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RESUMO

Este estudo investigou os efeitos do estresse térmico sobre respostas termorregulatorias e
reprodutivas de ovinos deslanados, utilizando a insulacao escrotal como modelo experimental.
Sete carneiros adultos foram submetidos & insulacdo por sete dias consecutivos, em
delineamento longitudinal composto por pré-insulacdo (4 semanas), insulagdo (1 semana) e
pos-insulacao (9 semanas). Realizaram-se quatro coletas seminais na fase pré e nove na fase
pOs-insulacdo, com monitoramento ambiental continuo. Durante a insulagdo, os parametros
termofisiologicos foram registrados apds 24 h (D2) e 96 h (D4). O sémen foi avaliado quanto a
cinética por CASA, concentra¢do, morfologia, integridade do DNA e padrdo de liga¢do das
Ram Seminal Vesicle Proteins (RSVPs) por imunocitoquimica. As varidveis reprodutivas foram
analisadas pelo teste de Tukey, enquanto a termotolerancia individual foi determinada por
analise de componentes principais (PCA), com comparagdo entre grupos pelo teste de Kruskal—
Wallis. A temperatura maxima registrada foi de 35,1 °C e a minima de 25,8 °C. A umidade
relativa variou entre 84,1% e 45,0%. A insulacdo elevou a temperatura da superficie escrotal
em 0,75 °C e da cauda do epididimo em 0,90 °C em relagao a pré-insulagao (33,25 °C e 31,75
°C), sem alteragdes na temperatura retal ou ocular. Os gradientes térmicos diminuiram durante
a insulagdo, passando de 3,00 °C para 1,96 °C (ocular—escroto) e de 7,35 °C para 6,01 °C (retal—
epididimo), com restabelecimento apds a retirada. A motilidade total diminuiu (p < 0,05) de
85,2 + 2,2% para 40,6 + 13,6% na segunda semana pds-insulagdo, atingindo 23,4 + 10,4% na
quarta semana, com recuperacao na sexta (67,7 £ 6,2%; p > 0,05). A motilidade progressiva
reduziu de 80,4 + 2,5% para 38,3 + 13,2% e 19,2 + 8,9%, retornando a 59,1 + 6,9% na sexta
semana. A circunferéncia escrotal variou de 30,3 + 0,7 cm (pré) para 31,4 £ 0,6 cm (p > 0,05)
e caiu para 28,6 + 0,5 cm na terceira semana (p < 0,05). A morfologia normal passou de 89,9 +
4,2% para 39,7 + 13,2% na terceira semana, recuperando-se para 75,8 + 5,6% na sétima (p >
0,05), enquanto defeitos maiores aumentaram de 4,9 +2,3% para 53,9 + 9,9% na quinta semana.
A integridade do DNA diminuiu de 92,9 + 1,5% para 78,1 + 1,7%, atingindo 24,1 + 9,8% na
quarta semana, com recuperagdo para 88,1 + 1,4% na sétima. A ligacdo das RSVPs caiu de 3,8
+0,7 x 10° UA para 0,7 = 0,2 x 10° UA, normalizando-se na sétima semana. A PCA distinguiu
grupos de baixa e alta termotolerancia, sendo os animais HTT superiores (p < 0,05) em
motilidade total (73,6 £ 2,7% vs. 62,2 + 4,7%), progressiva (68,2 £ 2,9% vs. 58,7 + 4,5%),
concentragdo (3,2 = 0,07 x 10° vs. 2,8 £ 0,1 x 10° SPZs/mL) e integridade do DNA (81,2 +

2,6% vs. 70,2 + 4,4%). Conclui-se que sete dias de insulacdo escrotal comprometem a



termorregulacdo e induzem prejuizos reprodutivos, com respostas heterogéneas entre os

animais, evidenciando variabilidade interindividual frente ao estresse térmico.

Palavras-chave: hipertermia escrotal; termorregulagdo; cinética espermatica; integridade do

DNA; interagdo proteina seminal-espermatozoide; termotolerancia.



ABSTRACT

This study investigated the effects of heat stress on thermoregulatory and reproductive
responses in hair sheep, using scrotal insulation as an experimental model. Seven adult rams
were subjected to scrotal insulation for seven consecutive days in a longitudinal design
consisting of pre-insulation (4 weeks), insulation (1 week), and post-insulation (9 weeks). Four
semen collections were performed during the pre-insulation phase and nine during the post-
insulation phase, with continuous environmental monitoring. During insulation,
thermophysiological parameters were recorded after 24 h (D2) and 96 h (D4). Semen was
evaluated for sperm kinetics by CASA, concentration, morphology, DNA integrity, and binding
pattern of Ram Seminal Vesicle Proteins (RSVPs) by immunocytochemistry. Reproductive
variables were analyzed using the Friedman test, while individual thermotolerance was
determined by principal component analysis (PCA), with group comparisons performed using
the Kruskal-Wallis test. The maximum recorded temperature was 35.1 °C and the minimum
was 25.8 °C. Relative humidity ranged from 84.1% to 45.0%. Scrotal insulation increased
scrotal surface temperature by 0.75 °C and epididymal tail temperature by 0.90 °C compared
with pre-insulation values (33.25 °C and 31.75 °C), without changes in rectal or ocular
temperature. Thermal gradients decreased during insulation, from 3.00 °C to 1.96 °C (ocular—
scrotal) and from 7.35 °C to 6.01 °C (rectal-epididymal), with recovery after insulation
removal. Total motility decreased (p < 0.05) from 85.2 + 2.2% to 40.6 + 13.6% in the second
post-insulation week, reaching 23.4 + 10.4% in the fourth week, with recovery by the sixth
week (67.7 £ 6.2%; p > 0.05). Progressive motility declined from 80.4 + 2.5% to 38.3 £ 13.2%
and 19.2 £ 8.9%, returning to 59.1 + 6.9% in the sixth week. Scrotal circumference varied from
30.3 £0.7 cm (pre-insulation) to 31.4 = 0.6 cm (p > 0.05) and decreased to 28.6 + 0.5 cm in the
third week (p < 0.05). Normal morphology dropped from 89.9 + 4.2% to 39.7 + 13.2% in the
third week, recovering to 75.8 £ 5.6% in the seventh week (p > 0.05), while major defects
increased from 4.9 + 2.3% to 53.9 £ 9.9% in the fifth week. DNA integrity decreased from 92.9
+ 1.5% to 78.1 + 1.7%, reaching 24.1 + 9.8% in the fourth week, with recovery to 88.1 + 1.4%
in the seventh week. RSVP binding intensity declined from 3.8 = 0.7 x 10° AU to 0.7 + 0.2 x
10° AU, normalizing by the seventh week. PCA distinguished low- and high-thermotolerance
groups, with HTT animals showing higher (p < 0.05) total motility (73.6 + 2.7% vs. 62.2 +
4.7%), progressive motility (68.2 £2.9% vs. 58.7 £ 4.5%), concentration (3.2 + 0.07 x 10° vs.
2.8 £ 0.1 x 10° sperm/mL), and DNA integrity (81.2 £ 2.6% vs. 70.2 = 4.4%). In conclusion,

seven days of scrotal insulation impair thermoregulation and induce reproductive losses, with



heterogeneous responses among animals, highlighting interindividual variability under heat

stress.

Keywords: scrotal hyperthermia; thermoregulation; sperm kinetics; DNA integrity; seminal

protein—sperm interaction; thermotolerance.
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LISTA DE ILUSTRACOES

Delineamento experimental do estudo conduzido com ovinos Morada
Nova (n = 7), dividido em trés periodos: Periodo I — quatro semanas de
coleta de dados basais antes da insulagdo escrotal; Periodo II — uma
semana de estresse térmico escrotal induzido por bolsa de insulagdo; e
Periodo III — nove semanas de acompanhamento pos-insulagcdo para
monitoramento da recuperagao reprodutiva...........ceeeeeeeiierieeieeenneennnn.
Imagens termograficas de carneiros deslanados obtidas com camera
térmica infravermelha (FLIR® ES5 Pro, USA). (A) Matriz utilizada para
avaliagdo da temperatura do globo ocular (TOG), composta por uma
area padronizada de 30 x 30 pixels. (B) Delineamento da area eliptica
usada para avaliagdo da temperatura da superficie escrotal (TSST) (105
x 85 pixels). (C) Delineamento de duas areas elipticas padronizadas
utilizadas para avaliacdo da temperatura da cauda do epididimo
(STEP), cada uma medindo 22 X 22 piXels.......cccceevieriienieeiiieeieieeee.
Visdo geral da variagdo da temperatura do microclima (°C; losangos
azuis), da temperatura retal (°C; triangulos verdes), da temperatura da
superficie escrotal (°C; quadrados vermelhos) e da temperatura do
globo ocular (°C; asteriscos rosas) de carneiros deslanados submetidos
a insulacdo escrotal ao longo do periodo experimental. As semanas —4
e —2 correspondem ao periodo pré-insulagdo (Fase I — controle); a
insulagdo escrotal foi mantida por sete dias (semana 0; Fase II), com
avaliagdes nos dias 2 (D2) e 4 (D4). No dia 8 (D8), as avalia¢des foram
realizadas as 08:30, 09:00 e 09:30 h, imediatamente apds a remogao da
bolsa de insulacdo, para monitorar a recuperagdao da termorregulacao
escrotal. As semanas 1 a 9 correspondem ao periodo pos-insulagdo
(Fase III). A temperatura do microclima foi monitorada continuamente
apenas durante a insulacdo, enquanto as demais temperaturas foram
avaliadas em horarios fixos (08:00, 12:00 e 16:00 h). Os dados sao
apresentados de forma descritiva, sem andlise estatistica.......................
Distribuicdo da temperatura do microclima térmico entre a bolsa de

insulagdo e a pele escrotal de sete ovinos deslanados durante o periodo

11

18

19



Figura 5

Figura 6

Figura 7

de insulacdo. Cada boxplot representa, individualmente, a temperatura
média semanal do microclima de cada animal (11, 13, 22, 44, 55, 66 ¢
88), registrada a cada 30 minutos ao longo dos sete dias de insulagao
(Semana 0), por meio do dispositivo iButton (Maxim®, Australia)........
Variagao temporal das temperaturas corporais em carneiros deslanados
submetidos a insulagdo escrotal (N = 7): (A) temperatura retal (RT), (B)
temperatura do globo ocular (TOG), (C) temperatura da superficie
escrotal (TSST) e (D) temperatura da cauda do epididimo (STEP).
Cada ponto representa a média diaria da respectiva temperatura,
calculada a partir dos valores obtidos em trés horarios no mesmo dia
(08:00, 12:00 e 16:00 h). As semanas —4 a —2 correspondem ao periodo
pré-insulacao (Fase I — controle); a insulagdo escrotal foi mantida por
sete dias (Fase II), com avaliagdes nos dias 2 (D2) e 4 (D4); e as
semanas 1 a 9 correspondem ao periodo pos-insulagdo (Fase II)............
Imagens termogréficas ilustrando a distribui¢do da temperatura da
superficie escrotal em carneiros deslanados submetidos a estresse
térmico moderado induzido por insulacdo escrotal (N = 7). As imagens
correspondem a: (A) periodo pré-insulacdo (Fase I); (B) dia 2 de
insulacao escrotal (D2; Fase II); (C) dia 4 de insulacdo escrotal (D4;
Fase II); e (D) uma semana apds a remocdo da bolsa insuladora,
correspondente ao periodo pds-insulacao (Fase III). Todas as imagens
foram corrigidas pela temperatura do ar ambiente e pela umidade
relativa medidas no local experimental.............cccoeveiieeniiieniieeniee e,
Gradientes térmicos entre a temperatura do globo ocular (TOG), a
temperatura da superficie escrotal (TSST), a temperatura retal (RT) e a
temperatura da cauda do epididimo (STEP) em ovinos deslanados
submetidos a insulacao escrotal (N = 7): (A) TOG-TSST, (B) TOG-
STEP, (C) RT-TSST e (D) RT-STEP. As diferengas entre as varidveis
apresentadas nos eixos correspondem aos respectivos gradientes
térmicos (°C). As semanas —4 a —2 correspondem ao periodo pré-
insulacdo (Fase I — controle); a insulagdo escrotal foi mantida por sete
dias (Fase II), com avaliagdes nos dias 2 (D2) e 4 (D4); e as semanas 1

a 9 correspondem ao periodo pds-insulagao (Fase III).........cccceveennenne.
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Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Motilidade espermatica total (A), motilidade progressiva (B),
concentragao espermatica (C) e circunferéncia escrotal (D) de carneiros
deslanados submetidos a insulacao escrotal. As semanas —4 a —1
correspondem ao periodo pré-insulagao (controle), e as semanas 1 a 9
ao periodo pos-insulagdo. A insulagdo escrotal teve duragdo de sete dias
(semanas —1 a 1). Os valores representam a média de sete carneiros (+
EPM). Letras diferentes indicam diferengas estatisticas significativas,
de acordo com o teste de Tukey (P <0,05)..c..ceecuiieeciieciiieciee e
Velocidade curvilinea (VCL) (A), motilidade circular (B) e
espermatozoides imoéveis (C) de carneiros deslanados submetidos a
insulacdo escrotal. As semanas —4 a —1 correspondem ao periodo pré-
insulacdo (controle), ¢ as semanas 1 a 9 ao periodo pos-insulagdao. A
insulagdo escrotal teve duracdo de sete dias (semanas —1 a 1). Os
valores representam a média de sete carneiros (= EPM). Letras
diferentes indicam diferencas estatisticas significativas, de acordo com
o teste de Tukey (P <0,05) .. .iiiieiiieieeee e
Velocidade em linha reta (VSL) (A), velocidade média do trajeto (VAP)
(B), distancia curvilinea percorrida (DCL) (C) e distancia em linha reta
(DSL) (D) dos espermatozoides de carneiros deslanados submetidos a
insulagdo escrotal. As semanas —4 a —1 correspondem ao periodo pré-
insulag¢do (controle), e as semanas 1 a 9 ao periodo pds-insulagdo. A
insulagdo escrotal teve duracdo de sete dias (semanas —1 a 1). Os
valores representam a média de sete carneiros (= EPM). Letras
diferentes indicam diferencgas estatisticas significativas, de acordo com
o teste de Tukey (P <0,05)....iiiieiiieieeee e
Distancia média do trajeto (DAP) (A), motilidade local (B), motilidade
rapida (C) e motilidade lenta (D) dos espermatozoides de carneiros
deslanados submetidos a insulacdo escrotal. As semanas —4 a —1
correspondem ao periodo pré-insulagdo (controle), e as semanas 1 a 9
ao periodo pos-insulagdo. A insulagdo escrotal teve duragao de sete dias
(semanas —1 a 1). Os valores representam a média de sete carneiros (£
EPM). Letras diferentes indicam diferencas estatisticas significativas,

de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05)..c..cecceieniiiiiiiiiiiecieeieeene
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Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Viabilidade espermatica (A), espermatozoides normais (B), defeitos
maiores (C) e defeitos menores (D) de carneiros deslanados submetidos
a insulagao escrotal. As semanas —4 a —1 correspondem ao periodo pré-
insulacdo (controle), e as semanas 1 a 9 ao periodo pos-insulagdao. A
insulagdo escrotal teve duragdo de sete dias (semanas —1 a 1). Os
valores representam a média de sete carneiros (= EPM). Letras
diferentes indicam diferengas estatisticas significativas, de acordo com
0 teste de TUKEY (P < 0,05) . uuiiieiiieeieeeiie ettt e
Defeitos acrossdmicos (A), gota citoplasmatica proximal (B), cauda
enrolada ao redor da cabega (C), defeitos de peca intermediaria (D),
cabeca isolada patoldgica (E) e cauda fortemente enrolada ou dobrada
(F) dos espermatozoides de carneiros deslanados submetidos a
insulagdo escrotal. As semanas —4 a —1 correspondem ao periodo pré-
insulagdo (controle), e as semanas 1 a 9 ao periodo pds-insulagdo. A
insulagdo escrotal teve duragdo de sete dias (semanas —1 a 1). Os
valores representam a média de sete carneiros (+x EPM). Letras
diferentes indicam diferencgas estatisticas significativas, de acordo com
o teste de TuKey (P <0,05).ccueiiiiiiieiieeieeeee et
Integridade do DNA espermatico de carneiros deslanados submetidos
a insulacdo escrotal. As semanas —4 a —1 correspondem ao periodo pré-
insulag¢do (controle), e as semanas 1 a 9 ao periodo pds-insulagdo. A
insulagdo escrotal teve duracdo de sete dias (semanas —1 a 1). Os
valores representam a média de sete carneiros (= EPM). Letras
diferentes indicam diferencgas estatisticas significativas, de acordo com
o teste de Tukey (P <0,05)....ieiiiiiieieeeeee e
Intensidade média de fluorescéncia (FITC) da ligagao das Ram Seminal
Vesicle Protein (RSVPs) aos espermatozoides de carneiros deslanados
submetidos a insulagdo escrotal. Os valores representam a média de
sete carneiros (£ EPM). Letras diferentes indicam diferengas
estatisticas significativas, de acordo com o teste de Tukey (p <0,05).....
Classificacdo de carneiros deslanados em fendtipos de alta (HTT, n =
3) e baixa (LTT, n = 4) termotolerancia por analise de componentes

principais (PCA), com base em parametros reprodutivos da quarta

28

29

30

31

32



Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

semana poés-insulacdo. Os dois primeiros componentes principais
explicam 78,0% da variancia total (58,0% e 20,2%, respectivamente)....
Parametros espermaticos de carneiros deslanados classificados em alta
(HTT, n = 3) e baixa (LTT, n = 4) termotolerancia. As médias foram
estimadas por modelos mistos considerando todas as semanas do
estudo, devido a auséncia de interacdo significativa entre semana e
grupo (p > 0,05). Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre
grupos pelo teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05). Resultados expressos
como MEdia £ EPM......coiiiiiiiiiiiiiiiceecee e
Parametros espermaticos de carneiros deslanados classificados em alta
(HTT, n = 3) e baixa (LTT, n = 4) termotolerancia. As médias foram
estimadas por modelos mistos considerando todas as semanas do
estudo, devido a auséncia de interagdo significativa entre semana e
grupo (p > 0,05). Letras diferentes indicam diferenga estatistica entre
grupos pelo teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05). Resultados expressos
como média £ EPM ..ot
Parametros espermaticos de carneiros deslanados classificados em alta
(HTT, n = 3) e baixa (LTT, n = 4) termotolerancia. As médias foram
estimadas por modelos mistos considerando todas as semanas do
estudo, devido a auséncia de interacdo significativa entre semana e
grupo (p > 0,05). Letras diferentes indicam diferenga estatistica entre
grupos pelo teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05). Resultados expressos
comomédia+ EPM......ccoiiiiiie,
Variaveis e gradientes térmicos de carneiros deslanados com alta (HTT,
n = 3) e baixa (LTT, n = 4) termotolerancia apds sete dias de insulacao
escrotal. Sdo apresentadas as seguintes variaveis: (A) temperatura retal
(RT), (B) temperatura do globo ocular (TOG), (C) temperatura da
superficie escrotal (TSST), (D) temperatura da cauda do epididimo
(STEP), e os gradientes térmicos (E) TOG-TSST, (F) TOG-STEP, (G)
RT-TSST e (H) RT-STEP. Os valores representam médias obtidas nos
dias 2 (D2) e 4 (D4) da insulagdo escrotal (Fase II), e as diferencas
indicadas acima das barras representam apenas diferengas entre médias

(LTT — HTT), sem andlise estatistica inferencial...............cccceevueeriennnenn.
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Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

LISTA DE TABELAS

Varidaveis ambientais registradas durante o periodo experimental,
incluindo temperatura do ar (°C) e umidade relativa (%), avaliadas
conforme o periodo do dia (manha, tarde e noite). Os valores
representam médias semanais. As semanas —4 a —2 correspondem a
Fase I (controle), a insulagdo escrotal de sete dias a Fase II (semana
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1 INTRODUCAO

Ovinos da raga Morada Nova apresentam elevada adaptabilidade a condigdes
adversas de temperatura ¢ umidade, com eficiente dissipacao de calor e bom desempenho em
ambientes aridos e tropicais (KAHWAGE et al., 2017; FONSECA et al., 2019). Essa
adaptabilidade ao estresse térmico estd associada a caracteristicas fenotipicas, incluindo
coloragdo do pelame, reduzido comprimento e baixa densidade dos pelos, menor espessura da
pele, maior area corporal exposta e fendtipo deslanado (SEIXAS et al., 2016; LEITE et al.,
2018). Apesar dessa adaptabilidade, esses animais ndo estdo totalmente isentos dos efeitos do
estresse térmico (SILVA et al., 2016; VIANA NETO et al., 2024), reforcando a necessidade de
investigagdes integradas, particularmente em reprodutores, especialmente para elucidar como
a elevacdo da temperatura testicular compromete a termorregulacdo escrotal e o desempenho
reprodutivo dos machos dessa raca.

Mecanismos fisioldgicos, como o aumento da frequéncia respiratdria, a
redistribuicdo do fluxo sanguineo periférico e a intensificagdo da sudorese, sdo ativados na
tentativa de restabelecer a homeostase térmica (HALES et al., 1987; HE et al., 2024). No
escroto e nos testiculos, estruturas como os musculos da tinica dartos € o musculo cremaster,
o plexo pampiniforme e a superficie escrotal atuam de forma integrada para manter a
temperatura testicular dentro de limites fisiolégicos (AHMAD PARA et al.,, 2020; BEN
MOULA et al., 2024). O monitoramento de respostas termofisiolodgicas, como temperaturas
retal e escrotal, perda de calor por via respiratoria e outros parametros, constitui ferramenta
essencial para avaliar o conforto térmico e orientar estratégias de manejo, sobretudo em regides
desafiadoras como o semiarido tropical brasileiro (GONCALVES et al., 2021;
MASCARENHAS et al., 2023; FERREIRA; ANDRADE; FERREIRA, 2024).

Sob condig¢des de estresse térmico intenso, a elevacdo da temperatura escrotal pode
comprometer o gradiente térmico essencial a espermatogénese (MENEGASSI et al., 2018;
GONCALVES et al., 2021), que requer uma temperatura testicular de 2 a 6 °C inferior a
corporal (KASTELIC et al., 1996). Estudos apontam que o estresse térmico eleva a temperatura
em diferentes regides do escroto (proximal, medial e distal), reduzindo o gradiente térmico
testicular e elevando a incidéncia de anormalidades espermaticas (AHIRWAR et al., 2018;
VIEIRA NETO et al., 2021). A hipertermia testicular promove desequilibrios bioquimicos,
como o acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que intensificam processos
apoptoticos no epitélio seminifero, reduzem a viabilidade espermatica e prejudicam a

fertilidade (ESCOBAR et al., 2019; MOHAMED et al., 2023). Em ovinos, o estresse térmico
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testicular causa alteracdes na morfologia, fragmentacdo do DNA, perda da integridade de
membranas plasmatica e mitocondrial, além de redug¢do da motilidade espermatica (ROCHA et
al., 2015; CRUZ JUNIOR et al., 2015; VIANA NETO et al., 2024).

Os efeitos do estresse térmico sobre a atividade reprodutiva de animais domésticos
tém sido amplamente investigados por meio do modelo experimental de insulacdo escrotal
(ROCHA et al., 2015; ALVES et al., 2021; VIANA NETO et al., 2024). Esse modelo constitui
uma abordagem experimental economicamente viavel e eficaz para elevar a temperatura
testicular de forma controlada, permitindo a avaliacao especifica das respostas reprodutivas ao
calor, minimizando interferéncias em outros sistemas fisioldgicos. Resultados anteriores do
nosso grupo de pesquisa demonstram que carneiros submetidos a insulagdo escrotal por oito
dias consecutivos apresentaram prejuizos a fun¢do testicular, alteragdes nos pardmetros
espermaticos € mudangas no proteoma do plasma seminal (ROCHA et al., 2015). Mais
recentemente, nossos achados também confirmaram danos as caracteristicas espermaticas,
incluindo fragmentacdo do DNA, alteracdes no padrao de ligagdo das Ram Seminal Vesicle
Proteins (RSVPs) e impactos na composi¢ao do plasma seminal de ovinos apos quatro noites
de insulacdo escrotal (VIANA NETO et al., 2024).

A exposicao ao calor ativa o eixo hipotalamo—hipdfise—adrenal, elevando os niveis
de cortisol, que suprimem a liberagdo de GnRH e, consequentemente, a secrecdao de FSH e LH,
hormonios essenciais para a fungdo das células de Sertoli e de Leydig (TORT; TELES, 2011;
YANG et al., 2020). As células de Sertoli sustentam o desenvolvimento e a sobrevivéncia dos
espermatozoides, enquanto as de Leydig sintetizam testosterona por meio da proteina StAR,
cuja expressao € reduzida sob estresse térmico, podendo comprometer a esteroidogénese (LI et
al.,, 2016; RIZZOTO et al., 2020). A hipertermia testicular também diminui a produgdo
intratesticular de progesterona (KIM et al., 2016) e de hormdnio antimiilleriano pelas células
de Sertoli adultas (FERRER et al., 2022), além de alterar a expressdo dos componentes do
sistema inibina—ativina e modificar os niveis de ativinas A e B durante o periodo de recuperagao
pos-estresse (ALDAHHAN et al., 2019). Esses efeitos sdo reflexos de danos funcionais e
estruturais em células de Sertoli e Leydig, que sofrem reducdo de tamanho e aumento de
apoptose devido ao estresse oxidativo induzido pelo calor (ZHANG et al., 2020; WEN et al.,
2025).

Nesse sentido, a termorregulacdo escrotal representa um dos mecanismos
fisioldgicos mais criticos para a manutencdo da fertilidade masculina em mamiferos,
especialmente devido a alta sensibilidade da espermatogénese a elevagdes de temperatura

(TEIXEIRA et al., 2025; WEN et al., 2025). A vulnerabilidade da termorregulacao escrotal
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tende a se intensificar no contexto das mudangas climaticas globais. Segundo projecdes do
Painel Intergovernamental sobre Mudancas Climaticas (IPCC), espera-se um aumento da
temperatura média global entre 1,5 e 3,2 °C nas proximas décadas (IPCC, 2023), o que pode
intensificar os desafios a homeostase térmica testicular. Nesse contexto, é relevante
compreender como o estresse por calor afeta as respostas fisiologicas de ovinos deslanados,
como a raga Morada Nova, reconhecida por sua adaptabilidade a ambientes semiaridos. Diante
do exposto, o presente estudo teve como objetivo caracterizar as alteragdes termofisiologicas e
reprodutivas de ovinos da raga Morada Nova submetidos ao modelo experimental de estresse

térmico induzido por insulagdo escrotal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sensibilidade da fun¢ao reprodutiva masculina ao estresse térmico

Diante da intensificacdo das mudangas climaticas € o consequente aumento das
temperaturas globais, torna-se essencial compreender de que forma essas alteragdes ambientais
podem comprometer os sistemas de produgdo animal (ALLEN et al., 2015; CHATTEN et al.,
2025). Nesse cenario, eventos climaticos extremos, como ondas de calor, caracterizadas por
periodos consecutivos de temperaturas persistentemente elevadas acima dos padrdes regionais,
tendem a se tornar mais frequentes e intensos, representando um desafio crescente a capacidade
termorregulatoria dos animais e @ manuten¢ao da homeostase (IPCC, 2021). Essa problematica
assume especial relevancia em regides tropicais e semidridas, como o Nordeste brasileiro, onde
as condigdes ambientais ja impdem restricdes térmicas significativas ao desempenho
fisiologico e reprodutivo (FERREIRA; ANDRADE; FERREIRA, 2024).

Evidéncias experimentais demonstram que animais expostos a hipertermia ativam
mecanismos compensatorios para dissipagao de calor, incluindo aumento da frequéncia
respiratoria e da sudorese (PEREIRA et al., 2020; WALLAGE et al., 2022). Em bufalos
submetidos a condi¢des simuladas de ondas de calor, por exemplo, observou-se intensificagao
das respostas termorregulatorias, com relativa estabilidade de parametros hematologicos,
sugerindo certo grau de resiliéncia fisioldgica em animais adaptados a ambientes quentes
(PEREIRA et al., 2020). Entretanto, embora tais mecanismos contribuam para a manuten¢ao
do equilibrio sistémico, ainda nao estd completamente elucidado o impacto da hipertermia sobre
a fun¢do reprodutiva masculina no contexto das mudangas climaticas.

A reproducdo constitui um dos processos bioldgicos mais sensiveis as variagdes
térmicas (AHIRWAR et al., 2018; WALLAGE et al., 2021; WEN et al., 2025), de modo que a
manutengdo da eficiéncia reprodutiva dos rebanhos nas proximas décadas representa um
desafio critico para a pecudria em ambientes quentes. Nos machos, a fun¢ao testicular normal
depende da manutengdo da temperatura gonadal geralmente entre 2 e 6 °C abaixo da
temperatura corporal, condi¢do essencial para a espermatogénese, a produ¢do hormonal e a
fertilidade (KASTELIC et al., 1996; ALVES et al., 2016; MENEGASSI et al., 2018). Assim,
mesmo elevagdes discretas na temperatura corporal ou testicular podem comprometer a libido,
a esteroidogénese, a qualidade dos gametas e o potencial fertilizante dos reprodutores (ALVES
etal., 2016; VIANA NETO et al., 2024).

Dessa forma, estudos que investiguem os efeitos da elevagdo térmica sobre

respostas fisioldgicas, particularmente reprodutivas, tornam-se essenciais para compreender
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como o estresse térmico projetado para as proximas décadas podera afetar a fertilidade animal
(KHAN et al., 2023). Esse conhecimento contribui tanto para o desenvolvimento de estratégias
de mitigagao dos impactos do calor (ZHANG et al., 2020; SONG et al., 2022; NASRELDEEN
et al., 2025) quanto para o avango de programas de selegdo de animais com maior capacidade
de termotolerancia, o que pode favorecer a sustentabilidade dos sistemas pecuarios em

ambientes desafiadores.

2.2 Mecanismos de termorregulacio escrotal e manuten¢io da temperatura testicular

Modelos naturais ou artificiais de estresse térmico impdem desafios a capacidade
termorregulatoria escrotal (RODRIGUES et al., 2023). Nessas condigdes, os animais ativam
respostas fisiologicas para restabelecer a homeotermia; contudo, quando esses mecanismos
tornam-se insuficientes, instala-se a hipertermia (PEREIRA et al., 2020), caracterizada pela
elevacdo da temperatura corporal interna, frequentemente acompanhada por aumento da
temperatura testicular (SILVA et al., 2018; WALLAGE et al., 2021; BARRAGAN et al., 2023).
O estresse por calor compromete inicialmente estruturas responsaveis pela regulagdo térmica
escrotal, incluindo a tunica dartos, o musculo cremaster, o plexo pampiniforme, a superficie
escrotal e as glandulas sudoriparas locais (AHMAD et al., 2012; AHMAD PARA et al., 2020;
KASTELIC et al., 2021).

A manuten¢do da temperatura testicular abaixo da corporal depende da integracao
de mecanismos anatdmicos e fisioldgicos que garantem um microclima escrotal adequado a
espermatogénese. A tunica dartos e o musculo cremaster regulam o posicionamento testicular
em relagdo ao corpo, enquanto o plexo pampiniforme exerce papel central na troca de calor em
contracorrente entre o sangue arterial e venoso, permitindo o resfriamento eficiente do sangue
que chega as gonadas (KASTELIC et al., 1996). Adicionalmente, a pele escrotal delgada e rica
em glandulas sudoriparas favorece a dissipagao térmica por condugdo, radiacdo e evaporagao,
contribuindo para a estabilidade térmica gonadal (KASTELIC; RIZZOTO; THUNDATHIL,
2018). Como resultado, estabelece-se um gradiente térmico fisioldgico ao longo do escroto,
com temperaturas progressivamente menores da por¢ao proximal para a distal, especialmente
na regido da cauda do epididimo (VIEIRA NETO et al., 2021). Esse gradiente ¢ fundamental
para a manutencao da espermatogénese e da integridade das células germinativas (KASTELIC;
RIZZOTO; THUNDATHIL, 2018).

Entretanto, quando a carga térmica excede a capacidade compensatdria desses
mecanismos, ocorre perda da eficiéncia termorregulatoria e instalagdo da hipertermia escrotal.

Nessa condi¢do, observa-se aumento homogéneo da temperatura testicular, reducdo ou
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eliminagdo do gradiente térmico fisioldgico e comprometimento direto da fungdo gonadal, com
impactos negativos sobre a espermatogénese ¢ a qualidade espermatica (ALVES et al., 2016;

VIEIRA NETO et al., 2021; VIANA NETO et al., 2024).

2.3 Hipertermia testicular: estresse oxidativo e danos celulares associados

A elevagdo da temperatura testicular desencadeia alteragdes celulares e moleculares
que comprometem diretamente a fungdo reprodutiva masculina, destacando-se o aumento da
producao de espécies reativas de oxigénio e o consequente desequilibrio redox no tecido
gonadal (KANTER; AKTAS; ERBOGA, 2013). Embora espécies reativas sejam produzidas
fisiologicamente, o estresse térmico intensifica sua geragdo, favorecendo a instalacdo do
estresse oxidativo e a perda da homeostase celular (PAUL et al., 2008; APRIOKU, 2013).

As células germinativas apresentam elevada sensibilidade a esse desequilibrio
devido a intensa atividade metabdlica e a alta concentragdo de acidos graxos poli-insaturados
nas membranas espermaticas, o que torna as estruturas celulares altamente suscetiveis a
peroxidacdo lipidica (AITKEN et al., 2016; COLLODEL et al., 2022). Esse processo
compromete a integridade da membrana plasmdtica e gera subprodutos toxicos, como o
malondialdeido, capaz de interagir com componentes celulares, incluindo o DNA (MARNETT,
1999). Como consequéncia, ocorrem prejuizos funcionais relevantes, como redugdo da
motilidade espermatica, alteragdes na integridade acrossomal e comprometimento da
capacidade fertilizante (ALVES et al., 2016; ALVES et al., 2021; WEN et al., 2025).

Além dos danos de membrana (ALVES et al.,, 2021), a hipertermia promove
alteragdes em organelas essenciais. A mitocondria espermatica apresenta disfungdo associada
ao aumento do estresse oxidativo, enquanto o acrossoma pode softrer alteragdes estruturais que
comprometem etapas fundamentais da fertilizacdo (ALVES et al., 2016; GARCIA-OLIVEROS
et al., 2022). Paralelamente, o DNA espermadtico constitui alvo importante das espécies reativas
de oxigénio, podendo apresentar quebras e modifica¢des que reduzem a qualidade genética dos
gametas (SONG et al., 2022). O estresse térmico também afeta células somaticas testiculares,
como as cé¢lulas de Sertoli e de Leydig, essenciais para o suporte estrutural e enddcrino da
espermatogénese. Alteragdes nessas células resultam em prejuizos ao microambiente
seminifero, disfuncao esteroidogénica e reducao da produgdo de testosterona (MOEINIAN et
al., 2024). Modelos experimentais demonstram alteragdes morfoldgicas nas células de Leydig
associadas a reducdo da expressdo de proteinas esteroidogénicas, como CYP17 e StAR,
indicando comprometimento funcional do tecido testicular (LI et al., 2016; MOEINIAN et al.,

2024; WEN et al., 2025). Em situagdes mais severas ou prolongadas, o acimulo de danos
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oxidativos pode levar a degeneracdo do epitélio seminifero e a ativagdo de mecanismos de
apoptose, contribuindo para a redugdo da producdo espermatica e para o comprometimento da

fertilidade masculina.

2.4 Estresse térmico: alteracoes reprodutivas e enddcrinas

O estresse térmico testicular promove alteracdes estruturais, funcionais e
moleculares que repercutem diretamente na qualidade espermatica (ALVES et al., 2021;
VIANA NETO et al., 2024). O aumento de espécies reativas de oxigénio supera a capacidade
antioxidante do tecido gonadal, resultando em danos aos espermatozoides presentes no
epididimo e as células germinativas em diferentes estagios de desenvolvimento (TEIXEIRA et
al., 2025). Essas alteracdes incluem modifica¢des na motilidade, na integridade das membranas
plasmatica e acrossomal, na morfologia e no potencial de membrana mitocondrial dos gametas
masculinos (ALVES et al., 2021; VIANA NETO et al., 2024; TEIXEIRA et al., 2025).

Elevagdes de aproximadamente 5 °C na temperatura escrotal podem reduzir o peso
testicular e o didmetro dos tubulos seminiferos, além de comprometer rapidamente a qualidade
espermatica epididimaria, com reducao dos parametros cinéticos e aumento das anormalidades
morfoldgicas (TEIXEIRA et al., 2025). Em carneiros Morada Nova submetidos a insula¢ao
escrotal por oito dias, observou-se reducdo progressiva da propor¢do de espermatozoides
morfologicamente normais, de cerca de 92% para 39%, com recuperacao completa apenas apos
aproximadamente 106 dias, evidenciando o carater prolongado dos efeitos térmicos sobre a
espermatogénese (ROCHA et al., 2015). Resultados semelhantes tém sido descritos em bovinos
e ovinos submetidos a diferentes periodos de insulacdo escrotal (BARTH; BOWMAN, 1994;
KASTELIC et al., 2017; VIANA NETO et al., 2024).

Além dos impactos morfologicos sobre o tecido testicular, o estresse térmico
compromete de forma significativa a fungdo enddcrina reprodutiva, especialmente a biossintese
de testosterona (ALVES et al., 2016; RIZZOTO et al., 2020). A exposi¢ao ao calor ativa o eixo
hipotalamo—hipofise—adrenal, o que pode elevar os niveis de cortisol e suprimir a liberagao de
GnRH e, consequentemente, reduzir a secre¢do de FSH e LH, hormdnios essenciais para a
regulacdo funcional das células de Sertoli e de Leydig (TORT; TELES, 2011; YANG et al.,
2020). Modelos experimentais demonstram que a hipertermia estd associada a redu¢do do
numero ¢ do tamanho dessas células, ao aumento da apoptose € ao comprometimento da
esteroidogénese, incluindo diminui¢cdo da expressdo de proteinas fundamentais, como a StAR,
além da reducgdo dos niveis hormonais circulantes e intratesticulares (LI et al., 2016; ZHANG

et al., 2020; WEN et al.,, 2025). Paralelamente, observa-se menor expressdo de genes
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relacionados a proliferagdo e a diferenciacdo germinativa, como c-kit, STRAS e PCNA,
indicando prejuizos diretos a dindmica espermatogénica (MOEINIAN et al., 2024; WEN et al.,
2025). Alteracdes adicionais incluem diminui¢ao da produgdo intratesticular de progesterona,
redu¢do do hormdnio antimiilleriano em células de Sertoli adultas e modificagdes na expressao
dos componentes do sistema inibina—ativina durante o periodo de recuperagdo pds-estresse
(KIM et al., 2016; ALDAHHAN et al., 2019; FERRER et al., 2022). Em conjunto, essas
alteragdes comprometem significativamente a capacidade reprodutiva, considerando o papel
central das células de Sertoli no suporte ao desenvolvimento das células germinativas e das
células de Leydig na manutencdo do ambiente hormonal necessario a espermatogénese ¢ a

fertilidade masculina (RUTHIG; LAMB, 2022).

2.5 Zootecnia de precisiao aplicada ao monitoramento termofisiolégico e reprodutivo

A zootecnia de precisdo fundamenta-se no uso de tecnologias digitais e sensores
capazes de realizar o monitoramento continuo, individualizado e em tempo real de variaveis
ambientais, fisioldgicas, comportamentais e produtivas, permitindo a compreensdo integrada
das respostas biologicas dos animais frente aos desafios ambientais (LI et al., 2020). Essa
abordagem possibilita a identificacdo precoce de alteracdes fisioldgicas, a caracteriza¢do da
variabilidade individual na capacidade adaptativa e a tomada de decisdes baseada em dados
objetivos, contribuindo para sistemas produtivos mais eficientes e sustentaveis (ROSA, 2021).

No contexto do estresse térmico, o monitoramento ambiental constitui etapa
fundamental para a quantificacdo da carga térmica imposta ao organismo, uma vez que fatores
meteoroldgicos como temperatura do ar, umidade relativa, radiacao solar e velocidade do vento
determinam o balango térmico animal e influenciam diretamente sua capacidade de dissipagao
de calor (MADER; DAVIS; BROWN-BRANDL, 2006; WANG et al., 2018). Nesse sentido, o
uso de dataloggers possibilita o registro continuo dessas condi¢des, o que pode favorecer o
calculo de indices bioclimaticos e a caracterizagdo precisa do microclima, enquanto a obtencao
de dados em alta resolucdo temporal permite compreender a magnitude e a duracao da
exposicdo térmica e estabelecer relagdes mais consistentes entre o ambiente € as respostas
fisiologicas e produtivas (GONCALVES et al, 2021). Adicionalmente, sensores
miniaturizados de temperatura, como dispositivos do tipo iButton®, tém sido empregados em
estudos fisioldgicos para o monitoramento continuo da temperatura ambiental ou corporal em
diferentes regides anatdmicas, proporcionando elevada resolugdo temporal na avaliagdo da
exposicdo térmica (WALLAGE et al., 2022; SILVA et al., 2023b). A integracdo dessas

informacdes com parametros fisioldgicos contribui para a compreensao dos limites de
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tolerancia térmica, dos mecanismos de adaptagdo ao calor e dos impactos do ambiente sobre o
desempenho produtivo e reprodutivo.

Entre as tecnologias aplicadas ao monitoramento termofisioldgico, destaca-se a
termografia infravermelha, uma ferramenta ndo invasiva capaz de mensurar a temperatura
superficial corporal a partir da radiacdo emitida pelos tecidos (AHIRWAR et al., 2018;
MENEGASSI et al., 2018). Regides anatomicas como a area ocular, o pavilhdo auricular e o
escroto apresentam elevada vascularizagdo e rapida resposta as alteracdes circulatorias
periféricas, o que pode refletir mudangas na perfusao sanguinea e nos mecanismos de dissipagao
de calor (STEWART et al., 2007). Dessa forma, a termografia tem sido amplamente utilizada
como indicador indireto da homeostase térmica, do estado de bem-estar e da eficiéncia da
termorregulacdo testicular, apresentando elevado potencial para aplicagdo em estudos

reprodutivos (ALVES et al., 2016; MENEGASSI et al., 2018; VIEIRA NETO et al., 2021).

2.6 Insulacio escrotal como modelo experimental de inducio de estresse térmico testicular

A insulacdo escrotal constitui um modelo experimental amplamente utilizado para
indugdo controlada de hipertermia testicular, promovendo elevagao localizada da temperatura
das gonadas sem repercussoes sistémicas relevantes (ALVES et al., 2016; VIANA NETO et
al., 2024). O aumento térmico no microambiente escrotal compromete diretamente a
espermatogénese, uma vez que a produgdo espermatica depende da manuten¢do da temperatura
testicular abaixo da corporal (KASTELIC et al., 1996; TEIXEIRA et al., 2025).

Entre as principais vantagens desse modelo destacam-se a aplicagdo de estimulo
térmico localizado, reprodutivel e padronizavel, o que permite controle da intensidade e da
duracdo da exposicao ao calor (ROCHA et al., 2015; ALVES et al., 2016). A magnitude das
alteracdes depende da severidade do insulto térmico, podendo variar desde alteragdes
funcionais transitorias até degeneracdo seminifera mais acentuada (ROCHA et al., 2015;
ALVES et al., 2016). Estudos experimentais demonstram a dindmica temporal dos efeitos da
hipertermia sobre a funcdo testicular, incluindo reducdo da circunferéncia escrotal,
comprometimento da qualidade seminal e ocorréncia de azoospermia transitoria, seguida de
recuperagdo associada a renovagdo da espermatogénese (ROCHA et al., 2015; VIANA NETO
et al., 2024). Esses achados evidenciam que os danos térmicos apresentam carater reversivel,
porém dependente do tempo necessario para reorganizacao do epitélio seminifero. Avangos
recentes indicam que os efeitos do calor ndo se restringem as alteracdes espermaticas classicas,
envolvendo também modificagdes moleculares no ambiente seminal. Alteragdes no proteoma

do plasma seminal, incluindo proteinas relacionadas a prote¢do celular e ao potencial
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fertilizante, demonstram que o estresse térmico afeta mecanismos bioquimicos essenciais a
funcionalidade espermatica (ROCHA et al., 2015; VIANA NETO et al., 2024).

Em conjunto, esses achados consolidam a insulagao escrotal como ferramenta
experimental robusta para investigacdo dos mecanismos celulares e moleculares associados a
hipertermia testicular, permitindo compreender a progressao temporal dos danos reprodutivos

induzidos pelo calor e suas implicacdes sobre a fertilidade masculina.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Etica

O experimento foi conduzido em conformidade com as diretrizes estabelecidas pelo
Comité de Etica no Uso de Animais de Produc¢io (CEUAP) do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Ceara (UFC), sob o protocolo aprovado n® 1012202401.

3.2 Local do experimento, animais e manejo

O estudo foi conduzido no Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do
Ceara (UFC), localizado no municipio de Fortaleza, Ceara (3°45°02"" S; 38°32°35”* O), na
regido Nordeste do Brasil. O clima local ¢ tropical Aw, segundo a classificagdo climdtica de
Koppen (1936), caracterizado por uma estagao seca bem definida. A pesquisa foi conduzida
durante a estacdo seca, entre julho e setembro de 2025.

Foram utilizados sete carneiros adultos da raga Morada Nova, variedade branca,
com peso corporal médio de 47,0 £+ 3,7 kg e idade aproximada de 18 meses. Os animais eram
clinicamente saudaveis e tiveram sua condi¢do geral e integridade fisica monitoradas pelo
médico-veterinario responsavel do Departamento de Zootecnia/UFC. Todos apresentavam
atividade reprodutiva dentro dos padrdes fisioloégicos da espécie, conforme os critérios
estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Reproducao Animal (2013).

Os carneiros foram alojados em duas baias coletivas, posicionadas lado a lado. Os
animais receberam dieta de crescimento, compativel com sua fase fisiologica, composta por
feno de Tifton 85 (Cynodon dactylon) como volumoso e concentrado contendo 15% de proteina
bruta, formulado a base de milho, farelo de soja e suplemento mineral. A dieta foi balanceada
para atender as exigéncias nutricionais recomendadas pelo BR Caprinos e Ovinos (2024). A
agua foi fornecida ad libitum. Os animais passaram por um periodo de adapta¢do de duas

semanas as instalacdes e as condi¢cdes de manejo experimental antes do inicio das coletas.

3.3 Delineamento experimental

O experimento foi um delineamento longitudinal, dividido em trés fases: (I) pré-
insulagdo escrotal, (II) insulacdo escrotal e (III) pos-insulagdo escrotal. A Fase I teve duracao
de quatro semanas, periodo no qual foram realizadas coletas semanais de sémen e avaliagdes
termofisiologicas quinzenais, com o objetivo de estabelecer os valores de referéncia dos
animais. Na Fase II, os carneiros foram submetidos a insulagdao escrotal durante 7 dias (1

semana), usando bolsa de insulacdo composta por trés camadas: poliéster (externa), espuma



31

(intermedidria) e algoddo (interna), posicionadas sobre o escroto. Nesta Fase II, foram
registradas as temperaturas retal, escrotal e ocular dos animais, além das varidveis ambientais.
Na Fase III, apos a retirada da bolsa de insulagao, os animais foram monitorados semanalmente,
ao longo de nove semanas, para avaliagdo da recuperagdao dos parametros reprodutivos, €

quinzenalmente para a avaliagdo das varidveis térmicas (Figura 1).

Figura 1 — Delineamento experimental do estudo conduzido com ovinos Morada Nova (n = 7), dividido em
trés periodos: Periodo I — quatro semanas de coleta de dados basais antes da insulag@o escrotal; Periodo II —
uma semana de estresse térmico escrotal induzido por bolsa de insulacdo; e Periodo III — nove semanas de

acompanhamento pos-insulagdo para monitoramento da recuperagao reprodutiva.
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3.4 Caracterizacio ambiental e parametros termofisiologicos
3.4.1 Varidaveis ambientais

A temperatura do ar (°C) e a umidade relativa (%) do ambiente do experimento
foram monitoradas por dois dataloggers (HOBO U23-001, Onset®, Bourne, MA, EUA)
posicionados no centro geométrico de cada baia, com registros automaticos a cada 10 min.

Os dados de temperatura do ar, umidade relativa foram avaliados por turno em cada
semana experimental: manha, tarde e noite. A média do periodo da manha considerou as

medicoes registradas entre 06:00 e 11:50 h, a tarde incluiu os registros de 12:00 a 17:50 h, e a
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noite compreendeu o intervalo de 18:00 a 05:50 h. As avaliagdes realizadas nesses horarios ao
longo de sete dias foram utilizadas para calcular a média do turno em cada semana do

experimento.

3.4.2 Avaliagdo da temperatura do microclima entre a bolsa de insulacdo e a pele escrotal
Durante a Fase II, cada bolsa de insulagdo foi equipada com um registrador de
temperatura do tipo iButton® DS1922L (Maxim Integrated Products Inc., USA), posicionado
entre a pele escrotal e a face externa da camada interna da bolsa. O dispositivo, com resolugao
de + 0,0625 °C e faixa de medigdo entre 10 e 45 °C, foi utilizado para monitorar a temperatura
do microclima formado entre a bolsa de insulagdo e a superficie escrotal, com intervalos de
registro programados a cada 30 minutos. A configuragdo, aquisicdo e exportagdo dos dados
foram realizadas por meio do software OneWireViewer® (Maxim Integrated Products Inc.,

USA).

Software

Datalogger iButton® DS1922L
(Maxim Integrated Products Inc., USA)

oo °

3.4.3 Coleta de dados termofisiologicos

As variaveis termofisioldgicas avaliadas incluiram temperatura retal, temperaturas
escrotais e temperatura do globo ocular foram, as quais foram monitoradas quinzenalmente
durante as Fases I e III e avaliadas em dois momentos na Fase II, sempre em trés horarios fixos
(08:00, 12:00 e 16:00 h). Na Fase I, as avaliagdes foram realizadas ap6s 24 h (D2) e 96 h (D4)
do inicio da insulagdo; a obtencao das imagens termograficas demandou a remogao temporaria
da bolsa de insulagdo. No primeiro dia da Fase III, imediatamente apds a remocao da bolsa de
insulacdo, trés avaliagdes sucessivas dessas temperaturas (retal, escrotal e ocular) foram
realizadas com intervalos de 30 min (0, 30 e 60 min), para monitorar a recuperacdo da
termorregulacao escrotal.

A temperatura retal dos carneiros foi obtida usando um termdmetro clinico digital

(Incoterm®, Brasil), inserido no reto por aproximadamente 15 s. As temperaturas da pele
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escrotal e ocular foram medidas usando uma camera termografica infravermelha (FLIR® ES5
Pro, USA), com emissividade ajustada para 0,98, conforme recomendado para tecidos
biologicos (SOERENSEN et al., 2014). Todas as imagens foram obtidas em baias cobertas,
evitando a incidéncia direta de luz solar, e a distancia entre o operador e cada carneiro foi
padronizada em 0,6 m, conforme adaptacdao de estudos prévios (SANTANA et al., 2025). As
imagens obtidas pela cdmera foram analisadas usando o software FLIR Thermal Studio®
(Teledyne FLIR, USA). Para garantir a precisao da medicao, os termogramas foram corrigidos
usando os dados de temperatura do ar e umidade relativa registrados no momento e local da
coleta (SANTANA et al., 2025). As imagens foram processadas no modo de fusdo MSX,
usando a paleta de cores Rainbow, com distribui¢do linear de temperatura e controle de isoterma
ajustado para a op¢ao Dew point. Cada termograma foi analisado em triplicata.

A avaliag@o da temperatura do globo ocular foi feita com uma elipse de 30 % 30
pixels (Figura 2A), conforme adaptado de Silva et al. (2023a). A mensura¢do da temperatura
da superficie escrotal foi realizada por meio de uma elipse padronizada de 105 x 85 pixels
(Figura 2B). A temperatura superficial da cauda do epididimo foi mensurada a partir da média
dos valores obtidos em duas elipses padronizadas, cada uma com dimensdes de 22 x 22 pixels

(Figura 2C).

Figura 2 — Imagens termograficas de carneiros deslanados obtidas com camera térmica infravermelha (FLIR®

ES5 Pro, USA). (A) Matriz utilizada para avaliagdo da temperatura do globo ocular (TOG), composta por uma area
padronizada de 30 x 30 pixels. (B) Delineamento da area eliptica usada para avaliagdo da temperatura da superficie
escrotal (TSST) (105 x 85 pixels). (C) Delineamento de duas areas elipticas padronizadas utilizadas para avaliagio

da temperatura da cauda do epididimo (STEP), cada uma medindo 22 x 22 pixels.

Os dados de temperatura retal, do globo ocular, da superficie escrotal e da cauda do
epididimo foram expressos como médias didrias, calculadas a partir das medigdes realizadas as
08:00, 12:00 e 16:00 h em cada semana experimental. Com base nessas médias diarias, foram

determinados os gradientes térmicos entre: globo ocular e superficie escrotal (TOG-TSST),
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globo ocular e cauda do epididimo (TOG-STEP), temperatura retal e superficie escrotal (RT—
TSST) e temperatura retal e cauda do epididimo (RT-STEP).

3.5 Parametros reprodutivos e qualidade
3.5.1 Coleta de sémen

As coletas de sémen foram realizadas de forma padronizada no periodo das 09:00
as 09:30 h da manha, utilizando uma fémea condicionada como manequim e uma vagina
artificial (IMV Technologies, Franga), pré-aquecida a aproximadamente 39 °C, a qual foram
acoplados um cone ndo toxico ¢ um tubo falcon de 15 mL para coleta do ejaculado. Na Fase 1,
foram realizadas quatro coletas para obtengao dos dados basais (controle), enquanto na Fase 111
ocorreram nove coletas até a recuperacao das caracteristicas espermaticas. Na semana 1 (Fase
III), a coleta foi realizada em até 2 horas ap6s a remogao da bolsa de insulag¢do para identificar
altera¢des imediatas na qualidade espermatica (ROCHA et al., 2015; ALVES et al., 2016;
VIANA NETO etal., 2024). A circunferéncia escrotal foi medida com uma fita métrica flexivel,

semanalmente durante as Fases I e III do experimento, conforme Rocha et al. (2015).

3.5.2 Cinética espermadtica

O e¢jaculado fresco foi diluido na propor¢ao de 1:100 no diluidor comercial
Optidux® (Reprodux, Sao Paulo, Brasil), previamente aquecido a 37 °C, e avaliado por meio
de sistema de analise computadorizada de sémen (CASA; AndroScope®, Minitube GmbH,
Tiefenbach, Alemanha; versdo 1.1.0.9). A analise foi realizada em laminas pré-aquecidas a 37
°C, mantidas em chapa aquecedora, utilizando cAmara com altura de 20 um. As configuragdes
de camera e calibragdo adotadas no sistema incluiram limiar de detec¢do ajustado para 17,
resolugdo espacial de 0,55 um/pixel e critérios de identificacdo espermatica baseados em area
minima e maxima de 10 e 80 pm?, respectivamente. Para a calibra¢ao do deslocamento celular,
foram utilizados valores de 1184 no eixo X e 592 no eixo Y. A avaliagao foi conduzida a partir
da média de trés campos amostrais selecionados aleatoriamente por lamina. Foram avaliados
0s seguintes parametros cinéticos e de motilidade espermatica: motilidade total (MT),
motilidade progressiva (MP), motilidade local (MLOC), motilidade lenta (ML), motilidade
rapida (MR), motilidade circular (MC), espermatozoides imoveis (IS), velocidade curvilinea
(VCL), velocidade em linha reta (VSL), velocidade média de percurso (VAP), distancia
curvilinea percorrida (DCL), distancia em linha reta (DSL) e distancia média de percurso

(DAP), conforme metodologia descrita por Rego et al. (2016).
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3.5.3 Concentragdo espermadtica

Uma aliquota de s€émen fresco foi diluida na propor¢do de 1:40 (v/v) em solugdo
salina tamponada contendo formaldeido para fixagdo, e a concentracdo espermatica foi
estimada medindo a transmitancia em um espectrofotometro (IL-226-NM, Kasuaki, China)

ajustado para 540 nm, conforme metodologia adaptada de Salmito-Vanderley et al. (2023).

3.5.4 Viabilidade e morfologia espermdtica

A viabilidade espermatica foi avaliada por meio da coloracao eosina—nigrosina.
Para isso, 1 pL de sémen fresco foi depositado em uma lamina de vidro pré-aquecida a 37 °C e
homogeneizado com 4 pL do corante, seguido pela preparacdo de um esfregaco, conforme
adaptagdes de Handarini et al. (2024). Em cada lamina, 200 espermatozoides foram avaliados
sob microscopia 6tica em aumento de 400x (Eclipse Si, Nikon, Tokyo, Japan) e classificados
quanto a vitalidade; células nao coradas foram consideradas viaveis, e aquelas coradas em rosa-
avermelhado foram consideradas ndo viaveis. Os resultados foram expressos em porcentagem.

A morfologia espermatica foi avaliada por meio de esfregagos em laminas de vidro
coradas com Rosa Bengala, usando 1 pL de sémen fresco e 4 uL do corante, adaptado de Sousa
etal. (2013). A morfologia espermatica foi analisada sob aumento de 1000%, utilizando objetiva
de imersdo em 6leo em microscopio 6ptico (Eclipse Si, Nikon, Tokyo, Japan), avaliando-se um
total de 200 células. As células foram classificadas quanto a defeitos maiores, menores e totais,

conforme os critérios descritos por Blom (1973).

3.5.5 Integridade do DNA espermadtico

A avaliagdo da integridade do DNA espermatico foi realizada usando o teste de
dispersdao da cromatina espermatica (SCD), conforme detalhado por Viana Neto et al. (2024).
Para o ensaio, uma aliquota de 2 pLL de sémen de cada animal foi diluida em 1,5 mL de solugao
salina tamponada com fosfato (PBS). A partir desta solucao, 25 pL. foram combinados com 50
uL de agarose de baixo ponto de fusdo. Aliquotas de 2 pL dessa mistura foram colocadas em
laminas previamente revestidas com Agarose NA 0,65%. As laminas foram resfriadas a 4 °C
por 5 min e posteriormente incubadas em HCI 0,08 N por 12 min na auséncia de luz. Apos esta
etapa, as laminas foram incubadas em solucao de lise (2 M NaCl, 0,5% SDS, 0,1% Triton-X,
0,02 M EDTA, 2 M B-mercaptoetanol e 0,2 M Tris-HCI) por 30 min. Em seguida, foram
submersas em agua destilada por 5 min e desidratadas em concentracdes crescentes de etanol
(70%, 90% e 99,5%) por 2 min cada. Finalmente, as laminas foram secas ao ar a temperatura

ambiente e coradas usando os reagentes do kit comercial Panotico Répido (Laborclin, Parana,
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Brasil), seguindo as instru¢des do fabricante. Apos o preparo, as laminas foram analisadas em
microscopio de luz sob aumento de 400x (Eclipse Si, Nikon, Tokyo, Japan). Um total de 200
espermatozoides foram classificados em duas categorias: células com halo (DNA intacto) e

células sem halo (DNA fragmentado).

3.5.6 Dindamica da ligacdo das Ram Seminal Vesicle Proteins (RSVPs)

A dinamica de ligacdo das RSVPs aos espermatozoides foi avaliado por
imunocitoquimica em quatro momentos-chave: durante a fase controle (semana -1, relativa ao
inicio da insula¢do), imediatamente apds a remogao das bolsas de insulagdo (semana 1), apds a
detecgdo de diminuigao significativa da motilidade total (semana 4) e durante a recuperagao das
caracteristicas espermadticas (semana 7). A andlise foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Rodriguez-Villamil et al. (2016) e Viana Neto et al. (2024), com adaptagdes.
Resumidamente, ap6s a coleta de sémen, uma aliquota foi centrifugada a 700 x g por 15 min a
temperatura ambiente para separar as células espermaticas do plasma seminal. Em seguida, uma
amostra contendo 1 x 107 espermatozoides foi lavada duas vezes em PBS e fixada com
paraformaldeido a 2% (PFA) por 10 min a 4 °C em laminas Superfrost Plus (Knittel Glass,
Bielefeld, NW, Alemanha). Apoés a fixacdo, as células foram lavadas com PBS contendo 0,3%
Tween-20 (PBS-T) e incubadas por 1 h a4 °C em uma solu¢ao bloqueadora consistindo de 5%
de albumina sérica bovina (BSA) em PBS-T. As laminas foram entdo incubadas por 1 ha 4 °C
com um anticorpo primario policlonal anti-RSVP produzido em coelho (fornecido pelo Dr.
Puttaswamy Manjunath, Department of Medicine, University of Montreal, Canada), diluido
1:500 em PBS-T contendo 2% de BSA. Apos essa etapa, as células espermaticas foram lavadas
trés vezes com PBS-T e incubadas no escuro por 1 h a temperatura ambiente com anticorpo
secundario anti-coelho IgG conjugado com FITC (Isotiocianato de Fluoresceina; 1:300, Santa
Cruz, EUA), diluido em PBS-T. Em seguida, as ldminas foram lavadas novamente (3% com
PBS-T) e incubadas por 10 min a temperatura ambiente com DAPI (4',6-diamidino-2-
fenilindol, 2,5 mg/mL; Life Technologies, EUA), seguido por uma lavagem final em PBS por
1 min. As amostras foram montadas com laminulas usando meio de montagem antifade
(ProLong™ Gold Antifade Mountant, Thermo Fisher Scientific, EUA) e analisadas em um
microscopio de fluorescéncia ZEISS Apotome 3 (Carl Zeiss, Alemanha) com objetiva de 40x
(aumento total 400%). As imagens foram capturadas e processadas usando o software ZEN 2011
(Zeiss, Alemanha).

A anélise quantitativa da intensidade de fluorescéncia do FITC foi realizada usando

o software Fiji/Image] (https://imagej.net/software/fiji/). Nucleos corados com DAPI foram
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usados para identificar espermatozoides individuais, garantindo uma segmentacdo celular
precisa. Para cada animal, 200 espermatozoides foram analisados em cada ponto experimental
(semanas -1, 1, 4 e 7) usando parametros pré-definidos para tamanho (9—60 pixels) e
circularidade (0,20-1,00), previamente calibrados para garantir consisténcia. Regides de
interesse (ROIs) correspondentes a cada nucleo foram geradas, e a fluorescéncia FITC
associada foi medida dentro dessas ROIs. A intensidade média de fluorescéncia e os valores de
densidade integrada foram registrados para cada ponto de tempo e subsequentemente
submetidos a andlise estatistica para avaliar as alteragdes temporais na ligacdo da RSVP ao

longo do experimento.

3.6 Analise estatistica

As varidveis seminais foram analisadas para avaliar o efeito do periodo experimental
utilizando uma abordagem ndo paramétrica baseada no teste de Friedman (Ipe, 1987).
Inicialmente, as variaveis foram transformadas em postos (ranks), apds o que um modelo linear
de efeitos mistos foi ajustado, considerando o periodo como efeito fixo e o animal como efeito
aleatorio. Comparagdes post hoc entre os grupos foram realizadas por meio do teste de Tukey.

A variabilidade individual na resposta reprodutiva ao estresse térmico foi avaliada por
meio de andlise de componentes principais (PCA), utilizando varidveis reprodutivas
normalizadas da quarta semana apds a insulacao escrotal. Apos a obten¢do dos escores da PCA,
o método de agrupamento k-means foi aplicado para classificar os animais em dois grupos,
denominados alta e baixa termotolerancia, de acordo com o nivel médio de suas variaveis
reprodutivas. As diferengas entre os grupos de alta e baixa termotolerancia foram avaliadas
utilizando o teste de Kruskal-Wallis.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software R (R Core Team,
Viena, Austria), com os pacotes Ime4 (BATES et al., 2015), emmeans (LENTH, 2023) e
multcomp (HOTHORN, 2020). O nivel de significancia adotado foi de p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Variaveis ambientais

Neste estudo, as maiores médias de temperatura do ar foram registradas no periodo
da tarde ao longo de todo o experimento. O maior valor semanal ocorreu a tarde da semana —2
(35,1 °C; pré-insulacdo), enquanto a menor média foi observada no periodo da manha da
semana de insulagdo escrotal (25,8 °C; semana 0). As demais médias semanais encontram-se
descritas na Tabela 1.

Quanto a umidade relativa do ar, o periodo noturno apresentou consistentemente as
maiores médias durante todas as semanas experimentais. O valor maximo foi registrado na noite
da semana de insulacdo escrotal (84,1%; semana 0), ao passo que o menor valor ocorreu no

periodo da tarde da quinta semana pds-insulacao (45,0%; Tabela 1).

Tabela 1 — Variaveis ambientais registradas durante o periodo experimental, incluindo temperatura do ar (°C) e
umidade relativa (%), avaliadas conforme o periodo do dia (manh3, tarde e noite). Os valores representam médias
semanais. As semanas —4 a —2 correspondem a Fase I (controle), a insulag@o escrotal de sete dias a Fase II (semana

0), e as semanas 1 a 9 a Fase II1.

Weeks
Period of the day Variables
-4 -2 0 1 3 5 7 9

Air temperature (°C) 28,1 30,5 28,9 31,1 30,0 309 30,6 314
Morning

Relative humidity (%) 71,0 61,3 748 59,0 68,6 51,9 583 53,8

Air temperature (°C) 32,7 35,1 33,2 349 34,0 350 343 347
Afternoon

Relative humidity (%) 59,0 49,0 55,7 49,2 534 450 47,7 47,5

Air temperature (°C) 26,1 264 258 262 263 26,0 26,1 265

Night
Relative humidity (%) 83,5 829 84,1 823 81,2 783 784 715

Os valores representam médias semanais obtidas a partir de medigdes realizadas nos periodos da manha, tarde e noite.

4.2 Temperaturas corporais e do microambiente escrotal sob o dispositivo de insulacio
Na Figura 3 apresenta-se o panorama geral das avaliacOes térmicas realizadas ao
longo do periodo experimental, incluindo as médias registradas em diferentes horarios do dia
(08:00, 12:00 e 16:00 h) para a temperatura retal, do globo ocular e da superficie escrotal. Cada
ponto representa a média de quatro avaliacdes consecutivas realizadas a cada 30 min,
correspondendo a um intervalo total de duas horas, com os respectivos valores indicados.
Observou-se que a temperatura do microclima acompanhou o padrao de variagao térmica didria,

elevando-se conforme o aumento da temperatura ambiente e apresentando médias mais altas no
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periodo da tarde (12:00—17:50 h). Mesmo com essa variagdo, o microclima manteve-se
relativamente estavel e com valores consistentemente elevados. No periodo noturno, as médias
foram inferiores as observadas a tarde. Apds pequenas redugdes no inicio da noite, a
temperatura voltou a se elevar a partir das 18:30 h, atingindo picos apds as 22:00 h, com médias
de até 35,8 °C.

Imediatamente ap0s a insulagdo escrotal, foram registrados valores de temperatura
escrotal de 33,6 °C (08:30 h), 33,8 °C (09:00 h) e 33,4 °C (09:30 h), correspondendo as maiores

médias observadas durante o periodo de efeito imediato da insulacao (Figura 3).

Figura 3 — Visdo geral da variagdo da temperatura do microclima (°C; losangos azuis), da temperatura retal (°C;
triangulos verdes), da temperatura da superficie escrotal (°C; quadrados vermelhos) e da temperatura do globo
ocular (°C; asteriscos rosas) de carneiros deslanados submetidos a insulagdo escrotal ao longo do periodo
experimental. As semanas —4 ¢ —2 correspondem ao periodo pré-insulagdo (Fase I — controle); a insulacéo escrotal
foi mantida por sete dias (semana 0; Fase II), com avaliagdes nos dias 2 (D2) ¢ 4 (D4). No dia 8 (D8), as avaliagdes
foram realizadas as 08:30, 09:00 e 09:30 h, imediatamente apds a remogao da bolsa de insulagdo, para monitorar
a recuperagdo da termorregulagdo escrotal. As semanas 1 a 9 correspondem ao periodo poés-insulagdo (Fase III).
A temperatura do microclima foi monitorada continuamente apenas durante a insulagdo, enquanto as demais
temperaturas foram avaliadas em horéarios fixos (08:00, 12:00 e 16:00 h). Os dados s@o apresentados de forma

descritiva, sem analise estatistica.
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Os animais apresentaram temperaturas médias do microclima entre a bolsa de
insulacdo e a pele do escroto relativamente estaveis, com baixa variacao entre individuos (34,1—

35,6 °C; amplitude aproximada de 1,5 °C). As médias da temperatura do microclima foram
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calculadas individualmente para cada animal e estdo ilustradas na Figura 4. As maiores médias
foram observadas nos animais 11 e 22 (35,6 °C), enquanto a menor ocorreu no animal 66 (34,1

°C). A média geral entre os animais durante a semana de insulagao escrotal foi de 34,4 °C.

Figura 4 — Distribuicdo da temperatura do microclima térmico entre a bolsa de insulagdo e a pele escrotal de sete
ovinos deslanados durante o periodo de insulagdo. Cada boxplot representa, individualmente, a temperatura média
semanal do microclima de cada animal (11, 13, 22, 44, 55, 66 ¢ 88), registrada a cada 30 minutos ao longo dos

sete dias de insula¢do (Semana 0), por meio do dispositivo iButton (Maxim®, Australia).
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4.3 Respostas termofisiologicas

A temperatura retal manteve-se estavel ao longo do periodo experimental. Os
maiores valores ocorreram nas semanas —4 ¢ —2 da fase de pré-insulag¢do (39,0 e 39,2 °C),
enquanto o menor foi registrado na semana 7 po6s-insulagdo (38,5 °C). Em relacdo a média da
pré-insulacdo (39,1 °C), observou-se discreta redu¢do durante a insulacio escrotal, com valores
de 38,6 °C no dia 2 (D2; —0,5 °C) e 38,7 °C no dia 4 (D4; —0,4 °C; Figura 5A). Os demais

valores médios semanais estdao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Variagdo temporal das temperaturas corporais e dos gradientes térmicos em carneiros deslanados
submetidos a insulagdo escrotal (N = 7). As temperaturas corporais incluem temperatura retal (RT), do globo ocular
(TOG), da superficie escrotal (TSST) e da cauda do epididimo (STEP), bem como os gradientes térmicos TOG-TSST,
TOG-STEP, RT-TSST e RT-STEP. Os valores representam médias diarias calculadas a partir de trés horarios de
avaliacdo (08:00, 12:00 e 16:00 h). As semanas —4 a —2 correspondem ao periodo pré-insulagdo (Fase I — controle),

os dias 2 (D2) e 4 (D4) ao periodo de insulacdo (Fase II), e as semanas 1 a 9 ao periodo po6s-insulacdo (Fase III).

Weeks Temperatures (°C) Thermal gradients (°C)

RT TOG  TSST STEP TOG-TSST RT-TSST TOG-STEP  RT-STEP
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Weeks Temperatures (°C) Thermal gradients (°C)
-4 39,0 36,20 33,30 31,60 2,90 5,70 4,60 7,40
-2 39,2 36,30 33,20 31,90 3,10 6,00 4,40 7,30
D2 38,6 35,80 33,95 32,87 1,85 4,65 2,93 5,73
D4 38,7 36,10 34,03 32,42 2,07 4,67 3,68 6,28
1 38,7 36,40 33,30 30,95 3,10 5,40 5,45 7,75
3 38,9 35,40 31,80 29,93 3,60 7,10 5,47 8,97
5 38,8 35,80 31,75 30,33 4,05 7,05 5,47 8,47
7 38,5 35,50 32,05 30,42 3,45 6,45 5,08 8,08
9 38,7 3530 31,90 30,68 3,40 6,80 4,62 8,02

RT = temperatura retal; TOG = temperatura do globo ocular; TSST = temperatura da superficie escrotal; STEP =
temperatura da cauda do epididimo. Os valores representam médias diarias calculadas a partir de trés medicdes
por dia (08:00, 12:00 e 16:00).

A temperatura do globo ocular apresentou baixa variagdo ao longo do experimento,
variando de 35,30 °C (semana 9 pds-insulacdo) a 36,4 °C (semana 1 pos-insulagdo).
Considerando a média da pré-insulagdao (36,25 °C), houve diminuicdo durante a fase de
insulag¢do, com médias de 35,8 °C no D2 (0,45 °C) e 36,1 °C no D4 (0,15 °C; Figura 5B).

A temperatura média da superficie escrotal aumentou durante a insulagdo, passando
de 33,25 °C na pré-insulagdo para 33,95 °C no D2 e 34,05 °C no D4. Na semana 1 pos-
insulacdo, reduziu para 33,30 °C, valor préximo ao periodo de referéncia (pré-insulacdo). Da
terceira a nona semana pOs-insulagdo, permaneceu consistentemente inferior as médias
observadas nos dias de insulacdo (Figura 5C). Os termogramas indicaram maior
homogeneidade térmica da superficie escrotal na fase de insulagdo (D2 e D4), em contraste com
o periodo pré-insulacdo, quando havia variagdo de intensidade de cor entre as regides proximal,
medial e distal do escroto (Figura 6A-D).

A temperatura superficial da cauda do epididimo também foi elevada com a
insulacdo escrotal, atingindo 32,87 °C no D2 e 32,42 °C no D4, o que representa aumentos de
1,12 ¢ 0,67 °C em relagdo a média pré-insulacao (31,75 °C). Nas semanas 1-9 pds-insulagao,
os valores médios permaneceram abaixo de 31,00 °C, aproximando-se novamente do nivel

basal (pré-insulagdo; Figura 5D).

Figura 5 — Variacdo temporal das temperaturas corporais em carneiros deslanados submetidos a insulagdo
escrotal (N =7): (A) temperatura retal (RT), (B) temperatura do globo ocular (TOG), (C) temperatura da superficie
escrotal (TSST) e (D) temperatura da cauda do epididimo (STEP). Cada ponto representa a média didria da

respectiva temperatura, calculada a partir dos valores obtidos em trés horarios no mesmo dia (08:00, 12:00 e 16:00
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h). As semanas —4 a —2 correspondem ao periodo pré-insulagio (Fase I — controle); a insulacdo escrotal foi mantida
por sete dias (Fase II), com avalia¢Ges nos dias 2 (D2) ¢ 4 (D4); e as semanas 1 a 9 correspondem ao periodo pos-

insulagdo (Fase III).
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Figura 6 — Imagens termograficas ilustrando a distribuigdo da temperatura da superficie escrotal em carneiros
deslanados submetidos a estresse térmico moderado induzido por insulagdo escrotal (N = 7). As imagens
correspondem a: (A) periodo pré-insulagdo (Fase I); (B) dia 2 de insulagdo escrotal (D2; Fase II); (C) dia 4 de
insulagdo escrotal (D4; Fase II); e (D) uma semana apos a remog¢ao da bolsa insuladora, correspondente ao periodo
pés-insulagdo (Fase III). Todas as imagens foram corrigidas pela temperatura do ar ambiente e pela umidade

relativa medidas no local experimental.
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4.4 Gradientes térmicos

Na fase de pré-insulacdo, o gradiente térmico entre a temperatura do globo ocular
e a superficie escrotal foi de 3,00 °C. Com a insulacdo escrotal, houve redug¢ao para 1,85 °C no
dia 2 (D2) e 2,07 °C no dia 4 (D4). Ja na semana 1 pos-insulacdo, o valor médio retornou para
3,10 °C, préximo ao observado antes do tratamento (Figura 7A).

Para o gradiente entre a temperatura do globo ocular e a cauda do epididimo, a
média pré-insulacdo foi de 4,50 °C, com queda para 2,93 °C (D2) e 3,68 °C (D4), seguida de
recuperagdo nas semanas pds-insulacdo, atingindo 5,50 °C, valor semelhante ao da fase prévia
(Figura 7B).

De forma semelhante, o gradiente entre a temperatura retal e a superficie escrotal
apresentou média de 5,85 °C na pré-insulagdo e diminuiu para 4,65 °C (D2) e 4,67 °C (D4),
com restabelecimento para 5,40 °C na semana 1 pds-insulacao (Figura 7C). Entre a temperatura
retal e a cauda do epididimo, o gradiente da pré-insulacao foi reduzido de 7,35 °C para 5,73 °C
no D2 e 6,28 °C no D4, correspondendo a redugdes de 1,62 °C e 1,07 °C, respectivamente, €

retornou a 7,75 °C apds a remocao da insulacdo (pds-insulacdo; Figura 7D).

Figura 7 — Gradientes térmicos entre a temperatura do globo ocular (TOG), a temperatura da superficie escrotal

(TSST), a temperatura retal (RT) e a temperatura da cauda do epididimo (STEP) em ovinos deslanados submetidos
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a insulagdo escrotal (N = 7): (A) TOG-TSST, (B) TOG-STEP, (C) RT-TSST e (D) RT-STEP. As diferencas
entre as variaveis apresentadas nos eixos correspondem aos respectivos gradientes térmicos (°C). As semanas —4
a —2 correspondem ao periodo pré-insulagdo (Fase I — controle); a insulagdo escrotal foi mantida por sete dias
(Fase II), com avaliagdes nos dias 2 (D2) ¢ 4 (D4); e as semanas 1 a 9 correspondem ao periodo pos-insulagdo

(Fase III).
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4.5 Cinética espermatica

Os dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). Na fase
pos-insulacao (IIT), houve redugdo na motilidade total na semana 2 (40,6 £ 13,6%; p < 0,05),
com minimos na semana 4 (23,4 + 10,4%; p < 0,05) em comparacao a Fase I (85,2 +2,2%). O
retorno aos niveis pré-insulacdo ocorreu na semana 6 (67,7 £ 6,2%; p > 0,05; Figura 8A). De
forma semelhante, a motilidade espermatica progressiva também sofreu reducao na semana 2
(38,3 + 13,2%) em relagdo a pré-insulacao (80,4 £+ 2,5%; p < 0,05), alcangando os menores
valores na semana 4 (19,2 + 8,9%). O retorno de MP aos valores de referéncia ocorreu na

semana 6 (59,1 = 6,9%; p > 0,05; Figura §B).
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Figura 8 — Motilidade espermadtica total (A), motilidade progressiva (B), concentracdo espermatica (C) e
circunferéncia escrotal (D) de carneiros deslanados submetidos a insulacdo escrotal. As semanas —4 a —1
correspondem ao periodo pré-insulagdo (controle), e as semanas 1 a 9 ao periodo pés-insulagdo. A insulagdo
escrotal teve durac@o de sete dias (semanas —1 a 1). Os valores representam a média de sete carneiros (+ EPM).

Letras diferentes indicam diferencas estatisticas significativas, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).
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A VCL na pré-insulagdo foi de 199,0 = 10,6 um/s, reduzindo-se (p < 0.05) na
semana 4 para 117,0 = 15,0 pm/s (p <0,05), seu menor valor. A recuperagdo ocorreu na semana
5, quando a VCL nao diferiu do periodo pré-insulacdo (156,4 £ 9,4 um/s; p > 0,05; Figura 9A).
A porcentagem média de motilidade circular, que na fase pré-insulagdo era de 48,3 + 3,5%,
apresentou reducao na semana 2 pos-insulagdo (14,3 + 5,1%; p < 0,05), atingindo seu menor
valor na semana 3 (11,6 £ 4,3%). A partir da semana 6, os valores retornaram aos niveis de
referéncia (31,1 £ 4,7%; p > 0,05; Figura 9B). A porcentagem média de espermatozoides
imoveis aumentou de 14,8 + 2,2% na pré-insulacao para 59,4 + 13,6% na semana 2 (p < 0,05),
atingindo o maior valor na semana 4 (76,8 = 10,5%). O retorno aos niveis de referéncia ocorreu

na semana 6 (p > 0,05), quando 33,3 + 6,2% das células permaneceram imoveis (Figura 9C).

Figura 9 — Velocidade curvilinea (VCL) (A), motilidade circular (B) e espermatozoides imoveis (C) de carneiros
deslanados submetidos a insulagdo escrotal. As semanas —4 a —1 correspondem ao periodo pré-insulagdo

(controle), e as semanas 1 a 9 ao periodo pds-insulacdo. A insulacdo escrotal teve duragdo de sete dias (semanas



46

—1 al). Os valores representam a média de sete carneiros (+ EPM). Letras diferentes indicam diferencas estatisticas
significativas, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).
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Nao foram observadas diferengas (p > 0,05) entre as fases do estudo para os
parametros VSL, VAP, DCL e DSL (Figura 10A-D), bem como para DAP, motilidade local,
motilidade rapida e motilidade lenta (Figura 11A-D).

Figura 10 — Velocidade em linha reta (VSL) (A), velocidade média do trajeto (VAP) (B), distancia curvilinea
percorrida (DCL) (C) e distancia em linha reta (DSL) (D) dos espermatozoides de carneiros deslanados submetidos
a insulag@o escrotal. As semanas —4 a —1 correspondem ao periodo pré-insulagdo (controle), e as semanas 1 a 9 ao
periodo pos-insulagdo. A insulagdo escrotal teve duracio de sete dias (semanas —1 a 1). Os valores representam a
média de sete carneiros (= EPM). Letras diferentes indicam diferencas estatisticas significativas, de acordo com o

teste de Tukey (p < 0,05).

A 1504 B 150-
1204 120
@ »
E'-: 90_1 E
S 3 904
= =
v 604 <
> > 60_
304
304
0 I 1 I 1 I I 1 1 I 1 1 1 1 | I 1 I I I I 1 I 1 1 I 1
4.32-112 3 4546 789 4-32-1123 4567829
Week Week

(2]

DCL (pum)




47

Figura 11 — Distancia média do trajeto (DAP) (A), motilidade local (B), motilidade rapida (C) e motilidade lenta
(D) dos espermatozoides de carneiros deslanados submetidos a insulagdo escrotal. As semanas —4 a —1
correspondem ao periodo pré-insulagdo (controle), e as semanas 1 a 9 ao periodo pds-insulagdo. A insulagdo
escrotal teve durac@o de sete dias (semanas —1 a 1). Os valores representam a média de sete carneiros (+ EPM).

Letras diferentes indicam diferengas estatisticas significativas, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).
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4.6 Concentracio espermatica e circunferéncia escrotal

Nao houve diferenga significativa na concentragdo espermatica entre as fases do
estudo (p > 0,05; Figura 8C). A maior média da circunferéncia escrotal foi observada na semana
1 31,4 £ 0,6 cm), imediatamente apds a insulagdo escrotal, apresentando aumento de
aproximadamente 1,2 cm em relagdao ao periodo pré-insulagao (30,3 = 0,7 cm; p > 0,05). A
circunferéncia escrotal reduziu (p < 0,05) na terceira semana pos-insulagdo, atingindo 28,6 +

0,5 cm.
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4.7 Morfologia e viabilidade espermatica

A porcentagem média de espermatozoides normais na pré-insulagdo foi de 89,9 +
4,2%, atingindo o menor valor na semana 3 pos-insulagao (39,7 = 13,2%; p <0,05) e retornando
aos niveis de referéncia na semana 7 (75,8 + 5,6%; p > 0,05; Figura 12B). A incidéncia de
defeitos maiores aumentou significativamente a partir da semana 3 (49,3 + 11,2%; p <0,05) e
atingiu seu pico na semana 5, representando incremento de 49% em relacdao ao periodo pré-
insulagdo (53,9 £ 9,9% vs. 4,9 = 2,3%; p < 0,05). Os valores voltaram a se igualar ao periodo
pré-insulacdo na semana 8 (13,1 + 2,5%; p > 0,05; Figura 12C). Nao foram observadas
diferencas significativas para viabilidade espermatica e defeitos menores entre as fases do

estudo (p > 0,05; Figura 12A e 12D).

Figura 12 — Viabilidade espermatica (A), espermatozoides normais (B), defeitos maiores (C) e defeitos menores
(D) de carneiros deslanados submetidos a insulag@o escrotal. As semanas —4 a —1 correspondem ao periodo pré-
insulagdo (controle), ¢ as semanas 1 a 9 ao periodo pos-insulagdo. A insulagdo escrotal teve duragdo de sete dias
(semanas —1 a 1). Os valores representam a média de sete carneiros (+ EPM). Letras diferentes indicam diferencas

estatisticas significativas, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).
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A avaliagdo dos defeitos morfologicos especificos evidenciou alteragdes temporais

consistentes com o impacto do estresse térmico induzido por insulac¢do escrotal (Figura 13A—
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F). De modo geral, o aumento das anomalias espermaticas teve inicio na semana 3 do
experimento, inicialmente envolvendo defeitos de acrossoma, gota citoplasmatica proximal e
cauda enrolada na cabega, enquanto a cabeca isolada patologica, os defeitos da peca
intermedidria ¢ a cauda fortemente enrolada apresentaram manifestacao tardia, a partir das
semanas subsequentes.

Especificamente, os defeitos de acrossoma apresentaram baixa ocorréncia no
periodo pré-insulagdo (0,4 + 0,2%), com aumento expressivo na semana 3 pos-insulagao (9,1 +
3,3%; p <0,05), mantendo-se elevado até a semana 9 (5,2 = 1,8%) e ainda diferindo dos valores
de referéncia (p < 0,05; Figura 13A). A ocorréncia de gota citoplasmatica proximal elevou-se
precocemente na semana 3 (1,0 = 0,3%; p < 0,05), permaneceu acima dos valores basais até a
semana 6 (0,9 = 0,5%) e retornou aos niveis de referéncia a partir da semana 7 (0,0 + 0,0%; p
> 0,05; Figura 13B). Os defeitos da peca intermedidria aumentaram a partir da semana 4 (21,3
+ 8,6%; p < 0,05), mantendo-se elevados até a semana 6, sem diferenga estatistica em relagao
ao periodo pré-insulagdo a partir da semana 7 (p > 0,05; Figura 13D). Entre os defeitos de cauda,
a cauda enrolada na cabeca apresentou aumento nas semanas 3 (1,1 £0,5%) e 6 (2,4 £ 1,0%; p
<0,05), com completa normalizagdo observada a partir da semana 7 (0,0 + 0,0%; Figura 13C),
enquanto a cauda fortemente enrolada apresentou aumento significativo na semana 5 (2,6 £
0,9%; p < 0,05), com retorno aos niveis basais na semana 7 (0,6 = 0,5%; p > 0,05; Figura 13F).
Por fim, a incidéncia de cabeca isolada patoldgica aumentou significativamente apenas a partir
da semana 5, atingindo pico de 20,6 + 6,7% (p < 0,05) em comparacdo ao periodo pré-insulagao
(0,1 £0,1%), com posterior normaliza¢ao observada na semana 7 (1,4 = 0,7%; p > 0,05; Figura

13E).

Figura 13 — Defeitos acrossomicos (A), gota citoplasmatica proximal (B), cauda enrolada ao redor da cabega
(C), defeitos de peca intermediaria (D), cabega isolada patoldgica (E) e cauda fortemente enrolada ou dobrada (F)
dos espermatozoides de carneiros deslanados submetidos a insulagdo escrotal. As semanas —4 a —1 correspondem
ao periodo pré-insulagéo (controle), e as semanas 1 a 9 ao periodo pds-insulagdo. A insulagdo escrotal teve duragio
de sete dias (semanas —1 a 1). Os valores representam a média de sete carneiros (= EPM). Letras diferentes indicam

diferengas estatisticas significativas, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).
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4.8 Integridade do DNA espermatico

A integridade do DNA espermatico foi reduzida na semana 1 (78,1 £ 1,7%; p <
0,05) em comparagao ao periodo pré-insulagao (92,9 £ 1,5%). O menor valor foi registrado na
semana 4 (24,1 = 9,8%), com retorno aos niveis de referéncia na semana 7, quando 88,1 + 1,4%

das células espermaéticas apresentaram DNA integro (Figura 14).

Figura 14 — Integridade do DNA espermatico de carneiros deslanados submetidos a insulagdo escrotal. As
semanas —4 a —1 correspondem ao periodo pré-insulagdo (controle), e as semanas 1 a 9 ao periodo pds-insulagéo.
A insulagdo escrotal teve duracdo de sete dias (semanas —1 a 1). Os valores representam a média de sete carneiros
(£ EPM). Letras diferentes indicam diferencgas estatisticas significativas, de acordo com o teste de Tukey (p <

0,05).
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4.9 Padrao de ligacdo das RSVPs aos espermatozoides

A andlise do padrao de ligacao e da intensidade de fluorescéncia (FITC) demonstrou
que a insulagdo escrotal modificou a ligagdo das RSVPs aos espermatozoides. A intensidade de
fluorescéncia diminuiu de 3,8 = 0,7 x 10° UA no periodo pré-insulagdo (Semana -1) para 0,7 +
0,2 x 10° UA na semana 4 (p < 0,05), retornando aos niveis de referéncia apenas na semana 7

(3,1 £0,9 x 10° UA; p > 0,05; Figura 15).

Figura 15 — Intensidade média de fluorescéncia (FITC) da ligacao das Ram Seminal Vesicle Protein (RSVPs)
aos espermatozoides de carneiros deslanados submetidos a insula¢do escrotal. Os valores representam a média de
sete carneiros (+ EPM). Letras diferentes indicam diferengas estatisticas significativas, de acordo com o teste de

Tukey (p < 0,05).
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4.10 Caracterizacao de grupos de carneiros com diferentes perfis de termotolerancia

Nesse estudo, as diferengas interindividuais observadas nas respostas reprodutivas
dos animais ao estresse térmico induzido pela insulagdo escrotal evidenciaram a existéncia de
padrdes distintos de tolerancia ao calor, permitindo a defini¢do de dois grupos fenotipicos: alta
(HTT) e baixa (LTT) termotolerancia. A classificacdo foi realizada por meio de analise de
componentes principais utilizando as respostas reprodutivas da quarta semana pos-insulagdao
(Figura 16), periodo considerado critico para a manifestagao dos efeitos deletérios do estresse
térmico sobre a espermatogénese, em func¢do do tempo necessario para o comprometimento das
células germinativas em estagios sensiveis ao aumento da temperatura testicular.

Os dois primeiros componentes principais explicaram 78,0% da variancia total dos
dados (58,0% e 20,2%, respectivamente), indicando adequada representacdo multivariada das
varidveis analisadas. O primeiro componente apresentou forte associacdo com parametros
relacionados a qualidade espermatica global, incluindo motilidade espermatica, concentragao,
integridade do DNA e viabilidade celular, enquanto o segundo componente esteve
predominantemente relacionado as caracteristicas morfologicas espermaticas, especialmente a
ocorréncia de defeitos maiores, além de pardmetros de deslocamento espermadtico. Essa
estrutura multivariada evidenciou clara separacao entre os grupos HTT e LTT, corroborando a
existéncia de heterogeneidade fenotipica na resposta ao estresse térmico testicular.

A andlise longitudinal subsequente ndo revelou interagdo significativa entre semana
e grupo (p > 0,05), indicando que as diferencas observadas entre HTT e LTT representaram
efeitos principais consistentes ao longo de todo o periodo experimental. Dessa forma, as médias

dos parametros seminais foram estimadas considerando conjuntamente todas as avaliagdes
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realizadas ao longo do estudo, abrangendo tanto o periodo pré-insulacdo (Fase I) quanto o
periodo pos-insulagdo (Fase III), permitindo uma comparacao integrada entre os fenotipos de

termotolerancia.

Figura 16 — Classificacdo de carneiros deslanados em fenotipos de alta (HTT, n = 3) e baixa (LTT, n = 4)
termotolerancia por analise de componentes principais (PCA), com base em pardmetros reprodutivos da quarta
semana poés-insulagdo. Os dois primeiros componentes principais explicam 78,0% da variancia total (58,0% ¢

20,2%, respectivamente).
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Os animais classificados como HTT apresentaram maiores valores (p < 0,05) para
motilidade total (73,6 + 2,7% vs. 62,2 £ 4,7% nos LTT), motilidade progressiva (68,2 + 2,9%
vs. 58,7 £4,5%), motilidade lenta (5,2 + 0,4% vs. 2,9 £ 0,2%), motilidade circular (37,3 £2,3%
vs. 29,1 £+ 2,8%), motilidade local (4,9 £+ 0,4% vs. 3,4 = 0,3%), concentragdo espermatica (3,2
+ 0,07 x 10° SPZs/mL vs. 2,8 + 0,1 x 10° SPZs/mL) e integridade do DNA (81,2 = 2,6% vs.
70,2 + 4,4%), quando comparados ao grupo LTT. Em relacio a porcentagem de
espermatozoides imoveis, observou-se maior valor nos animais LTT (37,8 & 4,7%) em relagdo

aos HTT (26,4 = 2,7%; p < 0,05; Figura 17A—H).

Figura 17 — Parametros espermaticos de carneiros deslanados classificados em alta (HTT, n = 3) e baixa (LTT,

n = 4) termotolerancia. As médias foram estimadas por modelos mistos considerando todas as semanas do estudo,
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devido a auséncia de interacdo significativa entre semana e grupo (p > 0,05). Letras diferentes indicam diferenga

estatistica entre grupos pelo teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05). Resultados expressos como média £ EPM.
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As analises através dos modelos estatisticos ndo detectaram diferencas entre os
grupos de carneiros HTT e LTT (p > 0,05) para VCL, VSL, DCL, DSL, DAP, VAP (Figura
18), bem como para circunferéncia escrotal, viabilidade, motilidade rapida, espermatozoides

normais, defeitos maiores e defeitos menores (p > 0,05; Figura 19).

Figura 18 — Parametros espermaticos de carneiros deslanados classificados em alta (HTT, n = 3) e baixa (LTT,
n = 4) termotolerancia. As médias foram estimadas por modelos mistos considerando todas as semanas do estudo,
devido a auséncia de interagdo significativa entre semana e grupo (p > 0,05). Letras diferentes indicam diferenga

estatistica entre grupos pelo teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05). Resultados expressos como média + EPM.
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Figura 19 — Parametros espermaticos de carneiros deslanados classificados em alta (HTT, n = 3) e baixa (LTT,

n = 4) termotolerancia. As médias foram estimadas por modelos mistos considerando todas as semanas do estudo,

devido a auséncia de interagdo significativa entre semana e grupo (p > 0,05). Letras diferentes indicam diferenga

estatistica entre grupos pelo teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05). Resultados expressos como média + EPM.
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Ap0s a classificagdo dos animais em grupos de baixa (LTT; n=4) e alta (HTT; n=
3) termotolerancia, as mensuragdes realizadas na Fase II (D2 e D4) foram definidas como
periodo de interesse para a andlise das varidveis térmicas. Foram calculadas, para cada grupo,
as médias da temperatura retal, da temperatura do globo ocular, da temperatura da superficie
escrotal e da temperatura da cauda do epididimo, bem como dos gradientes térmicos TOG—
TSST, TOG-STEP, RT-TSST e RT-STEP, com base nos valores registrados no segundo (D2)
e no quarto (D4) dia de insulacdo escrotal. Essas médias foram utilizadas para a comparacao

entre os grupos LTT e HTT (Tabela 3).

Tabela 3 — Varidveis e gradientes térmicos de carneiros deslanados com alta (HTT, n = 3) e baixa (LTT, n = 4)
termotolerancia apds sete dias de insulagao escrotal. As variaveis incluem temperatura retal (RT), do globo ocular
(TOG), da superficie escrotal (TSST) e da cauda do epididimo (STEP), bem como os gradientes térmicos TOG—
TSST, TOG-STEP, RT-TSST e RT-STEP. Os valores representam médias obtidas nos dias 2 (D2) e 4 (D4) da

insulagdo escrotal (Fase II).
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Group Temperatures (°C) Thermal gradients (°C)

RT TOG TSST STEP TOG-TSST RT-TSST TOG-STEP RT-STEP

LTT 38,7 36,20 34,20 33,15 2,00 4,50 3,05 5,55
HTT 38,5 36,10 33,38 32,38 2,73 5,13 3,73 6,13

RT = temperatura retal; TOG = temperatura do globo ocular; TSST = temperatura da superficie escrotal; STEP
= temperatura da cauda do epididimo. Os gradientes térmicos foram calculados como diferencas entre as
variaveis de temperatura. Os valores representam as médias da Fase II (dias 2 e 4 da insulacdo escrotal).

As diferencas numéricas entre os grupos foram discretas para a temperatura retal
(38,7 °C em LTT vs 38,5 °C em HTT; A = 0,2 °C) e para a temperatura do globo ocular (36,2
°C em LTT vs 36,1 °C em HTT; A = 0,1 °C). Em contraste, diferengas numéricas mais
pronunciadas foram observadas para as variaveis associadas a superficie escrotal, com valores
médios superiores nos animais classificados como de baixa termotolerancia (LTT) em relacao
aos de alta termotolerancia (HTT), incluindo a temperatura da superficie escrotal (34,20 vs
33,38 °C; A = 0,82 °C) e a temperatura superficial da cauda do epididimo (33,15 vs 32,38 °C;
A =0,77 °C). Nao foram aplicados testes estatisticos para essas comparagdes.

Quanto aos gradientes térmicos, os animais classificados como de alta
termotolerancia (HTT) apresentaram valores numericamente superiores aos observados nos
animais de baixa termotolerancia (LTT). Os gradientes TOG-TSST, TOG-STEP, RT-TSST e
RT-STEP foram, respectivamente, 0,72; 0,67; 0,62 ¢ 0,57 °C mais elevados nos animais HTT,
correspondendo a valores de 2,73 vs 2,00 °C, 3,73 vs 3,05 °C, 5,13 vs 4,50 °C ¢ 6,13 vs 5,55

°C para HTT e LTT, respectivamente, sem realizagdo de analise estatistica (Figura 20A-H).

Figura 20 — Variaveis e gradientes térmicos de carneiros deslanados com alta (HTT, n = 3) e baixa (LTT, n=4)
termotolerancia apos sete dias de insulagdo escrotal. Sdo apresentadas as seguintes variaveis: (A) temperatura retal
(RT), (B) temperatura do globo ocular (TOG), (C) temperatura da superficie escrotal (TSST), (D) temperatura da
cauda do epididimo (STEP), e os gradientes térmicos (E) TOG-TSST, (F) TOG-STEP, (G) RT-TSST e (H) RT-
STEP. Os valores representam médias obtidas nos dias 2 (D2) e 4 (D4) da insulagdo escrotal (Fase II), e as
diferengas indicadas acima das barras representam apenas diferengas entre médias (LTT — HTT), sem analise

estatistica inferencial.
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5 DISCUSSAO

Em consonancia com o objetivo deste estudo, os resultados demonstram que o
estresse térmico induzido por insulagdo escrotal compromete a termorregulagdo escrotal, bem
como afeta de forma integrada as caracteristicas espermaticas e os pardmetros reprodutivos de
carneiros deslanados da raga Morada Nova. A elevagdo da temperatura escrotal, acompanhada
da reducgdo dos gradientes térmicos entre as temperaturas corporais € escrotais, esteve associada
a alteracdes consistentes na qualidade seminal, evidenciadas por mudangas na cinética
espermadtica, na morfologia, na integridade do DNA e na intera¢do proteina—espermatozoide,
além de varia¢des na circunferéncia escrotal, mesmo em uma raga reconhecidamente adaptada
a ambientes quentes.

Durante a fase de insulagdo escrotal, a temperatura do microclima formado entre a
bolsa de insulagdo e a pele escrotal acompanhou o padrdo de variagdo térmica didria, com
elevagdo mais acentuada no periodo da tarde e redugdo inicial no inicio da noite. Apesar dessas
oscilagoes, as médias mantiveram-se consistentemente elevadas, em torno de 34-35 °C, com
baixa variabilidade entre individuos, evidenciando estabilidade térmica ao longo do periodo de
insulag¢do. Adicionalmente, observou-se que, apos pequenas redugdes noturnas, a temperatura
voltou a se elevar a partir do final da tarde, atingindo picos apds as 22:00 h. Em conjunto, esses
achados indicam que o modelo experimental foi eficaz em promover elevagdo térmica escrotal
sustentada e biologicamente relevante, mantendo um estimulo térmico continuo mesmo durante
o periodo noturno. A persisténcia de valores elevados sugere um efeito combinado das
condi¢des ambientais e da limitagdo dos mecanismos fisiologicos de dissipacdo de calor
imposta pelo dispositivo de insulagdo. Esse comportamento ¢ consistente com Shahat,
Thundathil e Kastelic (2021), que também observaram picos noturnos na temperatura
subcutanea escrotal, iniciando por volta das 20:00 h e atingindo maximos préximos a meia-
noite, possivelmente refletindo uma dindmica térmica fisiologica em ruminantes, embora os
mecanismos subjacentes ainda ndo estejam completamente esclarecidos.

A temperatura corporal dos animais, estimada por meio da temperatura retal e da
temperatura do globo ocular, manteve-se relativamente estavel ao longo do periodo
experimental. Esse resultado indica que, nas condi¢gdes adotadas, a insulacdo escrotal ndo
promoveu alteragdes sistémicas na homeotermia, restringindo seus efeitos principalmente ao
escroto, em concordancia com estudos que descrevem o carater predominantemente local desse
modelo de estresse térmico (VIEIRA NETO et al., 2021; TEIXEIRA et al., 2025). Essa

interpretagdo ¢ reforcada pelo aumento observado especificamente na temperatura da superficie
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escrotal e na temperatura da superficie da cauda do epididimo durante a Fase II, correspondente
ao periodo de insulacdo. Foram registrados incrementos médios de 0,75 °C e 0,90 °C,
respectivamente, demonstrando que elevagdes discretas, porém sustentadas, da temperatura
escrotal podem ser suficientes para perturbar a homeotermia testicular e comprometer a
qualidade espermatica em ovinos criados sob condi¢des semidridas tropicais do Brasil.

A manuten¢do da temperatura corporal associada a elevacdo das temperaturas
escrotais resultou em reducdo do gradiente térmico entre o corpo € o escroto. Embora a
temperatura retal ndo tenha sido mensurada com o mesmo equipamento utilizado para as
aferigdes escrotais e do globo ocular, esse gradiente ¢ amplamente aceito como indicador da
eficiéncia da termorregulagdo escrotal e de seus efeitos sobre as caracteristicas espermaticas
(GONCALVES et al., 2021), reconhecidamente sensiveis a elevacao térmica (TEIXEIRA et
al., 2025). De forma consistente, o gradiente entre a temperatura do globo ocular e as
temperaturas escrotais, variaveis obtidas com o mesmo equipamento, também apresentou
reducdo durante a fase de insula¢do. Evidéncias experimentais mostram que o aumento da
temperatura escrotal, em modelos naturais ou induzidos de hipertermia, reduz o gradiente
térmico entre corpo e escroto e compromete a eficiéncia da termorregulagao escrotal, estando
associado ao aumento de anormalidades espermaticas (AHIRWAR et al., 2018) ¢ a alteragdes
no padrao de motilidade (MENEGASSI et al., 2018). No presente estudo, embora os gradientes
tenham apresentado discreta reaproximacao aos valores pré-insulagdo ja na primeira semana
pos-insulacdo, a elevacdo térmica observada durante a Fase II parece ter sido suficiente para
impactar a espermatogénese e reduzir a qualidade seminal dos animais.

Os resultados demonstram que o estresse térmico induzido por insulacdo escrotal
comprometeu de forma consistente as variaveis cinéticas do ejaculado, com destaque para as
motilidades total e progressiva. Ambas apresentaram declinio j4 a partir da segunda semana
pos-insulacdo, com redugdes relativas de aproximadamente 52,3% e 52,4%, respectivamente,
em relagdo aos valores pré-insulagdo, atingindo os menores valores em torno da quarta semana
e permanecendo abaixo dos padrdes de referéncia até a quinta semana, com recuperacao gradual
observada apenas a partir da sexta semana. Esse padrdo temporal sugere que o aumento da
temperatura escrotal tenha afetado tanto espermatozoides ja formados quanto células
germinativas em diferentes estagios da espermatogénese. Outros parametros cinéticos também
foram alterados ao longo do periodo pos-insulagdo, incluindo a velocidade curvilinea, a
motilidade circular e a propor¢do de espermatozoides imoveis. A velocidade curvilinea
apresentou reducdo expressiva na terceira semana, enquanto na quarta semana observou-se

aumento acentuado da imotilidade espermatica, concomitantemente a reducdo da motilidade
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circular. Embora a motilidade circular represente um padrdo de deslocamento funcionalmente
indesejavel (TUFONI et al, 2024), sua redugdo no presente estudo parece refletir
principalmente a reducao da motilidade espermatica total, e ndo uma modulacao seletiva desse
padrao de movimento entre as células moveis, devendo, portanto, ser interpretada como
consequéncia indireta do comprometimento da cinética espermatica induzido pelo estresse
térmico.

Em estudo prévio do nosso grupo de pesquisa, Rocha et al. (2015) relataram efeitos
severos da elevacdo da temperatura escrotal em ovinos submetidos a insulacdo continua por
oito dias consecutivos, com ocorréncia de azoospermia entre os dias 29 e 71 pds-insulagdo e
recuperagdo espermatogénica observada apenas apos 113 dias. De forma semelhante, Viana
Neto et al. (2024), utilizando um modelo de insulagdo escrotal intermitente durante quatro
noites, observaram reducao completa da motilidade espermatica (0%) entre os dias 23 e 37 do
experimento, com restabelecimento das caracteristicas espermaticas apenas no dia 77. Em
conjunto, esses resultados indicam que diferentes modelos de estresse térmico escrotal em
ovinos promovem danos persistentes a funcdo espermatica, com recuperagao tardia apos a
retirada do estimulo térmico, refletindo a sensibilidade do eixo testiculo—epididimo ao calor.

Esses efeitos deletérios sdo frequentemente associados ao aumento da producao de
EROs, reconhecido como um dos principais mecanismos fisiopatologicos envolvidos no
estresse térmico testicular (MOENIAN et al., 2024). A elevada sensibilidade das células
germinativas ao estresse térmico decorre, em grande parte, do intenso processo de diferenciacao
celular ao longo da espermatogénese, associado a elevada complexidade metabolica e estrutural
dessas células, bem como a elevada propor¢do de acidos graxos poli-insaturados nas
membranas, o que as torna particularmente suscetiveis ao estresse oxidativo e a peroxidagao
lipidica (AITKEN et al., 2016; COLLODEL et al., 2022), podendo resultar em altera¢des
estruturais da membrana plasmadtica e acrossomal e no comprometimento do potencial de
membrana mitocondrial (ALVES et al., 2021; GARCIA-OLIVEROS et al., 2022), contribuindo
para os prejuizos observados nos parametros cinéticos sob condi¢des de estresse térmico.

No que se refere a morfologia espermatica, observou-se que a incidéncia de defeitos
espermaticos maiores permaneceu elevada entre a terceira e a sétima semana pos-insulagao,
com retorno aos valores de referéncia apenas na oitava semana. Na quinta semana pos-
insulacdo, aproximadamente 53,9% dos espermatozoides apresentavam defeitos maiores,
enquanto apenas 43% foram classificados como morfologicamente normais. A persisténcia
dessas alteragdes ao longo do periodo pos-insulag@o indica que os efeitos do estresse térmico

induzido por insulagdo escrotal ndo se restringem a danos transitérios no ejaculado, mas
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refletem comprometimentos ocorridos durante diferentes estagios da espermatogénese. De
forma consistente, a andlise dos defeitos morfologicos especificos evidenciou um padrao
temporal progressivo, caracterizado pela manifestacao precoce de defeitos acrossdmicos, gota
citoplasmatica proximal e cauda enrolada ao redor da cabeca, a partir da terceira semana pos-
insulacdo, seguida pelo aumento tardio de defeitos da pega intermedidria, cauda fortemente
enrolada e cabeca isolada patologica nas semanas subsequentes. Esses achados estdo em
consonancia com estudos que demonstram os efeitos da hipertermia testicular sobre a
morfologia dos espermatozoides epididimarios, bem como sobre a espermiogénese e outras
fases do desenvolvimento das células germinativas (ALVES et al., 2021; GARCIA-
OLIVEROS et al., 2022; TEIXEIRA et al., 2025). Embora possa haver recuperacdo parcial da
proporcdo de espermatozoides morfologicamente normais em fases intermedidrias, a
normalizacdo completa do perfil morfolégico parece depender da renovagdo integral da
populacao espermatica formada sob condi¢des de estresse térmico. Em ovinos, o ciclo completo
da espermatogénese dura aproximadamente 42 a 53 dias (CARDOSO; QUEIROZ, 1988), o que
corrobora o intervalo necessario para o restabelecimento pleno das caracteristicas morfoldgicas
observado neste estudo, em consonancia com os achados de Alves et al. (2016), que relataram
recuperagdo da morfologia espermatica normal apenas no 63° dia ap6s a insulagdo escrotal.
Evidéncias em outras espécies também indicam que a hipertermia testicular estd associada ao
aumento persistente de defeitos morfologicos, incluindo alteracdes acrossdmicas, defeitos da
peca intermediaria, presenga de gotas citoplasmadticas e defeitos de cauda (GARCIA-
OLIVEROS et al., 2022). Esses danos morfologicos prolongados podem estar relacionados, ao
menos em parte, a desorganizagdo do epitélio seminifero, uma vez que o estresse térmico pode
comprometer a integridade da barreira hematotesticular por meio da reducdo da expressdao de
proteinas de jungdo, como ocludina e ZO-1, além de induzir disfungdes nas células de Sertoli
(CAO et al.,, 2023; WEN et al., 2025). A ruptura desse microambiente protegido favorece
prejuizos as células germinativas, reforcando a hipdtese de que a hipertermia testicular exerce
impacto prolongado sobre a espermatogénese e a morfologia espermatica, possivelmente
mediado pelo aumento do estresse oxidativo.

O comprometimento precoce da integridade do DNA espermatico, observado ja na
primeira semana pos-insula¢do, indica que o estresse térmico afeta ndo apenas células
germinativas em processo de diferenciagdo, mas também espermatozoides ja formados e
armazenados no epididimo. Esse achado ¢ consistente com o estudo de Viana Neto et al. (2024),
que relataram reduc¢ao imediata da integridade do DNA espermatico sete dias apos a submissao

de ovinos Morada Nova a quatro noites consecutivas de insulacdo escrotal, evidenciando a
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rapida resposta do genoma espermatico a hipertermia testicular. No presente estudo, o pico de
fragmentacdo observado na quarta semana coincidiu com o periodo de maior comprometimento
das demais varidveis reprodutivas, caracterizando esse intervalo como um ponto critico para os
efeitos deletérios do calor, em consonancia com evidéncias de que o estresse térmico
compromete simultaneamente a cinética, a morfologia ¢ a integridade gendémica dos
espermatozoides (VIANA NETO et al., 2024; TEIXEIRA et al., 2025). Diferentemente de
Viana Neto et al. (2024), que observaram manuteng¢ao de elevados indices de fragmentagdo do
DNA por at¢ 120 dias apds a insulagdo, neste estudo a integridade do DNA espermatico
retornou aos niveis pré-insulacdo aproximadamente sete semanas apds o término do estresse
térmico. Essa divergéncia sugere que o modelo experimental adotado induziu um estresse
térmico de intensidade moderada, favorecendo a reversibilidade dos danos gendmicos apos a
substitui¢do progressiva dos espermatozoides danificados por células recém-formadas ao longo
do ciclo espermatogénico.

No presente estudo, observou-se um aumento transitorio da circunferéncia escrotal
imediatamente apds a remog¢ao da bolsa de insulagdao, com incremento aproximado de 1,2 cm
em relagdo ao periodo pré-insulagdo, seguido de reducdo na terceira semana pds-insulacao,
sugerindo a progressao de eventos inflamatorios iniciais para alteragdes degenerativas no tecido
testicular. Esse achado € consistente com resultados previamente reportados pelo nosso grupo,
que também descreveram aumento imediato da circunferéncia escrotal em ovinos submetidos
a insulagao escrotal (MOREIRA et al., 2001; ROCHA etal., 2015; VIANA NETO et al., 2024).
O aumento inicial dessa medida ¢ classicamente atribuido a formacdo de edema e a resposta
inflamatoéria local induzida pela hipertermia testicular (SHAHA; TRIPATHI; MISHRA, 2010;
NGUYEN-THANH et al., 2022). Por outro lado, o declinio observado nas semanas
subsequentes, particularmente na terceira semana pos-insulacio, pode estar associado a perda
de massa testicular decorrente do aumento da apoptose germinativa, de disfungdes nas células
de Sertoli e Leydig e da desorganizacdo do epitélio seminifero, processos amplamente
relacionados ao estresse oxidativo induzido pelo calor, que culminam em prejuizos a fungao
testicular (LIU et al., 2022; MOENIAN et al., 2024; WEN et al., 2025).

A andlise imunocitoquimica do padrao de ligagdo das RSVPs aos espermatozoides
indicou que o estresse térmico comprometeu a interagdo dessas proteinas com a superficie
celular. As RSVPs estdo entre os componentes mais abundantes do plasma seminal ovino e
exercem fungdes relevantes na estabilidade de membrana, protegdo espermatica e eventos
associados a capacitagdo e ao reconhecimento celular no trato reprodutivo feminino (SOUZA

et al., 2012; Rodriguez-Villamil et al., 2016). Assim, alteracdes em seu padrao de ligagdo
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podem indicar comprometimento funcional, uma vez que a associacao eficiente entre proteinas
seminais e a membrana espermatica ¢ fundamental para a manutencao do potencial fertilizante.
A redugao na intensidade de fluorescéncia observada no periodo critico pos-insulagdo esta em
consonancia com Viana Neto et al. (2024), que relataram diminui¢do no percentual de células
imunomarcadas ap6s a insulacdo escrotal, sem alteragdes concomitantes no conteudo total de
RSVPs no plasma seminal. Esses achados sugerem que o estresse térmico pode ndo afetar
diretamente a quantidade dessas proteinas, mas sim sua capacidade de interacdo com a
superficie espermatica, possivelmente em decorréncia de alteracdes estruturais induzidas pelo
calor. Adicionalmente, estudos prévios demonstram que redugdes no contetido de proteinas do
plasma seminal podem ocorrer apenas em fases mais tardias do periodo pos-estresse, quando
os parametros reprodutivos ja se encontram restabelecidos (ROCHA et al., 2015). Em conjunto,
esses achados indicam que a diminui¢do da ligacdo das RSVPs pode estar relacionada a
modificagcdes precoces na membrana plasmatica espermadtica, especialmente em seus
componentes lipidicos e proteicos, que determinam os sitios de ancoragem e interagdo
molecular. Nesse sentido, a literatura descreve que a peroxidacao lipidica resultante do excesso
de espécies reativas de oxigénio pode alterar a organiza¢do da bicamada lipidica e comprometer
a estabilidade de microdominios de membrana, afetando diretamente a interacdo proteina—
espermatozoide. Como a integridade da membrana € determinante para processos como
motilidade, capacitagdo e reagdo acrossdmica, tais alteracdes podem reduzir a ligacdo eficiente
de proteinas seminais abundantes como as RSVPs e, consequentemente, comprometer
mecanismos essenciais a funcionalidade e a viabilidade espermética (AITKEN; BAKER, 2006;
GIROUARD; FRENETTE; SULLIVAN, 2008).

No presente estudo, ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas
entre as fases experimentais para algumas varidveis reprodutivas, como concentragdo
espermatica, viabilidade e defeitos menores, embora estudos prévios tenham descrito alteragdes
nesses parimetros apés insulagdo escrotal em diferentes modelos experimentais (PEREZ-
CRESPO; PINTADO; GUTIERREZ-ADAN, 2008; ROCHA et al., 2015; VIANA NETO et
al., 2024). Ainda assim, verificou-se uma tendéncia de queda desses indicadores nas semanas
subsequentes a insulacdo, acompanhando o padrao de piora observado para as demais variaveis
reprodutivas avaliadas. A auséncia de significancia estatistica, associada ao elevado erro padrao
da média, sugere variabilidade individual na resposta ao estresse térmico, possivelmente
relacionada ao carater moderado do modelo experimental e ao nimero amostral reduzido, os
quais podem ter favorecido a manifestacao de diferentes niveis de termotolerancia escrotal entre

os animais. Diante desse cenario, a andlise de componentes principais foi empregada como
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abordagem exploratéria para identificar padrdes bioldgicos subjacentes a resposta reprodutiva
ao calor no periodo critico pos-insulagdo, permitindo a organizagdo dos animais em perfis de
sensibilidade térmica distinta, sem a pretensdo de definir fenotipos consolidados de
termotolerancia. Nesse agrupamento exploratorio, o perfil menos afetado (HTT) apresentou
melhores indices de motilidade total e progressiva, menor propor¢do de espermatozoides
imdveis, maior concentragdo espermatica ¢ melhor integridade do DNA, em comparacdo ao
perfil mais afetado (LTT). Em conjunto, esses achados refor¢am a relevancia da variabilidade
individual como moduladora da intensidade dos efeitos do estresse térmico sobre as células
espermaticas e destacam a termotolerancia como um fator a ser considerado em futuros estudos
que utilizem modelos de estresse térmico moderado, além de apontarem perspectivas para
investigacdes voltadas a caracterizacdo de fendtipos termotolerantes e a elucidacdo dos
mecanismos fisioldgicos, celulares e moleculares envolvidos nesse processo.

Em sintese, os resultados deste estudo evidenciam que o modelo de estresse térmico
moderado induzido por insulagao escrotal compromete de forma consistente a funcionalidade
do eixo testiculo—epididimo, confirmando a elevada sensibilidade desse sistema ao insulto
térmico. Tal sensibilidade ¢ sustentada pelos efeitos diretos da hipertermia testicular sobre a
estrutura e a fun¢do dos espermatozoides, expressos por alteragdes nos parametros cinéticos,
morfolégicos e gendmicos, bem como na interagdo entre proteinas do plasma seminal e a
superficie celular espermatica, além de modificacdes nas medidas de circunferéncia escrotal.
Esses achados demonstram que, mesmo em ragas reconhecidas por sua adaptabilidade a
ambientes termicamente desafiadores, como a Morada Nova, o estresse térmico moderado ¢
suficiente para comprometer o potencial reprodutivo. Ademais, a clara variabilidade individual
observada, com a formagdo de grupos distintos quanto a sensibilidade ao calor, reforca a
termotolerdncia como um fendtipo bioldgico ainda pouco explorado, cuja compreensdo ¢
estratégica para o avango de programas de manejo e selecio de reprodutores frente aos desafios

impostos pelas mudancas climaticas globais.
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6 CONCLUSAO

O estresse térmico induzido por sete dias de insulagdo escrotal comprometeu a
termorregulacao escrotal e desencadeou alteracdes reprodutivas em ovinos deslanados da raga
Morada Nova. A elevagdo localizada da temperatura reduziu o gradiente térmico entre corpo e
escroto, indicando menor eficiéncia termorregulatdria, sem alterar a homeotermia sist€émica. O
protocolo caracterizou um modelo de estresse térmico moderado, mas suficiente para provocar
alteragdes funcionais e estruturais nos espermatozoides. O maior comprometimento ocorreu
cerca de quatro semanas ap6s a remog¢do do estimulo térmico, com impacto na cinética
espermatica, morfologia, integridade do DNA e interacdo entre proteinas seminais e
espermatozoides. A variabilidade entre individuos indica diferentes perfis de termotolerancia,
mesmo em racga adaptada ao calor, e mostra que aumentos escrotais relativamente modestos ja

sdo suficientes para gerar prejuizos reprodutivos frente ao avango dos desafios térmicos.
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