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RESUMO
ROMANELLO, N. Efeitos do Sistema de Integracdo Lavoura-Pecudria-Floresta
nas caracteristicas termorregulatorias e reprodutivas de touros Nelore (Bos
indicus) e Canchim (Bos taurus x Bos indicus). 2021. 118 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias). Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo, 2021.

O trabalho visou estudar os efeitos do sistema de Integracdo Lavoura-Pecuéaria-Floresta
(CLF) nas caracteristicas fisiologicas, enddcrinas, reprodutivas e sobre a temperatura da
superficie corporea de touros das racas Nelore e Canchim criados em ambiente tropical.
Foram utilizados 64 touros, sendo 32 Nelore (Bos indicus) e 32 Canchim (5/8 Bos
taurus x 3/8 Bos indicus). O experimento foi realizado durante um periodo que
contemplou as estacbes de Verdo I, Outono, Inverno, Primavera e Verdo Il em dois
diferentes sistemas de producdo: Sistema a pleno sol (Grupo PS; 16 Nelore e 16
Canchim) e Sistema com arborizagdo (Grupo iLPF; 16 Nelore e 16 Canchim). O
experimento seguiu um delineamento fatorial 2x2 (dois genotipos e dois sistemas), com
medidas repetidas no tempo. Mensalmente os touros passaram por avaliacdo de
parametros fisioldgicos (frequéncia respiratoria e temperatura retal), concentracéo sérica
hormonal (cortisol, triiodotironina e testosterona), androldgicos (volume testicular,
ecotextura do parénquima testicular, motilidade espermatica progressiva, morfologia,
integridade de membrana plasméatica e fragmentacdo de cromatina da ceélulas
espermatica) e de temperatura de superficie corpdrea (lateral direita, dorso e escroto).
Varidveis bioclimatolégicas foram monitoradas continuamente (temperatura do ar,
temperatura do globo negro, umidade relativa e velocidade do vento) e com esses dados,
foram calculados o indice de Temperatura de Globo Negro e Umidade e Carga Térmica
Radiante. Os resultados apresentaram que o sistema iLPF foi eficaz em minimizar os
efeitos adversos ambientais sobre as caracteristicas fisiologicas, endocrinas,

reprodutivas e termorregulatérias de touros bovinos de corte.

Palavras-chave: Bem-estar. Termorregulacdo. Sistemas integrados. Pecuéria.

Qualidade espermatica.
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ABSTRACT

ROMANELLO, N. Effects of the Crop-Livestock-Forest Integration System on the
thermoregulatory and reproductive characteristics of Nellore (Bos indicus) and
Canchim (Bos taurus x Bos indicus) bulls. 2021. 118 f. Thesis (Doctorate in Science).
Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science, University of Sdo Paulo, Sao
Paulo, 2021.

The aim of study the effects of the Crop-Livestock-Forest Integration (CLF) system on
the physiological, endocrine, reproductive characteristics and on the body surface
temperature of bulls of the Nellore and Canchim breeds raised in a tropical
environment. 64 bulls were used, 32 Nellore (Bos indicus) and 32 Canchim (5/8 Bos
taurus x 3/8 Bos indicus). The experiment was carried out during a period that included
the seasons of Summer I, Autumn, Winter, Spring and Summer Il in two different
production systems: Full sun system (Group PS; 16 Nellore and 16 Canchim) and
System with afforestation (Group iLPF; 16 Nellore and 16 Canchim. The experiment
followed a 2x2 factorial design (two genotypes and two systems), with repeated
measures over time. Monthly the bulls underwent evaluation of physiological
parameters (respiratory rate and rectal temperature), serum hormone concentration (
cortisol, triiodothyronine and testosterone), andrological (testicular volume,
homogeneity and hyperechogenicity of the testicular parenchyma, progressive sperm
motility, sperm vigor, morphology, plasma membrane integrity and sperm cell
chromatin fragmentation) and body surface temperature (right side, dorsum and
scrotum. Bioclimatological variables were continuously monitored (air temperature,
tempe). the temperature of the black globe, relative humidity and wind speed) and with
these data, the Black Globe Temperature Index and Humidity and Radiant Thermal
Load were calculated. The results showed that the CLF system was effective in
minimizing adverse environmental effects on the physiological, endocrine, reproductive

and thermoregulatory characteristics of beef bulls.

Keywords: Welfare. Thermoregulation. Integrated systems. Livestock. Sperm quality.

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO FMVZ - USP




Figura 1-

Figura 2-

Figura 3-

Figura 4-

Figura 5-

Figura 6-

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

LISTA DE FIGURAS

ARTIGO 1

(A) e (B) Mapas dos sistemas de producdo em pastagens a pleno sol
(PS) (delimitado por linha vermelha) e em Integracdo Lavoura-
Pecuaria-Floresta (iLPF) (delimitado por linha verde) implantados na
Embrapa Pecuéaria Sudeste, Sdo Carlos-SP, (C) Fotografias com
detalhe dos sistemas de pastagens de Brachiaria brizantha a pleno
sol e (D) com arborizacdo. (Fonte: Arquivos Garcia AR, 2021; Maio
AMD,

Valores médios da (A) temperatura do ar (TA), (B) temperatura do
globo negro (TGN), (C) umidade relativa (UR), (D) velocidade do
vento (VV), (E) indice de Temperatura de Globo Negro e Umidade
(ITGU) e (F) indice de Carga Térmica Radiante (CTR) registrados
entre 08h00 e 16h00 no sistema a pleno sol (PS) e no sistema com
arborizacéo (iLPF), em ambiente tropical...........cccccooviiiiiiencnennne

Imagens ilustrativas da regido escrotal de touro bovino em
abordagem caudal, geradas com (A) camera digital integrada no
espectro visivel; (B) cémera termografica de infravermelho,
Termograma parametrizado para escala de 28,5 a 38,5 °C e paleta
iron. (Fonte: Arquivo PesS0al)........c.cceiereriiininininieeee e

Imagens ultrassonograficas em modo B do parénquima testicular
(abordagem longitudinal) realizadas com probe linear de 7,5 mHz,
para avaliacdo do grau de hiperecogeneicidade testicular,
classificada em escores, (A) Escore 0: auséncia de pontos
hiperecoicos no parénquima, (B) Escore 1: presenca de até cinco
pontos hiperecoicos, (C) Escore 2: presencga de mais de cinco pontos
hiperecoicos proximos ao mediastino e distanciados, (D) Escore 3:
presenca de mais de cinco pontos hiperecoicos difusos no
parénquima testicular, As setas indicam a presenca de pontos
hiperecoicos (Fonte: Romanello, 2017).........ccocvvvviiieieic i,

Médias (£ erro padrdo) das concentracdes séricas de testosterona de
touros bovinos (n=64) das racas Nelore (Bos indicus) e Canchim (5/8
Bos taurus x 3/8 Bos indicus), mantidos em sistema de producéo a
pleno sol (PS) ou com arborizacdo (iLPF), em ambiente
TrOPICAL ... e

Médias (x erro padréo) relativas as caracteristicas de morfologia
espermatica quanto a (A) Defeitos menores, (B) Defeitos maiores,
(C) Defeitos totais e (D) Fragmentacdo da cromatina, avaliadas em
ejaculados de touros bovinos (n=64) das racas Nelore (Bos indicus) e
Canchim (5/8 Bos taurus x 3/8 Bos indicus), mantidos em sistema de
producdo a pleno sol (PS) ou com arborizacdo (iLPF), em ambiente
EPOPICAL ..

43

45

47

49

58

FMVZ - USP



Figura 1-

Figura 2-

Figura 3-

Figura 4-

Figura 5-

Figura 6-

Figura 7-

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

ARTIGO 2

(@) Fotografia aérea demonstrando a &rea experimental com o0s
sistemas de producdo em pastagens a pleno sol (PS) (delimitado por
linha vermelha) e em Integracdo Lavoura-Pecuéria-Floresta (iLPF)
(delimitado por linha verde) implantados em Séo Carlos, Brasil. (b)
Fotografias com detalhe dos sistemas de pastagens de Brachiaria
brizantha a pleno sol e (c) com arborizagdo (Fonte: Arquivos
Garcia AR, 2021; Maio AMD, 2019)........ccccevieiiiieiii e

Fotografias realizadas por veiculo aéreo ndo-tripulado
demonstrando os sistemas de producdo a pleno sol (a,c) e em
integracdo lavoura-pecuaria-floresta (b, d) com uso de camera
digital no espectro visivel e camera termografica por infravermelho,
em Sdo Carlos, Brasil. Detalhe para a diferenca térmica entre
pastagens com ou sem sombreamento (cores laranja/amarela
indicam  maiores temperaturas; cores lilds/azul  indicam
temperaturas mais baixas). Termogramas parametrizados para
escala automatica e paleta iron. (Fonte: Arquivos Garcia AR, 2021;
Pezzopane JRM, 2019).......ccoiiiiiiiiiieieresee e

Imagens ilustrativas termograficas de touros bovinos. (A)
Abordagem lateral para registro a campo do antimero direito do
animal em estacdo, respeitando sua zona de fuga, (B) Abordagem
lateral com animal contido em brete para registro do globo ocular
esquerdo. Termogramas parametrizados para paleta rainbow e
escalas de 15,0 a 45,0 °C e 15,0 a 40,0 °C (Fonte: Arquivo
PESSOAI)... it
Médias (£ erro padrdo) das temperaturas minima, média e méaxima
do dorso (MIiTD; MeTD; MXTD, °C), temperatura média do tronco
(TTro, °C) e temperatura de globo ocular (GLO, °C) de touros
bovinos (n=64) das racas Nelore (Bos indicus) e Canchim (5/8 Bos
taurus x 3/8 Bos indicus), mantidos em sistemas a pleno sol (PS) ou
com arborizacdo (iLPF), avaliadas das 11h00 as 14h30, ao longo de
diferentes estagdes climaticas em ambiente tropical...............ccceu......
Médias (x erro padrdo) das concentracfes séricas de cortisol de
touros bovinos (n=64) das racas Nelore (Bos indicus) e Canchim
(5/8 Bos taurus x 3/8 Bos indicus), avaliadas das 11h00 as 14h30,
em diferentes estacOes climéaticas em ambiente tropical.....................

Médias (= erro padrdo) das concentracfes séricas de cortisol de
touros bovinos (n=64) das ragas Nelore (Bos indicus) e Canchim
(5/8 Bos taurus x 3/8 Bos indicus), avaliadas das 11h00 as 14h30,
ao longo de treze meses, em ambiente tropical...........c.cccoecvevveiieenen.

Médias (+ erro padréo) das concentragdes sericas de triiodotironina
de touros bovinos (n=64) das racas Nelore (Bos indicus) e Canchim
(5/8 Bos taurus x 3/8 Bos indicus), avaliadas das 11h00 as 14h30,
em diferentes estagdes climéaticas em ambiente tropical.....................

85

86

89

94

97

98

99

FMVZ - USP




Tabela 1-

Tabela 2-

Tabela 3-

Tabela 4-

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

LISTA DE TABELAS

ARTIGO 1

Valores médios (+ erro padrdo) da temperatura interna corpérea (TR,
°C) de touros bovinos (n=64) das racas Nelore (Bos indicus) e
Canchim (5/8 Bos taurus x 3/8 Bos indicus) em diferentes estacOes
climaticas, mantidos em sistema de producéo a pleno sol (PS) ou com
arborizagdo (iLPF) em ambiente tropical.............cccoovviiiiiiiinciiiens

Valores médios (x erro padrdo) dos gradientes térmicos da
temperatura da superficie escrotal, de touros bovinos (n=64) das racas
Nelore (Bos indicus) e Canchim (5/8 Bos taurus x 3/8 Bos indicus)
em diferentes estacdes climéticas, mantidos em sistema de producdo a
pleno sol (PS) ou com arborizacdo (iLPF) em ambiente
TrOPICAL ...

Valores médios (+ erro padrdo) do volume testicular (cm?),
homogeneidade (0 a 2) e hiperecogenicidade (0 a 3) do parénquima
testicular de touros bovinos (n=64) das racas Nelore (Bos indicus) e
Canchim (5/8 Bos taurus x 3/8 Bos indicus) mantidos em sistema de
producdo a pleno sol (PS) ou com arborizagdo (iLPF) em ambiente
ErOPICAL ..o e

Valores médios (+ erro padrdo) da homogeneidade do parénquima
testicular direito (HOMD e esquerdo (HOME), hiperecogenicidade
do parénquima testicular direito (HIPD) e esquerdo (HIPE) de touros
bovinos (n=64) das racas Nelore (Bos indicus) e Canchim (5/8 Bos
taurus x 3/8 Bos indicus) mantidos em sistema de producéo a pleno
sol (PS) ou com arborizacdo (iLPF) em ambiente tropical, em funcéo
da eStaCa0 CHIMALICA.........ccviveceeeece e

52

53

55

FMVZ - USP




ARTIGO 2

Tabela 1- Valores médios (+ erro padrdo) da temperatura do ar (TA, °C),
temperatura do globo negro (TGN, °C), umidade relativa (UR, %),
velocidade do vento (VV, m/s), indice de Temperatura de Globo
Negro e Umidade (ITGU) e a Carga Térmica Radiante (CTR,
W/m?), registrados entre 8h00 e 16h00 durante o periodo
experimental em sistemas a pleno sol (PS) ou com arborizacéo
(ILPF) em ambiente tropical..........c.ccccoiieviiiiniiiiiiiec e 93

Tabela 2- Valores médios (+ erro padrdo) da frequéncia respiratoria (FR,
movimentos/minuto) e temperatura interna corpérea (TR, °C) de
touros bovinos (n=64) mantidos em sistemas a pleno sol (PS) ou
com arborizagcdo (iLPF), avaliadas das 11h00 as 14h30, em
ambiente troPICal...........ccuveieiee e 95

Tabela 3- Valores médios (= erro padrdo) da frequéncia respiratdria (FR,
movimentos/minuto) e temperatura interna corpérea (TR, °C) de
touros bovinos (n=64) das racas Nelore (Bos indicus) e Canchim
(5/8 Bos taurus x 3/8 Bos indicus), avaliadas das 11h00 as 14h30,

. . 96
em ambiente tropiCal............covviiiiii

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO FMVZ - USP




LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

iLPF — Sistema de integracdo lavoura-pecuéria-floresta
PS — Sistema a pleno sol

TA — Temperatura do ar

TGN- Temperatura do globo negro

UR — Umidade relativa

VV — Velocidade do vento

ITGU — indice de temperatura de globo negro e umidade
CTR — Carga térmica radiante

TFUN — Funiculo espermatico

TPTV — Temperatura do polo testicular ventral

TCE — Temperatura da cauda do epididimo

TES — Temperatura escrotal

Gradl — Gradiente de temperatura obtido pela subtracdo da temperatura retal —
temperatura de polo testicular dorsal

Grad2 — Gradiente de temperatura obtido pela subtracdo da temperatura retal —
temperatura de polo testicular ventral

Grad3 — Gradiente de temperatura obtido pela subtracdo da temperatura retal —

temperatura da cauda do epididimo

Grad4 — Gradiente de temperatura obtido pela subtracdo da temperatura do polo

testicular dorsal — temperatura de polo testicular ventral
HOMD — Homogeneidade do parénquima do testiculo direito
HOME — Homogeneidade do parénquima do testiculo esquerdo
HIPD — Hiperecogenicidade do parénguima do testiculo direito

HIPE — Hiperecogenicidade do parénquima do testiculo esquerdo

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO FMVZ - USP




MiTD — Temperatura minima do dorso
MeTD — Temperatura média do dorso
MXTD — Temperatura maxima do dorso
TTro— Temperatura média do tronco
GLO — Temperatura de globo ocular
FR — Frequéncia respiratdria

TR — Temperatura interna corpérea

T3 — Triiodotironina

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO FMVZ - USP




LISTA DE SIMBOLOS

+ - simbolo utilizado entre as unidades estatisticas de média e desvio padréo
< - simbolo matemaético que indica valores inferiores

% - porcentagem, unidade de razéo na base 100

106 - milhdes

X - vezes

°-grau

' - minuto

" - segundo

® - simbolo utilizado para demonstrar uma marca registrada

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO FMVZ - USP




SUMARIO

LINTRODUGAD. ... 21
201 =N | = 1 1Y/ STV 22
2.1 OBJIETIVO GERAL. ...ttt e e e e 22
2.2 OBJIETIVOS ESPECIFICOS......oouieeeeteeeeeeeee et ettt s e ees e en e, 22
3 REFERENCIAL TEORICO ... oottt 23
3.1 EFEITOS DO SISTEMA DE PRODUCAO INTEGRADO NA PECUARIA......... 23
3.2 MONITORAMENTO DO CONFORTO TERMICO E BEM-ESTAR ANIMAL... 24
3.3 EFEITOS PREJUDICIAIS DO CALOR EM VARIAVEIS REPRODUTIVAS..... 26
3.4 FATORES ENDOCRINOS DA REPRODUGCAO MASCULINA.........cccoovvernnne. 27
REFERENCIAS. ...ttt ee e eeeeeeeseeeseeee et esseeseseseseeeseseseeeeeseeesesesesesenenens 28

4 ARTIGO 1 - Diferencgas das caracteristicas reprodutivas de touros Nelore (Bos
indicus) e Canchim (Bos taurus x Bos indicus) mantidos em sistema sombreado
de integracdo lavoura-pecuaria-floresta e sistema a pleno sol em ambiente

TPOPICAI ... bbbt 38
RESUMO . ...ttt ettt eeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeeeeeeeeseseeeseseseseseeeeeseseteseeeeeeeseeeteeeeeeesens 38
INTRODUGAD. ...ttt sttt en st en sttt 40
MATERIAL E METODOS. ... oottt ettt ettt ettt et et ettt et et et en et en e enenen s 42
RESULTADOS. ..ottt ettt ettt et s eses et eeee e et eseseeeseseeeeeeeeeeeaeeeeeaens 52
DISCUSSAOD . ... ettt ettt ettt et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et eeeens 60
CONGCLUSAO. ..ottt e e e e e e e e e e e ee e eeeeenee e 67
REFERENCIAS. ...ttt ettt ettt ettt et et et et e eae et et et et e et et et e ete e et et e e eeeeeeenene 67

5 ARTIGO 2 - O Sistema de Integracdo Lavoura-Pecuaria-Floresta (iLPF)
promove maior conforto térmico em bovinos de corte mantidos em clima g

LR 0] o1 oF | ST SSOP

=LY ], @ JO T 79
INTRODUGAO. ...ttt sa s 81
MATERIAL E METODOS. ..o oottt ettt ettt ettt ettt eeer e e anaen, 82
RESULTADOS. ..ottt eee et et s e eeeeteeeeeeeeeeeeseseseeeeeeeeeeeeeeeseseneeens 92
DISCUSSAOD . ..ottt et ettt ettt et ettt et ettt e e et et et et et et et et et et et et et et et et en et eree s 100
CONGCLUSAO. ..ottt ettt ettt e e 107
CONCLUSAO GERAL ...ttt e e e e ee e e e e 108
REFERENCIAS. ...ttt eeeeeseeeeeeeseeeeeeeeesesseeseseeeseeeseeseeeseeeseeseseseseseeesens 109

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO FMVZ - USP




20

7INTRODUCAO

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO FMVZ - USP




21

1 INTRODUCAO

As alteragbes climaticas sdo notadas mundialmente, e suas consequéncias
adversas vém sendo cada vez mais agressivas, principalmente em paises localizados na
zona intertropical do planeta. Esses efeitos prejudicam seriamente a agricultura e a
pecuaria, sendo que o rebanho bovino é considerado uma das espécies que mais sofrem
com as intempéries ambientais (ABDUREHMAN, 2019). A severidade do estresse
térmico caldrico aumenta com o passar dos anos, principalmente devido ao acelerado
avanco do aguecimento global, sendo que em paises de clima arido, subtropical e
tropical essas intensas mudancas das varidveis ambientais sdo notadas de forma mais
expressiva (BELHADJ et al., 2016). Os bovinos acabam sofrendo diretamente esses
efeitos adversos do ambiente, prejudicando sua salde, produtividade e reproducédo
(HENRY et al., 2018).

O crescimento recorrente do interesse na diversificacdo das atividades
agropecudarias em propriedades rurais indica a necessidade de implementacdo de
sistemas que sejam mais produtivos, sustentaveis e rentaveis (MORAES et al., 2014).
Atualmente, a maioria dos sistemas de producdo pecuaria € concentrada na
monocultura, com forrageiras de baixa qualidade, sendo estas de baixa producdo e
pequena capacidade em realizar o sequestro efetivo de carbono da atmosfera (PONTES
et al., 2018). Sabendo dessas questdes, hd um aumento significativo da demanda na
implementacdo de sistemas como o de integracdo lavoura-pecudria-floresta (ILPF, ou
CLF, do inglés crop-livestock-forest), o qual é considerado uma ferramenta moderna,
que tem o intuito de contribuir para a garantia e seguranca alimentar em ambito mundial
e a otimizacdo do uso da terra (SALTON et al., 2014). Adicionalmente, outro atributo
extremamente importante da implementacéo desse tipo de sistema € a melhora no bem-
estar animal, pois estes propiciam um ambiente térmico confortavel aos bovinos
(YATES et al., 2007; LEMES et al., 2021).

A domesticacdo dos bovinos proporcionou uma grande difusdo da espécie em
todo o mundo, resultando na formacdo de inumeras racas dispersas em variados
ambientes (AJMONEMARSAN et al., 2010). O comportamento das caracteristicas
produtivas e reprodutivas de diferentes gendtipos bovinos em diversas condi¢des

ambientais € muito importante para a escolha de animais que possam expressar ao
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maximo seu potencial, otimizando programas de cruzamento e conservacao genética
(HOFFMANN, 2010).

Diversos estudos ja realizados, indicam a interferéncia negativa do estresse
térmico sobre os parametros reprodutivos de touros bovinos, porém ainda ha escassez
de estudos que avaliem os efeitos do sistema de produgdo de integragdo lavoura-
pecudria-floresta sobre as variaveis reprodutivas de touros bovinos de corte neles
mantidos. Por isso, para a execucdo do presente trabalho foi levantada as seguintes
hipdteses: (i) As diferencas microclimaticas observadas nos sistemas de integracao
lavoura-pecuéria-floresta sdo capazes de causar alteragdes no metabolismo relacionado
a termolise, nas caracteristicas hormonais e nos pardmetros reprodutivos de touros
bovinos das racas Nelore (Bos indicus) e Canchim (Bos taurus x Bos indicus) mantidos
em ambiente tropical. (ii) O sistema de integracdo Lavoura-Pecuaria-Floresta favorece o

microclima do ambiente e confere maior conforto térmico aos animais.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a qualidade seminal e capacidade termorregulatéria de touros bovinos de
diferentes grupos genéticos, mantidos a pasto em diferentes condi¢cBes microcliméticas,
ao longo de um ciclo climatico de um ano. Com isso, pretende-se gerar informacdes
sobre os efeitos do sistema de integracdo lavoura-pecudria-floresta como uma
ferramenta que possa contribuir para maior eficiéncia do manejo reprodutivo de touros
de corte, além de contribuir com o processo de identificacdo e selecdo de animais mais
adaptados ao ambiente tropical.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a influéncia das diferentes condi¢Bes microclimaticas ocorrentes nos
sistemas de producdo de pastagens ndo-sombreadas e de pastagem em sistema de
Integrac@o Lavoura-Pecuaria-Floresta sobre os parametros seminais, niveis hormonais e

estrutura do parénquima testicular de touros Nelore e Canchim.
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b) Avaliar a resposta termorregulatéria de touros Nelore e Canchim, durante
diferentes estagbes climaticas por meio do monitoramento do conforto térmico e

variaveis fisioldgicas relacionadas a termolise.

3 REFERENCIAL TEORICO
1.1  EFEITOS DO SISTEMA DE PRODUCAO INTEGRADO NA PECUARIA

Os paises localizados na zona tropical do planeta sdo considerados os maiores
produtores de alimentos do mundo. Porém, com essa caracteristica geogréafica, o desafio
climatico é bastante expressivo, tanto para agricultura quanto para a pecuaria
(DOMICIANO et al., 2016). Nesse sentido, a fim de buscar ferramentas para minimizar
0s impactos negativos das intempéries ambientais, os sistemas de producgdo integrados
vém se tornando cada vez mais utilizados, principalmente em regides de clima tropical.
Dentre estes, destaca-se o sistema de integracdo lavoura-pecuéria-floresta, o qual pode
constituir uma alternativa mais rentdvel e sustentavel para a pecuaria de corte
(GAMARRA et al., 2017).

No inicio dos estudos, o conceito do sistema de integracdo lavoura-pecudria-
floresta foi designado para melhorar os solos das pastagens degradas. Porém, ao longo
do tempo, foi perceptivel a influéncia benéfica sobre os animais que eram mantidos
nesses sistemas, como, maior ganho de peso, maior conforto térmico e melhorias diretas
no bem-estar animal (BROOM et al., 2013). Segundo relatos de SALLA et al. (2009), o
sombreamento dos sistemas integrados de producao oferece uma reducdo importante na
incidéncia de radiacdo solar direta nos animais e, consequentemente, reduziria também
a temperatura corpérea e facilitaria a termorregulacdo, contribuindo para a
produtividade e bem-estar dos bovinos. Trabalhos anteriores relataram uma reducéo de
30% na incidéncia de radiagdo solar direta sobre os animais mantidos em sistema
integrado, devido ao componente arbéreo instituido, fazendo com que haja um ambiente
termicamente mais confortavel e favorecendo o aumento da procura de alimentos dos
animais, podendo observar um acréscimo no tempo em que 0s bovinos procuram seus
alimentos no ato de pastejar (KARVATTE JUNIOR et al., 2016). SILVA et al. (2020)
observaram que o sistema de integracédo lavoura-pecuaria-floresta oferece no minimo 8

vezes mais sombreamento que um sistema apenas de integracdo lavoura-pecuéria, e foi
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demonstrado a enorme eficiéncia do sistema com sombreamento em promover uma
condigdo microclimatica excelente aos animais, sendo comprovada com menores

valores encontrados quando calculado o indice de temperatura humidade e globo negro.

Apesar de ser uma estratégia muito importante para otimizar e incrementar
diversos aspectos da pecuaria de corte, deve ser utilizada com rigor e critérios
importantes, pois as densidades de arvores quando manejadas de forma inadequada,
podem influenciar negativamente em todo o sistema de producdo. OLIVEIRA et al.
(2004) demonstraram que uma exagerada densidade de arvores (357 arvores ha™) no
sistema de integracdo lavoura-pecuaria-floresta promoveram menor ganho de peso por
hectare de animais da raca Nelore, quando comparados a um sistema de integragdo com

uma menor densidade do componente arboreo (227 arvores ha™2).

Outra caracteristica de importancia e relevancia mundial é a capacidade do
sistema de integracdo lavoura-pecudria-floresta em mitigar a emissdo dos gases
poluentes, fazendo a remocdo eficiente do gas carbbnico da atmosfera e sendo capaz de
realizar estoque de biomassa (FIGUEIREDO et al., 2017). Os sistemas de integracao
lavoura-pecuéria-floresta ainda demandam diversos estudos que possam explorar de
forma minuciosa cada componente, no intuito de se obter cada vez mais informacdes
que possam contribuir para a sustentabilidade ambiental, agricultura, pecuaria e para a
rentabilidade do sistema como um todo (SOUZA et al., 2017; PONTES et al., 2018).

1.2 MONITORAMENTO DO CONFORTO TERMICO E BEM-ESTAR ANIMAL

As alteracBes nos padrBes climaticos que ocorrem em ambito mundial afetam
diretamente a producdo animal. Sendo assim, é extremamente importante a realizacédo
de estudos sobre os efeitos adversos que as intempéries ambientais imprimem na
pecuaria global. Variaveis ambientais como, elevada temperatura do ar, alta radiacdo
solar e umidade relativa causam desconforto térmico nos animais, levando a inumeras
respostas fisiologicas do organismo, a fim de buscar a manutencdo da homeotermia, e,
como consequéncia, impactam de forma negativa na produgéo e reproducdo de bovinos
(BELASCO et al., 2015; MADER e GRIFFIN, 2015).

Historicamente, foi definido que a chamada zona de termoneutralidade de um

animal ocorre quando o animal estd submetido a uma determinada condicdo de
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temperatura ambiental em que pode expressar a0 maximo sua producdo e reproducéo,
sem prejuizos a sua saude clinica geral (AMES, 1980). Ja o termo utilizado como
estresse, caracteriza-se quando um organismo ndo consegue responder de modo
adequado as ameacas ou agente estressor. Como consequéncia dessa falta de reacdo,
pode levar ao comprometimento de seu desenvolvimento, funcdo imunoldgica, ganho
de peso entre outras inimeras sequelas (RANDALL, 2010). O animal, em resposta ao
estresse causado pelas condicbes climéticas, ativa seus mecanismos fisiologicos de
termolise, visando a manutencdo homeotérmica, e, como consequéncia, sdo afetados
negativamente a ingestdo de matéria seca, o ganho de peso, 0 crescimento, assim como,
0 bem-estar e o comportamento desses animais (LACETERA et al., 2003;
AVENDANO et al., 2006; HANSEN, 2009; GIRO et al., 2019).

O indice de Temperatura de Globo Negro e Umidade (BGHI) foi desenvolvido
como um indice de conforto térmico, baseado na avaliacdo da temperatura do ambiente
obtida através da captacdo por um globo negro e também da umidade relativa do ar
(BUFFINGTON et al., 1981). Os valores obtidos através dos célculos para BGHI
oferecem informacgdes importantes que sdo capazes de avaliar em quais condi¢des 0s
bovinos se encontram com relacdo a algum tipo de alteracdo no conforto térmico desses
animais. O célculo do BGHI e de outros indices que permitem a avaliacdo do conforto
térmico dos animais faz-se necessario para 0 monitoramento preciso das variaveis
ambientais e, para tal, existem diversos modelos de estacGes meteoroldgicas que podem
ser facilmente instaladas nas propriedades rurais (BAETA e SOUZA, 2010).

Por sua vez, a utilizacdo da termografia infravermelha vem se tornando cada vez
mais recorrente na Medicina Veterinaria, pois € capaz de avaliar a temperatura de
superficie dos animais (PANTOJA et al., 2017), e pode auxiliar tanto no tratamento de
determinadas enfermidades quanto na identificacio de ambientes que sejam
desafiadores para os animais devido as variaveis bioclimatolégicas (MACMANUS et
al., 2016; ROMANELLO et al., 2018). Considerada uma técnica ndo invasiva, é
caracterizada por realizar a captura da radiacdo térmica emitida pelos tecidos que
recobrem a superficie animal e converté-la em termogramas (imagens termogréaficas).
Com isso, é possivel executar um mapeamento da temperatura superficial de diversas
regibes anatomicas do individuo (STEWART et al.,, 2005; MOURA et al., 2019).
Estudos que utilizam essa ferramenta deverdo ser cada vez mais frequentes, pois trata-se

de uma técnica interessante que serve de grande valia na caracterizacdo do estresse
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térmico dos animais de inimeras espécies e que pode auxiliar nas tomadas de decisdes
mais certeiras e adequadas com relagdo ao manejo ambiental, que deve ser instituido
para minimizar as adversidades climaticas que afetam os animais (CASTRO-PEREZ et
al., 2020).

No Brasil, a identificacdo da necessidade de adequacdo dos sistemas de
producdo na pecuaria atual torna a utilizagdo de sistemas integrados de producédo uma
opcdo sustentavel, rentavel e que beneficia 0 bem-estar do componente animal
(BALBINO et al., 2011). Cerca de 68 milhdes de hectares de terras brasileiras sao
estimadas como areas aptas para a utilizagdo de sistemas integrados de lavoura-pecuéria
e floresta, o que significa que ha uma imensa area disponivel para ser utilizada, sem a
necessidade de amplificacdo de novas areas agricolas (EMBRAPA, 2011). Assim, ha
uma crescente demanda por estudos que possam avaliar de modo minucioso 0s reais
beneficios da utilizacdo dos sistemas integrados sobre o desempenho animal, com
objetivo de observar as respostas fisiologicas e produtivas de bovinos mantidos nesse

tipo de sistema de producao.

1.3 EFEITOS PREJUDICIAIS DO CALOR EM CARACTERISTICAS

REPRODUTIVAS

Animais em estresse calorico cronico sofrem inGmeras alteracdes em sua
fisiologia enddcrina e metabdlica, como reducdo na secrecdo de hormonios hipofisarios,
alterando, assim, o metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos (LITTLEJOHN et
al., 2014). Estudos relatam que o estresse térmico interfere na producéo e secrecdo de
horménios em fémeas e machos bovinos, sendo capaz de realizar bloqueio da atividade
do estradiol e impedir a manifestagdo do comportamento sexual normal (BADINGA et
al., 1971; RONCHI et al., 2001). Animais submetidos ao estresse térmico calorico tém
sua fertilidade reduzida de modo multifatorial. Primeiramente, 0 aumento exacerbado da
temperatura corporal ocasiona injarias nos tecidos que comp&em o trato reprodutivo das
fémeas bovinas, comprometendo a atividade folicular ovariana e também reduz a
qualidade e viabilidade oocitaria, reduzindo a taxa de fecundacdo e aumentando a taxa
de perdas embrionarias (HANSEN, 2004; ROTH, 2008; BURNS et al., 2010).

Nos machos, a pele do escroto é geralmente desprovida de gordura subcuténea e

¢ composta por grande quantidade de glandulas sudoriparas adrenérgicas. A
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musculatura escrotal é capaz de alterar a area superficial do escroto, permitindo a
aproximacdo dos testiculos com o corpo do animal. Como mecanismo de
termorregulacdo, internamente ao escroto, ha o plexo pampiniforme, composto por uma
vasta rede de vasos sanguineos responsaveis pela refrigeracdo do sangue arterial que
irriga os testiculos. Uma exposicdo testicular a altas temperaturas e umidade, mesmo
por curto periodo, é suficiente para provocar aumento significativo no nimero de

espermatozoides anormais em animais domésticos (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

Machos que frequentemente permanecem expostos a temperatura ambiente
superior a 30°C estdo propensos a desenvolverem alteracbes comportamentais, gonadais
e sisttmicas. Falhas na termorregulacdo e aumento da temperatura ambiente podem
ocasionar elevacdo da temperatura escrotal e gonadal. Sob essas condi¢es, o testiculo
sofre alteracbes morfofuncionais que acarretam na queda da produtividade e da
qualidade espermética. Ocorrem mutacdes no DNA, aumento de defeitos morfoldgicos
das células espermaéticas, diminuicdo da producdo de gametas e reducdo de células
moveis, podendo causar baixa fertilidade ou até infertilidade do animal (BEDFORD,
2004; HUANG et al., 2000).

1.4  FATORES ENDOCRINOS DA REPRODUCAO EM MACHOS

Sabe-se que na maioria dos mamiferos, a espermatogénese depende do
funcionamento do eixo hipotalamico-hipofisario-testicular, o qual envolve acdes
hormonais e seus mecanismos de retroalimentacdo. O controle enddcrino deste eixo é
composto por mudangas dindmicas nos padrbes de secrecdo dos hormonios
hipotaldmicos (0o horménio liberador de gonadotrofinas — GnRH), hipofisarios
(hormonio foliculo estimulante — FSH e hormoénio luteinizante — LH), horménios
testiculares (os andrégenos) e da inibina. Quando ocorre supressao das gonadotrofinas
em um animal adulto, a producéo espermatica € anulada (MCLACHLAN et al., 1996).
Contudo, também ha uma série de outros horménios envolvidos na espermatogénese,
como o horménio do crescimento (GH), a prolactina e a insulina, que apresentam

efeitos em diferentes tipos celulares, inclusive nos testiculos (MATSUMOTO, 1989).

Resumidamente, quando o hipotadlamo é estimulado, este libera o horménio

GnRH que se comporta de forma pulsatil e estimula a produgdo e secrecdo das
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gonadotrofinas hipofisarias, que sdo o FSH e o LH. O FSH se liga as células de Sertoli
para promover a liberacéo de inibina, ativina, ABP (proteina carreadora de andr6genos)
e também exerce acdo sinérgica a testosterona. J4 o LH possui a fungéo de estimular as
células de Leydig a produzirem testosterona. Esses e outros fatores estdo relacionados a
ocorréncia da espermatogénese (MATSUMOTO, 1989).

O desempenho reprodutivo de machos bovinos depende das melhorias
constantes das técnicas de manejo dentro da pecuaria, porém, é de suma importancia o
conhecimento da fisiologia do desenvolvimento testicular e de todos os outros fatores
que levam a espermatogénese normal (MOURA et al., 2002; GUIMARAES et al.,
2011; COSTA et al., 2015). A producdo espermaética € dependente de inimeros fatores,
dentre estes a idade, estado nutricional, genética, ambiente e alimentacdo, sendo
varidveis que, ao sofrerem alteracdes, podem influenciar tanto na producdo quando na
qualidade do sémen produzido pelo animal (SANTOS et al., 2008; CHACUR et al.,
2013; CUNHA et al., 2015).
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ARTIGO 1| - Diferencas das caracteristicas reprodutivas de touros Nelore (Bos
indicus) e Canchim (Bos taurus x Bos indicus) mantidos em sistema sombreado de

integracdo lavoura-pecuaria-floresta e sistema a pleno sol em ambiente tropical

*Artigo a ser submetido ao Periddico Andrology (Online ISSN:2047-2927), Qualis A2
em Medicina Veterinaria e JCR 3,842

Resumo

Estratégias de manejo com o a intencdo de minimizar os efeitos adversos das
intempéries ambientais sobre a eficiéncia reprodutiva de touros bovinos de corte tém se
tornado cada vez mais importante. O objetivo desse trabalho foi avaliar a capacidade
termorregulatdria escrotal, a integridade do parénquima testicular e a qualidade seminal
de touros bovinos mantidos em diferentes sistemas de pastejo. Foram utilizados 64
touros bovinos (24 + 1,3 meses; 412 + 22,6kg), 32 animais da raca Nelore (Bos indicus)
e 32 da ragca Canchim (5/8 Bos taurus x 3/8 Bos indicus). Os tratamentos eram: Sistema
a pleno sol (PS) e Sistema sombreado de integracao lavoura-pecudria-floresta (iLPF). O
periodo experimental foi de treze meses. Mensalmente 0s touros passaram por avaliacdo
de parédmetros fisiologicos, hormonais e androldgicos. Varidveis bioclimatoldgicas
foram monitoradas continuamente. O volume testicular direito foi menor nos animais
mantidos em PS (247,5+5,7, cm3) do que iLPF (25945,7, cm3). A homogeneidade do
parénquima testicular esquerdo (HOMD, 0 a 2) e a hiperecogenicidade do parénquima
direito (HIPD, 0 a 3) apresentaram valores mais elevados no PS (0,7+£0,04, HOMD;
1,4+0,09, HIPD) comparado ao iLPF (0,6+0,04, HOME 1,3+0,09, HIPE). As
temperaturas de superficie foram maiores em animais da raca Canchim do que Nelore,
nas regides de funiculo espermatico (36,3+0,1 vs 35,9+0,1 °C, P<0,05) e polo testicular
dorsal (34,8+0,1 vs 34,5+0,1 °C, P<0,05) e no gradiente térmico Retal - Cauda do
Epididimo (Grad3) (9,0+0,1 vs 7,7+0,1 °C, P<0,05), respectivamente. Os defeitos
maiores das células espermaticas foram mais expressivos no Canchim do que no Nelore,
no verédo 1 (9,2+0,8 vs 7,2+0,8, %), outono (11,2+0,8 vs 7,3+0,8, %), inverno (9,4+0,8
vs 4,8, %) e primavera (55+0,8 vs 3,3, %), respectivamente. Os resultados
apresentaram que o sistema iLPF foi eficaz em minimizar os efeitos adversos

ambientais sobre a eficiéncia reprodutiva de touros bovinos de corte.
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Palavras-chave: Andrologia animal, touro, termorregulacdo, sistemas integrados,

termografia infravermelha, qualidade espermatica.

Abstract

Management strategies with the intention of minimizing the adverse effects of
environmental storms on the reproductive efficiency of beef bulls have become
increasingly important. The aim of this study was to evaluate the scrotal
thermoregulatory capacity, testicular parenchyma integrity and seminal quality of
bovine bulls kept in different grazing systems. The experiment had 64 bovine bulls (24
+ 1.3 months; 412 + 22.6), 32 Nellore (Bos indicus) and 32 Canchim (5/8 Bos taurus x
3/8 Bos indicus). The treatments were: Full sun system (Full Sunlight - FS) and Shaded
crop-livestock-forest integration system (Crop-Livestock-Forestry — CLF. The
experimental period was thirteen months. The bulls were monthly measured for
physiological, hormonal and andrological parameters. Bioclimatological variables were
continuously monitored. The right testicular volume was smaller in animals kept in FS
(247.5£5.7, cm3) than in CLF (25945.7, cm3). The homogeneity of the left testicular
parenchyma (LHM, 0 to 2) and the hyperechogenicity of the right parenchyma (RHY, 0
to 3) had higher values in the FS (0.7£0.04, LHM; 1.4+0.09 , RHY) compared to CLF
(0.6+0.04, LHM 1.3+0.09, RHY). Surface temperatures were higher in Canchim than
Nellore animals, in the spermatic cord (36.3+£0.1 vs 35.9+0.1 °C, P<0.05) and dorsal
testicular pole (34 ,8+0.1 vs 34.5+0.1 °C, P<0.05) and in the Rectal Thermal Gradient -
Epididymis Tail (Grad3) (9.0+0.1 vs 7.7+0.1 °C, P<0.05), respectively. Major sperm
cell defects were more expressive in Canchim than in Nellore, in summer | (9.2+0.8 vs
7.2+0.8. %), autumn (11.2+0.8 vs 7 0.3+0.8. %), winter (9.4+0.8 vs 4.8. %) and spring
(5.5£0.8 vs 3.3%), respectively. The results showed that the CLF system was effective
in minimizing the adverse environmental effects on the reproductive efficiency of beef
bulls.

Keywords: Animal andrology, bull, thermoregulation, integrated systems, infrared

thermography, semen quality.
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Introducéo

Estimativas apontam que até 2050 a demanda global por alimentos aumentara
46%, com mudancas na estrutura do requerimento, que ampliara em 95% a exigéncia
por calorias advindas de produtos de origem animal (Gouel e Guimbard, 2017). Nesse
cenario, prevé-se que 0s paises emergentes possam responder por grande parcela da
producdo mundial de proteina de origem animal (FAO, 2020). Porém, um dos entraves
para maior produtividade animal em paises localizados na zona intertropical, regido
geografica onde se localiza a maioria dos paises em desenvolvimento, é o desafio
climatico. Primariamente, altos indices de temperatura e umidade do ar constituem um
fator limitante para a producédo de alimentos, por impactarem negativamente nos indices
reprodutivos dos rebanhos destinados a producéo de leite ou carne (Lees et al., 2019;
Abbas et al., 2020).

Bovinos de racas zebuinas se destacam positivamente quanto a resisténcia
parasitaria e adaptabilidade as diversas condi¢cbes ambientais (Bhat et al., 2016). Por
isso, a realizagdo de cruzamentos entre animais zebuinos e taurinos é uma prética
amplamente realizada em todo o mundo, no intuito de se obter animais mais adaptados a
diversos ambientes e com elevado desempenho zootécnico, o que é possivel mediante
os efeitos genéticos aditivos da heterose (Leal et al., 2018; Cundiff, 1970). Porém, é
importante desmistificar a invulnerabilidade dos animais zebuinos ou seus cruzamentos
em relacdo a ambientes com alta temperatura e umidade (Felton-Taylor et al., 2020),
pois estas sdo varidveis que comprometem diretamente sua eficiéncia produtiva
(Carvajal et al., 2021). Adicionalmente, sdo escassos 0S conhecimentos a respeito dos
mecanismos de termotolerancia desses animais (Onasanya et al., 2020), em especial
quando se considera o efeito da radiacdo de ondas curtas incidentes no meio ambiente e
as respostas reprodutivas especificas quanto a termorregulacdo escrotal e integridade
fisica e funcional das génadas.

Sabe-se que animais submetidos ao estresse cal6rico tornam-se mais suscetiveis
a desenvolverem alteracGes em suas funcdes fisiologicas (Sejian et al., 2018). Nos
animais homeotérmicos, como os bovinos, a manutencdo do equilibrio interno com o
ambiente externo esta diretamente relacionada a sua capacidade de acionar mecanismos
termorregulatérios de modo satisfatorio (Renaudeau et al., 2011). Quando estes
mecanismos ndo sdo eficientes, hd comprometimento do desempenho zootécnico

(Gaughan et al., 2010). Nos touros, a elevacdo da temperatura ambiente também pode
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causar alteracdes gonadais (Setchell, 1998). Em situacdes de hipertermia, quando a
termorregulagéo testicular ndo ocorre de modo apropriado, o metabolismo testicular
aumenta e ha reducdo do aporte sanguineo local. Isso leva & hipdxia celular e,
consequentemente, ao estabelecimento de um quadro patolégico de degeneragédo
testicular (Velickovic et al., 2014; Alves et al., 2016; Goncalves et al., 2021), com
efeitos negativos evidentes na espermatogénese e na qualidade seminal (Garcia, 2017).

Recentemente, estudos que investigam estratégias de manejo no intuito de
minimizar o efeito do aumento de temperatura ambiente sobre a eficiéncia da pecuaria
de corte tém se tornado mais relevantes (Summer et al., 2019). Nesse contexto, 0
sistema de Integracdo Lavoura-Pecuaria-Floresta (iLPF) tem sido apresentado como
alternativa para integracdo dos componentes do sistema produtivo, visando atingir
patamares cada vez mais elevados de enriquecimento ambiental, qualidade do produto
final e competitividade (Broom et al., 2013; Pezzopane et al., 2019). Inicialmente
projetado para a recuperagdo de solos e pastagens degradadas, o sistema iLPF também
se destaca ao melhorar as condi¢Ges de microclima, minimizando o calor e a radiagéo
solar direta sobre os animais por meio do sombreamento natural ofertado pelo
componente arbéreo (Giro et al., 2019). Contudo, apesar dos recentes estudos sobre 0s
potenciais efeitos benéficos sobre o bem-estar e o conforto térmico dos animais
(Karvatte Junior et al., 2016; Lemes et al., 2021), sdo escassas as informacoes
cientificas sobre o efeito desses modelos mais sustentaveis de producdo sobre as
caracteristicas reprodutivas de touros neles mantidos.

Adicionalmente, do ponto de vista global, desde o periodo pré-industrial, a
temperatura média do ar tem aumentado consideravelmente mais que a temperatura da
superficie de continentes e oceanos (IPCC, 2021). Essas mudancgas tém aumentado a
frequéncia e a intensidade de eventos climaticos extremos, como severas ondas de calor
(Rogers et al., 2021), o que tem impactado na seguranga alimentar e contribuido para a
desertificacdo e degradacdo de muitas regides (IPCC, 2021). Sendo assim, a adogéo de
estratégias de manejo ambiental, como a insercdo do componente arbéreo nos sistemas
de producéo, para mitigar os impactos de eventos extremos na reproducdo animal torna-
se essencial. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a capacidade
termorregulatdria escrotal, a integridade do parénquima testicular e a qualidade seminal
de touros bovinos das racas Nelore (Bos indicus) e Canchim (Bos taurus x Bos indicus),

quando mantidos em sistema de pastejo rotacionado intensivo com ou sem a presenca
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de sombreamento ofertado por componente arbdreo, em regido de clima tropical. Com
isso, pretende-se ampliar informagdes sobre estratégias de manejo reprodutivo capazes
de contribuir para a maior eficiéncia e selecdo de touros bovinos mais adaptados ao

ambiente tropical.

Material e Métodos
Local, caracterizacdo climatica e periodo

O experimento foi conduzido na Embrapa Pecuéria Sudeste, em Séo Carlos-SP,
Brasil (21°57°42’S, 47°50°28°W, altitude 860 m). O tipo climéatico local ¢ Cwa,
tropical de altitude, conforme classificacdo de Kdppen-Geiger (Kottek et al, 2006), com
quatro estacdes climaticas definidas: Verdo (dezembro a marco), Outono (marco a
junho), Inverno (junho a setembro) e Primavera (setembro a dezembro). O verdo é
caracterizado pelos altos indices de temperatura do ar, umidade relativa e pluviosidade,
enquanto o inverno é a estacdo de menores temperaturas, umidade e pluviosidade
(Embrapa, 2021). O outono e primavera sao considerados estagdes transicionais entre
verdo e inverno quanto as caracteristicas biometeorolédgicas. O periodo experimental
perdurou treze meses, de janeiro de 2018 a janeiro de 2019, contemplando um total de
cinco estagdes climéaticas consecutivas, denominadas no delineamento experimental

como Verdo |, Outono, Inverno, Primavera e Verao I1.

Bioética

O experimento foi conduzido em conformidade com a Diretriz Brasileira para o
Cuidado e Utilizacdo de Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica
(Brasil, 2016). Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais Experimentais da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de S&o Paulo (protocolo CEUA n° 4361040917). Os
resultados foram reportados de acordo com o The ARRIVE Guidelines (Animal

Research: Reporting of In Vivo Experiments) (Kilkenny et al., 2010).

Caracterizacao dos Sistemas de Produgéo e Tratamentos
A éarea experimental era composta por dois diferentes sistemas de producéo
(Figura 1), os quais correspondem aos tratamentos, a saber: 1) Sistema a pleno sol (PS):

sistema de pastagens com éarea de 12 ha, para pastejo rotacionado intensivo de
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Brachiaria brizantha (cv Piatd), sem presenca significativa de arvores nem elementos
de sombreamento artificial. 1) Sistema sombreado de integracdo lavoura-pecuéria-
floresta (iLPF): sistema idéntico ao anterior em area e tipo de forragem, com diferencial
de possuir arvores de eucalipto (Eucalyptus urograndis) dispostas em linhas simples, no
sentido leste-oeste, com espacamento de 15 metros entre linhas e 4 metros entre plantas
(165 arvores/ha). As arvores determinam area de sombreamento Util de 30%. Em ambos
0s sistemas, a rotacdo dos animais nos piquetes ocorreu a cada 6 dias, com tempo de
descanso da pastagem de 30 dias, perfazendo ciclos de pastejo de 36 dias. O sistema
com arborizagédo foi implantado em abril de 2011, momento no qual as arvores foram
organizadas em fileiras Unicas, com espacamento de 15 metros entre linhas e 2 metros
entre arvores na linha, caracterizando densidade de 333 arvores/ha. Com o crescimento
natural das arvores, a fim de manter o equilibrio com os demais componentes do
sistema, em junho de 2016 foi realizada remocao de 50% das arvores dentro de cada
subsistema, aumentando o espacamento entre arvores para 4 metros e determinando a

densidade arborea utilizada no presente experimento (165 arvores/ha).

ILPF

Pleno Sol
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Figura 1. (A) e (B) Mapas dos sistemas de producdo em pastagens a pleno sol (PS)

(delimitado por linha vermelha) e em Integracdo Lavoura-Pecuaria-Floresta (iLPF)
(delimitado por linha verde) implantados na Embrapa Pecuaria Sudeste, Sdo Carlos-SP,
(C) Fotografias com detalhe dos sistemas de pastagens de Brachiaria brizantha a pleno
sol e (D) com arborizacgdo. (Fonte: Arquivos Garcia AR, 2021; Maio AMD, 2019).

Variaveis meteoroldgicas

A caracterizacdo microclimatica foi obtida de modo ininterrupto por meio de
estacOes meteoroldgicas automaticas, uma instalada na area do sistema PS, e outra na
area sombreada do sistema iLPF, com o intuito de registrar suas peculiaridades
microclimaticas. Os registros foram realizados a cada quinze segundos, com saidas de
dados programadas a cada cinco minutos, originando 113.760 registros em cada estacao
meteoroldgica e 46.657 registros por equipamento. Ao banco de dados foi aplicado o
critério de andlise de concentracdo de registros entre 08h00 e 16h00, conforme
metodologia adotada por Magalhdes (et al., 2020), que abrange os momentos do dia de
temperatura ambiente mais elevada e radiacdo solar mais intensa (Pezzopane et al.,
2019). As variaveis estudadas foram temperatura do ar (TA, °C), temperatura de globo
negro (TGN, °C), umidade relativa (UR, %) e velocidade do vento (VV, m/s). Com base
nestas, foram calculados o indice de Temperatura de Globo Negro e Umidade (ITGU)
(Buffington et al., 1981) e a Carga Térmica Radiante (CTR, W/m?) (Esmay, 1978) para

cada sistema de producéo (Figura 2).
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Figura 2. Valores médios da (A) temperatura do ar (TA), (B) temperatura do globo
negro (TGN), (C) umidade relativa (UR), (D) velocidade do vento (VV), (E) indice de
Temperatura de Globo Negro e Umidade (ITGU) e (F) indice de Carga Térmica
Radiante (CTR) registrados entre 08h00 e 16h00 no sistema a pleno sol (PS) e no

sistema com arborizacéo (iLPF), em ambiente tropical.
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Animais experimentais e manejo

Foram utilizados 64 touros bovinos, sendo 32 animais da raca Nelore (Bos
indicus) e 32 da raca Canchim (5/8 Bos taurus x 3/8 Bos indicus). Ao inicio do
experimento, 0s animais apresentavam, em média, 24 meses de idade, 412 kg e escore
de condicdo corporal 5,9+0,1 (escala de 1 a 9, conforme Cooke et al., 2009). A fim de
garantir a homogeneidade dos animais experimentais, os touros foram pré-selecionados
considerando sua condicdo clinico-reprodutiva, dentre um rebanho de 175 touros
contemporaneos nascidos e criados no mesmo sistema de producéo a pasto, previamente
ao presente experimento. Dos touros selecionados, foram alocados 16 Nelore e 16
Canchim no sistema a pleno sol (PS, n=32) e 16 Nelore e 16 Canchim no sistema
sombreado de integracdo lavoura-pecudria-floresta (iLPF, n=32). Os animais foram
inseridos em seus respectivos sistemas de producdo 30 dias antes do inicio das coletas
de dados, a fim de acomoda-los e evitar qualquer tipo de estresse comportamental com
relagdo ao novo espago de permanéncia. Os touros foram mantidos sob iguais condi¢des
sanitarias e nutricionais, com acesso ad libitum a agua em bebedouros automaticos e a
suplementacdo mineral em cochos cobertos, localizados no centro de manejo de cada

sistema.

Avaliacdo da temperatura interna corpdrea

A temperatura interna corpdrea foi avaliada por meio da afericdo de termometria
clinica por via transretal (TR, °C) (Rosenberger et al., 1993), sendo aferida mensalmente
com termdmetro digital, sempre das 11h00 as 14h30, com intuito de contemplar o
horario do dia de maior desafio térmico. Os animais eram conduzidos ao passo até
curral de manejo contiguo as areas de pastagem (400 metros), e eram contidos em brete
para avaliacdo, abrigado de radia¢ao solar direta e chuva. Adotou-se o critério de
deslocar os animais para avaliagdo no curral sempre em pequenos lotes de manejo de
oito animais, que eram conduzidos em ordem alternada a cada data estabelecida para a
coleta de dados. Esse cuidado de delineamento foi adotado com o intuito de
impossibilitar uma ordem fixa de entrada dos animais, e evitar que os dados dos animais

fossem influenciados pelo avancar do horério, dentro da janela de tempo estipulada.
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Avaliacdo da temperatura de superficie escrotal e gradientes térmicos

As temperaturas de superficie escrotal dos animais foram avaliadas mensalmente
por termografia infravermelha, com uso de termografo portatil com camera digital
integrada (Testo 890-2 Kit, Testo AG, Lenzkirch, Alemanha), equipada com lente 42° x
32° (15 mm), resolucdo geométrica (IFOV) de 1,13 mrad, resolucdo no infravermelho
de 640 x 480 pixels, sensibilidade térmica de <40 mK (<0,04 °C a temperatura ambiente
de +30 °C), faixa de temperatura de 0 a +350 °C, na opc¢do de foco manual. A
emissividade adotada foi de 0,98 (Romanello et al., 2018). As imagens foram geradas
pelo mesmo operador, em curral de manejo, nos horarios de maior desafio térmico do
dia (11h00 as 14h30), com distancia padronizada em 1,0 m entre o termografo e a
regido de interesse (Figura 3). Os termogramas (n=2,428) passaram por pos-
processamento com uso do software IRSoft versdo 4.5 (Testo AG; Lenzkirch,
Alemanha), sendo adotada a técnica de analise por integralizacdo em poligonos e
ferramenta de tragado & méo livre (Kotrba et al., 2007; Moura et al., 2019).

Foram determinadas as médias das temperaturas de superficie (°C) das regides
anatdmicas do funiculo espermatico (TFUN), polo testicular dorsal (TPTD), polo
testicular ventral (TPTV), cauda do epididimo (TCEP) e escroto (TESC). As
temperaturas dos gradientes (°C) foram determinadas por meio das seguintes equacdes:
Gradl = (temperatura interna — temperatura do polo testicular dorsal); Grad2 =
(temperatura interna — temperatura do polo testicular ventral); Grad3 = (temperatura
interna — temperatura da cauda do epididimo); Grad4 = (temperatura do polo testicular

dorsal — temperatura do polo testicular ventral).
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~ Funiculo [\
Espermatico|

Figura 3. Imagens ilustrativas da regido escrotal de touro bovino em abordagem caudal,
geradas com (A) camera digital integrada no espectro visivel; (B) cdmera termografica
de infravermelho (termograma parametrizado para escala de 28,5 a 38,5 °C e paleta
iron); (C) Analise por integralizacdo em poligonos e ferramenta de tracado a méo livre
das regibes anatdmicas do funiculo espermatico, polo testicular dorsal, polo testicular

ventral, cauda do epididimo e escroto. (Fonte: Arquivo pessoal).

Biometria, consisténcia e volume testicular

As avaliacdes biométricas foram realizadas mensalmente. A mensuracdo do
perimetro escrotal (PE, cm) foi realizada com fita maledvel graduada em mm na regido
de maior perimetro do escroto (CBRA, 2013). Para determinar o volume dos testiculos
direito e esquerdo (VOL, cm?®), estes foram mensurados individualmente quanto a
largura e comprimento, com uso de paquimetro metélico digital (mm). Na sequéncia, o
volume testicular foi obtido por meio da equagéo do prolato esferoide, sendo volume =
2 x [4/3 x = x (larg/2)? x (comp/2)], conforme Bailey et al, (1998). A avaliacdo da
consisténcia dos testiculos direito (COD) e esquerdo (COE) foi realizada por palpacédo
bilateral e o tonus testicular foi classificado de 1 a 5, onde 1=flacido e 5=firme (CBRA,
2013).

Avaliacdo da ecotextura do parénquima testicular

A avaliacdo da ecotextura do parénquima testicular foi realizada mensalmente
por exame ultrassonografico em modo B, com probe linear de 7,5 mHz (DP- 3300 Vet,
Mindray, China). Foi avaliada a homogeneidade do parénquima dos testiculos direito
(HOMD) e esquerdo (HOME, 0 a 2), sendo adotada a seguinte classificacdo: 0 =
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auséncia de pontos anecoicos patologicos, 1 = presenca de poucos pontos anecoicos
patolégicos e 2 = presenga de muitos pontos anecoicos patoldgicos. Durante o
procedimento, foi também avaliada a presenca de pontos hiperecoicos no parénguima
dos testiculo direito (HIPD) e esquerdo (HIPE) (Figura 4), sendo adotada classificagcdo
que considera: 0 = auséncia de pontos hiperecoicos; 1 = presenca de até cinco pontos

hiperecoicos, 2 = presenca de mais de cinco pontos hiperecoicos proximos ao

mediastino, 3 = presenca de mais de cinco pontos hiperecoicos difusos no parénquima
testicular (Alves, 2016; Kahwage et al., 2017).

Figura 4. Imagens ultrassonograficas da ecotextura do parénquima testicular em modo
B (abordagem longitudinal) realizadas com probe linear de 7,5 mHz, para avaliacdo do
grau de hiperecogeneicidade testicular, classificada em escores, (A) Escore 0: auséncia
de pontos hiperecoicos no parénquima, (B) Escore 1: presenca de até cinco pontos
hiperecoicos, (C) Escore 2: presenca de mais de cinco pontos hiperecoicos proximos ao
mediastino e distanciados, (D) Escore 3: presenca de mais de cinco pontos hiperecoicos
difusos no parénquima testicular, As setas indicam a presenca de pontos hiperecoicos
(Fonte: Romanello, 2017).
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Dosagem de testosterona

A determinacdo da concentracdo sérica de testosterona foi realizada por
radioimunoensaio. Mensalmente o sangue foi colhido por venopunc¢do em tubos a vacuo
siliconizados de 10 mL, sem anticoagulante, sempre das 11h00 as 14h30. As amostras
foram centrifugadas a 1,350 x g por 15 minutos para a separacdo do soro, fracionadas
em aliquotas e armazenadas a -20°C em microtubos de polipropileno para posterior
andlise. As dosagens de testosterona (n=832) foram realizadas com o kit comercial
Immu Chemtm Double Antibody Testosterone (MP Biomedicals, Inc. Diagnostics
Division, USA). A sensibilidade e o coeficiente intra-ensaio foram de 0,03 ng / mL e

12,2%, respectivamente.

Avaliacdo das caracteristicas do sémen

Para avaliacdo da qualidade seminal, ejaculados de todos os animais foram
coletados mensalmente por eletroejaculagcdo. As amostras (832 ejaculados) foram
mantidas a 37 °C durante a execucdo imediata das andlises de vigor espermatico (1 a 5)
e motilidade espermatica progressiva (MP, %), as quais foram avaliadas em
microscopia optica de campo claro (Eclipse E200, Nikon, Japdo) com magnificacdo de
100x (CBRA, 2013). A concentracio espermatica (CONC, x10° sptz/mL) foi avaliada
em cdmara de Neubauer (1:100). A funcionalidade da membrana plasmatica dos
espermatozoides (IMP, %) foi avaliada por teste hiposmético (Revell e Mrode, 1994).
Para andlise da morfologia espermatica, as amostras de sémen foram fixadas em solucao
salina tamponada com fosfato de Dulbecco a 5% de formaldeido pré-aquecidas a 37°C.
Em cada amostra, 200 células foram analisadas por microscopia de contraste de fase
(Eclipse E200, Nikon, Japdo), pela técnica da camara Uumida, com magnificacdo de
1000x. Os espermatozoides foram classificados de acordo com sua morfologia e 0 0s
resultados foram expressos em percentagem de defeitos menores (%), defeitos maiores
(%) e defeitos totais (%), conforme Bloom (1973). A fragmentacdo da cromatina (%)
foi avaliada pela técnica colorimétrica com azul de toluidina (Beletti et al., 2005). A
técnica de azul de toluidina, também denominada de metacromasia induzida, é
considerada simples, pratica e sensivel, sendo baseada na suscetibilidade dos grupos
fosfatos livres de DNA espermatico e ndo ligados a protaminas em se ligarem aos
corantes basicos (Shamsi et al., 2011). Desse modo, quanto maior o numero de grupos

fosfatos livres, mais corado ficard 0 DNA, assim, os espermatozoides que apresentarem
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coloracgéo azul claro possuem condensacdo normal da cromatina, no entanto, as células
espermaticas que apresentam coloracdo azul escura ou até violeta, apresentam algum
grau de descondensagéo do DNA (Beletti et al., 2005; Florez-Rodriguez et al., 2014).

Analise estatistica

As varidveis relacionadas ao experimento, foram avaliadas considerando um
modelo linear misto geral que contemplou os fixos de Estagdo (verdo, outono, inverno
primavera ou verdo), Raca (Nelore ou Canchim), Tratamento (PS ou iLPF), interacGes
duplas Estacdo x Raca, Estacdo x Tratamento, Raca x Tratamento e interacdo tripla
Estacdo x Raca x Tratamento, além do efeitos aleatorios de animal dentro de lote e
residuo. Em caso de varidveis expressas em percentagens, utilizou-se um modelo linear
misto generalizado com funcdo de ligacdo logistica visando relacionar a variavel
dependente em analises ao modelo descrito acima. Os animais dentro de cada lote foram
incluidos nas analises visando acomodar a estrutura de medidas repetidas nas mesmas
unidades experimentais ao longo das diferentes estacGes avaliados. As estruturas de
covariancia entre as medidas repetidas foram avaliadas pelo critério de informacdo de
Akaike, AIC (Akaike,1973). As pressuposicbes dos modelos de andlise variancia
(normalidade e homogeneidade dos residuos) foram realizadas simultaneamente por
meio de andlises de residuos condicionais Studentizados. Em caso de resultados
significativos para os efeitos fixos de Estacdo, Raca, Tratamento, interacdes duplas e
interacdo tripla, o Teste de Tukey foi utilizado, de forma apropriada, como
procedimento para comparacdo das médias, visando manter o nivel de confianca
conjunto fixado. Todas as andlises foram realizadas com o auxilio do procedimento
PROC MIXED ou GLIMMIX, do programa Statistical Analysis System, versdo 9.4
(SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). No presente trabalho foram apresentadas apenas
as variaveis que demonstraram diferenca estatistica. O nivel de significancia adotado foi
de P<0.05.
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Resultados

Temperatura interna corporea

As diferencas entre os tratamentos dentro das estacdes podem ser observadas na
Tabela 1. Os animais mantidos a pleno sol apresentaram valores mais elevados de
temperatura interna no outono, enquanto os animais do sistema sombreado
apresentaram temperatura interna mais expressiva na primavera. Considerando o efeito
de raca, a temperatura interna ndo foi significativamente diferente entre os animais
Canchim e Nelore, durante o Verédo 1 (39,3+0,1 vs 39,4+0,1 °C), Outono (39,5+0,1 vs
39,4+0,1 °C) e Verdo Il (39,4+0,1 vs 39,310,1 °C), respectivamente. Animais Canchim
apresentaram temperatura interna mais elevada nas esta¢fes de Inverno (39,5+0,1 vs
39,3+0,1 °C; P<0,05) e Primavera (39,5+0,1 vs 39,3+0,1 °C; P<0,05), respectivamente.

Tabela 1. Valores médios (+ erro padrdo) da temperatura interna corporea (TR, °C) de
touros bovinos (n=64) das racas Nelore (Bos indicus) e Canchim (5/8 Bos taurus x 3/8
Bos indicus) em diferentes estacBes climaticas, mantidos em sistema de producdo a

pleno sol (PS) ou com arborizacdo (iLPF) em ambiente tropical.

Tratamento
Estacdo PS iLPF
Verdo | 39,41+0,058 39,30+0,058
Outono 39,54+0,05° 39,35+0,0548°
Inverno 39,39+0,058 39,39+0,05"8
Primavera 39,35+0,055° 39,400,052
Verao Il 39,33+0,078 39,35+0,0748

AB Meédias seguidas de letras mailisculas distintas na mesma coluna diferem significativamente (P<0,05).

ab Médias seguidas de letras minusculas distintas na mesma linha diferem significativamente (P<0,05)
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Temperatura de superficie escrotal e gradientes termicos

N&o houve diferencas significativas para as temperaturas de superficie e
gradientes térmicos nos tratamentos nem entre os genétipos. As médias, desvio padrao e
coeficiente de variacdo dessas variaveis podem ser vistas na Tabela Supl em Material
Suplementar. Os touros Canchim apresentaram temperaturas de superficie mais
elevadas para funiculo espermatico (36,3+0,1 vs 35,9+0,1 °C, P<0,05), polo testicular
dorsal (34,8+0,1 vs 34,5+0,1 °C; P<0,05) e Grad3 (9,0+0,1 vs 7,7£0,1 °C; P<0,05). Os
touros Nelore apresentaram maior temperatura de superficie de polo testicular ventral
(32,9+0,1 vs 32,4+0,1 °C; P<0,05) e cauda do epididimo (31,6+0,1 vs 30,5+0,1 °C;
P<0,05). A temperatura escrotal ndo apresentou diferenca significativa entre as racas
Canchim e Nelore (33,8+0,1 vs 34,0+0,1 °C; P<0,05) respectivamente. Animais Nelore
apresentaram maiores Grad2 e Grad4, durante todas as estacfes climaticas, exceto no
Verdo Il (Tabela 2).

Tabela 2. Valores médios (x erro padrdo) dos gradientes térmicos da temperatura da
superficie escrotal, de touros bovinos (n=64) das racas Nelore (Bos indicus) e Canchim
(5/8 Bos taurus x 3/8 Bos indicus) em diferentes estacbes climaticas, mantidos em

sistema de producao a pleno sol (PS) ou com arborizacao (iLPF) em ambiente tropical.

Genotipo

Nelore Canchim
Estacéo

(n=32) (n=32)

*Gradl (°C)

Verdo | 4,1+0,1 4,2+0,1
Outono 5,2+0,1 5,1+0,1
Inverno 5,9+0,1 5,8+0,1
Primavera 4,6+0,1 4,5+0,1
Verdo Il 3,7+0,1 3,8+0,1
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*Grad2 (°C)
Veréo | 5,8+0,1° 6,5+0,1°
Outono 6,80,1° 7,4+0,1°
Inverno 7,7%0,1° 8,6+0,12
Primavera 6,2+0,1° 6,9+0,12
Verdo Il 5,6%0,2 5,7+0,2
*Grad3 (°C)
Verdo | 7,7£0,1 7,61£0,1
Outono 8,8+0,1 8,9+0,1
Inverno 10,2+0,1 10,1+0,1
Primavera 8,0£0,1 8,1+0,1
Verdo Il 7,040,2 7,240,2
*Grad4 (°C)
Veréo | 1,6+0,1° 2,540,123
Outono 1,4+0,1° 2,4%0,12
Inverno 1,6+0,1° 2,8+0,12
Primavera 1,6+0,1° 2,30,12
Verdo Il 1,9+0,1 2,0+0,1

ab Médias seguidas de letras mintsculas distintas na mesma linha diferem significativamente entre ragas

dentro da mesma estacéo (P<0,05).

*Gradl= gradiente entre temperaturas interna e do polo testicular dorsal; Grad2= gradiente entre
temperaturas interna e do polo testicular ventral; Grad3= gradiente entre temperaturas interna e da cauda
do epididimo; Grad4= gradiente entre temperaturas dos polos testiculares dorsal e ventral.
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Biometria, consisténcia e caracteristicas do parénquima testicular

O perimetro escrotal e a consisténcia testicular ndo apresentaram diferencas
entre os tratamentos, gendtipos e estacdes climaticas. As médias, desvios padrdo e
coeficiente de variacdo dessas variaveis podem ser vistas na Tabela Sup2 em Material
Suplementar. O perimetro escrotal médio dos animais durante o periodo experimental
foi de 36,0+0,4 para os touros Canchim e 34,0+0,7 cm para os touros Nelore. Houve
diferenca significativa (P<0,05) dentro dos tratamentos ao longo do tempo, com valores
crescentes do Verdo | até o Verdo Il. A média da consisténcia do testiculo direito e
esquerdo foi de 3,2+0,1 para os touros Canchim e de 3,1+0,1 para os touros Nelore.

O volume testicular e a ecotextura do parénquima testicular estdo apresentados
na Tabela 3. Animais mantidos a pleno sol apresentaram menores valores de volume
testicular direito, independente do gendtipo, além de maior homogeneidade do
parénquima testicular esquerdo e a hiperecogenicidade do parénquima direito. Na
anélise comparativa entre 0s genotipos, touros Canchim apresentaram valores mais altos
de hiperecogenicidade do parénquima testicular direito que os animais Nelore (1,5+0,1
vs 1,2+0,1; P<0,05).

Tabela 3. Valores médios (+ erro padréo) do volume testicular (cm®), homogeneidade (0
a 2) e hiperecogenicidade (0 a 3) do parénquima testicular de touros bovinos (n=64) das
racas Nelore (Bos indicus) e Canchim (5/8 Bos taurus x 3/8 Bos indicus) mantidos em

sistema de producao a pleno sol (PS) ou com arborizacao (iLPF) em ambiente tropical.

Tratamento
Variavel PS iILPF
Volume testicular direito 247 5+5,7° 25945,7¢8
Volume testicular esquerdo 245.4+4 1 248,3+5,7
Homogeneidade do parénquima testicular direito 0,60,04 0,60,04
Homogeneidade do parénquima testicular esquerdo 0,7+0,042 0,6+0,04°
Hiperecogenicidade do parénquima testicular direito 1,4+0,092 1,3+0,09°

+ +
Hiperecogenicidade do parénquima testicular direito 120,09 1,2+0,09

ab Médias seguidas de letras minusculas distintas na mesma linha diferem significativamente (P<0,05).
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Homogeneidade (0 a 2): 0 = auséncia de pontos anecoicos patolégicos, 1 = presenga de poucos pontos
anecoicos patoldgicos e 2 = presenca de muitos pontos anecoicos patologicos.

Hiperecogenicidade (0 a 3): 0 = auséncia de pontos hiperecoicos; 1 = presenca de até cinco pontos
hiperecoicos, 2 = presencga de mais de cinco pontos hiperecoicos proximos ao mediastino, 3 = presenca de
mais de cinco pontos hiperecoicos difusos no parénquima testicular (Kahwage et al., 2017).

Na analise que verifica 0 comportamento dos tratamentos dentro de cada estacdo
(Tabela 4), verificou-se que a homogeneidade do parénquima testicular esquerdo foi
maior nos animais mantidos a pleno sol durante o outono. Com relacdo a
hiperecogenicidade do parénquima dos testiculos direito e esquerdo, esta foi maior nos

animais mantidos no sistema a pleno sol na primavera.

Tabela 4. Valores médios (+ erro padrdo) da homogeneidade do parénquima testicular
direito (HOMD) e esquerdo (HOME), hiperecogenicidade do parénquima testicular
direito (HIPD) e esquerdo (HIPE) de touros bovinos (n=64) das racas Nelore (Bos
indicus) e Canchim (5/8 Bos taurus x 3/8 Bos indicus) mantidos em sistema de
producéo a pleno sol (PS) ou com arborizagdo (iLPF) em ambiente tropical, em fungéo

da estacdo climatica.

Tratamento

Estacdo PS iLPF

Homogeneidade do parénquima testicular direito

Veréo | 0,1+0,05 0,1+0,05
Outono 0,2+0,05 0,2+0,05
Inverno 0,9+0,05 0,8+0,05
Primavera 0,9+0,05 0,9+0,05
Verdo Il 0,6+0,07 0,7+0,07

Homogeneidade do parénquima testicular esquerdo

Verao | 0,2+0,05 0,1+0,05
Outono 0,3+0,05?2 0,2+0,05°
Inverno 0,8+0,05 0,9+0,05
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Primavera 1,0+0,05 0,9+0,05

Veréo Il 0,9+0,07 0,8+0,07

Hiperecogenicidade do parénquima testicular direito

Verdo | 0,5+0,10 0,6+0,10
Outono 0,7+0,10 0,7%0,10
Inverno 1,4+0,10 1,5+£0,10
Primavera 2,0£0,10? 1,6+0,11°
Verdo Il 2,340,132 1,940,13°

Hiperecogenicidade do parénquima testicular esquerdo

Veréo | 0,5+0,11 0,5+0,11
Outono 0,8+0,11 0,7+0,11
Inverno 1,4+0,11 1,5+0,11
Primavera 1,940,112 1,5+0,11°
Veréo Il 2,3+0,14 2,0+0,14

ab Médias seguidas de letras mindsculas distintas na mesma linha diferem significativamente (P<0,05).
Homogeneidade (0 a 2): 0 = auséncia de pontos anecoicos patoldgicos, 1 = presenca de poucos pontos
anecoicos patoldgicos e 2 = presenca de muitos pontos anecoicos patologicos.

Hiperecogenicidade (0 a 3): 0 = auséncia de pontos hiperecoicos; 1 = presenca de até cinco pontos
hiperecoicos, 2 = presenc¢a de mais de cinco pontos hiperecoicos proximos ao mediastino, 3 = presenca de
mais de cinco pontos hiperecoicos difusos no parénquima testicular (Kahwage et al., 2017).

Testosterona

A concentragdo sérica de testosterona diferiu entre tratamentos, com maiores
valores observados nos animais mantidos no sistema de producéo a pleno sol (Figura 5).
Com relacdo as divergéncias entre 0s genotipos, foi possivel observar maior
concentracdo serica de testosterona nos touros Canchim comparados aos Nelore
(2,7+0,2 vs 2,0+0,2 ng/mL; P<0,05).
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Figura 5. Médias (z erro padrdo) das concentracBes séricas de testosterona de touros
bovinos (n=64) das ragas Nelore (Bos indicus) e Canchim (5/8 Bos taurus x 3/8 Bos
indicus), mantidos em sistema de producéo a pleno sol (PS) ou com arborizacao (iLPF),

em ambiente tropical.

ab | etras minusculas distintas indicam diferenca significativa entre tratamentos (P<0,05).

Caracteristicas seminais

O vigor espermatico, motilidade espermatica progressiva e a concentracao
espermatica. As médias, desvios padrdo e coeficiente de variacdo dessas varidveis
podem ser vistas na Tabela Sup3 em Material Suplementar. As diferencas na morfologia
espermatica e na populacdo celular com fragmentacdo da cromatina nos genotipos
estudados dentro de cada estacdo podem ser observadas na Figura 6. Os defeitos
morfoldgicos apresentaram tendencia de decréscimo ao longo do tempo, para ambos 0s
genotipos. Comparativamente, dentro das estagdes, os touros Nelore apresentaram mais
defeitos menores verdo I. Os defeitos maiores foram sempre mais expressivos nos
touros Canchim, com exce¢do do verdo Il. Os defeitos totais foram mais elevados no
Canchim, durante o outono e inverno. A fragmentacdo da cromatina foi também mais
elevada na raga Canchim, durante as estacOes de verdo I, outono e verdo Il. A

integridade da membrana plasmatica dos espermatozoides ndo foi impactada pelos
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sistemas de producdo, tendo apresentado diferencas apenas entre genoétipos, com

maiores valores na média geral do periodo experimental para os animais os touros da

raca Canchim em comparacdo animais Nelore (64,9+1,4 vs 60,9+1,3; P<0,05).
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Figura 6. Médias (+ erro padrédo) relativas as caracteristicas de morfologia espermatica

quanto a (A) Defeitos menores, (B) Defeitos maiores, (C) Defeitos totais e (D)

Fragmentagdo da cromatina, avaliadas em ejaculados de touros bovinos (n=64) das

racas Nelore (Bos indicus) e Canchim (5/8 Bos taurus x 3/8 Bos indicus), mantidos em

sistema de producdo a pleno sol (PS) ou com arborizacao (iLPF), em ambiente tropical.

ab |_etras mindsculas distintas indicam diferenca significativa entre genétipos dentro da estacéo climatica

(P<0,05).
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Discussao

Touros bovinos mantidos em condi¢cdes de desconforto térmico caldrico
apresentam queda na produtividade, menor bem-estar e eficiéncia reprodutiva. Com
isso, nos ultimos anos, pesquisas vém sendo realizadas com énfase na influéncia da
carga de calor sobre a fertilidade e o papel na morfofisiologia do escroto na
termorregulacéo testicular (Lees et al., 2019). No periodo estudado, a temperatura do ar,
umidade relativa e a radiacdo solar apresentaram dados caracteristicos ao historicamente
registrado para regiGes de clima tropical de altitude (Peel et al., 2007), com maiores
valores observados no Verdo I, Primavera e Verdo Il. Como consequéncia, os valores de
TGN, CTR e ITGU também foram elevados nessas estacdes, considerando os valores
obtidos no experimento e estes, interpretados conforme Baéta e Souza (2010) para
ITGU. Além das oscilacbes das variaveis climaticas nas estacdes, foi notoria a
discrepancia de microclima entre os tratamentos, durante todo o periodo experimental,
no sistema a pleno sol o ITGU esteve sempre acima do limiar, com valores muito
elevados no Verdo I, indicando que os animais alocados nesse sistema de producéo
passaram por situacdes de desconforto térmico. Ja no sistema iLPF, os valores de ITGU
se mantiveram sempre abaixo dos valores encontrados no sistema a pleno sol, inclusive
mantendo-se proximos ao limiar, mesmo nas estagdes consideradas de maior desafio
térmico. Foi possivel observar valores expressivamente baixos, indicando que esses
animais estariam posicionados em uma situacdo de maior conforto térmico. Foi notéria
a capacidade do componente arbéreo em alterar positivamente o microclima,
corroborando relatos prévios de amenizacao na temperatura do ambiente e na incidéncia
direta de radiacdo solar sobre os animais, devido a barreira fisica que as arvores
determinam dentro das areas de pastagem (Lopes et al., 2016; Giro et al., 2019).

Com relacdo aos gendtipos estudados, foi possivel notar maiores valores de
temperatura interna nos animais Canchim, nas estagdes de Inverno e Primavera. A
diferenga na temperatura interna corporea entre genétipos pode estar relacionada ao fato
dos bovinos apresentarem diferentes zonas de conforto térmico, sendo de - 1 a 16°C
para taurinos e de 10 a 27°C para zebuinos (Baéta e Souza, 2010). A zona de conforto
térmico € a faixa de temperatura ambiente na qual o animal homeotérmico néo necessita
ativar seu sistema termorregulador (Van Laer et al., 2014). Estudos prévios afirmam que
0s animais zebuinos sdo mais adaptados ao clima tropical do que os taurinos, muito

embora também sejam suscetiveis a sofrer com estresse caldrico (Hansen, 2004).
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Algumas diferencas morfologicas do tegumento de animais zebuinos e taurinos também
podem ajudar a explicar as divergéncias encontradas quanto a tolerancia térmica desses
animais, podendo ser ferramenta auxiliar para selecdo genética (Hamblen et al., 2018).
Os zebuinos caracterizam-se por apresentarem pelos mais curtos e finos que os taurinos
(Davila et al., 2019). No entanto, animais oriundos de cruzamentos de ragas zebuinas e
taurinas, como os animais da raga Canchim, apresentam uma vasta gama de tipos de
pelagem, devido a sua origem de base genética multifatorial (Porto-Neto et al., 2018).
Existe alta herdabilidade das caracteristicas do pélo em bovinos das racas Brahman
(zebuino) e Angus (taurino), com valores de 0,50 para diametro do pélo, de 0,67 para
pelos classificados como curtos e de 0,42 para os pélos considerados compridos, sendo
observado que quanto maior a composi¢do racial zebuina no cruzamento dos animais,
maior é a reducdo do comprimento dos pélos e da temperatura corporal (Davila et al.,
2019). Dikmen et al. (2018) também observaram que as diferentes composicdes
genéticas do cruzamento de animais Brahman x Angus influenciaram na reducdo da
temperatura corpoérea, sendo que quando animais apresentavam Y% da composicao
genotipica proveniente de Brahman, mais expressiva foi a reducdo na temperatura
corporea, comparativamente aos animais que tinham apenas ¥4 de Brahman ou menos
em sua composicao racial. Outro fator que pode também auxiliar na explanacgao sobre as
diferencas de temperaturas encontradas nos gendétipos estudados no presente trabalho é
o fato de que animais zebuinos, quando expostos a temperaturas do ambiente maiores
que 30°C, efetuam sua troca de calor principalmente através da evaporacao cutanea, e
para a qual a regido anatdbmica da barbela desempenha um papel importante (Costa et
al., 2018). Ainda, animais Bos indicus possuem maior facilidade de termorregulacéo
corporea com menor taxa metabodlica e maior perda de calor, devido ao maior tamanho
de suas glandulas sudoriparas e propriedades do pelame, que auxiliam no aumento da
perda de calor por condugéo e convecgédo (Paim et al., 2018).

Quando machos reprodutores sdo mantidos constantemente em ambiente com
elevadas temperaturas e sua termorregulacdo ndo é eficiente, ocorre aumento da
temperatura testicular, sendo esta uma das principais causas de degeneragéo testicular e
comprometimento da viabilidade e motilitidade das células espermaticas, (Rahman et
al.,, 2011; Alves et al., 2016). A degeneracdo testicular caracteriza-se por ser um
conjunto de alteragcdes no parénquima testicular que ocasionam alteragdes biogquimicas e

morfolégicas do tecido da gbnada masculina, com consequente alteracdo da produgéo
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espermatica, presenca de pontos de calcificagdo no parénquima, reducdo do tamanho
dos testiculos e comprometimento da fertilidade (Van Camp, 1997; Garcia, 2017). Nos
primeiros estagios da espermatogénese, as células germinativas nas fases de leptoteno,
zigoteno, paquiteno, diploteno e diacinese da profase i da meiose I, sdo muito sensiveis
a altas temperaturas nos testiculos, devido a alta atividade celular desse 6rgédo
(Parkinson, 1987; Gongalves et al., 2021). Os problemas causados a nivel celular sdo
aumento da apoptose e autofagia, quebra das fitas de DNA e produgdo de espécies
reativas do oxigénio (Januskauskas et al., 1995). Segundo Malama et al. (2017), durante
a maturacdo epididimaria, as altas temperaturas causam efeitos diferentes daqueles que
ocorrem nos testiculos, implicando em danos na quantidade de espermatozoides vivos,
concentracdo de ATP, comprometimento da capacidade fecundante e reducdo da
integridade de membrana espermatica. As altas temperaturas também sdo capazes de
interferirem no metabolismo oxidativo da glicose nas células espermaéticas, devido a
disfungdes mitocondriais (Nichi et al., 2006; Abbas et al., 2020).

A avaliagdo do parénquima testicular de touros através do exame
ultrassonografico é importante porque as avaliacdes biométricas de testiculos e de
escroto de forma isolada, mesmo se realizadas em diversas idades do animal, ndo sdo
capazes de predizer a real condi¢do de funcionalidade do érgdo, e tampouco identificar
processos patoldgicos de base celular (Palmer, 2016). Essas manifestacdes, em geral,
foram observadas no presente trabalho, pois foi notdria a pior condi¢cdo do parénquima
testicular dos touros mantidos a pleno sol, os quais apresentaram pior classificacdo
quanto a ecotextura do tecido gonadal, com comprometimento na homogeneidade e
elevada presenca de pontos hiperecogénicos no parénquima testicular, comparado aos
animais mantidos com acesso ao sombreamento natural. Essas alteraces na estrutura e
a presenca de microlitiases no parénquima testicular sdo indicios de comprometimento
gonadal e estdo diretamente relacionadas com a reducdo na producéo e na qualidade do
sémen (Dogra et al., 2003). A maior incidéncia de pontos hiperecoicos no parénquima
testicular dos animais no sistema a pleno sol pode ser reflexo da longa intensidade e
duracdo do desafio térmico ao qual os animais foram expostos, devido a auséncia de
componente arboreo (Sabés-Alsina et al., 2017). No presente estudo, a ocorréncia
ecogréafica de parénquima testicular mais homogéneo e a menor quantidade de pontos de

microlitiase nos testiculos dos touros mantidos no sistema iLPF indica que este teve
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efeito positivo em relacdo a integridade tecidual, evitando possiveis alteragdes gonadais
passiveis de evolugdo para quadros mais graves e que levam a subfertilidade.

A termorregulagdo testicular tem importancia fundamental na qualidade do
sémen, uma vez que para uma eficiente producao espermatica, a temperatura escrotal de
touros bovinos deve permanecer até 6°C abaixo da temperatura interna corporea
(Anderson, 1988). Com isso, a termografia por infravermelho do escroto torna-se uma
ferramenta auxiliar importante na avaliacdo dos efeitos do estresse calorico nos
parametros reprodutivos de touros (Menegassi et al., 2015; Idris et al., 2021). No
presente estudo, foi importante a utilizacdo da termografia como método de avaliacao
para evidenciar nos genotipos estudados as diferencas na variacdo das temperaturas de
superficie média do escroto e demais regibes importantes para a termorregulacéo
testicular e seus gradientes. Apesar da temperatura média escrotal ndo diferir entre os
animais, algumas diferencas foram observadas em regiGes anatdmicas especificas. A
auséncia na diferenca da temperatura média escrotal pode ser explanada pelo fato de
que a superficie escrotal e os testiculos apresentam gradientes de temperatura
considerados complementares opostos, originando uma temperatura intratesticular
relativamente homogénea em condigdes fisiologicas (Kastelic et al., 1996). Isso é
possivel, pois o escroto é vascularizado da porcdo dorsal para ventral, enquanto 0s
testiculos tém uma organizacdo vascular oposta (Rahman et al., 2018). Assim, a artéria
testicular progride ao longo do comprimento do testiculo, atingindo a regido ventral do
orgdo e, em seguida, se ramifica em diversos segmentos vasculares que se espalham
dorsal e lateralmente através da superficie testicular, antes de adentrar de fato no
parénquima (Morrell, 2020).

As diferencas na temperatura da superficie escrotal em determinadas regides
anatdmicas dos genotipos estudados podem ser explicadas com base em estudos a nivel
molecular. A termotolerancia celular é regulada por uma familia de proteinas de choque
térmico, as Hsp, ou heat shock proteins, sendo que a Hsp70, é considerada uma das
proteinas mais abundantes e sensiveis a temperatura (Wandinger et al., 2008). Alguns
estudos demonstraram que a expressdao de miRNAs ligadas a essas proteinas ocorre de
modo diferente em animais taurinos e zebuinos submetidos ao estresse caldrico (Sengar
et al., 2018a). Branuprakash et al. (2016) demonstraram diferencas importantes na
expressdo da Hsp70, sendo que em animais zebuinos a expressdo dessa proteina foi

maior, quando comparada aos animais taurinos, inclusive em condigdes de temperaturas
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ambientais desafiadoras para ambos 0s gendtipos. Esses resultados auxiliam a explicar a
maior adaptabilidade dos animais zebuinos mantidos em condi¢des ambientais com
elevadas temperaturas. Porém, é importante enfatizar que esses animais também estéo
suscetiveis a sofrerem com o estresse calorico. Sengar et al. (2018b) identificaram
diversos miRNAs expressos em zebuinos mantidos em diferentes condic¢des climaticas,
demonstrando que os miRNAs bta-mir-1248, bta-mir-2332, bta-mir 2478 e bta-mir-
1839 foram significativamente (p <0,01) mais expressos durante 0 verdo em
compara¢do com o inverno, sendo que, bta-mir-1248 e bta-mir-1839 foram
considerados os principais responsaveis pela regulacdo de diferentes vias metabdlicas
em resposta ao estresse térmico. O mir-2478 possui funcdo importante no controle do
metabolismo energético e na adipogénese dos bovinos (Romao et al., 2014), sendo que
a regulacdo adequada desse miRNA na musculatura bovina esta associada a expressao
de Estearoil-CoA desaturase (SCD1), que é uma enzima que promove a sintese de
acidos graxos monoinsaturados (Muroya et al., 2016).

Alguns efeitos como a hipdxia e aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio sdo alteracdes fisioldgicas observadas em touros que sofrem aumento de
temperatura testicular, devido a intensa ativacdo metabolica nessa situacdo (Morrell,
2020). As espécies reativas de oxigénio em niveis fisiologicos sdo componentes
importantes que participam na regulacdo da capacitacdo do espermatozoide, na reacao
acrossomica e na ligacdo a zona pelicida no momento da fertilizacdo do odcito
(Lamirande et al., 1997). Entretanto, excesso na concentracdo e determinados tipos de
espécies reativas de oxigénio sdo extremamente danosos a célula espermatica, pois
causam peroxidacdo lipidica nas membranas e danificam o DNA, desnaturando
proteinas e induzindo apoptose (Sanocka e Kurpisz, 2004). A maior quantidade de
fragmentacdo da cromatina encontrada nos animais Canchim nas estacdes climaticas de
Verdo I, Outono e Verdo Il confirma que esses animais foram mais sensiveis as
oscilagbes das varidveis climaticas e menos eficientes em suplantar esse quadro,
comparados aos animais Nelore. Esse tipo de avaliacdo torna-se cada vez mais
importante, porém nao é realizada nos exames androlégicos de rotina a campo, pois 0s
efeitos no DNA ndo sdo visiveis imediatamente durante essas avaliagcbes. No entanto, o
estresse térmico pode resultar em baixa fertilidade, mesmo que o0s espermatozoides
sejam visivelmente normais (Setchell, 1998). O espermatozoide considerado

morfologicamente normal mas com material genético danificado é capaz de fertilizar o
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odcito, sem afetar o processo da primeira clivagem. Contudo, ap6s a ativacdo genémica
no estagio de 8 a 16 células, a acdo apoptdtica celular frequentemente é ativada e o
desenvolvimento embrionario é interrompido (Fatehi et al., 2006). Segundo Karoui et
al. (2012) valores de fragmentacdo de DNA em células espermaticas de touros bovinos
variando de 7 a 10% sdo suficientemente significativos na associacdo com baixas taxas
de prenhez ap6s inseminacdo artificial. Sabendo dessa informacdo, nas estacdes de
Verdo | e Outono, os valores de fragmentagdo de cromatina do presente estudo se
aproximaram a 7% para touros Canchim, demonstrando que estes podem ter sido mais
sensiveis ao aumento das temperaturas, bem como indicam a importancia desse tipo de
avaliacdo na andlise de rotina dos touros bovinos.

A qualidade seminal de touros zebuinos, taurinos e compostos vem sendo
investigada hd muitos anos, principalmente com base em suas caracteristicas
fenotipicas. No entanto, recentemente, as pesquisas a nivel molecular para explicar
essas diferencas vém evoluindo (Srikanth et al., 2017; Xu et al., 2017; Liu et al., 2020;
Dixit et al., 2020). No presente trabalho, foi notoria a diferenca da qualidade seminal
com relacdo a morfologia espermatica entre animais compostos e zebuinos durante as
diferentes estacGes climaticas, tendo os touros zebuinos apresentando melhor
espermograma que os compostos. Além das diferencas fenotipicas dos animais
estudados que ja foram relacionadas anteriormente, pode-se inferir que essas diferencas,
com base em trabalhos recentes, também podem ser explicadas através de divergéncias
genotipicas. Elango et al. (2020) avaliaram o perfil transcriptdmico do tecido testicular
de touros compostos e zebuinos, e encontraram diversos genes associados a danos na
celula espermatica altamente expressos em animais compostos. O gene IL12RB2 foi
expressivo positivamente nos animais compostos, sendo que esse gene estd altamente
relacionado com danos a membrana plasmatica do espermatozoide devido a producao
de interferon-gama (Estrada et al., 1997). Genes envolvidos na localiza¢do das proteinas
da membrana plasmatica do espermatozoide e na via de sinalizagdo WNT, que constitui
a regulacdo de diversos processos fisiologicos, sendo crucial no desenvolvimento
embrionario, proliferacdo e diferenciacdo celular, foram expressas negativamente em
touros compostos (Elango et al., 2020). A via WNT possui também a funcao de auxiliar
na motilidade espermatica e manter a estabilidade proteica ao realizar a inibicdo da
poliubiquitinacdo das proteinas. Com isso, uma expressdao negativa dos genes

associados a WNT promove uma incapacidade de manutencdo da integridade da

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO FMVZ - USP




4

proteina da membrana plasmatica da célula espermatica de touros compostos, sugerindo
ser um fator importante que contribui para a subfertilidade e até infertilidade nesses
animais (De Robertis e Ploper, 2015; Koch et al., 2015). A expressao negativa de genes
ligados a esteroidogénese em animais compostos, também foi um achado importante no
estudo de Elango et al, (2020), os quais relataram que o gene CYP17ALl esta envolvido
na regulagdo da enzima que possui atividade de 17 a-hidroxilase e atividade de 17, 20-
liase, que s&o cruciais para a esteroidogénese (Storbeck et al., 2013). Gulia et al. (2010)
relataram uma concentragdo sérica menor de testosterona em touros compostos
comparados aos animais zebuinos, concretizando assim os achados a nivel molecular de
genes que afetam a esteroidogénese desses animais.

No presente trabalho foi possivel observar maior concentragdo sérica de
testosterona em animais mantidos no sistema a pleno sol, podendo ser explicada pelo
fato de que quando os sdo animais submetidos as condicdes de desconforto ou estresse
térmico causados pelo calor, estes ativam mecanismos fisiolégicos para manter a
homeotermia corpdrea (Sejian et al., 2018). Um dos mecanismos que é ativado nessa
situacdo é a vasodilacao periférica, proporcionando aumento de fluxo sanguineo para a
superficie da pele, com o propdsito em aumentar as trocas térmicas (Bayssa et al.,
2021). Alguns trabalhos relatam a influéncia da testosterona no processo da
vasodilatacdo, no qual este horménio esterdide estimula a geracdo de superdxido e
oxido nitrico, para producdo de peroxinitrito. Este, por sua vez, tem efeito vasodilatador
direto, indicando que a testosterona desempenha papel importante nos efeitos vasculares
(Tostes et al., 2016). Existem relatos na literatura que evidenciam a atuagdo da
testosterona atuando como proé-oxidantes, ou seja, induzindo excesso de espécies
reativas de oxigénio e, como ja descrito, quantidades exacerbadas de espécies reativas
de oxigénio ocasionam danos celulares severos (Chignalia et al., 2012). Evidéncias
encontradas no presente estudo relacionam maior temperatura do ar, temperatura de
globo negro, ITGU e CTR, a maiores danos no parénquima testicular e maior
concentragdo sérica de testosterona, o que foi observado nos animais que permaneceram
no sistema a pleno sol, nos levando a presumir que a termorregulagéo escrotal seja
preterida em relacdo a termorregulacdo central, a partir do momento em que 0s animais

necessitam ativar seus mecanismos fisiologicos para manter sua homeotermia.
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Conclusdes

Conclui-se que o sistema de integracdo lavoura-pecuaria-floresta foi eficaz em
amenizar o microclima das pastagens e reduzir os efeitos adversos das intempéries
ambientais nas caracteristicas reprodutivas de touros bovinos de corte. Foi notoria a
melhor condicdo do parénquima testicular dos animais mantidos em iLPF e, por
consequéncia, também foi observada melhor qualidade seminal desses animais,
independente do gendtipo estudado. Também, foi possivel notar maior sensibilidade de
animais compostos expostos as variacdes climaticas, sendo evidente que esses animais
ativaram seus mecanismos fisioldgicos para manutencdo de sua homeostase e
homeotermia. Com isso, se faz importante a implementacdo de sistemas sombreados
para fornecer maior bem-estar e melhores indices reprodutivos aos touros bovinos
zebuinos e compostos mantidos em ambiente tropical. Adicionalmente, mais estudos
devem avancar na identificacdo fenotipica e selecdo de genotipica de animais mais
adaptados ao ambiente tropical, pois foi evidente neste trabalho a divergéncia em

determinadas caracteristicas reprodutivas de interesse.
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Tabela Supl. Valores médios, erro padrdo e coeficiente de variacdo da temperatura

escrotal (°C), temperatura do funiculo espermaético (°C), temperatura do polo testicular

dorsal (°C), temperatura do polo testicular ventral (°C), temperatura da cauda do

epididimo ((°C), Gradl = temperatura interna — temperatura do polo testicular dorsal

(°C), Grad2 = temperatura interna — temperatura do polo testicular ventral (°C), Grad3 =

temperatura interna — temperatura da cauda do epididimo (°C), Grad4 = temperatura do

polo testicular dorsal — temperatura do polo testicular ventral (°C) de touros bovinos

(n=64) das racas Nelore (Bos indicus) e Canchim (5/8 Bos taurus x 3/8 Bos indicus) em

diferentes estacdes climaticas, mantidos em sistema de producdo a pleno sol (FS) ou

com arborizagdo (CLF) em ambiente tropical.

wn e, e
Temperatura escrotal (°C) 33,75 1,27 3,78
Temperatura do funiculo espermaético (°C) 35,96 1,37 3,82
Temperatura do polo testicular dorsal (°C) 34,51 1,28 3,71
Temperatura do polo testicular ventral (°C) 32,47 1,39 4,30
Temperatura da cauda do epididimo (°C) 30,82 1,92 6,24
Gradl = temperatura interna — temperatura
do polo testicular dorsal (°C) 4,88 1,28 26,32
Grad2 = temperatura interna — temperatura
do polo testicular ventral (°C) 6,92 1,39 20,13
Grad3 = temperatura interna — temperatura
da cauda do epididimo (°C) 8,57 1,92 22,43
Grad4 = temperatura do polo testicular dorsal
— temperatura do polo testicular ventral (°C) 2,03 0,94 46,09
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Tabela Sup2. Valores médios, erro padrdo e coeficiente de variagdo do perimetro
escrotal (cm), consisténcia do testiculo direito (1-5) e consisténcia do testiculo esquerdo
(1-5) de touros bovinos (n=64) das racas Nelore (Bos indicus) e Canchim (5/8 Bos
taurus x 3/8 Bos indicus) em diferentes estacfes climaticas, mantidos em sistema de

producdo a pleno sol (PS) ou com arborizagdo (iLPF) em ambiente tropical.

] _ Erro Coeficiente de
Variavel Média )
Padrao Variagédo
Perimetro escrotal (cm) 34,49 2,75 7,98
Consisténcia do testiculo direito (1-5) 3,12 0,40 12,95
Consisténcia do testiculo esquerdo (1-5) 3,24 0,36 11,16

Tabela Sup3. Valores médios, erro padrdo e coeficiente de variagdo do vigor
espermatico (0-5), motilidade espermaética progressiva (%) e concentracao espermatica
(x10° sptz/mL) de touros bovinos (n=64) das ragas Nelore (Bos indicus) e Canchim (5/8
Bos taurus x 3/8 Bos indicus) em diferentes estacfes climéaticas, mantidos em sistema

de producéo a pleno sol (PS) ou com arborizagédo (iLPF) em ambiente tropical.

_ ) Erro Coeficiente de
Variavel Média )
Padréo Variagédo
Vigor espermatico (0-5) 2,75 0,66 23,90
Motilidade espermatica progressiva (%) 59,82 15,60 26,08
Concentraco espermatica (x10® sptz/mL) ~ 1023,90 732,19 71,51
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ARTIGO Il — O Sistema de Integracdo Lavoura-Pecuaria-Floresta aumenta o
conforto térmico de touros Nelore (Bos indicus) e Canchim (Bos taurus x Bos
indicus) mantidos em clima tropical

*Artigo a ser submetido ao Periddico International Journal of Biometeorology (ISSN
0020-7128), Qualis A2 em Medicina Veterinaria e JCR 2,377

Resumo

Estratégias de manejo que visam minimizar os efeitos adversos do aumento constante
de temperatura e umidade ambiental sobre a eficiéncia da pecuaria de corte tém se
tornado cada vez mais relevantes. O estudo visou avaliar a influéncia das diferentes
condi¢cdes microclimaticas ocorrentes nos sistemas de producdo de pastagens nao-
sombreadas e de pastagem em sistema de integracdo lavoura-pecuaria-floresta na
resposta termorregulatoria de touros Nelore e Canchim, durante diferentes estacoes
climaticas. Foram utilizados 64 touros, sendo 32 Nelore (Bos indicus) e 32 Canchim
(5/8 Bos taurus x 3/8 Bos indicus). O experimento foi realizado durante um periodo que
contemplou as estaces de Verdo I, Outono, Inverno, Primavera e Verdo Il em dois
diferentes sistemas de producdo: Sistema a pleno sol (Grupo PS; 16 Nelore e 16
Canchim) e Sistema com arborizacdo (Grupo iLPF; 16 Nelore e 16 Canchim. O
experimento seguiu um delineamento fatorial 2x2 (dois gendtipos e dois sistemas), com
medidas repetidas no tempo. Mensalmente, os animais foram avaliados quanto a
frequéncia respiratoria e temperatura interna corporea, concentracdo sérica hormonal
(cortisol e triiodotironina) e temperatura da superficie corporal. Os dados foram
avaliados considerando um modelo linear misto geral e em caso de resultados
significativos, o Teste de Tukey foi utilizado (P<0,05). De modo geral, as variaveis
climéticas avaliadas, sendo, temperatura do ar (°C), temperatura do globo negro (°C),
umidade relativa (%), velocidade do vento (m/s), Indice de Temperatura de Globo
Negro e Umidade e a Carga Térmica Radiante (W/m?) apresentaram menores valores no
sistema sombreado (iLPF) comparado ao sistema ndo sombreado (PS). Animais do
iILPF demonstraram melhor resposta fisiologica, no Outono, com valores de frequéncia
respiratoria de 31,97+0,88 versus 35,85+0,88 e de temperatura interna 39,35+0,05
versus 39,54+0,05 (P<0,05). As variagfes hormonais e de temperatura corporea foram
divergentes tanto com relacdo ao sistema de producdo, quanto aos gendtipos dos

animais estudados. Conclui-se com 0s resultados apresentados, que o sistema iLPF foi
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eficaz em minimizar os efeitos adversos ambientais sobre as variaveis fisiologicas,

enddcrinas e de temperaturas de superficie corpdrea de touros bovinos de corte.

Palavras-chave: agricultura tropical, bem-estar animal, iLPF, termorregulacéo,

sistemas integrados, sustentabilidade.

Abstract

Management strategies that aim to minimize the adverse effects of the constant increase
in temperature and environmental humidity on the efficiency of beef cattle raising have
become increasingly relevant. The study aimed to evaluate the influence of different
microclimatic conditions occurring in the production systems of non-shaded pastures
and pasture in a crop-livestock-forest integration system on the thermoregulatory
response of Nellore and Canchim bulls, during different climatic seasons. 64 bulls were
used, 32 Nellore (Bos indicus) and 32 Canchim (5/8 Bos taurus x 3/8 Bos indicus). The
experiment was carried out during a period that included the seasons of Summer I,
Autumn, Winter, Spring and Summer 1l in two different production systems: Full sun
system (Group FS; 16 Nellore and 16 Canchim) and System with trees (Group CLF; 16
Nellore and 16 Canchim. The experiment followed a 2x2 factorial design (two
genotypes and two systems), with repeated measures over time. The animals were
monthly evaluated for respiratory rate and internal body temperature, serum hormone
concentration (cortisol and triiodothyronine) and body surface temperature. The data
were evaluated considering a general mixed linear model and in case of significant
results, the Tukey test was used (P<0.05). Air temperature (°C), black globe
temperature (°C), relative humidity (%), wind speed (WS, m/s), Black Globe
Temperature and Humidity Index (BGHI) and the Radiant Thermal Load ( W/ m2)
presented lower values in the shaded system (CLF) compared to the non-shaded system
(FS). Animals from the CLF showed better physiological response, in autumn, with
respiratory rate values of 31.97+0.88 versus 35.85+0.88 and internal temperature
39.35+0.05 versus 39.54+0. 05 (P<0.05). Hormonal and body temperature variations
were divergent both in relation to the production system and the genotypes of the
studied animals. The results showed that the CLF system was effective in minimizing
adverse environmental effects on physiological, endocrine and body surface temperature

variables of beef bulls.
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Keywords: tropical agriculture, animal welfare, CLF, thermoregulation, integrated
systems, sustainability.

Introducéo

Diversos paises vém progressivamente sofrendo com os efeitos das alteracdes
climéticas, o que vem determinando prejuizos diretos no setor agroalimentar (Bayssa et
al., 2021). Segundo o IPCC (2021), ha uma projecao de que a temperatura da superficie
terrestre podera aumentar em media de 2.6°C a 4.8°C até o ano de 2100. Estima-se que
a frequéncia, a intensidade e a duracdo das condic¢des bioclimatoldgicas extremas, tanto
em relacdo ao frio quanto ao calor, serdo cada vez mais agressivas (Howden et al.,
2008). No setor da pecuéria, 0s bovinos de corte sofrem grandemente quando expostos a
elevadas temperaturas, umidade do ar e alta incidéncia de radiacdo solar, sendo uma das
espécies mais suscetiveis ao estresse hidrico e alimentar em decorréncia das mudancas
climaticas (Bati et al., 2014; Ali et al., 2021).

As alteracdes climaticas afetam ndo somente a produtividade, mas também a
salde geral dos bovinos. O estresse pelo calor tem efeitos deletérios sobre a
homeostase, causando alteragcBes nutricionais e metabolicas que comprometem o
desempenho produtivo, em virtude da reducdo na velocidade de crescimento,
diminuicdo do ganho de peso e reducdo na qualidade da carne (Henry et al., 2012). O
comprometimento reprodutivo de bovinos que permanecem constantemente expostos as
severas intempéries ambientais que extrapolam sua zona de conforto térmico, também é
notorio e debilita de forma significativa sua fertilidade e morfofisiologia (Lees et al.,
2019). Adicionalmente, as condi¢des que derivam das intempéries ambientais resultam
em efeitos adversos na condicdo imunoldgica dos animais, tornando os bovinos mais
suscetiveis a diversas doencas e expostos a condi¢cdes que ndo atendem as premissas do
bem-estar animal (Bett et al., 2017; Caminade et al., 2019).

Em vista disto, estudos que busquem desenvolver estratégias para mitigar o
problema de estresse térmico de rebanhos mantidos a pasto vém ganhando importancia,
em regides de clima tropical (Domiciano et al., 2016; Giro et al., 2019a; Santos et al.,
2021) e subtropical (Davison et al., 2016; Deniz et al.,, 2021). Nesse sentido, a
implementacdo do sistema de integracdo lavoura-pecuaria-floresta vem tornando o0s

sistemas produtivos cada vez mais sustentaveis, especializados e tecnificados (Garrett
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etal., 2017). O sistema de integracdo lavoura-pecuaria-floresta possui diversos
beneficios, como a intensificacdo no uso da terra, com aumento dos componentes
implementados em um mesmo espaco, permitindo também, a diversidade da producéo
agricola, fornecendo ao produtor a opcdo para insercdo de grdos e ou forrageiras no
sistema (Figueiredo et al., 2017). Ainda, tem potencial de contribuir para a reducéo da
emissdo de gases poluentes, principalmente gas carbdnico e gas metano (Sa et al.,
2017).

Considerando o componente animal dentro do sistema de integracdo lavoura-
pecudria-floresta, este pode se beneficiar com o aumento da qualidade da forrageira e
com o conforto térmico, devido a presenca do componente arbéreo integrado as
pastagens (Assmann et al., 2014; Bertolazzi et al., 2017). Sabe-se, também, que
sistemas que possuem o componente arboreo causam mudangas microclimaticas
positivas no ambiente biofisico, fornecendo sombreamento natural e um ambiente com
temperatura mais amena, proporcionando menor nimero de horas de estresse térmico
(Pezzopane et al., 2019). Contudo, existem lacunas de informacg®es cientificas sobre a
adocdo dos sistemas integrados e seus possiveis beneficios sobre os animais. Um dos
pontos intrigantes € como podem responder 0s mecanismos de homeotermia de
reprodutores bovinos de origem zebuina ou de ragas compostas quando mantidos nesses
sistemas de producao.

Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia das diferentes
condi¢cdes microclimaticas ocorrentes nos sistemas de producdo de pastagens nao-
sombreadas e de pastagem em sistema de integracdo lavoura-pecuaria-floresta na
resposta termorregulatoria de touros Nelore e Canchim, durante diferentes estacoes
climaticas. Com isso, pretende-se gerar informacdes sobre os efeitos do sistema de
integracdo lavoura-pecuaria-floresta como uma ferramenta que possa contribuir para
maior eficiéncia do manejo de touros de corte, além de contribuir com o processo de

identificacdo e selecdo de animais mais adaptados ao ambiente tropical.

Material e Métodos
Local e periodo experimental

O experimento foi realizado em treze meses, de janeiro de 2018 a janeiro de
2019, na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, Embrapa Pecuaria Sudeste, em
Sdo Carlos-SP, Brasil (21°57°42°°S, 47°50°28°°W, altitude 860 m). O tipo climatico
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local é Cwa, tropical de altitude, conforme classificacdo de Kdppen-Geiger (Kottek et
al. 2006), com quatro estacfes climaticas definidas: Inverno (junho a setembro),
Primavera (setembro a dezembro), Verdo (dezembro a margo) e Outono (margo a
junho). No decorrer do ano, a temperatura maxima do ar varia de 29,2 a 36,6 °C com
picos de até 38,0 °C. A média de umidade relativa do ar varia de 55,3 a 90,5%. A
precipitagdo anual é de 1.361 mm, sendo o0 més de janeiro o mais chuvoso, com média
de 274,7 mm, e agosto 0 menos chuvoso, com média de 22,8 mm. A média da radiacdo
solar no Verdo é de 20,85 MJ/m?/dia, com valores minimos de 13,19 MJ/m?/dia
registrados em junho e maximos de 27,82 MJ/m?/dia em novembro (Embrapa, 2021). O
periodo experimental contemplou cinco estagfes climaticas consecutivas, denominadas
como Verdo | (janeiro-marco), Outono (janeiro-junho), Inverno (junho-setembro),

Primavera (setembro-dezembro) e Verao Il (dezembro-janeiro).

Bioética

O experimento foi previamente aprovado pela Comissio de Etica no Uso de
Animais Experimentais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sdo Paulo (protocolo CEUA n° 4361040917). O experimento foi
conduzido em conformidade com a Diretriz Brasileira para o Cuidado e Utilizagdo de
Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica (Brasil, 2016) e 0s
resultados reportados de acordo com o The ARRIVE Guidelines (Animal Research:

Reporting of In Vivo Experiments) (Kilkenny et al., 2010).

Sistemas de producéo e tratamentos

A érea experimental era composta por dois diferentes sistemas de producdo (Fig
1), os quais correspondem aos tratamentos, a saber: 1) Sistema a pleno sol, Grupo PS:
sistema de pastagens (12 ha), para pastejo rotacionado intensivo de Brachiaria
brizantha (cv Piatd), sem presenca significativa de &rvores nem elementos de
sombreamento artificial. I1) Sistema sombreado de integracdo lavoura-pecuéria-floresta,
Grupo iLPF, sistema idéntico ao anterior em area e tipo de forragem (12 ha), com
diferencial de haver arvores de eucalipto (Eucalyptus urograndis) dispostas em linhas
simples, no sentido leste-oeste, com espacamento de 15 metros entre linhas e 4 metros
entre plantas (165 arvores/ha). As arvores determinam area de sombreamento util de

30% (Fig 2). Os sistemas eram subdivididos em piquetes de 0,5 ha, sendo que a rotagédo
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dos animais nos piquetes ocorreu a cada 6 dias, com tempo de descanso da pastagem de
30 dias, perfazendo ciclos de pastejo de 36 dias. As arvores foram plantadas sete anos
antes do estudo, em fileiras simples, com espagamento de 15 metros entre linhas e 2
metros entre arvores na linha, caracterizando densidade de 333 arvores/ha. Com o
crescimento natural das arvores, a fim de manter o equilibrio com os demais
componentes do sistema, em junho de 2016 foi realizada remocao de 50% das arvores
dentro de cada subsistema, aumentando o espagcamento entre arvores para 4 metros e
determinando a densidade arbdrea utilizada no presente estudo (165 arvores/ha), quando
as arvores apresentavam altura média de 29 m. A area sombreada variou espacialmente
em relacdo ao horario do dia, mas a disposicdo das fileiras e a densidade arbdrea
adotada foram suficientes para fornecer sombra aos animais do Grupo iLPF em

qualquer momento do dia.
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ILPF

Pleno Sol

(@)

Fig. 1 (a) Fotografia aérea demonstrando a area experimental com os sistemas de
producdo em pastagens a pleno sol (PS) (delimitado por linha vermelha) e em
Integracdo Lavoura-Pecuéria-Floresta (iLPF) (delimitado por linha verde) implantados
em Sdo Carlos, Brasil. (b) Fotografias com detalhe dos sistemas de pastagens de
Brachiaria brizantha a pleno sol e (c) com arborizacdo (Fonte: Arquivos Garcia AR,
2021; Maio AMD, 2019).
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Fig. 2 Fotografias realizadas por veiculo aéreo ndo-tripulado demonstrando os sistemas
de producdo a pleno sol (a, ¢) e em integracdo lavoura-pecuéria-floresta (b, d) com uso
de camera digital no espectro visivel e camera termogréafica por infravermelho, em Séo
Carlos, Brasil. Detalhe para a diferenca térmica entre pastagens com ou sem
sombreamento (cores laranja/amarela indicam maiores temperaturas; cores lilas/azul
indicam temperaturas mais baixas). Termogramas parametrizados para escala

automatica e paleta iron. (Fonte: Arquivos Garcia AR, 2021; Pezzopane JRM, 2019).
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Variaveis biometeoroldgicas e indicadores térmicos

Os sistemas de producgdo foram permanentemente monitorados durante o periodo
experimental. Foram demonstrados nos resultados os valores médios das varidveis
climaticas registradas entre as 08:00 e as 16:00 horas, pois sdo as consideradas de maior
interesse em virtude de representarem as temperaturas mais elevadas ao longo das 24
horas do dia e por englobarem momentos de maior radiacdo solar sobre os sistemas de
producdo (Magalhdes et al., 2020). A caracteriza¢cdo microclimatica foi realizada por
meio de duas estacGes meteorologicas automaticas, uma instalada na area do Grupo PS,
e outra na area do Grupo iLPF, com o intuito de demonstrar as diferencas
microclimaticas entre os sistemas. Os registros contemplaram dados de temperatura do
ar (TA, °C), temperatura do globo negro (TGN, °C), umidade relativa (UR, %) e
velocidade do vento (VV, m/s). As estacBes automaticas eram compostas dos seguintes
sensores: termohigrometro (HC2-S3, Rotronic, Bassersdorf, Suica - Acuracia: + 0,8%
UR, £ 0,1 ° C) instalado em abrigos de placas multiplas, anemdmetro ultrassdnico
(Windsonic, Gill, Lymington, Hampshire, Reino Unido - Acurécia: £ 2% de leitura) e
termopar de cobre-constantan (Acuracia: 0,4% de leitura) inserido em globo negro
metalico. Os sensores foram instalados 1,5m acima da superficie do solo e eram
conectados a datalogger (CR3000, Campbell Scientific, Logan, UT, EUA). No sistema
iLPF, a instalacdo dos sensores foi realizada na posicdo abaixo as arvores, e, para tal,
um ponto representativo da cobertura da copa das arvores foi escolhido. Para instalacédo
dos sensores no sistema PS, foi escolhido um local descampado, distante de elementos
que pudessem causar interferéncia no monitoramento. Com base nos registros, foram
calculados o indice de Temperatura de Globo Negro e Umidade (ITGU) através da

seguinte férmula (Buffington et al., 1981):

ITGU=TGN +0.36 (TPO) + 415

Onde, TGN= Temperatura de Globo Negro e TPO= Temperatura de Ponto de
Orvalho. A Carga Térmica Radiante (CTR, W/m?) (Esmay, 1978) foi calculada através

da formula:

CTR= . x (Tm?)
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Onde, o= Constante de Stefan-Boltzman (5.67x10°K4, W/m?) e Tm’=
Temperatura Radiante Média (W/m?).

Animais experimentais e manejo

Foram utilizados 64 touros bovinos, sendo 32 animais da raca Nelore (Bos
indicus) e 32 da raca Canchim (5/8 Bos taurus x 3/8 Bos indicus). Os animais
apresentavam, em média, 24 meses de idade, 412 kg e escore de condicdo corporal 5,9 +
0,1 (escala de 1 a 9) (Cooke et al., 2009) ao inicio do experimento. Os animais foram
pré-selecionados dentre um rebanho de 175 touros contemporaneos, oriundos de um
mesmo sistema de producdo a pasto, a fim de garantir a homogeneidade dos animais
experimentais. O Grupo PS foi composto por 16 animais Nelore e 16 Canchim (PS,
n=32), os quais foram alocados em area de pastagens ndo-sombreadas no sistema de
pastagem em monocultura. O Grupo iLPF foi formado por 16 animais Nelore e 16
Canchim (iLPF, n=32), alocados em area de pastagens sombreadas no sistema de
integracao-lavoura-pecuéria-floresta. O periodo de adaptacdo dos animais ao manejo foi
de 30 dias antes do inicio das coletas de dados. Os animas foram mantidos sob iguais
condi¢des sanitarias e nutricionais, com acesso ad libitum a agua em bebedouros
automaticos e a suplementacdo mineral em cochos cobertos, localizados no centro de
manejo de cada subsistema. O manejo sanitario seguiu as recomendacdes preconizadas

para a espécie.

Temperaturas de superficie corpdrea por termografia infravermelha

A temperatura de superficie corporea dos animais foi avaliada com uso de
sensoriamento proximal por termografia infravermelha, com auxilio de termografo
portatil (Testo 890-2 kit, Testo AG, Lenzkirch, Alemanha), com resolu¢do no
infravermelho de 640 x 480 pixels, sensibilidade térmica de <40 mK (<0,04 °C a
temperatura ambiente de +30 °C), faixa de temperatura de 0 a +350 °C, na opcao de
foco manual. A emissividade adotada foi de 0,98 (Romanello et al., 2018). As imagens
foram geradas sempre pelo mesmo operador, mensalmente a campo e em curral de
manejo em dias diferentes, respeitando sempre a janela de coleta nos horarios de maior
desafio térmico do dia (11h00 as 14h30) (Fig 3). As avaliacdes no curral de manejo

foram realizadas em dias distintos das avaliagfes a campo, ambas sempre realizadas em
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dias representativos da estacdo climatica e nos quais ndo tivesse ocorrido precipitacdo

pluvial.

450°C 400°C

150°C

Fig. 3 Imagens ilustrativas termogréaficas de touros bovinos. (a) Abordagem lateral para
registro a campo do antimero direito do animal em estacéo, respeitando sua zona de
fuga, (b) Abordagem lateral com animal contido em brete para registro do globo ocular
esquerdo. Termogramas parametrizados para paleta rainbow e escalas de 15,0 a 45,0 °C
e 15,0 a 40,0 °C (Fonte: Arquivo pessoal).

Os registros a campo consideraram a aquisicdo de imagens individuais do
antimero direito de cada animal parado e em estacdo, sem a necessidade de
movimentacdo prévia do animal ou sua separacdo do lote. Os termogramas foram
gerados a uma distancia ortogonal aproximada de 5 m (Giro et al., 2019a), dentro do
campo de visdo do animal porém externo a sua zona de fuga, de modo que o animal se
mantivesse calmo e com comportamento natural no ambiente. Para as imagens de
campo, o termégrafo portatil foi equipado com lente do tipo telefoto, com campo de
visdo de 15° x 11° (40 mm) e resolucdo geométrica (IFOV) de 0.42 mrad (Testo AG,
Lenzkirch, Alemanha).

Para a execugdo dos registros termograficos em curral, os animais foram
conduzidos uma vez ao més ao local de manejo e contidos em brete, para avaliagdo da
regido anatdbmica do globo ocular esquerdo. A distancia ortogonal adotada entre o
termografo e a regido de interesse foi padronizada em 0,5m (Romanello et al., 2018;
Giro et al., 2019b). A aquisi¢cdo dos termogramas de globo ocular foi realizada com o
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termografo equipado com lente trocavel de 42° x 32° (15 mm), resolucdo geométrica
(IFOV) de 1.13 mrad, que permite distancia minima de foco de 0,1m.

A analise dos termogramas foi realizada com uso do software IRSoft-Testo
versdo 4.5, delimitando as regiGes anatdbmica de interesse. Para 0s termogramas de
antimero direito realizados a campo, foram consideradas de interesse as avaliaces das
regibes anatbmicas do dorso e do tronco, pois, estas estdo expostas a maior radiacao
solar direta durante o dia. Assim, as temperaturas do dorso foram determinadas em 1574
termogramas (90 termogramas, ou 5,4% das amostras, ndo apresentavam qualidade
suficiente para serem analisados), por meio de tracado linear da escapula até a crista
iliaca (Pantoja et al., 2017), sendo apresentadas como as temperaturas minima de dorso
(MIiTD, °C), média de dorso (MeTD, °C) e maxima de dorso (MxTD, °C). A
temperatura média do tronco (TTro, °C) foi determinada por tracado a mao livre, com
integralizacdo da area de interesse, conforme descrito por Kotrba et al (2007). Para a
temperatura de globo ocular (GLO, °C), foram avaliados 832 termogramas. A
interpretacdo foi obtida por tracado circular sobre a regido orbital, incluindo o globo
ocular e aproximadamente 1 cm da cavidade orbital, para incluir a glandula lacrimal. Os
valores maximos de GLO (hot spots) foram usados na analise estatistica (Hoffmann et
al., 2013; Romanello et al., 2018).

Variaveis fisioldgicas

A frequéncia respiratéria (FR, movimentos/minuto) e a temperatura interna
corpdrea (TR, °C) foram aferidas mensalmente sempre das 11h00 as 14h30, com intuito
de contemplar o horéario do dia de maior desafio térmico. Os animais eram conduzidos
ao passo (4 a 5 minutos) até curral de manejo contiguo a area de pastagem. Os animais
eram contidos em brete para avaliacdo, abrigado de radiacdo solar direta e chuva. A FR
foi aferida por observacdo da regido téraco-abdominal e contagem dos movimentos
respiratorios durante um minuto. A TR foi avaliada por termometria clinica digital por
via transretal (Rosenberger et al., 1993). Adotou-se o critério de deslocar os animais
para avaliacdo no curral sempre em pequenos lotes de manejo de oito animais, que eram
conduzidos em ordem alternada a cada data estabelecida para a coleta de dados. Esse
cuidado de delineamento foi adotado com o intuito de impossibilitar uma ordem fixa de
entrada dos animais, e evitar que os dados dos animais fossem influenciados pelo

avancar do horério, dentro da janela de tempo estipulada. A sequéncia adotada para as
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coletas de dados era fixa, sendo sempre realizados antes 0s métodos menos invasivos, a
saber: avaliacOes termogréficas, frequéncia respiratoria, temperatura interna corpérea e

coleta de sangue para dosagens hormonais.

Dosagens hormonais

A concentracdes sericas de cortisol e triiodotironina (T3) foram determinadas
mensalmente por radioimunoensaio. O sangue foi colhido em tubos a vacuo
siliconizados de 10 mL, sem anticoagulante. Com intuito de contemplar o horario do dia
de maior desafio térmico, as colheitas eram sempre realizadas das 11h00 as 14h30. As
amostras foram centrifugadas a 1.350 x g por 15 minutos para a separa¢do do soro,
fracionadas em aliquotas e armazenadas a -20°C em microtubos de polipropileno para
posterior analise em laboratorio. As dosagens de cortisol (832 amostras) foram
realizadas com o kit Cortisol Immuchem Coated Tube (MP Biomedicals, LCC
Diagnostics Division, USA). A sensibilidade e o coeficiente intra-experimento foram de
0,17 ug/dL e 11%, respectivamente. As dosagens de T3 (832 amostras) usaram o kit T3
Antibody-Coated Tubes, T3 Tracer [1251] e T3 Standards Set (MP Biomedicals, Inc.,
Diagnostics Division, USA), sendo a sensibilidade, o coeficiente intra e inter-

experimento de 6,7 ng/dL, 9% e 10%, respectivamente.

Analise estatistica

As variaveis relacionadas ao experimento, foram avaliadas considerando um
modelo linear misto geral que contemplou os fixos de Estagdo (verdo, outono, inverno
primavera ou verdo), Raca (Nelore ou Canchim), Tratamento (PS ou iLPF), interagdes
duplas Estacdo x Raca, Estacdo x Tratamento, Raca x Tratamento e interacdo tripla
Estacdo x Raca x Tratamento, além dos efeitos aleatorios de animal dentro de lote e
residuo. Em caso de varidveis expressas em percentagens, utilizou-se um modelo linear
misto generalizado com funcdo de ligacdo logistica visando relacionar a variavel
dependente em analises ao modelo descrito acima. Os animais dentro de cada lote foram
incluidos nas analises visando acomodar a estrutura de medidas repetidas nas mesmas
unidades experimentais ao longo das diferentes estacGes avaliados. As estruturas de
covariancia entre as medidas repetidas foram avaliadas pelo critério de informacdo de
Akaike, AIC (Akaike,1973). As pressuposi¢cdes dos modelos de analise variancia

(normalidade e homogeneidade dos residuos) foram realizadas simultaneamente por
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meio de andlises de residuos condicionais Studentizados. Em caso de resultados
significativos para os efeitos fixos de Estacdo, Raca, Tratamento, interagdes duplas e
interacdo tripla, o Teste de Tukey foi utilizado, de forma apropriada, como
procedimento para comparacdo das médias, visando manter o nivel de confianca
conjunto fixado. Todas as analises foram realizadas com o auxilio do procedimento
PROC MIXED ou GLIMMIX, do programa Statistical Analysis System, versdo 9.4
(SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). ). No presente trabalho foram apresentadas apenas
as variaveis que demonstraram diferenca estatistica. O nivel de significancia adotado foi
de P<0.05.

Resultados

Variaveis biometeoroldgicas e indicadores térmicos

As médias gerais registradas e as diferencas entre os tratamentos com relacéo as
variaveis biometeorologicas e indicadores térmicos podem ser observadas na Tabela 1.
A umidade relativa ndo apresentou diferenca entre tratamentos. A presenca do
componente arbdreo reduziu a carga térmica radiante de 656 para 551 W/m? nas
pastagens e diminuiu significativamente a temperatura média do ar em 0,6 °C e a
temperatura de globo negro em 3,7 °C. Consequentemente, o ITGU foi mais alto em 3,8
pontos nas areas ndo-sombreadas, onde, porém, a velocidade do vento foi maior em 0,6

m/s.
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Tabela 1 Valores médios (£ erro padréo) da temperatura do ar (TA, °C), temperatura do
globo negro (TGN, °C), umidade relativa (UR, %), velocidade do vento (VV, m/s),
indice de Temperatura de Globo Negro e Umidade (ITGU) e a Carga Térmica Radiante
(CTR, W/m?), registrados entre 8h00 e 16h00 durante o periodo experimental em

sistemas a pleno sol (PS) ou com arborizacédo (iLPF) em ambiente tropical.

Tratamento
Variavel PS iLPF P valor (<)
TA (°C) 24,70+0,14a 24,09+0,14b 0,01
TGN (°C) 32,76+0,23a 29,01+0,23b 0,01
UR (%) 61,58+0,86 62,93+0,86 0,01
VV (m/s) 2,05+0,02a 1,39+0,02b 0,01
ITGU* 80,04+0,21a 76,22+0,21b 0,01
CTR (W/m?) 656,14+3,33a 551,58+3,33b 0,05

ab Médias seguidas de letras minGsculas distintas na mesma linha diferem significativamente.

* variavel adimensional.

Temperaturas de superficie corpérea

As diferencas nos padrbes de temperatura de superficie corpérea podem ser
observadas na Fig 4. A MIiTD, MeTD e TTro foram maiores nos animais que
permaneceram a pleno sol no Outono e Inverno, sem diferencas entre tratamentos.
Animais a pleno sol também apresentaram valores mais expressivos de MXTD durante
as estacfes de Outono, Inverno e Verdo Il. A GLO n&o apresentou diferenca

significativa nos tratamentos e periodos estudados.
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Fig. 4 Médias (x erro padrdo) das (A) temperaturas minima (MiTD, °C) (B) média
(MeTD, °C) e (C) maxima do dorso (MXTD, °C), temperatura média do tronco (TTro,
°C) e temperatura de globo ocular (GLO, °C) de touros bovinos (n=64) das racas Nelore
(Bos indicus) e Canchim (5/8 Bos taurus x 3/8 Bos indicus), mantidos em sistemas a
pleno sol (PS) ou com arborizacdo (iLPF), avaliadas das 11h00 as 14h30, ao longo de

diferentes estagdes climéaticas em ambiente tropical.
ab | etras minusculas distintas indicam diferenca significativa entre tratamentos na estacdo climatica
(P<0,05)
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Frequéncia respiratoria e temperatura interna

O comportamento das varidveis fisioldgicas dos animais nos diferentes
tratamentos, ao longo das estacBes climéticas, pode ser observado na Tabela 2. Os
animais mantidos no tratamento PS apresentaram valores mais elevados tanto para FR
quanto para TR durante o Outono. Nas outras estacdes, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos. Considerando o efeito do genotipo, animais Nelore
apresentaram menores valores de FR e TR no Inverno, Primavera e Verdo 1l, ndo tendo

ocorrido diferenca entre os gendtipos no Verdo | e Outono (Tabela 3).

Tabela 2 Valores médios (x erro padrdo) da frequéncia respiratoria (FR,
movimentos/minuto) e temperatura interna corpérea (TR, °C) de touros bovinos (n=64)
mantidos em sistemas a pleno sol (PS) ou com arborizagdo (iLPF), avaliadas das 11h00
as 14h30, em ambiente tropical.

Estacéo PS iILPF

Frequéncia Respiratoria (movimentos/minuto)

Veréo | 33,65+0,88 33,84+0,88
Outono 35,85+0,88? 31,97+0,88"
Inverno 24,69+0,88 25,37+0,89
Primavera 31,72+0,88 31,84+0,88
Veréo Il 38,25+1,40 36,66+1,40

Temperatura Interna (°C)

Veréo | 39,41+0,05 39,30+0,05
Outono 39,54+0,05% 39,35+0,05°
Inverno 39,39+0,05 39,39+0,05
Primavera 39,35+0,05 39,40+0,05
Verdo Il 39,33+0,07 39,35+0,07

ab Médias seguidas de letras minGsculas distintas na mesma linha diferem

significativamente (P<0,05).
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Tabela 3 Valores médios (x erro padrdo) da frequéncia respiratoria (FR,
movimentos/minuto) e temperatura interna corpérea (TR, °C) de touros bovinos (n=64)
das ragas Nelore (Bos indicus) e Canchim (5/8 Bos taurus x 3/8 Bos indicus), avaliadas
das 11h00 as 14h30, em ambiente tropical.

Gendtipo

Nelore Canchim
Estacéo
(n=32) (n=32)

Frequéncia Respiratoria (movimentos /minuto)

Veréo | 32.85+0,88 34,64+0,88
Outono 32,74+35,08 35,08+0,88
Inverno 23,10+0,88° 26,96+0,892
Primavera 27,89+0,88° 35,68+0,882
Veréo Il 30,63+1,40° 44,28+1,402

Temperatura Interna (°C)

Verdo | 39,36+0,05 39,35+0,05
Outono 39,42+0,05 39,47%0,05
Inverno 39,29+0,05° 39,49+0,05
Primavera 39,29+0,05" 39,46+0,052
Verdo Il 39,27+0,07" 39,42+0,072

ab Médias seguidas de letras minGsculas distintas na mesma linha diferem significativamente (P<0,05).
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Concentracdes séricas de cortisol e triiodotironina

As variagfes das concentragdes séricas de cortisol entre as estacoes,
independentemente do sistema de producéo, podem ser observadas na Fig 5. Maiores
concentracdes de cortisol foram registradas durante o Verdo | e Outono, independente
de tratamentos e genotipos estudados, com reducdo ao longo do tempo, e menores

valores registrado no Verdo II.
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Fig. 5 Médias (+ erro padréo) das concentragdes séricas de cortisol de touros bovinos
(n=64) das racas Nelore (Bos indicus) e Canchim (5/8 Bos taurus x 3/8 Bos indicus),

avaliadas das 11h00 as 14h30, em diferentes estacdes climaticas em ambiente tropical.

abe | etras minGsculas distintas indicam diferenca significativa entre estagGes climaticas (P<0,05).
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As concentragdes sericas médias de cortisol nos animais dos diferentes
genotipos podem ser observadas na Fig 6. De modo geral, independente de tratamento e
estacOes avaliadas, animais Nelore apresentaram menores valores de cortisol
comparados aos animais da raca Canchim (8,96+1,09 vs 11,97+1,06 ng/mL; P<0,05,

respectivamente).
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Fig. 6 Médias (+ erro padrdo) das concentragdes séricas de cortisol de touros bovinos
(n=64) das racgas Nelore (Bos indicus) e Canchim (5/8 Bos taurus x 3/8 Bos indicus),

avaliadas das 11h00 as 14h30, ao longo de treze meses, em ambiente tropical.

ab | etras minusculas distintas indicam diferenca significativa entre ragas (P<0,05).

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO FMVZ - USP




aq

As diferencas nas concentracdes séricas de triiodotironina entre gendtipos
durante as estagGes climaticas podem ser observadas na Fig 7. Touros Nelore
apresentaram maiores concentragdes de T3 durante a maior parte do periodo
experimental, contemplando as estacGes de Verdo I, Outono, Inverno e Verdo Il. Apenas

na Primavera ndo foi observada diferenca significativa entre genotipos.
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Fig. 7 Médias (x erro padrdo) das concentracfes séricas de triiodotironina de touros
bovinos (n=64) das racas Nelore (Bos indicus) e Canchim (5/8 Bos taurus x 3/8 Bos
indicus), avaliadas das 11h00 as 14h30, em diferentes estacfes climéaticas em ambiente
tropical.

ab | etras mintsculas distintas indicam diferenca significativa entre gen6tipos dentro da

estacdo climética (P<0,05).
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Discusséo

Um dos objetivos mais importantes na inser¢do do componente arbéreo em um
sistema de producdo € fazer com que os bovinos fiquem menos expostos a intensa
radiacdo solar e a alta temperatura ambiental, fornecendo um microclima que visa ao
conforto térmico dos animais (Castro-Pérez et al.,, 2020). Estes efeitos foram
eficientemente alcancados e comprovados no presente trabalho, sendo observados
valores ambientais mais amenos no sistema de integracdo lavoura-pecuaria-floresta do
que no sistema baseado em pastagens em monocultura. A condicdo ambiental se
relaciona diretamente com o desempenho produtivo de bovinos de corte (Sullivan et al.,
2011; Barajas et al., 2013). Com isso, animais mantidos em um ambiente que promove
seu conforto térmico conseguem expressar melhor seu potencial genético e, assim,
melhorar seu ganho de peso médio diario (Mader and Griff, 2015; Grandin, 2016). Os
bovinos tém o comportamento de buscar locais de microclima mais ameno quando sao
expostos a incremento na magnitude de variaveis ambientais que induzem a aquisicao
de energia térmica, como a radiagdo solar (Giro et al., 2019a) e o ITGU (Volpi et al.,
2021). Essa atitude € evidenciada quando areas sombreadas estdo disponiveis, seja em
ambiente tropical (Giro et al., 2019a; Silva et al. 2020) ou subtropical (Vizzotto et al.,
2015).

Os registros biometeoroldgicos no interior das pastagens demonstram que o
sistema sem arborizacdo foi muito mais desafiador quanto ao ambiente térmico, pois
todas as variaveis climaticas e indicadores de conforto térmico apontam para a elevagédo
de energia interna desses animais de modo mais expressivo comparativamente aqueles
mantidos com acesso as areas sombreadas. O efeito mitigador do sistema iLPF sobre as
variaveis ambientais foi digno de nota, como notado pelas reducdes da TGN em 3,7 °C,
da temperatura média do ar em 0,6 °C, do ITGU em 3,8 pontos e da radiacdo solar em
105 W/m?2. Os registros diarios do periodo experimental (dados ndo demonstrados)
indicam valores condizentes com as caracteristicas do clima tropical de altitude (Nimer,
1989), sendo um clima quente com inverno seco, com 0 agravante que no local
experimental o ano de 2018 foi um dos quatro anos mais quentes ja registrados, padrdo
observado mundialmente, desde que ha registros (INMET, 2019).

Segundo a andlise do ITGU para a classificacdo de ambientes, ITGU < 74,0 =
situacdo de conforto térmico, 74,0 < ITGU < 79,0 = situagdo de alerta, 79,0 < ITGU<

84,0 = situacdo de perigo e ITGU > 84,0 = situacdo de emergéncia (Baéta e Souza,
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2010). Assim, com base nos valores de ITGU registrados no presente estudo, a condi¢édo
no sistema a pleno sol pode ser classificada como perigo, e no sistema iLPF pode ser
classificada como alerta. Comparativamente, o sistema a pleno sol apresentou pior
condicdo aos animais, tanto em termos de temperatura quanto de radiacdo solar. A
melhoria da condi¢do ambiental no sistema iLPF pode ser explicada pela presenca do
componente arbéreo, cujas copas promovem o efeito de barreira fisica a incidéncia da
radiacdo direta, bem como favorecem a reducdo da temperatura do ar. O valor médio do
ITGU indica que os animais mantidos a pleno sol foram desafiados com maior
intensidade e maior constancia, com relacdo ao ambiente térmico que estavam expostos.
A cronicidade da exposi¢do dos animais em um ambiente térmico desconfortavel afeta
diretamente a salde geral dos bovinos, causando desordens metabodlicas, estresse
oxidativo, danos a imunidade, comprometimento reprodutivo e queda na produtividade
(Bett et al., 2017; Ali et al., 2020). Mizard et al. (2017) reportaram queda substancial na
concentracdo sérica de antioxidantes em bovinos durante o verdo e em condicdo de
estresse térmico. A queda da concentracdo sérica de antioxidantes dificulta a
neutralizacdo das espécies reativas de oxigénio, como o perdxido de hidrogénio, anion
superdxido e radicais hidroxilas, o que impacta negativamente na peroxidacao lipidica e
na inativacdo de enzimas importantes, podendo causar danos celulares (Mondal e
Reddy, 2018).

Quando mantidos no iLPF, os animais apresentaram valores menos expressivos
para ITGU, o que representa melhor condicdo de conforto térmico, muito embora 0s
valores absolutos do indicador apontem o qudo desafiador é o desenvolvimento da
producdo de bovinos a pasto em clima tropical. A CTR também foi notavelmente
reduzida, com diminuicdo de 16% no iLPF, dado corroborado por relatos na literatura
(Domiciano et al., 2016; Giro et al., 2019a). A velocidade do vento foi menor no iLPF
decorrente da barreira fisica dos troncos e das copas das arvores (Lopes et al., 2016),
porém esse efeito, que poderia diminuir a eficiéncia da termoélise convectiva, ndo
desabona a eficiéncia do sistema em fornecer um microclima bastante favoravel aos
animais, principalmente pelo favorecimento da termolise por radiacdo e conducdo. A
umidade relativa ndo apresentou diferenga significativa entre  sistemas,
semelhantemente ao relatado em outros ensaios (Renaudeau et al., 2012; Giro et al.,
2019a). Dada sua capacidade de alteragdo favoravel de variaveis ambientais dentro do

sistema de producdo, considera-se que o sistema de integracdo lavoura-pecudria-floresta
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¢ uma maneira de intensificacdo ecologica da agricultura, que favorece
significativamente a sinergia funcional e bioldgica entre os componentes vegetal e
animal (Carvalho et al., 2018).

Relatos prévios na literatura demonstram que h& uma alta correlacdo entre a
temperatura da superficie corporea e a producao de calor em bovinos (Montanholi et al.,
2007; Ledo et al., 2018). Considerando que a producdo de calor foi comprovada como
responsavel por atée 73% da variagdo do consumo alimentar (Herd e Arthur, 2009), o
monitoramento da temperatura das superficies corporeas dos bovinos nos sistemas de
producdo se faz essencial. Os achados termograficos no presente estudo demonstram
inequivocamente que as temperaturas de dorso (minima, média e maxima) e de tronco
apresentaram valores mais expressivos no sistema de produgdo em que 0s animais
foram mantidos a pleno sol. Isso se explica porque, ao participarem do sistema
produtivo na condicdo de receptores de grande carga de radiacdo de ondas curtas, existe
um desequilibrio na permuta de calor por radiacdo e, consequentemente, acumulo de
energia térmica na superficie corpérea, que se traduz em elevacdo da temperatura do
tegumento. Isso reafirma a importancia da insercdo do componente arboreo para
favorecer o equilibrio termodinamico dos animais produzidos a pasto. Paralelamente,
vale ressaltar a utilizacdo da termografia de infravermelho como recurso metodolégico
para se realizar avaliaces de temperaturas de superficies em bovinos. A técnica vem
sendo cada vez mais usada no sensoriamento proximal de grandes ruminantes (Barros et
al., 2016; Deak et al., 2019; Motas-Rojas et al., 2021), tem as vantagens de ser nado-
invasiva, ndo-destrutiva, acurada (Wang et al.,, 2021) e ndo estressar 0S animais
(Sathiyabarathi et al., 2018), o que foi Gtil para ndo induzir alteracBes iatrogénicas nas
demais avaliacOes realizadas.

O monitoramento das temperaturas de superficie como indicativo da capacidade
de termdlise, assim como realizados no presente trabalho, pode ser utilizado como
gerador de informacdes valiosas para a selecdo genética de touros mais termotolerantes
a altas temperaturas, umidade e radiacdo solar incidente no ambiente (Srikanth et al.,
2017). Nesse sentido, diversas ferramentas vém sendo exploradas no ambito da
genbmica para a compreensdo dos genes envolvidos na regulacdo da temperatura
corporal de bovinos em resposta ao estresse térmico causado pelo calor (Silpa et al.,
2021). Bharati et al. (2017) investigaram o comportamento da expressdo de HSP70 em

bovinos zebuinos desafiados a uma temperatura ambiente de 42°C por 23 dias, tendo
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sido inicialmente aclimatados em uma zona de termoneutralidade durante 15 dias. A
expressdo de mRNA de HSP70 teve expressiva elevacdo, com dois picos distintos,
sendo o primeiro pico para minimizar os efeitos adversos do estresse térmico e o
segundo pico representativo de um mecanismo fisioldégico que o animal ativaria para
lidar com a exposicdo crénica ao estresse térmico. A partir dessas informacdes seria
possivel selecionar bovinos mais termotolerantes ao calor.

Outros indicadores mais elementares sdo usados para averiguar a condicdo
termorregulatdria dos animais e auxiliar na quantificacdo da severidade do estresse pelo
calor, como a frequéncia respiratoria e a temperatura interna corporea (Silanikove,
2000). Quando o organismo estd em desconforto térmico pelo calor, a frequéncia
respiratdria se eleva na tentativa de dissipar calor corpdreo por trocas térmicas latentes,
levando os animais a um quadro de taquipnéia (Stober, 1993). Na realidade, a polipnéia
térmica ocorre ainda na auséncia de qualquer elevacdo da temperatura nuclear,
funcionando como antecipadora de iminente hipertermia (Pereira et al., 2019). De modo
geral, em ambos os sistemas de produgdo avaliados, os animais mantiveram a
frequéncia respiratoria e a temperatura interna dentro da faixa considerada fisiologica
para bovinos (Robinson, 2021). Do mesmo modo, ndo houve diferenca expressiva entre
animais mantidos com ou sem acesso a sombreamento natural no tocante a temperatura
de superficie do globo ocular, varidvel que apresenta relacbes de média a alta
intensidade com a temperatura interna em bovinos (Martello et al., 2016; Giro et al,
2019Db).

N&o obstante, no Outono, os animais mantidos a pleno sol apresentaram maiores
valores de frequéncia respiratéria e temperatura interna. O Outono é considerado uma
estacdo de transicdo, de temperaturas decrescentes. Contudo, na regido do estudo, o
Outono apresentou temperatura do ar e umidade relativa maximas que alcancaram 28,1
°C e 90,3%, respectivamente (dados ndo demonstrados). Soma-se a isso 0 desafio
térmico permanente ao qual os animais estavam submetidos, desde o inicio do Verdo I.
Por isso, mesmo na estacdo de Outono, é notdrio que os animais, independentemente do
gendtipo, se beneficiaram do sistema sombreado, em virtude do maior conforto
ambiental. Isso favoreceu a homeotermia desses animais e 0s permitiu diminuir a
ativacdo dos mecanismos de troca térmica pela via respiratoria, com reducao de 10,8%
na frequéncia respiratoria durante o Outono. A menor frequéncia respiratoria em

animais mantidos em sistema arborizado também foi relatada em estudos prévios, com
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reducdo significativa de 10% em comparacdo ao sistema sem sombreamento (Souza et
al., 2017), valor muito semelhante ao observado no presente trabalho. Adicionalmente,
0 sombreamento natural tem se mostrado mais eficiente que o sombreamento artificial
na reducdo da frequéncia respiratoria de bovinos jovens (Rovira e Velazco, 2010).
Assim, a sombra oferecida pelo sistema de integracdo no presente trabalho promoveu a
reducdo do tempo de exposicdo dos animais a condigbes de estresse térmico,
minimizando o ganho caldrico exdgeno e reduzindo a energia despendida para
processos fisiologicos que envolvem a termorregulacédo corpdrea (Garcia et al., 2017).
Considerando a diferenca na frequéncia respiratéria observada entre o0s
genotipos, com maiores valores observados para os animais Canchim no Inverno,
Primavera e Verdo Il, esta pode estar explicada pelo fato dos bovinos apresentarem
diferentes zonas de termoneutralidade em funcdo de seu genotipo. A zona de
termoneutralidade € a faixa de temperatura ambiente na qual o animal homeotérmico
pode apresentar sua taxa metabolica minima e a regulacdo da homeotermia é efetuada
através da permuta de calor sensivel (Yousef, 1985). A zona de termoneutralidade é
delimitada pelas temperaturas critica inferior e superior, e foi descrita como sendo de - 1
a 16°C para taurinos e de 10 a 27°C para zebuinos (Baéta e Souza, 1997), porém pode
variar em funcdo da categoria animal, estado fisioldgico, raca, aptiddo produtiva, dentre
outros. Assim, a zona de termoneutralidade é um intervalo do qual ndo é necessario que
0 animal recorra a mecanismos ativos para manter a homeotermia. Na zona de
termoneutralidade, o gasto de energia para mantenca é baixo e, como consequéncia, ha
maior eficiéncia produtiva (Titto, 1998). As diferencas de frequéncia respiratoria entre
genotipos foram observadas desde o Inverno ao Verao Il, acompanhando, portanto, um
crescente de temperatura do ar. Como 0s animais mantiveram sua temperatura interna
na faixa de normalidade, pode-se inferir simplesmente que os touros Canchim tenderam
a ser mais sensiveis e responsivos que os animais Nelore, e por isso ativaram seus
mecanismos de termorregulacgdo respiratéria mediante um estimulo ambiental maior.
Uma possivel explicagdo para as diferencas de tolerancia térmica entre animais
zebuinos, taurinos e compostos pode estar relacionada a diferencas morfologicas e
funcionais do tegumento (Hamblen et al., 2018). Os zebuinos caracterizam-se por
apresentarem pélos mais curtos e finos que os taurinos (Davila et al., 2019). Mais
especificamente, animais Nelore apresentam pelagem branca ou cinza-clara, pele preta,

solta, fina e macia, com pélos claros, curtos, densos e medulados. Ja 0s animais
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Canchim tém pelagem creme, uniforme, com pélos curtos, densos e brilhantes e pele
clara, solta e abundante. Existe alta herdabilidade das caracteristicas do pélo em bovinos
das racas Brahman (zebuino) e Angus (taurino), com valores de 0,50 para didmetro do
pélo, de 0,67 para pélos classificados como curtos e de 0,42 para os pélos considerados
compridos, sendo observado que quanto maior a composicdo racial zebuina no
cruzamento dos animais, maior é a reducdo do comprimento dos pélos e da temperatura
corporal (Davila et al., 2019). Regibes gendmicas associadas a tolerancia ao calor foram
recentemente descritas e polimorfismos de nucleotideos Unicos relacionados a essa
variacdo foram identificados em bovinos. Uma mutacdo no gene do receptor de
prolactina foi relacionada a presenca de um tipo de pelagem denominada “slick hair”,
que esta associado com a maior tolerdncia ao calor. Contudo, essa mutagdo ainda nédo
foi descrita em animais Nelore, nem em animais Canchim, e pode constituir linha de
estudos futuros visando ferramenta auxiliar para selecdo genética.

A ativacdo do eixo hipotadlamo-hip6fise-adrenal é necessaria para manutencdo da
homeostase em resposta a estimulos externos e internos (Sejian et al., 2018).
Considerando que a concentracdao sérica normal de cortisol varia de 5,0 a 12,4 ng/mL
nos bovinos (Hein et al., 1992; Yoshida et al., 2005), ambos 0s gendtipos estudados
apresentaram variacdo dentro dos niveis séricos considerados fisiolégicos. Porém, nos
animais Canchim os valores médios estiveram préximos ao limite superior dos valores
de referéncia encontrados na literatura. Ao examinar sua oscilacdo nas diferentes
estacOes climaticas, observaram-se concentracGes séricas mais altas de cortisol nas
estacOes de Verdo | e Outono, concentracBes intermediarias no Inverno e Primavera, e
valores mais baixos no Verdo Il. N&o houve relacdo direta entre a secrecdo de cortisol e
as condicdes de conforto térmico verificadas nas estacdes climaticas, com tendéncia
decrescente de secrecdo ao longo do tempo. Essa resposta sugere a ativacdo do eixo
hipotalamo-adenohipdfise-adrenal, que desencadeia a secrecdo de corticotrofina pelo
hipotalamo, com posterior secrecdo de ACTH pela hipofise e culmina com a liberagdo
dos glicocorticdides. Estes estimulam a mobilizacdo de glicogénio hepatico e a
neoglicogénese, com desvio da utilizacdo de glicose para a producéo de energia, maior
atividade metabdlica e aumento das frequéncias cardiaca e respiratoria. Os resultados
indicam que este processo ocorreu, independentemente do sistema de producéo, entre as
estacOes de Verdo | e Outono. Subsequentemente, houve permanéncia dos animais sob

desafio térmico suficientemente prolongado e marcado pelo aumento da capacidade
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méaxima de perder calor pela via respiratdria, verificada no Outono, o que levou a uma
diminuicdo significativa da concentracdo sérica de cortisol de médio e longo prazos, a
qual € uma resposta caracteristica e indicativa de processo de adaptacdo dos animais
(Correa-Calderon et al., 2004). Por isso, a despeito das condicbes megatérmicas de
Primavera e Verdo Il, verificou-se nessas estacdes climaticas as menores concentracoes
de cortisol, cujos baixos valores contribuem para a diminuicdo da producgéo de calor
metabdlico e para o processo de aclimatacdo dos animais. A diferenca observada entre
as racas, com maior concentracdo de cortisol registrada nos animais Canchim, denota o
distinto padréo de reacdo dos bovinos de corte em fungdo do seu temperamento, que
esta diretamente relacionado ao seu genétipo (Eusebi et al., 2021).

A triiodotironina desempenha papel crucial no metabolismo e na regulacdo dos
sistemas nervoso, cardiaco e muscular esquelético. Isso ocorre porque a triiodotironina
aumenta a taxa de utilizacdo do oxigénio e a producdo de energia, além de elevar a
sintese proteica, o que contribui para acelerar o crescimento. Além disso, 0os hormonios
tireoidianos melhoram o desempenho neuromuscular e 0s processos de adaptacédo
térmica dos individuos (Ferlazzo et al., 2018). No presente estudo, os niveis plasmaticos
de triiodotironina foram mais elevados nos animais da raca Nelore do que nos Canchim,
em todas as estagdes climaticas sendo as diferencas mais explicitas nas estacfes de
maior desafio térmico, no caso o Verdo | e Verdo Il. Em condi¢cdes de
termoneutralidade, verifica-se uma condicdo tendencialmente superior em animais
taurinos quando comparados a zebuinos (Bianca, 1965). Animais taurinos da raca
Limousin entre 10 e 15 meses de idade apresentam concentracfes basais de T3 iguais a
2,06 + 0,26 ng/mL (Fazio et al., 2005), valores superiores aos encontrados no presente
estudo, tanto para animais Nelore quanto para animais Canchim. Por uma questdo de
genotipica, ndo era esperado que os animais Canchim apresentassem concentracdes
inferiores de triiodotironina. Contudo, estudos moleculares recentes relatam
divergéncias quanto a expressao génica ligada a sintese e secrecdo de triiodotironina em
diferentes gendtipos bovinos, sendo que as diferencas nos niveis de transcricdo da
glandula pituitéria explicam as variagdes entre as racas (Gholizadeh et al., 2020; Jiang
et al., 2020). A via de sinalizacdo de hormonios da tireoide exerce papel essencial na
sintese muscular e metabolismo de gordura (Dalrymple et al., 2017). Lu et al. (2020)
relatam a descoberta de diversos genes candidatos presentes na pituitaria que podem ser

responsaveis por influenciar o crescimento e o desenvolvimento de bovinos, como
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SLC38A1, SLC38A3, DGKH, GNB4, GNAQ, ESR1, NPY e GAL. Esse tipo de
abordagem, que ndo foi adotada no presente trabalho, poderia auxiliar a explicar o
comportamento distinto nas concentragdes séricas de triiodotironina entre individuos da
mesma raca ou de racas diversas. Ademais, pode vir a futuramente auxiliar na selecao
de touros mais termotolerantes ao calor, uma vez que a diminuicdo da termogénese
implica necessariamente uma alteracdo da taxa metabolica, em que a triiodotironina

desempenha um papel fundamental.

Conclusdes

O sistema sombreado de integracdo lavoura-pecuéria-floresta foi eficaz em
amenizar o microclima das pastagens, pois reduziu o efeito negativo das altas
temperatura do ar e radiacdo solar direta sobre os animais em ambiente tropical. Ao
conferir melhor condicdo de conforto térmico aos touros, o sistema iLPF impactou
positivamente nas caracteristicas fisioldgicas relacionadas ao equilibrio termodindmico
dos animais e na manutencdo da sua homeotermia. No tocante as diferencas entre
gendtipos, os animais Canchim tiveram maior sensibilidade as variacdes de ambiente
que os animais Nelore, revelada pela maior secrecdo de cortisol e ativacdo mais precoce
de seu sistema termorregulador. Com isso, a implementacdo de sistemas sombreados
com uso de componentes arboreos dentro de areas de pastagens em monocultura
contribui significativamente para o bem-estar animal e pode ser uma op¢éo para 0 uso
racional dos recursos naturais dentro da propriedade rural, favorecendo a producao
agroalimentar frente aos novos desafios mundiais, e colaborando para maior

sustentabilidade da pecuaria de corte desenvolvida em ambientes tropicais.
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Conclusao geral

Conclui-se que o sistema de integracdo lavoura-pecuéria-floresta foi eficiente em
amenizar o microclima das pastagens e reduzir os efeitos adversos das intempéries
ambientais em parametros reprodutivos de touros bovinos de corte. As caracteristicas
reprodutivas avaliadas nesse estudo demonstraram melhores resultados nos animais
mantidos em iLPF, independente do gendtipo avaliado. Isso confirma o grande impacto
do microclima na anatomofisiologia de touros bovinos mantidos em ambiente
desafiadores quanto as variaveis climaticas. Ao conferir melhor condicdo de conforto
térmico aos touros, o sistema iLPF impactou positivamente nas caracteristicas
fisioldgicas relacionadas ao equilibrio termodindmico dos animais e na manutengao da
sua homeotermia. A respeito das diferencas entre gendétipos, os animais Canchim
tiveram maior sensibilidade as variacbes de ambiente que os animais Nelore, notada
pela maior secrecdo de cortisol e ativacdo mais precoce de seu sistema termorregulador.
Com isso, a implementacéo de sistemas sombreados com uso de componentes arbdreos
dentro de &reas de pastagens em monocultura, contribui significativamente para
diminuicdo dos efeitos negativos das alteracbes climaticas sobre as varidveis
reprodutivas de touros bovinos. Outras contribui¢des importantes que o sistema iLPF
fornece sdo a elevacdo no bem-estar animal e também a capacidade de ser uma opcao
para o uso racional dos recursos naturais dentro da propriedade rural. Com isso, pode
favorecer a producdo agroalimentar frente aos novos desafios mundiais, e seu uso
colaborar para maior sustentabilidade da pecuaria de corte desenvolvida em ambientes

tropicais.
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