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“Muita gente prefere ndo acreditar que os animais tém emocoes. Acho que as emocoes
dessas pessoas estdao bloqueando a logica”.

(Temple Grandin)






RESUMO
O objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia do conforto térmico sobre pardmetros seminais
padrdo e caracteristicas morfométricas de cabecas de espermatozoides de touros jovens da
raca Gir Leiteiro divididos em dois grupos. Foram utilizados dados de 42 touros divididos em
duas classes de idade: Grupo A (18 a 25 meses) e Grupo B (26 a 31 meses). Dados
meteoroldgicos foram adquiridos por meio da estacdo meteoroldgica automatica da cidade de
Uberaba e foram aplicados para caracterizacdo ambiental e para o calculo do indice de
temperatura e umidade (ITU) no dia em que os animais chegaram ao local do experimento
(TO), 20 dias apds o TO (T20) e 65 dias apds o TO (T65). Os animais foram avaliados quanto
ao perimetro escrotal (PE), qualidade espermética e morfometria das cabecas dos
espermatozoides por meio de duas coletas de sémen por eletroestimulacdo com intervalo de
45 dias (T20 e T65). Foram determinadas a classificagdo androldgica por pontos (CAP) e
escore de condigdo corporal (ECC). Para caracterizacdo dos grupos foi realizado o teste T néo
pareado para comparagdo dos dois grupos e para analise da correlacdo entre PE e idade foi
realizada a Correlacdo de Pearson ambos com o programa Graphpad Prism 6.0®. Para
caracterizacdo do ambiente foi realizada estatistica descritiva. Para analise dos parametros
seminais e morfométricos das cabecas dos espermatozoides foi realizado Analise de Variancia
(ANOVA) seguido de teste de Tukey a 5% de significancia. O coeficiente de correlagdo entre
PE e idade foi de 0,48. As diferencas significativas encontradas (P<0,05) foram: PE foi menor
no grupo A (30,62+2,57 cm) que o B (32,57+2,34 cm); indice de Temperatura e Umidade
maior no T20 que os outros dias avaliados; foi observada motilidade menor no Grupo B (T20)
70,71+10,76% e (T65) 69,05+17,29% que no Grupo A (T20) 57,38+22,45% e (T65)
54,29+29,08%; o percentual de defeitos menores foi inferior no Grupo A (T20) 3,43+3,25%
comparado ao B (T65) 10,19+9,73%; a area da cabeca foi menor no Grupo A (T20)
10,07+0,58um e no Grupo B (T20) 9,82+0,59um comparado ao Grupo A (T65)
10,52+0,42um e Grupo B (T65) 10,33+0,69um. O perimetro do Grupo A (T65)
10,61+0,27um foi maior que o Grupo A (T20) 10,33 = 0,32 um e Grupo B (T20) 10,27 £
0,34um. A largura do Grupo A (T65) 2,12+0,06 um e do Grupo B (T65) 2,09 £ 0,07um foi
maior que o Grupo B (T20) 2,03 £ 0,07 um. O comprimento do Grupo A (T65) 4,11+0,14um
foi maior que o Grupo B (T20) 3,97+0,13um. E Fourier 3 do Grupo B (T20) 70,01+4,37 foi
menor que o Grupo A (T20) 75,45 + 6,01 e (T65) 75,96 = 5,06. Conclui-se que a raga

apresenta adaptabilidade para as referéncias androldgicas quanto as questdes ambientais.

Palavras-chave: ITU. Machos. Sémen. Zebu.
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ABSTRACT
The objective of this paper was to evaluate the influence of thermal comfort on standard
seminal parameters and morphometric characteristics of sperm heads from young Gir Leiteiro
bulls divided into two groups. Data from 42 bulls divided into two age classes were used:
Group A (18 to 25 months) and Group B (26 to 31 months). Meteorological data were
acquired through the automatic weather station in the city of Uberaba and were applied for
environmental characterization and for calculating the temperature and humidity index (ITU)
on the day the animals arrived at the experiment site (T0), 20 days after TO (T20) and 65 days
after TO (T65). The animals were evaluated for scrotal circumference (SP), sperm quality and
morphometry of the sperm heads by means of two semen collections by electrostimulation
with an interval of 45 days (T20 and T65). The andrological classification by points (CAP)
and body condition score (BCS) were determined. To characterize the groups, the unpaired T
test was performed to compare the two groups and to analyze the correlation between PE and
age, Pearson's Correlation was performed, both with the Graphpad Prism 6.0® program.
Descriptive statistics were used to characterize the environment. To analyze the seminal and
morphometric parameters of the sperm heads, Analysis of Variance (ANOVA) was performed
followed by Tukey's test at 5% significance. The correlation coefficient between PE and age
was 0.48. The significant differences found (P<0.05) were: PE was smaller in group A
(30.62+2.57 cm) than in group B (32.57+2.34 cm); Temperature and Humidity Index higher
in T20 than the other evaluated days; lower motility was observed in Group B (T20)
70.71+10.76% and (T65) 69.05+17.29% than in Group A (T20) 57.38+22.45% and (T65) 54
.29+£29.08%; the percentage of minor defects was lower in Group A (T20) 3.43+3.25%
compared to B (T65) 10.19+9.73%; the head area was smaller in Group A (T20)
10.07+0.58um and in Group B (T20) 9.82+0.59um compared to Group A (T65)
10.52+0.42um and Group B (T65) 10.33£0.69um. The perimeter of Group A (T65)
10.61+0.27um was greater than that of Group A (T20) 10.33 = 0.32 um and Group B (T20)
10.27 £ 0.34pum. The width of Group A (T65) 2.12+0.06 um and of Group B (T65) 2.09 +
0.07 um was greater than that of Group B (T20) 2.03 £ 0.07 pum. The length of Group A
(T65) 4.11+0.14um was greater than that of Group B (T20) 3.97+£0.13um. And Fourier 3 of
Group B (T20) 70.01+4.37 was lower than Group A (T20) 75.45 + 6.01 and (T65) 75.96 +
5.06. It is concluded that the breed presents adaptability to andrological references regarding

environmental issues.

Keywords: Males. Semen. THI. Zebu.
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

De acordo com o IBGE (2020), em 2019 o rebanho bovino brasileiro alcancou o ponto
de 214,7 milhdes de cabecas de gado, mantendo o pais com o segundo maior rebanho bovino
do mundo. Juntamente com esses dados, a producdo de leite de vaca também cresceu nesse
mesmo ano chegando a 34,8 bilhdes de litros, 0 que pode ser explicado pelo aumento da
produtividade, ja que o Brasil detém o total de 16,3 milhdes de vacas ordenhadas.

Uma forma de aumentar a produtividade do rebanho é utilizar machos geneticamente
superiores e com comprovada fertilidade (GUIMARAES et al., 2011). Para essa Ultima,
touros selecionados por meio de exame andrologico sdo capazes de proporcionar elevado
retorno econémico e beneficio em indices zootécnicos (ALMEIDA et al., 2020).

A Classificacdo Androlégica por Pontos (CAP) permite classificar touros em quatro
classes (aptos, questionaveis, inaptos e em imaturos) por meio de pontos atribuidos com base
em caracteristicas reprodutivas (motilidade espermaética, morfologia espermatica e perimetro
escrotal; FOLHADELLA, 2006; GUIMARAES et al., 2011), fazendo dela uma alternativa
para otimizar a sele¢do de touros melhoradores.

Esse sistema de classificacdo por pontos € vastamente utilizado em programas de
melhoramento genético. Porém, pouco é avaliada a influéncia que o fator ambiental pode
causar sobre caracteristicas seminais dos touros avaliados, ja que a qualidade seminal pode ser
reduzida quando ocorre momentos de estresse térmico. Pois altas temperaturas e insolacdo
escrotal podem afetar a espermatogénese 0 que causa queda da motilidade progressiva e
aumento das anormalidades espermaticas (QUEIROZ et al., 2015).

No caso da bovinocultura, a eficiéncia reprodutiva é um dos aspectos importantes,
visando lucratividade, de um sistema produtivo. Por esse motivo é importante o conhecimento
sobre aspectos que englobam a avaliacdo da qualidade seminal dos touros, bem como a
influéncia que os mesmos podem sofrer por conta de fatores climaticos, a fim de atribuir a
verdadeira selecdo de animais superiores e bem adaptados ao clima tropical como touros

melhoradores.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bovinocultura de Leite

A producéo de leite formal no Brasil em 2019 foi de 25.010 milhdes de litros de leite e
a disponibilidade liquida total de leite foi de 35.489 milhdes de litros (EMBRAPA, 2020).
Porém, a producgdo e a produtividade da atividade leiteira no Brasil tende a crescer com a
reducdo do tamanho das propriedades produtoras e com incremento do nimero de animais em
producdo por propriedade. Tal fato pode ser confirmado por Vilela et al. (2017) que afirma
que as projecOes para 2025 sdo de 39 milhdes de litros de leite produzidas.

Entretanto, estudos atentam sobre os limites de recursos de producdo, sinalizando que
nos préximos 50 anos apresentardo dificuldades para expandir a producdo agricola mundial e
exigira estratégias inovadoras e avancos cientificos (VILELA et al., 2017).

Um dos avancgos cientificos que pode ser citado € o uso de animais adaptados as
condic@es climaticas tropicais para aumentar a producdo de leite no Brasil. Para isso, 0 uso de
genotipos lucrativos, principalmente os que além de acrescentar a producdo de leite se
associam a caracteristicas funcionais, se torna viavel pois permitem produzir leite com baixo
custo, além de alta lucratividade e rentabilidade (XIMENES; MARTINS, 2018).

Wenceslau et al. (2000) afirmam que na pecuéria leiteira no Brasil a participacdo de
racas zebuinas é significativa devido ao grande nimero de rebanhos zebus e azebuados com
foco em producédo de leite, principalmente da raca Gir Leiteiro, a qual é muito utilizada para
cruzamentos com racgas europeias especialmente leiteiras, obtendo mesticos.

A raca Gir Leiteiro apresenta perfil ultra convexo, fronte larga, marrafa jogada para tras,
ndo apresentando nimbure (saliéncia ou crista Gssea) e chanfro reto. A boca € grande, o
focinho, cilios e olhos sdo de pigmentacdo escura e o ultimo em formato eliptico. As orelhas
sdo de tamanho médio, pendentes e de inicio comecam encartuchadas, abrem para fora,
curvam para dentro na ponta e sdo voltadas para a face. Os chifres sdo simétricos, grossos na
base, saem para baixo e para trés, de forma eliptica se voltam para cima e se curvam para
dentro e sdo escuros. A pele é preta ou escura para proporcionar tolerancia a radiacéo solar e o
pelo é fino e curto. Além disso, a raca produz um leite muito apreciado pela inddstria de
laticinios por apresentar alta porcentagem de gordura e proteina (ABCGIL, 2014).

O Programa Nacional de Melhoramento Genético do Gir Leiteiro (PNMGL) € um dos
fatores base para a evolucdo da genética dessa raga no Brasil, visando identificar e selecionar

touros geneticamente superiores para caracteristicas de producdo e avaliar a genética dos
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animais dos rebanhos participantes. O PNMGL é realizado pela Associacdo Brasileira dos
Criadores de Gir Leiteiro em conjunto com a Embrapa Gado de Leite (ACGZ, 2012).

A partir do ano de 2009 uma nova etapa do PNMGL se iniciou: a Prova de Pré-Selecéo
de Touros para o Teste de Progénie. Nessa prova caracteristicas reprodutivas relacionadas a
producdo comercial de sémen dos touros candidatos ao teste de progénie, temperamento,
libido e caracteristicas de conformac&o sdo avaliadas. Esta etapa tem como objetivo construir
um banco de dados para caracteristicas reprodutivas de machos Gir Leiteiro para posteriores
estudos de associacdo entre genetica e caracteristicas reprodutivas, produtivas e de vida util.
Dessa forma, elevara a acurécia e a aplicabilidade para a selecdo da raca (FERNANDES et
al., 2021).

2.2 Selecéo andrologica de machos bovinos

As caracteristicas quantitativas sdo usadas para reconhecer a capacidade reprodutiva de
machos bovinos, sendo elas: medidas testiculares e qualidade do sémen. Dentro de medidas
testiculares, o perimetro escrotal € o parametro mais utilizado em programas de selecdo para
predizer caracteristicas quantitativas e qualitativas do sémen e caracteristicas
morfofisioldgicas dos testiculos, se tornando um indicativo para de precocidade sexual
(GUIMARAES et al., 2011).

Por outro lado, o exame androldgico é o principal recurso utilizado para garantir a
fertilidade juntamente com o melhoramento genético de bovinos, por consequéncia o touro é
responsavel por mais de 90% do potencial genético de um rebanho (CHAVES et al., 2007).

Esse exame é caracterizado pela avaliagdo clinica do animal, do perimetro escrotal e
avaliacdo do sémen (motilidade, vigor, concentracdo, turbilhonamento e morfologia) e o
perimetro escrotal para que seja considerado normal para a reproducdo em zebuinos deve
apresentar no minimo 30 cm durante maturidade sexual. (FOLHADELLA et al., 2006).

Outro critério de selecdo de touros é o teste de comportamento de libido e capacidade de
servico para indicar se o animal é capaz ou ndo de se acasalar. Porém, o teste de libido ndo é
capaz de prever a fertilidade individual do touro, o que gera a necessidade de padronizagdo
dos testes para comparar e validar a libido entre os touros avaliados. No mais também ¢
necessario adequar os critérios de pontuacdo destes testes de acordo com as diferencas

comportamentais entre bovinos taurinos e zebuinos (SILVA et al., 2015).
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E possivel observar que o potencial reprodutivo de um touro é o conjunto de varios
fatores relacionados a reproducéo, tornando possivel propor distintos sistemas de pontuagéo
que agem como padrdo para selecdo andrologica (RONDA et al., 2019).

Touros selecionados por meio do exame androlégico promovem maior retorno
econdmico e melhora dos indices produtivos, sendo esse acréscimo de 6% em fertilidade para
animais que foram aprovados na avaliacdo androldgica (ALMEIDA et al., 2020).

Desta forma, a Classificacdo Andrologica por Pontos (CAP) € um desses sistemas, uma
vez que possibilita a classificacdo em aptos, questionaveis, inaptos e em imaturos e apresenta
eficiéncia em selecionar touros zebus a partir de dois anos de idade (FOLHADELLA et al.,
2006).

Assim, os programas de melhoramento genético buscam alcancar a selecdo destes
animais a fim de demonstrar a precocidade sexual, j& que nessa fase todos os Orgaos
reprodutivos recebem transformacdo estrutural, pelo inicio da producdo de espermatozoides
pelas concentragdes de hormdnios masculinos nas gonadas (GUIMARAES et al., 2011).

Esse dado comprova a importancia da selecdo de touros com alto potencial reprodutivo
e geneticamente superiores para incremento de melhores indices zootécnicos, devido a
fertilidade do rebanho esta relacionada a quantidade de fémeas inseminadas (OLIVEIRA et
al., 2008; GUIMARAES et al., 2011).

Contudo, é preciso considerar que nem todo touro apresentado como satisfatorio esta
apto a reproducdo (ALMEIDA et al., 2020). Isso se deve a cerca de 40% de touros inférteis e
subférteis estarem sendo utilizados devido a fatores como baixo percentual de espermatozoide
com integridade de membrana plasmatica e fatores bioquimicos, como a qualidade do DNA
do espermatozoide (RONDA et al., 2019).

2.3. Fertilidade de machos bovinos

A espermatogénese € a totalidade dos eventos que ocorrem nos testiculos para a
producdo de espermatozoides. Portanto, € uma série de divisGes celulares consecutivas que
ocorrem no epitélio dos tabulos seminiferos, onde uma célula germinativa diploide se
transforma em um gameta masculino haploide. Esse processo tem uma duracdo média de 60
dias (ARRUDA et al., 2015).

E de fundamental importancia o conhecimento da fisiologia do desenvolvimento
testicular e ponderal e dos fatores que podem influenciar a capacidade da produgéo

espermatica e a precocidade sexual (MELLO et al., 2016).
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A circunferéncia escrotal aumenta de acordo com idade e peso do animal até que
alcance a puberdade, quando se inicia a vida reprodutiva do animal com o inicio da
espermatogénese, aparecimento da libido, liberacdo do pénis, do frénulo prepucial e ejaculado
com no minimo 50 milhGes de espermatozoides e 10% de motilidade progressiva
(ASSUMPCAO et al., 2013). Apds esse acontecimento seu desenvolvimento é mais lento
indicando a maturidade sexual, representada por alteracfes quantitativas e qualitativas do
sémen e com niveis de testosterona que se estabilizam entre 16 a 20 semanas apds a
puberdade. Nesse estagio o ejaculado apresenta 50% de motilidade progressiva, defeitos
espermaticos maiores no maximo de 10% e defeitos espermaticos menores de no maximo
20%. Isso mostra que a atividade reprodutiva esta diretamente ligada aos testiculos, ja que séo
responsaveis pela espermatogénese e pela producdo de androgenos, principalmente a
testosterona (ASSUMPCAO et al., 2013).

E possivel avaliar a fertilidade de touros por meio de caracteristicas fenotipicas do
animal e do sémen. Um exame clinico do individuo juntamente com um espermiograma faz
parte da selecdo reprodutiva (ASSUMPCAO et al., 2013).

Orgéos genitais externos sdo examinados por palpacio e inspecdo e os internos por
palpacdo retal. Nesse exame o objetivo é observar a simetria, dimensdes, consisténcia e se sdo
compativeis com a idade, raca e desenvolvimento do animal (MARIANO et al., 2015).

A andlise do pénis e do prepucio é realizada por inspecdo e palpacdo e pela
identificacdo de lesbes, aderéncias ou fibromas e fibroses que dificultam a exposi¢cdo do pénis.
A avaliacdo dos cordBes espermaticos, saco escrotal, testiculo e epididimos também ¢é
realizada pela palpacdo. Avaliar os cordGes espermaticos € importante, pois auxilia o
mecanismo de termorregulacdo testicular. No saco escrotal sdo observados a presenca de
cortes, parasitas, cicatrizes, dentre outras alteracdes. Ja nos testiculos e epididimos alteracGes
podem interferir na producdo, na maturacdo e armazenamento espermatico (PELLEGRIN et
al., 2009).

Como exame laboratorial é considerado a analise de sémen e para que iSsO ocorra
existem diferentes tipos de colheita de sémen que devem ser avaliadas de acordo com o
objetivo da colheita. A colheita com vagina artificial ¢ amplamente usada para o
congelamento de sémen, principalmente pela concentracdo do ejaculado que permite maior
numero de doses de sémen congelada. O eletroejaculador € utilizado para colheita de touros a

campo, mas também é usado para congelamento. A massagem das ampolas dos ductos



18

deferentes e vesiculas seminais € usada em touros jovens em seu primeiro exame clinico, mas
também pode ocorrer antes da colheita com o eletroejaculador (PELLEGRIN et al., 2009).
Segundo Ferreira (1993) touros que nao sdo considerados normais em razdo de
problemas nos testiculos, epididimo, corddo espermatico, prostata, vesicula seminal e bolsa
escrotal podem apresentar também problemas como aspermia (auséncia de ejaculacéo),
oligospermia (baixa concentracdo de espermatozoides no ejaculado), necrospermia
(espermatozoides mortos ou com baixa vitalidade), ou azoospermia (auséncia de

espermatozoides no ejaculado).

2.4 Fatores que afetam a fertilidade de machos bovinos

A producdo seminal depende de varios fatores que podem ou nédo estar relacionados
para que todo o processo ocorra de forma eficaz.

Fatores como estado nutricional, idade, genética, clima e alimentagdo podem
influenciar a producéo e a qualidade do sémen (MELLO et al., 2016).

A subnutricdo diminui a secre¢do do hormonio luteotrofico (LH) e o controle do feed
back negativo pela testosterona no hipotdlamo para a liberacdo do hormdnio gonadotrofico
(GnRH), o que altera a funcdo testicular. Quando a subnutricdo é grave ocorre a reducgdo do
peso Vvivo e testicular que pode refletir na taxa de gestacdo da proxima estacdo de monta, visto
gue animais subnutridos demoram por volta de quatro meses para se recuperar (MELLO et
al., 2016).

Todavia, animais obesos apresentam menor libido, capacidade de monta e fertilizagao
da fémea, 0 que pode fazer com que manifestem condicio de subfertilidade (AZEVEDO,
2007). O excesso de gordura subcutanea pode se acumular no cordao testicular o que afeta a
termorregulacdo do plexo pampiniforme, acarretando hipertermia, reducéo da concentracdo de
testosterona intratesticular, a reserva epididimaria e aumento das anormalidades espermaticas
(MELLO etal., 2016).

Animais mais jovens apresentam maior libido e, consequentemente, maior quantidade
de montas por servico e gastam mais energia na tentativa de montar as fémeas, embora
finalizem uma pequena porcentagem das montas. Porém, uma pequena quantidade das fémeas
que foram realmente cobertas fica gestantes, indicando um problema de fertilidade de touros
mais jovens (BEEFPOINT, 2003).

Touros zebuinos apresentam um comportamento que exige menor esforgo fisico

guando encontram uma fémea receptiva quando comparado aos animais europeus. 1sso sugere
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que animais mais adaptados utilizem recursos diferentes que permitem um menor desgaste
durante o cortejo e a monta. Touros europeus menos adaptados ao clima tropical se desgastam
mais rapidamente durante a estacdo de monta e debilitam até reduzir sua vida util (MELLO et
al., 2016).

A alta producdo e menor capacidade de dissipar calor é o fator primordial responsavel
pela redugdo da fertilidade dos animais em ambientes tropicais. A dificuldade da
termorregulacdo testicular afeta a fertilidade dos machos bovinos. Animais zebuinos
apresentam varias caracteristicas que permitem ser mais adaptados, como por exemplo, a
menor circunferéncia escrotal, que possuem menor distancia entre o centro e a extremidade e
permite a dissipacdo do calor de forma eficiente (BEEFPOINT, 2003).

A alimentacdo tem um efeito de extrema importancia sobre a reproducdo. Alimentagédo
com energia restrita causa reducdo do desenvolvimento testicular e producdo espermatica, e
com longa duragdo pode causar infertilidade (MELLO et al., 2016). Essa restricdo durante a
fase de crescimento dos machos pode ocasionar problemas de fertilidade permanentes
(BEEFPOINT, 2003). Portanto, deficiéncia de vitaminas, minerais, proteinas e energia,
principalmente em animais em desenvolvimento, pode ter como consequéncia atrofia e
degeneracdo testicular pela reducdo da producdo de hormdnios gonadotréficos (LH e FSH,
MELLO et al., 2016).

Além dos fatores citados acima, a presenca de ectoparasitas, queimaduras solares ou
pelo frio, traumatismo localizados na bolsa escrotal e a exposicdo da regido a radiacdo e
agentes clorados podem provocar disfungdes na termorregulacdo e, consequentemente, na
espermatogénese (MELLO et al., 2016).

2.5. Conforto e estresse térmico

Como visto anteriormente, a producdo de espermatozoides sofre influéncia do clima,
portanto, torna-se necessario o conhecimento sobre conforto e estresse térmico, assim como o
estresse térmico pode interferir sobre a fertilidade de machos bovinos.

O clima pode agir de maneira isolada ou em conjunto sobre o comportamento animal,
podendo comprometer a produtividade e o bem-estar animal. Para que isso ndo ocorra 0S
animais possuem uma zona de conforto térmico, na qual para taurinos se encontra entre 0°C e
16°C e para zebuinos entre 10°C e 27°C por serem mais adaptados ao clima tropical. No
entanto, temperaturas entre 13°C e 18°C sdo confortaveis para a maioria dos ruminantes. Essa

zona de conforto pode sofrer influéncia quanto a espécie animal, umidade relativa e
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velocidade do ar, estado fisiologico do animal e grau de radiacéo solar (CATTELAM; VALE,
2013).

Os bovinos sdo homeotérmicos e por isso conseguem manter sua temperatura interna
constante independente da temperatura ambiente. 1sso se deve ao sistema termorregulador que
esses animais possuem, o qual quando ndo é necessario, é indicio que o animal se encontra
dentro da zona de conforto. Para controle da sua temperatura, quando a temperatura ambiente
€ menor que a superficie corporal o calor passa para 0 ambiente por processos fisicos de
radiacdo, quando o animal entra em contato fisico com superficie menos quentes por
conducdo e pelo efeito dos ventos por conveccdo. Ja para controlar a temperatura corporal
quando a temperatura do ambiente é mais elevada que a superficie do corpo, o calor pode ser
perdido por evaporacdo pela producdo de suor, pela vasodilatacdo ou evaporacdo no aparelho
respiratorio através do aumento do ritmo respiratorio e por conducgédo e conveccao do interior
do organismo do animal (MEDEIROS; VIEIRA, 1997).

Ja para realizar o controle da temperatura testicular o escroto apresenta mecanismos que
torna mais facil a termorregulacdo. A pele escrotal fina, com pouca presenca de pelos, com
pouca gordura subcutanea e abundante sistema de vasos sanguineos e linfaticos favorecem a
perda de calor. A posicdo pendular dos testiculos possibilita que sejam posicionados afastados
da cavidade abdominal, facilitando também a perda de calor. O sistema vascular da regido
também chamado de plexo pampiniforme rodeia a artéria testicular, realizando a refrigeracédo
do sangue arterial pelo mecanismo de contracorrente (sangue arterial perde calor para o
sangue venoso). Além disso, 0 escroto apresenta estruturas musculares que auxiliam a
termorregulacdo testicular (masculo cremaster e tlnica dartos). O musculo cremaster é capaz
de contrair para aproximar os testiculos da cavidade abdominal durante clima frio, porém, nédo
é eficiente para manter a contracdo por longos periodos de tempo. A tanica dartos é uma faiax
fina de musculatura com movimentacédo involuntéria, a qual contrai ou relaxa dependendo da
temperatura ambiental (GARCIA, 2004).

Quando o mecanismo termorregulador ndo tem capacidade de garantir o equilibrio
térmico provocado pela elevacdo da temperatura ambiente, ocorre a hipertermia
(MEDEIROS; VIEIRA, 1997). Quando as trocas de calor entre animal e ambiente s&o
ineficientes ocorrem casos de estresse térmico (ABREU, 2011). Porém, € preciso considerar
que a temperatura corporal é resultado da producdo de calor total (calor produzido pelo

animal e calor ambiental) menos a capacidade de dissipar esse calor (BARBOSA, 2017).
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Utilizar ragas geneticamente adaptadas a regido ou modificar o ambiente de
acondicionamento dos animais para reduzir o efeito do estresse térmico séo alternativas para
melhorar o desempenho animal (CATTELAM; VALE, 2013).

E necessario considerar que mesmo touros mantidos em Centrais de Inseminacio
podem sofrer o efeito do clima (QUEIROZ et al., 2015).

2.6. Efeito do estresse térmico sobre a reproducao

Segundo Barbosa (2017) os processos reprodutivos podem ser interrompidos pelo
estresse térmico por dois meios: drasticas mudancas na homeostasia para a termorregulacdo
(mudanga do fluxo sanguineo para as areas periféricas para aumentar a perda de calor) e
reducdo da ingestdo de alimentos, a qual reduz o calor metabdlico, mas afeta o balango
energético.

As altas temperaturas afetam a espermatogénese e insolagéo escrotal causa queda da
motilidade progressiva e aumento das anormalidades espermaéticas (QUEIROZ et al., 2015).
Além disso pode causar esterilidade por determinado periodo, diminuicdo da producédo de
sémen, queda da fertilidade e degeneracdo do epitélio reprodutivo (MEDEIROS; VIEIRA,
1997).

Fisiologicamente o estresse caldrico ativa o eixo hipotadlamo-hip6fise-adrenal (HHA)
causando antagonismo entre seus hormdénios e os do eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal
(HHG). Essa inibicdo ocorre quando héa liberacdo do hormonio liberador de corticotropina
(CRH) pelo hipotalamo, o qual inibe a secre¢do de GnRH no hipotalamo. Desta forma, reduz
a liberacdo na adenohipdfise do FSH e LH. Consequentemente, a secre¢do de hormonios
esteroides gonadais € bloqueada. Além disso, durante o estresse térmico 0s receptores para
gonadotrofinas das células gonadais sdo afetados diretamente causando desequilibrio
hormonal e reducédo da sensibilidade das células parao LH e FSH (COUTO, 2013).

Para funcdo total do parénquima testicular é necessaria uma temperatura por volta de
33°C (MELLO et al., 2016), sendo de 4°C a 7°C abaixo da temperatura corporal (VIEIRA et
al., 2018) e qualquer alteracdo de 0,5°C a 1°C acima do normal desencarreta em hipdxia do
tecido testicular e epididimaério, interferindo no desenvolvimento da célula espermatica. Tal
fato ocorre pela alteragdo do fluxo sanguineo que eleva o metabolismo e reduz o oxigénio.
Além disso, o calor e a hipoxia reduzem a quantidade de LH disponivel e, consequentemente,

de testosterona, afetando a funcéo testicular (MELLO et al., 2016).
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Em touros taurinos acondicionados em regides tropicais a queda da qualidade do
sémen é ainda mais acentuada durante o estresse térmico. Isso ndo ocorre somente pelo
mecanismo de termorregulacdo ser menos eficiente, mas também pela maior quantidade de
acidos graxos poli-insaturados encontrados na membrana do espermatozoide, predispondo a
um intenso estresse oxidativo (SOUTO, 2018).

O estresse térmico afeta também o pH do sémen e o volume do ejaculado,
principalmente de ragas europeias e consequéncias na qualidade do espermatozoide é mais
pronunciado durante as primeiras semanas de espermatogénese (MOURA et al., 2011).

AlteracGes no pH seminal ap6s o estresse térmico testicular pode ser consequéncia da
modificacdo da composicdo bioquimica do ejaculado (secre¢des dos testiculos e
epididimarias) e também resultado da morte de espermatozoides causada pelo estresse térmico
(MOREIRA et al., 2001).

Além disso, o clima afeta a capacidade de desenvolvimento testicular e por
decorréncia a diminuicdo de espermatocitos e maturacdo das espermatides, devido a reducéo
da capacitacdo esteroidogénica das células de Leydig, reduzindo a producdo espermatica
(OLIVEIRA et al., 2012).

2.7. Métodos de avaliacdo androlégica
Durante o exame androlégico além das analises das caracteristicas seminais, algumas
caracteristicas do animal também sdo avaliadas.

O perimetro escrotal é aferido transversalmente na regido de maior didmetro do escroto
com utilizacdo de fita métrica milimetrada, envolvendo as duas gdnadas e pele escrotal
(GRESSLER et al., 2000; RONDA et al., 2019).

A idade do animal no momento do exame também deve ser considerada. Para isso, a
idade geralmente é contada em meses a partir da data de nascimento até o dia da coleta
seminal.

O escore de condicdo corporal € medido se baseando na observacdo da deposicdo de
gordura na insercdo da cauda (MERCADANTE et al., 2006). Para animais de leite a escala
utilizada é de 0 a 5, onde 0 é ponto de morte e 5 muito gordo e para animais de corte a escala
foi adaptada com valores intermediarios para animais dos quais a condi¢do corporal ndo se
encaixa nesses valores, funcionando como uma escala de 11 pontos (EDMONSON et al.,
1989).
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A afericdo da temperatura testicular, superficial e retal ndo é comumente realizada nesse
momento. Porém pode ser utilizada para verificar alteracGes das caracteristicas fisioldgica dos
animais que podem ser afetados pelo estresse térmico (SOUTO et al., 2021). As temperaturas
testiculares e superficiais podem ser aferidas com o uso de termografia infravermelha
(SOUTO et a., 2021) ou com termdmetro infravermelho a laser em diversos locais do animal
(BARBOSA et al., 2014). A temperatura retal é aferida com termémetro clinico (BARBOSA
etal., 2014; SOUTO et al., 2021).

2.7.1. Analise macro e microscopica do sémen

Ap0s a colheita do sémen, é preciso analisa-lo imediatamente quanto as caracteristicas
fisicas. Sdo observados volume, aspecto e variaveis cinéticas (turbilhonamento, motilidade e
vigor). O volume depende do método de colheita e 0 aspecto pode ser influenciado pela
presenca de urina, sangue ou pus. Pode ser classificado em aquoso, leitoso, cremoso-fino,
Cremoso espesso ou cremoso e apresenta relagdo com a concentracdo espermética. O
turbilhonamento ¢é a intensidade da onda de movimentacdo dos espermatozoides e pode variar
de 0 a 5, no qual zero é a auséncia de movimento em massa e cinco muita movimentacéo. A
motilidade é o nUmero de espermatozoides que apresentam motilidade progressiva em cada
100 espermatozoides observados e sdo considerados apenas aqueles com motilidade retilinea
e progressiva. O vigor também varia de 0 a 5 e € a intensidade com que a célula de desloca no
campo do microscopio. Ja a concentracdo é a quantidade de espermatozoides em um volume
de ejaculado e varia de acordo com a raca, método de coleta, nutricdo, patologias, de
individuo para individuo e estacdo do ano. A morfologia é dividida em defeitos maiores e
defeitos menores (MARIANO et al., 2015).

Para avaliacdo do volume do ejaculado pode ser utilizada uma proveta graduada
(RONDA et al., 2019). A concentracdo espermatica/ml é calculada com o uso de cadmara de
Neubauer diluindo uma amostra de sémen em solucdo formol salina geralmente na proporgéo
de 1:200 contando cinco quadrados da camara em diagonal (sem contar 0s espermatozoides
com cabecas sobre as bordas laterais esquerdas e inferiores). A concentragdo espermatica/ml é
entdo calculada com uso de uma formula, multiplicando por 10.000.000 (BARBOSA et al.,
2011). O percentual de espermatozoides com motilidade e o vigor (0-5) é estimado
subjetivamente visualmente em porcentagem sob com microscopia optica (aumento 100 x)

com uma gota de sémen entre lamina e laminula (ARRUDA et al., 2011). O turbilhonamento
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é aferido com microscopia 6tica (aumento 100 x) com uma gota de sémen sobre a lamina e
observada o bordo da gota (0-5).

A morfologia € dividida em defeitos maiores (defeitos de cabeca, peca intermediaria e
cauda fortemente enrolada) e defeitos menores. Os defeitos maiores ocorrem durante a
espermiogénese, enquanto que os defeitos menores ocorrem ap0s 0s espermatozoides
deixarem o testiculo, ou seja, durante a passagem pelo epididimo e/ou a ejacula¢do ou
manipulacio do sémen. E considerado ideal que o numero de espermatozoides com defeitos
maiores ndo ultrapasse 20% e os defeitos totais 30%. Ambas as caracteristicas sdo analisadas
com microscopia 6tica (MARIANO et al., 2015).

A morfologia espermética pode ser analisada utilizando esfregacos corados em
microscopia Optica de campo claro ou a técnica de preparacdo Umida com avaliacdo em
microscopia de contraste e interferéncia de fase (ARRUDA et al., 2011).

Desta forma para que o espermatozoide seja considerado viavel e fértil é preciso que ele
apresente  membranas, atividade metabdlica e morfologia normais. A existéncia de
membranas espermaticas integras é fundamental para que ocorram 0S pProcessos que
acompanham a fertilizacdo, como por exemplo, capacitacdo espermatica, penetracdo nas
células do cumulus do ovocito, ligacdo a zona pellcida e unido com o oolema, possam ocorrer
(ARRUDA et al., 2006).

As avaliacGes de motilidade, vigor, turbilhonamento, concentracdo/ml e morfologia
espermaticas sao realizadas desde a década de 80 e apresentam como base técnicas e padrdes
sugeridos pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (ARRUDA et al., 2006).

A avaliacdo da morfologia e motilidade esperméticas sdo imprescindiveis na anélise da
qualidade seminal. Contudo, essa analise basicamente é realizada a partir de uma avaliacao
subjetiva que podem variar de 30% a 60% devido a limitacdo do ser humano em identificar as
subpopulagtes de espermatozoides (MATOS et al., 2008). Para evitar tal subjetividade,
métodos que utilizam testes multiparamétricos para caracteristicas da cabeca do
espermatozoide vém sendo procurados por pesquisadores. Sdo basicamente, métodos
auxiliados por computadores para analisar medidas primarias e derivadas (LUCIO et al.,
2016).

Outros métodos de analise seminal sdo o uso de sondas fluorescentes para avaliar
estruturas espermaticas por meio de microscopio de epifluorescéncia, sistema de citometria de
fluxo, avaliacdo das proteinas do plasma seminal e quantificacdo da produgdo de espécies
reativas ao oxigénio (ARRUDA et al., 2006).
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Também é possivel citar os testes de viabilidade da membrana espermatica e o teste de
resisténcia osmotica, os quais avaliam as lesGes e perda da fun¢do das membranas dos
espermatozoides ocasionados principalmente pelo processo de resfriamento e congelacéo, ja
que lesdes nas membranas espermaticas causam perda de componentes celulares, reduzindo a
viabilidade celular e a motilidade apds o congelamento. E o teste de termo resisténcia ou teste
de incubacdo variadas temperaturas e com variagao do tempo de exposicao avalia a resisténcia
dos espermatozoides ao meio diluidor, ao tempo de duracdo do teste e a temperatura utilizada.
O diluidor, o volume da palheta, a concentracdo de espermatozoides por dose, 0 tempo € a
temperatura de exposicao e a incubagdo da amostra fora ou dentro da palheta sdo algumas das
variaveis que podem influenciar o resultado desse teste (SEVERO, 2009).

A motilidade e cinética espermaticas do sémen também pode ser avaliado pelo sistema
computadorizado de analise espermatica (CASA) que gera informacgdes objetivas sobre um
ejaculado pela avaliacédo individual dos espermatozoides (MAZIERO et al., 2009).

A anélise da morfometria espermética pode ser usada para complementar as analises
seminais (ARRUDA et al., 2011). Essa técnica permite a correlacdo entre as medicGes
aferidas por esse sistema e a fertilidade em diferentes espécies (BERGSTEIN et al., 2014).
Para isso, € realizado esfregaco e corado e as imagens das cabecas dos espermatozoides
destinadas a analise sdo avaliadas por um software (ARRUDA et al., 2011).

O corante azul de toluidina (AT) é utilizado para identificar alteracGes de compactacao
da cromatina e permite também avaliar a morfometria de espermatozoides por delimitar a
cabeca (GRUPPI, 2019). Para que isso ocorra é realizado o esfregago de uma amostra de
sémen em lamina, fixada, hidrolisada, lavada em &gua destilada, seca, corada com AT,
coberta com laminula, e imagens das cabecas dos espermatozoides sdo registradas com
microscopio de campo claro com camera acoplada (MARTINS et al., 2021).

As fotos das cabecas selecionadas sdo avaliadas por um software e as variaveis
morfométricas avaliadas sdo: é&rea, perimetro, largura, comprimento, média de
comprimento/largura, elipsidade, fator de formato, simetria lateral, simetria anteroposterior e
harmonicas de Fourier com amplitude de 0 a 2 (KIPPER et al., 2017).

Severo (2009) afirma que néo se deve confundir qualidade de sémen com fertilidade, ja
que por mais que exista correlacdo positiva entre as duas, ndo sao sinébnimos. O conjunto de

varios parametros avaliados pode melhor predizer a fertilidade de uma amostra de sémen.
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2.7.2. Indice de Temperatura e Umidade (ITU)

O principal modo de aferir a qualidade ambiental onde os animais estdo é por meio do
indice de Temperatura e Umidade (ITU). Este indice foi inicialmente desenvolvido para
avaliar o conforto térmico em humanos, porém, pesquisadores observaram uma queda da
producdo de leite de vacas com aumento do ITU (CATTELAM; VALE, 2013).

Esse indice concilia os efeitos da temperatura e umidade. Nos Estados Unidos da
Ameérica foi usado pela industria de transporte para oferecer orientacdes de transporte de gado
durante condicbes de estresse térmico e como componente dessas orientaces a Livestock
Conservation Inc. desenvolveu o indice de seguranca climética para gado tendo como base 0
ITU (BROWN-BRANDL, 2018).

O célculo do ITU pode ser feito por meio do modelo imposto por Buffington et al.
(1982) citado por Bizinoto (2005), descrito na equacédo a seguir: ITU =0,8 x TA + UR (TA —
14,3) /100 + 46,3 onde, TA corresponde a temperatura do ar (°C) e UR corresponde a
umidade relativa do ar (%). Porém, para adaptacdo da equacdo para ambientes de clima
tropical é utilizada a equacdo proposta por Campos et al. (2001) citado por Bizinoto (2005):
URc = (TA méd. x UR méd.)/TA méd. max, onde TA méd. corresponde a temperatura méedia
do ar, UR méd. corresponde a umidade relativa média do ar e TA méd. max. corresponde a
temperatura média das maximas temperaturas do ar, visando corrigir a UR e os intervalos de
estresse térmico diario dos animais.

O ITU abaixo ou igual a 74 é considerado condi¢do normal; entre 74 e 79 é critico; de
79 a 84 é considerado de perigo e acima de 84 é considerado situacdo de emergéncia
(BROWN-BRANDL, 2018). Animais que se encontram dentro de uma faixa de ITU
considerada 6tima irdo produzir de acordo com seu potencial genético (PERISSINOTTO,;
MOURA, 2007).

Porém, diversos fatores podem interferir na resposta do animal a um determinado
ambiente, como por exemplo, cor da pele, espécie, sexo, salude e histérico de salde,
temperamento, idade, escore de condigdo corporal, espessura do pelo e anterior exposi¢ao ao
ambiente (BROWN-BRANDL, 2018).
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3. OBJETIVOS

3.1 - Objetivo geral

Avaliar a influéncia do conforto térmico sobre a qualidade seminal e morfometria da
cabeca dos espermatozoides de touros Gir Leiteiro em duas faixas etérias (de 18 a 25 meses e
de 26 a 31 meses).

3.2 - Objetivos especificos

Avaliar a influéncia do conforto térmico sobre caracteristicas seminais consideradas

padrdo (motilidade, vigor e defeitos espermaticos).

Avaliar a influéncia do conforto térmico sobre caracteristicas de morfometria das

cabecas de espermatozoides.
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CAPITULO Il

Influéncia do conforto térmico sobre a qualidade seminal e morfometria da cabeca de

espermatozoides de touros Gir Leiteiro

Influence of thermal comfort on seminal quality and sperm head morphometry of

Gir Leiteiro bulls

RESUMO
Os bovinos sdo animais homeotérmicos e estabelecem de forma fisiol6gica o controle
homeostatico, independente da temperatura ambiente. Contudo conforme as caracteristicas
ambientais podem ocorrer alteracbes no processo da espermatogénese que promovem
anormalidades esperméticas. O objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia do conforto
térmico sobre pardmetros seminais e caracteristicas morfométricas da cabeca de
espermatozoides de touros da raca Gir Leiteiro. Foram utilizados 42 touros, divididos em dois
grupos conforme a idade: Grupo A (18 a 25 meses) e Grupo B (26 a 31 meses). Os dados
meteoroldgicos usados no experimento foram adquiridos por meio da estacdo meteoroldgica
automatica da cidade de Uberaba e foram aplicados para caracterizacdo ambiental e para o
calculo do indice de temperatura e umidade (ITU). As colheitas de sémen foram definidas
conforme o delineamento experimental (tempos da determinacdo do ITU — T25;T65). Foram
coletados dados do perimetro escrotal (PE/cm); viabilidade espermaética; escore de condicdo
corporal; classificacdo androldgica por pontos (CAP); e por fim analise da morfometria das
cabecas dos espermatozoides. Foi realizada a analise de variancia (ANOVA) e comparacao
com o teste de Tukey e a probabilidade de P<0,05 foi considerada significativa. Foi observada
correlacdo positiva entre perimetro escrotal (PE) e idade (r =0,48). O ITU apresentou
diferenca significativa sendo maior no T20 quando comparado com o TO e T65 (P<0,05). Nao
houve diferenga significativa (P>0,05) para a avaliagdo de parametros morfométricos da
cabeca dos espermatozoides. Todavia area da cabeca foi menor (P<0,05) na comparacdo dos
grupos conforme a idade (Grupo A vs B), para ambos tempos de determinagdo do ITU.
Apesar da significancia entre T20 e T65 os ITUs calculados durante o periodo das aguas se
encaixam dentro da categoria considerada normal por apresentar pontuacédo menor que 74. Por

mais que 0s animais se mostrem adaptados ao ambiente, e que a espermatogénese possa ser
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influenciada pela regulacdo da temperatura corporal, a resposta fisioldégica do

desenvolvimento do animal tem seu papel sobre a condigéo reprodutiva.

Palavra Chave: Macho, Sémen, ITU, Zebu

ABSTRACT

Bovines are homeothermic animals and physiologically establish homeostatic control,
regardless of ambient temperature. However, depending on the environmental
characteristics, there may be changes in the spermatogenesis process that promote sperm
abnormalities. The objective of this work was to evaluate the influence of thermal comfort on
seminal parameters and morphometric characteristics of the sperm head of Gir Leiteiro bulls.
Forty-two bulls were used, divided into two groups according to age: Group A (18 to 25
months) and Group B (26 to 31 months). The meteorological data used in the experiment
were acquired through the automatic meteorological station of the city of Uberaba and were
applied for environmental characterization and for the calculation of the temperature and
humidity index (ITU). The semen collections were defined according to the experimental
design (times for the determination of the ITU — T25;T65). Data were collected from the
scrotal circumference (PE/cm); sperm viability; body condition score; andrological
classification by points (CAP); and finally analysis of the morphometry of the sperm heads.
Analysis of variance (ANOVA) and comparison with Tukey's test were performed and the
probability of P<0.05 was considered significant. A positive correlation was observed
between scrotal circumference (SP) and age (r =0.48). The UTI showed a significant
difference, being higher in T20 when compared to TO and T65 (P<0.05). There was no
significant difference (P>0.05) for the evaluation of morphometric parameters of the sperm
head. However, head area was smaller (P<0.05) in the comparison of groups according to
age (Group A vs B), for both times of UTI determination. Despite the significance between
T20 and T65, the UTlIs calculated during the wet season fit within the category considered
normal for presenting a score lower than 74. As much as the animals are adapted to the
environment, and that spermatogenesis can be influenced by the regulation of body
temperature, the physiological response of the animal's development plays a role in the
reproductive condition.

Keywords: males, semen, THI, zebu
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Introducéo

Os bovinos sdo animais homeotérmicos e, portanto, conseguem manter sua temperatura
interna constante, independente da temperatura ambiental. Para tal, este controle de
temperatura pode ocorre por evaporacdo, pela producdo de suor, pela vasodilatacdo ou
evaporacdo pelo aparelho respiratério por meio do aumento do ritmo respiratério e por
conducéo e conveccdo do interior do organismo do animal (Medeiros e Vieira, 1997).
Animais criados em regido de clima tropical tem se mostrado mais adaptados as mudancas
climaticas (Cattelam e Vale, 2013).

A raga Gir se originou na India, na floresta de Gir, localizada na Peninsula de Kathiawar de
ambiente quente e seco, destacando sua capacidade em suportar altas temperaturas
(Nascimento et al., 1975; Ximenes e Martins, 2018). Os animais da raca Gir Leiteiro tém se
mostrado fisiologicamente promissores as estas condi¢des principalmente pelas caracteristicas
fenotipicas, pele preta ou escura, e pelo fino e curto o que proporciona tolerancia a radiagéo
solar (ABCGIL, 2015), aspectos que elevam seu grau de adaptabilidade nas regides de clima
tropical.

O efeito das altas temperaturas nos processos reprodutivos € amplamente discutido, pois o
estresse térmico pode promover drésticas mudangas na homeostasia para possibilitar a
termorregulacdo (mudanca do fluxo sanguineo para as areas periféricas para aumentar a perda
de calor, e reducdo da ingestdo de alimentos, a qual reduz o calor metabdlico, mas também
afeta o balanco energético; Barbosa, 2017)). Como consequéncia, foram observadas
alteracbes na espermatogénese e aumento das anormalidades espermaéticas (Queiroz et al.,
2015), o que promove diminuicdo da producdo de sémen, com queda da fertilidade
promovendo uma condicdo de subfertilidade (Medeiros e Vieira, 1997).

Como forma de prever os efeitos da temperatura ambiental onde os animais estdo alocados
estabeleceu-se como métrica 0 momento de avaliagdo em consonancia com os valores de
temperatura e umidade, reconhecido como indice de Temperatura e Umidade (ITU) (Cattelam
e Vale, 2013). E um parametro estabelecido pela Livestock Conservation Inc. como ponto de
avaliacdo das condicGes de estresse térmico para o transporte de gado (Brown-Brandl, 2018).
Estudos a campo séo realizados para determinar as condi¢Ges de criagdo, produgdo animal,
bem como selecdo genética por meio da selecdo androlégica (Ximenes e Martins, 2018;
Ronda et al., 2019; Almeida et al., 2020). Portanto, o potencial reprodutivo é o conjunto de
diversos elementos relacionados a reproducédo a partir dos quais € possivel propor diferentes

sistemas de classificacdo por pontos para gerar indices de selecdo reprodutiva e auxiliar na
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selecdo de touros melhoradores (Ronda et al., 2019). A anélise da morfometria espermatica
pode ser usada como técnica complementar as analises seminais a fim de se obter maior
acuracia durante a selecdo de animais superiores (Arruda et al., 2011).

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia do conforto térmico sobre
pardmetros seminais avaliados rotineiramente, e das caracteristicas morfométricas da cabeca
de espermatozoides de touros jovens da raca Gir Leiteiro divididos em dois grupos (de 18 a
25 meses e 26 a 31 anos).

Material e Métodos

A pesquisa com o uso de animais foi aprovada pelo comité de Etica em Experimentacio
Animal das Faculdades Associadas de Uberaba (protocolo 014/2021).

O experimento foi realizado na cidade de Uberaba, Minas Gerais, Brasil do més de novembro
de 2020 a fevereiro de 2021. Os animais fazem parte da 122 prova de pré-selecdo de touros
para o teste de progénie do Programa Nacional de Melhoramento do Gir Leiteiro (PNMGL).
Foram utilizados 42 touros da raca Gir Leiteiro, os quais tiveram seus dados coletados durante
0 periodo experimental divididos em dois grupos conforme a idade: Grupo A (18 a 25 meses,
n=21) e Grupo B (26 a 31 meses, n= 21). As idades foram estabelecidas a partir da data de
nascimento até o dia do inicio do experimento.

Os touros passaram por um processo de adaptacdo de 20 dias e foram acondicionados em
piquetes com capim Pannicum sp. de manejo em sistema intensivo e com lotacdo rotacionada
preparados para receber sete unidades animais/hectare durante o periodo das aguas. Na area
de lazer se encontravam bebedouro com 4gua a vontade e cocho para suplementa¢do mineral
a vontade, cocho para suplementacdo de concentrado e area com sombreamento artificial de
3m2 por cabeca. Todos 0s animais receberam 0 mesmo manejo alimentar com oferta de 4%
matéria seca por 100kg de peso vivo durante o periodo experimental.

Os dados meteorolégicos usados no experimento foram adquiridos por meio da estacdo
meteorolégica automatica da cidade de Uberaba e foram aplicados para caracterizacdo
ambiental e para o célculo do indice de temperatura e umidade (ITU) no dia em que 0s
animais chegaram ao local do experimento (T0), 20 dias (T20) e 65 dias (T65), apds o TO. O
calculo do ITU foi feito por meio do modelo imposto por Buffington et al. (1982) e Campos
et al. (2001) citados por Bizinoto (2005).

As coletas de sémen foram realizadas pela técnica de eletroestimulagéo (boijector 65A,
Walmur, Porto Alegre, Brasil). As coletas foram definidas conforme o delineamento

experimental, para tal foi definido os tempos da determinagdo do ITU. Assim foram
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realizadas duas colheitas 20 dias (T20) e aos 65 dias (T65) apds a adaptacdo dos animais (TO),
total de 84 amostras.

Assim, os animais foram avaliados quanto ao perimetro escrotal (PE/cm), viabilidade
espermatica (motilidade, vigor, morfologia) por meio de microscopia de campo claro,
determinacdo do escore de condicdo corporal (ECC, pontos) avaliado conforme proposto por
Edmonson et al. (1989) para animais de leite e por fim o calculo da classificacdo androl6gica
por pontos (CAP) conforme relatado por Ronda et al. (2019).

Uma amostra de sémen foi utilizada para a analise da morfometria das cabecas dos
espermatozoides. A analise foi realizada seguindo a metodologia de Martins et al. (2021),
adaptada para a obtencdo das imagens com o software AxionVision 4.8 (ZEISS, Alemanha) e
microscopio 6ptico (Axiostar Plus, ZEISS, Alemanha) com camera (AxioCam, ZEISS,
Alemanha) acoplada e lente objetiva (aumento de 630 x) com éleo de imerséo.

Para caracterizacdo dos grupos foi realizado o teste T ndo pareado para comparacdo dos dois
grupos e para analise da correlacdo entre PE e idade foi realizada a Correlacdo de Pearson,
com o programa Graphpad Prism 6.0®. Para caracterizacdo do ambiente e analise dos
parametros seminais e morfométricos da cabeca dos espermatozoides foi realizada a analise
de variancia (ANOVA) e comparagdo com o teste de Tukey e a probabilidade de P<0,05 foi
considerada significativa.

Resultados

Foi realizada a caracterizacdo dos grupos de acordo perimetro escrotal (PE), escore de
condicdo corporal (ECC) e classificacdo androldgica por pontos (CAP). Néo houve diferenca
dos pontos para ECC e CAP (P>0,05) entre os grupos, no entanto, o PE foi menor (P<0,05)
no grupo A (30,62+2,57 cm) que no B (32,57£2,34 cm, Tab. 1).

Tabela 1. Caracterizacdo dos grupos A e B (média + desvio padréao).

Caracteristicas Grupo A (18 a 25 meses) Grupo B (26 a 31 meses)
PE (cm) 30,62 +£2,57b 32,57 +2,34a
ECC (pontos) 2,86 + 0,36a 3,02 + 0,46a
CAP (pontos) 64,95 + 10,56a 63,81 + 10,6a

3 | etras diferentes na mesma linha diferem significativamente P<0,05.

Foi realizada a analise da correlacdo entre perimetro escrotal (PE) e idade e foi observada
correlacdo positiva entre as duas variaveis (r =0,48; Fig. 1).
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Figura 1. Correlacdo entre perimetro escrotal (cm) e idade (meses).

Foi realizada a avaliagdo do Indice de Temperatura e Umidade (ITU), temperatura ambiental

média, umidade relativa média, e temperatura méxima do dia (Fig. 2). O ITU apresentou

diferenca significativa sendo maior no T20 quando comparado com o TO e T65 (P<0,05).
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Figura 2. Caracterizagdo ambiental. TO (dia que os animais chegaram para a adaptagéo). T20
(20 dias apos a adaptacao dos animais). T65 (65 dias apés a adaptagdo dos animais).

Sao apresentados na Tabela 2 os pardmetros seminais avaliados. Nao foi observada diferenca

significativa entre vigor, percentual de defeitos maiores e totais (P>0,05) entre 0s grupos A e

B e entre os tempos. No entanto, foi observada diferenca significativa (P<0,05) na motilidade
no Grupo A versus Grupo B entre o T20 e T65 (70,71+£10,76% vs 57,38+22,45%) e
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(69,05£17,29% vs 54,29+29,08%). O percentual de defeitos menores (P<0,05) foi inferior no
Grupo A (T20) 3,43+3,25% comparado ao B (T65) 10,19+9,73%.

Tabela 2. Parametros seminais do exame androlégico (média + desvio padréo).

A - GRUPO A (18 a 25 meses) GRUPO B (26 a 31 meses)

Parametros seminais
T20 T65 T20 T65

Vigor (pontos) 3,57 £ 0,60a 3,67+0,73a 3,33+ 0,66a 3,10+ 1,18a
Motilidade (%) 70,71+ 10,76a 69,05 + 17,29a 57,38 +22,45b 54,29 + 29,08b
Defeitos maiores (%) 16,95 + 9,88a 19,33 £ 12,09a 15,87 £ 11,52a 13,64 £9,15a
Defeitos menores (%) 3,43 + 3,25b 4,88 + 6,92ab 6,10 + 8,90ab 10,19+ 9,73a
Defeitos totais (%) 20,38 + 10,01a 24,21 +14,93a 21,96 +15,86a 23,83 + 13,63a

3| etras diferentes na mesma linha diferem significativamente ( P<0,05). T20 (coleta seminal
realizada 20 dias apds a adaptacdo dos animais). T65 (coleta seminal realizada 65 dias ap0ds a
adaptacdo dos animais).

N&o houve diferenca significativa (P>0,05) para a avaliacdo de parametros morfométricos da
cabeca dos espermatozoides (Tab. 3) quanto a largura/comprimento, elipsidade, fator de
formato, Fourier 1 e 2, simetria lateral e simetria anteroposterior.

Tabela 3. Andlise de pardmetros morfométricos da cabeca dos espermatozoides (média +
desvio padréo).

Parametros morfométricos GRUPO A (18 a 25 meses) GRUPO B (26 a 31 meses)
T20 T65 T20 T65
Avrea (um) 10,07 + 0,58b 10,52 + 0,42a 9,82 +0,59b 10,33 £ 0,69a
Perimetro (um) 10,33+ 0,32b 10,61 £ 0,27a 10,27 £ 0,34b 10,54 + 0,30ab
Largura (um) 2,06 + 0,06ab 2,12 + 0,06a 2,03+0,07b 2,09 +£0,07a
Comprimento (um) 4,00 + 0,14ab 411 +0,14a 3,97 £0,13b 4,07 £ 0,14ab
Largura/Comprimento 0,52 £ 0,02a 0,52 +0,0,2a 0,51 +£0,01a 0,52 +0,0,2a
Elipsidade 0,32 +0,02a 0,32 +0,02a 0,32+0,01a 0,32+ 0,02a
Fator de formato 0,90 +0,01a 0,91 +0,01a 0,91 +0,01a 0,91 +0,01a
Fourier 1 787,17 +71,55a 822,72 + 81,65a 791,33 £ 49,52a 812,45 + 66,98a
Fourier 2 85,52 + 14,75a 93,95+ 17,13a 89,96 + 15,33a 90,49 + 12,84a
Fourier 3 75,45 £ 6,01a 75,96 £ 5,06a 70,01 £ 4,37b 71,96 + 4,97ab
Simetria Lateral 0,95 £ 0,00a 0,95 £ 0,02a 0,94 £ 0,02a 0,95 £ 0,02a
Simetria Anteroposterior 0,92 +0,01a 0,91 +0,01a 0,92 +0,01a 0,92 + 0,01a

3 Jetras diferentes na mesma linha difere significativamente (P<0,05). T20 (coleta seminal
realizada 20 dias apds a adaptacdo dos animais). T65 (coleta seminal realizada 65 dias apos a
adaptacdo dos animais).

Por outro lado, a &rea da cabega foi menor (P<0,05) no Grupo A (T20) 10,07+0,58um e no
Grupo B (T20) 9,82+0,59um comparado ao Grupo A (T65) 10,52+0,42um e Grupo B (T65)
10,33+0,69um. O perimetro do Grupo A (T65) 10,61+0,27um foi maior (P<0,05) que o
Grupo A (T20) 10,33 + 0,32 pum e Grupo B (T20) 10,27 + 0,34um. A largura do Grupo A
(T65) 2,12+0,06 um e do Grupo B (T65) 2,09 + 0,07um foi maior (P<0,05) que o Grupo B
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(T20) 2,03 £ 0,07 pm. O comprimento do Grupo A (T65) 4,11+0,14um foi maior (P<0,05)
que o Grupo B (T20) 3,97+£0,13um. E Fourier 3 do Grupo B (T20) 70,01+4,37 foi menor
(P<0,05) que o Grupo A (T20) 75,45 + 6,01 e (T65) 75,96 + 5,06.

Discussao

A diferenca encontrada no PE entre os grupos do estudo e a correlacdo positiva entre PE e
idade reforcam relatos da literatura, nos quais conforme aumenta a idade ocorre aumento
significativo do PE. O desenvolvimento testicular em touros ocorre lentamente durante o
periodo infantil, e rapidamente durante a puberdade, até a estabilidade quando atinge a
maturidade sexual (Gressler et al., 2000; Martins et al., 2011).

O ECC se baseia na observacao da deposicao de gordura na inser¢do da cauda (Mercadante et
al., 2006). Dessa forma, a nao diferenca encontrada entre 0s grupos para essa caracteristica
demonstra que ambos iniciaram o periodo experimental com as mesmas condi¢des corporais.
Da mesma maneira, a ndo diferenca para a CAP, ja que de acordo com Fonseca et al. (1997)
0s touros desse experimento se enquadram dentro da classificacdo de bons e se apresentam
como aptos para reprodugao.

Todos os ITUs calculados durante o periodo das aguas se encaixam dentro da categoria
considerada normal por apresentar pontuacdo menor que 74. Portanto, o ambiente se
encontrava confortivel termicamente (Brown-Brandl, 2018), embora com momentos de alerta
para estresse térmico alcancando valores proximos a 74.

A flutuacdo da temperatura ambiental média encontrada durante o periodo experimental nao é
uma adversidade. Espécies que apresentam chifres e adaptadas para viver em ambientes
quentes apresentam maior vascularizagdo e area de superficie que espécies da regido
temperada. Isto contribui com o processo de troca de calor (Souto et al., 2021).

Por outro lado, a alta umidade relativa média encontrada nesse estudo pode ser responsavel
por dificultar o equilibrio térmico, visto que com umidade alta ocorre reducdo da perda de
calor corporal para o ambiente devido a preservacao da evaporagéo (Cattelam e Vale, 2013).
Por mais que os animais se mostrem adaptados ao ambiente, a termorregulacdo testicular é
regulada por um processo independente da regulagdo da temperatura corporal. A temperatura
testicular ideal € de 4 a 6°C abaixo da temperatura corporal e qualquer alteracdo durante a
espermatogénese, por exemplo elevacdo da temperatura corporal ou do ambiente, como
observada nesse estudo em diferentes momentos, leva a uma queda na qualidade seminal e

proporciona consideravel modificagdo na qualidade da morfologia espermatica. Isto interfere
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na viabilidade e na producédo de espermatozoides (Queiroz et al., 2015; Ronda et al., 2019;
Souto et al., 2021).

E importante ressaltar que nos momentos em que o ITU se aproxima do estresse térmico
alteracdes no fluxo sanguineo do testiculo ocorrem devido a presenca de termorreceptores no
escroto, 0s quais sdo responsaveis por estimular um retorno fisioldgico para dissipar calor e
manter a temperatura escrotal. A perda de calor ocorre pelo plexo pampiniforme que rodeia a
artéria testicular, realizando a refrigeracdo do sangue arterial pelo mecanismo de
contracorrente (sangue arterial perde calor para o sangue venoso; Garcia, 2004). Essas
alteracdes sdo relacionadas a altera¢fes na qualidade seminal (Ribeiro et al., 2020).

O estresse térmico testicular pode influenciar os parametros morfométricos de cabecas de
espermatozoides em diferentes momentos apds a insolacdo e induzir a descompactacdo da
cromatina. Além disso, pode induzir danos na membrana espermatica, os tornando
susceptiveis a problemas morfol6gicos (Lucio et al., 2016).

A flutuacdo da temperatura ambiental meédia, alta umidade relativa, altas temperaturas
ambientais e ITU proximo ao estresse térmico sugerem a ocorréncia de disfuncdo da
termorregulacdo testicular durante o periodo experimental, a qual ocasionou as diferencas
encontradas entre as duas coletas para parametros seminais (defeitos espermaticos menores) e
morfométricos da cabeca dos espermatozoides (&rea, perimetro, largura, comprimento e
Fourier 3), mas sem significancia fisiopatologica.

Além disso, Beletti et al. (2005) afirmaram que alteracdes dos parametros morfométricos das
cabecas dos espermatozoides estdo relacionados a descompactacdo da cromatina,
apresentando cabecas geralmente assimétricas e de menor tamanho.

Outros fatores a serem considerados sdo o formato testicular e a espessura da pele escrotal, 0s
quais se alteram com o avancar da idade e apresentam ligacdo com a termorregulacao
testicular. Animais zebuinos entre 17 e 20 meses apresentam forma oval longa e com o
avancar da idade uma alteracdo do formato testicular ocorre até que se estabiliza o formato
testicular mais arredondado e com maior area de superficie. Maior area de superficie leva a
maior facilidade em dissipar calor e temperaturas superficiais testiculares mais baixas. Ao
contrario de forma com menor area de superficie (Ribeiro et al., 2020).

O formato testicular e espessura da pele escrotal juntamente com a flutuacdo da temperatura
ambiental média, alta umidade relativa, altas temperaturas ambientais e ITU proximo ao
estresse térmico justificam as diferencas obtidas entre os grupos de idades avaliados,

sugerindo que animais de diferentes idades respondem de maneiras diferentes ao ambiente
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para caracteristicas seminais (motilidade espermética e defeitos esperméticos menores) e
morfométricas das cabecas dos espermatozoides (area, perimetro, largura, comprimento e
Fourier 3).

Concluséo

Conclui-se que a raca Gir Leiteiro apresenta uma adaptabilidade singular para as referéncias
androldgicas quanto as questBes ambientais, j& que por mais que diferencas significativas
tenham sido encontradas entre os grupos e entre as coletas realizadas, os animais se
apresentaram aptos para a reprodugao.
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ANEXO B

Diretrizes para preparar o manuscrito — Arq. Bras. Med. Vet. Zootec.

Preparacao dos textos para publicacéo
Os artigos devem ser redigidos em portugués ou inglés, na forma impessoal.

Formatacéo do texto

O texto NAO deve conter subitens em nenhuma das secdes do artigo, deve ser apresentado
em arquivo Microsoft Word e anexado como “Main Document” (Step 2), no formato A4, com
margem de 3cm (superior, inferior, direita e esquerda), na fonte Times New Roman, no
tamanho 12 e no espacamento de entrelinhas 1,5, em todas as paginas e se¢des do artigo (do
titulo as referéncias), com linhas numeradas.

N&o usar rodapé. Referéncias a empresas e produtos, por exemplo, devem vir,

obrigatoriamente, entre paréntesis no corpo do texto na seguinte ordem: nome do produto,

substancia, empresa e pais.

SecOes de um artigo

Titulo: Em portugués e em inglés. Deve contemplar a esséncia do artigo e ndo ultrapassar 50

palavras.

Autores e Filiacdo: Os nomes dos autores sao colocados abaixo do titulo, com o nimero do
ORCID e com identificacdo da instituicdo a qual pertencem. O autor e 0 seu e-mail para
correspondéncia devem ser indicados com asterisco somente no “Title Page” (Step 3), em

arquivo Word.

Resumo e Abstract: Deve ser o0 mesmo apresentado no cadastro contendo até 200 palavras
em um sO paragrafo. N&o repetir o titulo e ndo acrescentar revisdo de literatura. Incluir os
principais resultados numéricos, citando-os sem explica-los, quando for o caso. Cada frase

deve conter uma informacgé&o completa.

Palavras-chave e Keywords: No maximo cinco e no minimo  duas*.
* na submissdo usar somente o Keyword (Step 2) e no corpo do artigo constar tanto keyword
(inglés) quanto palavra-chave (portugués), independente do idioma em que o artigo for

submetido.
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Introducdo: Explanagdo concisa na qual os problemas serdo estabelecidos, bem como a
pertinéncia, a relevancia e os objetivos do trabalho. Deve conter poucas referéncias, o

suficiente para baliza-la.

Material e Métodos: Citar o desenho experimental, o material envolvido, a descricdo dos
métodos usados ou referenciar corretamente os métodos ja publicados. Nos trabalhos que
envolvam animais e/ou organismos geneticamente modificados deverdo constar
obrigatoriamente o numero do Certificado de Aprovacdo do CEUA (Verificar o Item
Comité de Etica).

Resultados: Apresentar clara e objetivamente os resultados encontrados.

Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas. Usar linhas
horizontais na separacdo dos cabecalhos e no final da tabela. O titulo da tabela recebe
inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo nimero de ordem em algarismo arabico e ponto
(ex.: Tabela 1.). No texto, a tabela deve ser referida como Tab seguida de ponto e do nimero
de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo quando referir-se a varias tabelas (ex.: Tab. 1, 2 e 3). Pode ser
apresentada em espacamento simples e fonte de tamanho menor que 12 (0 menor tamanho
aceito é oito). A legenda da Tabela deve conter apenas o indispensavel para o0 seu
entendimento. As tabelas devem ser obrigatoriamente inseridas no corpo do texto de

preferéncia apds a sua primeira citagéo.

Figura. Compreende qualquer ilustracdo que apresente linhas e pontos: desenho, fotografia,
grafico, fluxograma, esquema etc. A legenda recebe inicialmente a palavra Figura, seguida do
numero de ordem em algarismo arabico e ponto (ex.: Figura 1.) e é citada no texto como Fig
seguida de ponto e do nimero de ordem (ex.: Fig.1), mesmo se citar mais de uma figura (ex.:
Fig. 1, 2 e 3). Além de inseridas no corpo do texto, fotografias e desenhos devem também ser
enviados no formato JPG com alta qualidade, em um arquivo zipado, anexado no campo
préprio de submissdo, na tela de registro do artigo. As figuras devem ser obrigatoriamente
inseridas no corpo do texto de preferéncia apdés a sua primeira citacdo.
Nota: Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada deve conter, abaixo da legenda,
informacdo sobre a fonte (autor, autorizacdo de uso, data) e a correspondente referéncia deve

figurar nas Referéncias.



48

Discusséo: Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As se¢fes Resultados e
Discussdo poderdo ser apresentadas em conjunto a juizo do autor, sem prejudicar qualquer

uma das partes).

Conclus6es: As conclusdes devem apoiar-se nos resultados da pesquisa executada e serem
apresentadas de forma objetiva, SEM revisdo de literatura, discussao, repeti¢cdo de resultados

e especulacdes.
Agradecimentos: Nao obrigatério. Devem ser concisamente expressados.

Referéncias: As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética, dando-se
preferéncia a artigos publicados em revistas nacionais e internacionais, indexadas. Livros e
teses devem ser referenciados o minimo possivel, portanto, somente quando indispensaveis.

Sdo adotadas as normas gerais da ABNT, adaptadas para 0 ABMVZ, conforme exemplos:
Como referenciar:
1. Citacgdes no texto

A indicacdo da fonte entre parénteses sucede a citacdo para evitar interrup¢éo na sequéncia do

texto, conforme exemplos:

Autoria Unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuério..., 1987/88) ou Anuario... (1987/88);
Dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno (1974);

Mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson et al. (1979);

Mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva (1971); Ferguson et al. (1979) ou (Dunne,
1967; Silva, 1971; Ferguson et al., 1979), sempre em ordem cronoldgica ascendente e

alfabética de autores para artigos do mesmo ano.

Citacdo de citacdo. Todo esforco deve ser empreendido para se consultar o documento
original. Em situacdes excepcionais pode-se reproduzir a informagéo ja citada por outros
autores. No texto, citar o sobrenome do autor do documento ndo consultado com o ano de
publicacdo, seguido da expressdo citado por e o sobrenome do autor e ano do documento

consultado. Nas Referéncias deve-se incluir apenas a fonte consultada.
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Comunicagéo pessoal. N&o faz parte das Referéncias. Na citagdo coloca-se o sobrenome do

autor, a data da comunicacéo, nome da Institui¢do a qual o autor é vinculado.
2. Periodicos (até quatro autores citar todos. Acima de quatro autores citar trés autores et al.):
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HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al. Anestesia general del
canino. Not. Med. Vet., n.1, p.13-20, 1984.

3. Publicacdo avulsa (até quatro autores citar todos. Acima de quatro autores citar trés

autores et al.):
DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. 981p.

LOPES, C.A.M.; MORENO, G. Aspectos bacteriol6gicos de ostras, mariscos e mexilhdes. In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA, 14., 1974, Sio
Paulo. Anais... S&o Paulo: [s.n.] 1974. p.97. (Resumo).

MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo.
México: UTEHA, 1967. p.400-415.

NUTRIENT requirements of swine. 6.ed. Washington: National Academy of Sciences, 1968.
69p.

SOUZA, C.F.A. Produtividade, qualidade e rendimentos de carcaca e de carne em bovinos
de corte. 1999. 44f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Escola de Veterinaria,

Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte.

4. Documentos eletrdnicos (até quatro autores citar todos. Acima de quatro autores citar trés

autores et al.):

QUALITY food from animals for a global market. Washington: Association of American
Veterinary Medical College, 1995. Disponivel em: <http://www.org/critcal6.htm>. Acessado
em: 27 abr. 2000.
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JONHNSON, T. Indigenous people are now more cambative, organized. Miami Herald, 1994.
Disponivel em: <http://www.summit.fiu.edu/MiamiHerld-Summit-RelatedArticles/>.
Acessado em: 5 dez. 1994.
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