento

Motilidade espermatica (%)
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Anexo 27- Médias e desvio padrdo bimestrais da concentracdo espermatica (x108/mL) do animal
7 no periodo de 12 meses do experimento

Conc. espermatica (x106/mL)

3500~
3000:
2500:
2000:
1500:
1000:
500:
0

Concentragao espermatica animal 7

N 0 R\ ev S o
N LA Q < *
\0\ \\)\'\ (9?’}'\ $04\ \’bo\ @’b‘\
Meses

Anexo 28- Médias e desvio padrdo bimestrais do nimero total de espermatozoides (x10%) do
animal 7 no periodo de 12 meses do experimento
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Anexo 29- Médias e desvio padrdo bimestrais do volume espermatico (mL) do animal 8 no periodo
de 12 meses do experimento

Volume espermatico animal 8
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Anexo 30- Médias e desvio padrdo bimestrais da motilidade espermatica (%) do animal 8 no
periodo de 12 meses do experimento
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Anexo 31- Médias e desvio padrdo bimestrais da concentracdo espermatica (x108/mL) do animal
8 no periodo de 12 meses do experimento
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Anexo 32- Médias e desvio padrdo bimestrais do nimero total de espermatozoides (x10%) do
animal 8 no periodo de 12 meses do experimento
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Anexo 33- Médias e desvio padrdo bimestrais do volume espermatico (mL) do animal 8 no periodo
de 12 meses do experimento

Volume espermatico animal 9
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Anexo 34- Médias e desvio padrdo bimestrais da motilidade espermatica (%) do animal 8 no
periodo de 12 meses do experimento

Motilidade espermatica animal 9
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Anexo 35- Médias e desvio padrdo bimestrais da concentracdo espermatica (x108/mL) do animal
1 no periodo de 12 meses do experimento
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’TET 3500
o> 3000
o o
(|
X 2500-
s ]
2 2000
\m -
€ 15004
w -
& 10004
Q -
S 5004
£ ]
o 0-
O (o] \g AV Y \§
AR\ ISR N\ o
Meses

Anexo 36- Médias e desvio padrdo bimestrais do nimero total de espermatozoides (x10%) do
animal 1 no periodo de 12 meses do experimento

N2 de espermatozoides animal 9
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Anexo 37- Média + desvio padrdo bimestrais da porcentagem de espermatozoides morfologicamente
normais de cada animal no periodo de 12 meses do experimento

Espermatozoides normais (%)

Touros  Maio/Junho Jul/Ago Set/Out Nov/Dez Jan/Fev Marco/Abril
1 931+21 925+2,6 875+3 86,1+11,8 938+26 90,2+ 3,7
2 90,319 89,8+23 864+37 915+37 894x21 90+3
3 942 +3,1 912+35 882+42 925+28 946+18 951+15
4 90,725 913+2 837+44 897+28 888%18 93,2+15
5 93,4+26 93,7£2,6 91+27 90,5+6,7 93,1+28 93,1+3,2
6 913+15 942+23 8837+33 885+21 892+17 93,2+3,3
7 92,3+2,2 913+18 897+44 886+52 90,7181 939+34
8 89,1+3 858+5 79,8+49 88,15 87,4+29 90,1+3
9 93,2+2,2 90,1+45 87,7+52 861+43 90,9+29 93+£3.3

Média 92+1,7 912+25 87+34 895+27 912+25 92,3+18

Anexo 38- Médias do tempo de reagdo de cada animal no periodo de 12 meses do experimento

Tempo de reacéo (S)

Touros Maio/Junho Jul/Ago Set/Out Nov/Dez Jan/Fev Marco/Abril
1 77,4 98,3 101,6 97,2 110,7 46,2
2 54,8 57,7 46,6 85,4 42,6 81
3 57,1 177,6 87,7 327,5 162,9 120,7
4 74,5 75,7 60,2 72 39,5 354
5 123,6 185,9 2357 186 249,1 1535
6 268 108,1 168,5 220,2 161,4 213,1
7 84,9 80,7 93,2 99,5 138,6 136,2
8 72,7 51,5 85,8 128,2 55,6 51,1
9 80,9 88,1 165,1 103,3 80,2 55

Média 99,3 102,6 116 146,6 115,6 99,1
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