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Atualmente a utilizacdo de touros em monta natural ¢ a principal forma de reprodug@o em bovinos no Brasil,
embora as biotecnologias reprodutivas estejam crescendo nos ltimos anos. Para que a utilizagdo dos touros ocorra
com sucesso € imprescindivel que esses animais estejam aptos a reproducdo. Para a producdo de espermatozoides
viaveis acontecer ¢ necessario uma série de fatores, entre eles a adequada termorregulagao testicular, em especial
nos locais com temperaturas desafiadoras a esses animais. O melhor entendimento dos mecanismos de
termorregulagdo testicular ¢ essencial para otimizar e possibilitar a utilizagdo de touros em regides de clima quente.
Dessa forma, o presente estudo avaliou a hemodinamica testicular de touros da raga Nelore com diferentes perimetros
escrotais e com idade entre 14 e 18 meses e verificar as diferengas entre os grupos de maior e menor perimetro
escrotal. O experimento foi realizado em Londrina — PR, com coletas mensais nos meses de janeiro a marco de 2024.
A amostra geral foi composta por 48 touros da raca Nelore, com idade entre 14 e 18 meses, dos quais foram
estabelecidos, apds medic¢ao do perimetro escrotal, dois grupos experimentais: G1 - composto pelos 12 animais com
maior perimetro escrotal (média de 39,2 + 2,8 cm); e, G2 — composto pelos 12 animais com menor perimetro escrotal
(média de 29,6 £ 2,9 cm). Com auxilio da ultrassonografia Doppler pulsado foram coletadas as informagdes de
velocidade média, velocidade de pico sistolico, velocidade de pico diastélico, indice de pulsatilidade e o indice de
resistividade referente a artéria supra testicular para os grupos experimentais. Foi realizada também a correlagdo de
Pearson entre as variaveis mensuradas. A velocidade média foi de 15,37 + 3,88 cm/s, sendo maior nos animais com
maior perimetro escrotal (16,96 + 3,9 cm/s) em comparacdo com os de menor perimetro (13,78 + 3,1 cm/s) (p <
0,001). A velocidade de pico sistdlico também foi superior nos animais com maior perimetro escrotal (21,9 £+ 5,1
cm/s vs. 19,6 £4,7 cm/s, p = 0,038). Os indices de pulsatilidade e resistividade foram menores nos touros com maior
perimetro escrotal (0,45 £+ 0,18 vs. 0,61 £0,21, p<0,001; ¢ 0,49 £ 0,15 vs. 0,57 = 0,13, p= 0,019, respectivamente).
Assim, através dos resultados foi possivel observar diferencas dos pardmetros mensurados entre os dois grupos de
animais (animais com maior perimetro e menor perimetro escrotal). Além disso, foi observada uma alta correlagao
positiva entre o perimetro escrotal e o fluxo sanguineo testicular, indicando que touros com maior perimetro escrotal
possuem melhor perfusdo sanguinea testicular e potencialmente maior eficiéncia reprodutiva. Conclui-se que a
ultrassonografia Doppler pulsado ¢ uma ferramenta eficaz para avaliar a hemodinamica testicular em touros Nelore
jovens, demonstrando que animais com maior perimetro escrotal apresentam melhor perfusdo sanguinea testicular,
o que pode estar relacionado a maior eficiéncia na termorregulagdo e na producdo espermatica.
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Testicular hemodynamics in young bulls and its relationship with scrotal circumference
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Currently, the use of bulls in natural mating is the primary method of reproduction in cattle in Brazil,
although reproductive biotechnologies have been expanding in recent years. For the successful use of bulls, it is
essential that these animals are reproductively fit. The production of viable spermatozoa requires a series of factors,
including proper testicular thermoregulation, especially in regions with challenging temperatures for these animals.
A better understanding of testicular thermoregulation mechanisms is crucial to optimizing and enabling the use of
bulls in hot climates. Thus, the present study evaluated the testicular hemodynamics of Nelore bulls with different
scrotal perimeters, aged between 14 and 18 months, to assess differences between groups with larger and smaller
scrotal perimeters. The experiment was conducted in Londrina — PR, with monthly data collection from January to
March 2024. The overall sample consisted of 48 Nelore bulls, aged between 14 and 18 months. Based on scrotal
perimeter measurements, two experimental groups were established: G1 — composed of the 12 animals with the
largest scrotal perimeter (mean of 39.2 + 2.8 cm); and G2 — composed of the 12 animals with the smallest scrotal
perimeter (mean of 29.6 + 2.9 cm). Using pulsed Doppler ultrasonography, data were collected on mean velocity,
peak systolic velocity, peak diastolic velocity, pulsatility index, and resistivity index of the supratesticular artery for
the experimental groups. Pearson correlation analysis was also performed among the measured variables. The mean
velocity was 15.37 + 3.88 cm/s, being higher in animals with a larger scrotal perimeter (16.96 = 3.9 cm/s) compared
to those with a smaller perimeter (13.78 + 3.1 cm/s) (p < 0.001). Peak systolic velocity was also higher in animals
with a larger scrotal perimeter (21.9 £5.1 cm/s vs. 19.6 £ 4.7 cm/s, p = 0.038). The pulsatility and resistivity indices
were lower in bulls with a larger scrotal perimeter (0.45 + 0.18 vs. 0.61 £ 0.21, p < 0.001; and 0.49 £ 0.15 vs. 0.57
+0.13, p=0.019, respectively). The results revealed differences in the measured parameters between the two groups
(animals with larger and smaller scrotal perimeters). Additionally, a high positive correlation was observed between
scrotal perimeter and testicular blood flow, indicating that bulls with a larger scrotal perimeter have better testicular
blood perfusion and potentially greater reproductive efficiency. It is concluded that pulsed Doppler ultrasonography
is an effective tool for evaluating testicular hemodynamics in young Nelore bulls, demonstrating that animals with a
larger scrotal perimeter exhibit better testicular blood perfusion, which may be related to improved thermoregulation
and sperm production efficiency.
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O desoxinivalenol (DON) ¢ uma micotoxina produzida por fungos do género Fusarium, que contamina
aproximadamente 60% dos alimentos produzidos mundialmente. Essa toxina representa um fator de risco a saude
humana e animal, devido a sua ampla gama de efeitos toxicos, incluindo o comprometimento reprodutivo em adultos
de ambos os sexos. Embora a puberdade represente um processo fisioldgico complexo e crucial para a reprodugao e
com diversas janelas criticas de vulnerabilidade a toxicos, ha raros estudos dos efeitos de DON em organismos pré-
puberes. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar o estresse oxidativo em camundongos machos pré-puberes
expostos a essa micotoxina. Trinta camundongos pré-puberes (21 dias de idade) foram divididos em dois grupos:
alimentado com ragdo contaminada (10 mg DON/kg), ¢ dieta livre de micotoxinas. O periodo experimental durou 15
dias, ap6s os quais os animais foram eutanasiados para a colheita dos testiculos e epididimos. O potencial antioxidante
das amostras foi avaliado por espectrofotometria, por meio da mensuragdo da capacidade de reducédo de ions de ferro
(FRAP) e do ensaio de eliminagdo de radicais livres (ABTS). Ainda, a produgdo de anion superéxido foi determinada
pela redugdo do corante NBT e a peroxidagdo lipidica, pela mensuragdo dos niveis de TBARS. Os dados foram
verificados para os pressupostos de normalidade (Teste de Shapiro) e homogeneidade (Teste de Bartlett) e apos, foram
submetidos ao teste t de Student. Os animais expostos ao DON apresentaram diminui¢ao significativa do potencial
antioxidante nos testiculos (FRAP: controle: 22,02 + 3,09; DON: 16,80 + 4,09; p < 0,05 | ABTS: controle: 95,98 +
10,11; DON: 66,12 + 8,84; p <0,01) e epididimos (FRAP: controle: 19,84 + 8,34; DON: 11,44 + 1,56; p <0,05), bem
como aumento significativo na produgao do anion superdxido nos testiculos (NBT: controle: 1,24 + 0,35; DON: 2,38
+ 0,93; p < 0,05). A peroxidagdo lipidica ndo apresentou alteracdo significativa nos 6rgdos reprodutivos dos
camundongos pré-puberes expostos a micotoxina. As alteracdes no potencial antioxidante e aumento na produgdo do
anion superoxido sugerem que a exposi¢do ao DON induz um desequilibrio oxidativo em estagio inicial ou
transitoriamente compensado, no qual os sistemas antioxidantes celulares conseguem, por um periodo, limitar os
danos as membranas lipidicas. Considerando a vulnerabilidade das células de Leydig ao estresse oxidativo e seu papel
essencial na producédo de testosterona, tais altera¢cdes podem comprometer o inicio da puberdade, e posteriormente,
afetar a espermatogénese ¢ a maturagdo espermatica. Os achados deste estudo indicam que a exposi¢do de animais
pré-puberes ao DON compromete a capacidade antioxidante dos 6rgaos reprodutivos, representando um possivel risco
ao desenvolvimento puberal e a fertilidade futura. No entanto, pesquisas adicionais sao necessarias para elucidar com
mais precisdo os efeitos do DON nesse periodo critico do desenvolvimento e seus impactos a longo prazo.
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Deoxynivalenol and reproductive toxicity in prepubertal mice: role of oxidative stress

Ana Laura Paulino Leite Gomes'; Juliana Rubira Gerez'; Marielen de Souza'; Camila Rodrigues Ferraz?;
Waldiceu Aparecido Verri Junior?; Ana Paula Frederico Rodrigues Loureiro Bracarense!

"Laboratory of Animal Pathology, Department of Preventive Veterinary Medicine, Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
ry gy, Dep ry
PR, Brazil
2Laboratory of Pain, Inflammation, Neuropathy and Cancer, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, PR, Brazil
*E-mail: anapaula@uel.br

Deoxynivalenol (DON) is a mycotoxin produced by fungi of the genus Fusarium, which contaminates
approximately 60% of the food produced worldwide. This toxin represents a risk factor for human and animal health
due to its wide range of toxic effects, including reproductive impairment in adults of both sexes. Although puberty
represents a complex physiological process that is crucial for reproduction and has several critical windows of
vulnerability to toxins, there are few studies of the effects of DON in prepubertal organisms. Thus, this study aimed
to evaluate oxidative stress in prepubertal male mice exposed to this mycotoxin. Thirty prepubertal mice (21 days old)
were divided into two groups: fed contaminated chow (10 mg DON/kg) and mycotoxin-free diet. The experimental
period lasted 15 days, after which the animals were euthanized for collection of the testes and epididymis. The
antioxidant potential of the samples was evaluated by spectrophotometry, by measuring the iron ion reduction capacity
(FRAP) and the free radical scavenging assay (ABTS). Furthermore, superoxide anion production was determined by
the reduction of the NBT dye and lipid peroxidation by measuring the TBARS levels. The data were checked for the
assumptions of normality (Shapiro test) and homogeneity (Bartlett test) and then submitted to the Student's t-test.
Animals exposed to DON showed a significant decrease in antioxidant potential in the testes (FRAP: control: 22.02
+ 3.09; DON: 16.80 + 4.09; p < 0.05 | ABTS: control: 95.98 + 10.11; DON: 66.12 + 8.84; p < 0.01) and epididymis
(FRAP: control: 19.84 + 8.34; DON: 11.44 + 1.56; p < 0.05), as well as a significant increase in superoxide anion
production in the testes (NBT: control: 1.24 £+ 0.35; DON: 2.38 £+ 0.93; p < 0.05). Lipid peroxidation did not show
significant changes in the reproductive organs of prepubertal mice exposed to mycotoxin. The changes in antioxidant
potential and increased superoxide anion production suggest that DON exposure induces an early or transiently
compensated oxidative imbalance, in which cellular antioxidant systems are able to limit damage to lipid membranes
for a period. Considering the vulnerability of Leydig cells to oxidative stress and their essential role in testosterone
production, such changes may compromise the onset of puberty and subsequently affect spermatogenesis and sperm
maturation. The findings of this study indicate that exposure of prepubertal animals to DON compromises the
antioxidant capacity of reproductive organs, representing a possible risk to pubertal development and future fertility.
However, further research is needed to elucidate more precisely the effects of DON in this critical period of
development and its long-term impacts.
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Desoxinivalenol promove alteracoes testiculares e espermaticas em camundongos adultos
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Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por diversos fungos, contaminando cerca de 60 a 80%
das culturas alimentares. O desoxinivalenol (DON) ¢ uma das micotoxinas com maior impacto econdmico, afetando
principalmente o sistema gastrointestinal e imune. Recentemente, a toxicidade reprodutiva do DON foi comprovada,
porém poucos estudos avaliaram efeitos em machos. O objetivo deste estudo foi avaliar o impacto do DON no testiculo
e sémen de camundongos adultos (CEUA n° 27/2019). Trinta camundongos adultos (65 dias de idade) foram divididos
em grupos: controle (ra¢do livre de micotoxinas) e tratado (ra¢do com 10 mg DON/kg de alimento). O experimento
durou 15 dias e, apos a eutandsia, os testiculos foram fixados em Methacarn e congelados a -80 °C. Em seguida a
eutanasia, os ductos deferentes foram retirados e lavados com solugdo salina formol; em esfregacos, os
espermatozoides foram classificados quanto a normalidade (alteragdes: cabeca isolada, cabega sem curvatura
caracteristica, cauda isolada, cauda quebrada ou cauda enrolada). Os testiculos fixados foram processados por técnicas
histologicas de rotina e corados com hematoxilina e cosina. Estas laminas foram analisadas para parimetros
morfologicos (nimero de tibulos seminiferos anormais — presenga de vacuolizag@o citoplasmatica no epitélio
seminifero; células do epitélio seminifero na luz do tibulo seminifero; tibulos seminiferos degenerados com
modificagdo do formato usual e/ou células acidofilas no epitélio seminifero) e morfométricos (didmetro dos tibulos
seminiferos e altura do epitélio germinativo). Os testiculos congelados foram homogeneizados e diluidos para a
contagem de espermatides resistentes a homogeneizagao (ERH) (estagio 19 da espermatogénese). Assim, a produgéo
diaria espermatica (PDE) resultou da divisdo do nimero ERH por 4,84 (nimero de dias que uma espermatide madura
permanece no epitélio seminifero). Os dados foram verificados com o Teste de Shapiro e o Teste de Bartlett e apos,
foram submetidos ao Teste t de Student ou Teste de Mann-Whitney. A andlise histologica revelou que os animais
alimentados com DON apresentaram aumento significativo de tibulos anormais (CTRL: 4,8 + 0,92; DON: 9,8 £2,11;
p <0,05), além da reducdo significativa no didametro dos tibulos seminiferos (CTRL: 135,90 [130,22 — 139,99]; DON:
121,27 [109,80 — 129,69]; p < 0,001) e da altura do epitélio germinativo (CTRL: 43,97 [40,8 — 52,44]; DON: 42,90
[37,90 — 45,63]; p < 0,05). Estes animais, ainda, exibiram redug¢ao significativa de 20% da PDE (p < 0,01) e aumento
significativo de 31,37% na taxa de espermatozoides anormais (p < 0,0001). As principais anormalidades espermaticas
foram cabegas sem curvatura caracteristica e cauda quebrada. Os tubulos seminiferos sdo formados pelo epitélio
germinativo, responsavel pela espermatogénese, e pelas células de Sertoli, que fornecem suporte trofico ao processo.
A redugdo do diametro dos tibulos seminiferos observada nos animais expostos ao DON pode ser atribuida a menor
altura do epitélio germinativo. Consequentemente, essas alteragdes comprometem a morfologia tubular, a PDE e a
qualidade morfolégica dos espermatozoides, potencialmente reduzindo a capacidade reprodutiva dos animais. O
DON, ¢ uma micotoxina conhecida por induzir estresse ribotdxico, apoptose celular e estresse oxidativo, que podem
estar diretamente envolvidos nas lesdes observadas nos tibulos seminiferos. Os achados deste estudo indicam que a
exposi¢ao de animais adultos ao DON afeta a morfologia e a morfometria testicular, além de prejudicar a PDE e a
qualidade espermadtica, representando um risco a fertilidade. No entanto, sdo necessarios mais estudos para esclarecer
os mecanismos de acdo do DON na toxicidade reprodutiva masculina.
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Mycotoxins are secondary metabolites produced by several fungi, contaminating approximately 60 to 80%
of food crops. Deoxynivalenol (DON) is one of the mycotoxins with the greatest economic impact, mainly affecting
the gastrointestinal and immune systems. Recently, the reproductive toxicity of DON has been proven, but few studies
have evaluated its effects in males. The objective of this study was to evaluate the impact of DON on the testis and
semen of adult mice (CEUA No. 27/2019). Thirty adult mice (65 days old) were divided into groups: control
(mycotoxin-free diet) and treated (diet with 10 mg DON/kg of food). The experiment lasted 15 days and, after
euthanasia, the testicles were fixed in Methacarn and frozen at -80 °C. After euthanasia, the vas deferens were removed
and washed with saline-formaldehyde solution; in smears, spermatozoa were classified according to normality
(alterations: isolated head, head without characteristic curvature, isolated tail, broken tail or curled tail). The fixed
testes were processed by routine histological techniques and stained with hematoxylin and eosin. These slides were
analyzed for morphological parameters (number of abnormal seminiferous tubules — presence of cytoplasmic
vacuolization in the seminiferous epithelium; seminiferous epithelial cells in the lumen of the seminiferous tubule;
degenerated seminiferous tubules with modification of the usual shape and/or acidophilic cells in the seminiferous
epithelium) and morphometric parameters (diameter of the seminiferous tubules and height of the germinal
epithelium). The frozen testes were homogenized and diluted for counting homogenization-resistant spermatids (HRS)
(stage 19 of spermatogenesis). Thus, the daily sperm production (DSP) resulted from dividing the HRS number by
4.84 (number of days that a mature spermatid remains in the seminiferous epithelium). The data were verified with
the Shapiro Test and the Bartlett Test and then submitted to the Student's t-Test or Mann-Whitney Test. Histological
analysis revealed that animals fed DON presented a significant increase in abnormal tubules (CTRL: 4.8 + 0.92; DON:
9.8 +2.11; p <0.05), in addition to a significant reduction in the diameter of the seminiferous tubules (CTRL: 135.90
[130.22 — 139.99]; DON: 121.27 [109.80 — 129.69]; p < 0.001) and in the height of the germinal epithelium (CTRL:
43.97[40.8 —52.44]; DON:42.90 [37.90 — 45.63]; p < 0.05). These animals also exhibited a significant 20% reduction
in PDE (p < 0.01) and a significant 31.37% increase in the rate of abnormal sperm (p < 0.0001). The main sperm
abnormalities were heads without characteristic curvature and broken tails. The seminiferous tubules are formed by
the germinal epithelium, responsible for spermatogenesis, and by Sertoli cells, which provide trophic support to the
process. The reduction in the diameter of the seminiferous tubules observed in animals exposed to DON can be
attributed to the lower height of the germinal epithelium. Consequently, these changes compromise the tubular
morphology, PDE and morphological quality of sperm, potentially reducing the reproductive capacity of the animals.
DON is a mycotoxin known to induce ribotoxic stress, cellular apoptosis and oxidative stress, which may be directly
involved in the lesions observed in the seminiferous tubules. The findings of this study indicate that exposure of adult
animals to DON affects testicular morphology and morphometry, in addition to impairing PDE and sperm quality,
representing a risk to fertility. However, further studies are needed to clarify the mechanisms of action of DON in
male reproductive toxicity.
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Machos inférteis ou subférteis sdo uma fonte de perda econdmica nos sistemas de produgao de carne bovina.
A selecao e o melhoramento genético dos reprodutores contribuem para melhorar e aumentar a produtividade e,
consequentemente a lucratividade na criagdo de bovinos, por isso o uso de avaliagdes espermaticas ¢ o uso de
ferramentas como a ultrassonograficas sao fundamentais para uma analise precisa da eficiéncia reprodutiva. Assim,
este estudo avaliou a ultrassonografica testicular de touros Nelore ¢ sua correlagao com a qualidade do sémen. Foram
utilizados 15 touros Nelore, divididos igualmente em trés sistemas de criagdo, quais sejam, tradicional (ST) area sem
sombreamento, silvipastoril (SP) area com disponibilidade de sombra, e integrado (SI) area com sombra e agua
(riacho). Foram realizadas coletas seminais em abril, maio e junho, totalizando trés coletas por animal com intervalo
de 30 dias cada uma e uma avaliacdo ultrassonografica em junho, inicio do periodo menos chuvoso. Ao longo do
experimento, observou-se um aumento progressivo nas condi¢des microclimaticas com temperaturas variando de 24°C
a 28°C e umidade relativa do ar 60% a 80% at¢ final do experimento. Cada animal foi avaliado, por ultrassonografia,
considerando o testiculo direito e esquerdo. As andlises seminais realizadas foram de volume, aspecto, motilidade
progressiva, vigor, turbilhonamento concentracdo e morfologia espermatica. Além das avaliagdes citadas, foi
mensurado o perimetro escrotal com auxilio de fita métrica na posi¢do mediana do saco escrotal, no ponto maior
dimensao, envolvendo as duas gonadas e a pele escrotal. Para avaliagdo ultrassonografica foi utilizado o aparelho
ultrassom (Mindray DP50 Vet Power) com transdutor SMHz, posteriormente as imagens foram transferidas para
computador e analisadas por meio do software ImageJ (National Institutes of Health, Estados Unidos) onde foi
avaliado intensidade/area dos pixels. Foram selecionadas seis areas circulares em cada imagem para que
posteriormente pudessem ser calculadas as médias na escala de cinza e encontradas a ecogenicidade de ambos os
parénquimas — direito e esquerdo. As médias foram comparadas pelo teste Tukey ao nivel de significancia de 5%. O
procedimento de correlagio CORR do SAS (Statistical Analysis System) foi para calcular as correlagdes simples entre
as variaveis. Para os dados de ecogenicidade do parénquima testicular foram realizados os testes de normalidade de
Shapiro-Wilk (p<0,0001) e de Kolmogorov-Smirnov (p<0,01). Os resultados indicam que o sistema de criacdo
influenciou a qualidade seminal dos touros (p<0,05). A ecogenicidade foi mais elevada ST, com médias de
80,75+£31,54 para o testiculo direito e 75,42+30,41 para o esquerdo. No SP, os valores foram de 61,37+13,07 e
67,98+18,80, respectivamente. Ja no SI, observaram-se médias de 63,50+£22,55 para o testiculo direito ¢ 68,85+14,38
para o esquerdo. Com relagdo as variaveis seminais, o ST apresentou menor motilidade espermatica (66%), enquanto
0 SP (71%) e SI (73%). O SS se destacou na concentragdo espermatica com 69,40+65,63 em comparacdo ao ST que
obteve 43,20+26,23 ¢ SI1 40,40+43,00. As correlagdes indicaram que a ecogenicidade testicular estava relacionada ao
perimetro escrotal (r=0,311) e com motilidade espermatica (r=0,283) (p<0,05). Assim, sistemas de criagdo que
oferecam conforto térmico favorecem a qualidade espermadtica, contribuindo para melhor desempenho reprodutivo,
especialmente em climas quentes como o da Amazonia, conforme observado no SP e SI.
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Infertile or subfertile males represent a source of economic loss in beef cattle production systems. The
selection and genetic improvement of breeding bulls contribute to enhancing productivity and, consequently, the
profitability of cattle farming. Therefore, semen evaluations and the use of diagnostic tools such as ultrasonography
are essential for accurately analyzing reproductive efficiency. This study evaluated the testicular ultrasonography of
Nelore bulls and its correlation with semen quality. Fifteen Nelore bulls were used, equally distributed among three
management systems: traditional (ST) — area without shade, silvopastoral (SS) — area with available shade, and
integrated (SI) — area with both shade and water (stream). Semen collections were performed in April, May, and
June, totaling three collections per animal at 30-day intervals. Ultrasonographic evaluation was conducted in June,
marking the beginning of the dry season. Throughout the experiment, a progressive increase in microclimatic
conditions was observed, with temperatures ranging from 24°C to 28°C and relative humidity from 60% to 80%. Each
animal underwent ultrasound evaluation of both the right and left testicles. Semen analyses included volume,
appearance, progressive motility, vigor, swirl, concentration, and sperm morphology. In addition, scrotal
circumference was measured using a measuring tape placed around the largest midpoint of the scrotum, encompassing
both gonads and the scrotal skin. Ultrasonographic evaluation was performed using a Mindray DP50 Vet Power
ultrasound device with a 5 MHz transducer. Images were transferred to a computer and analyzed using the ImageJ
software (National Institutes of Health, USA), where pixel intensity/area was assessed. Six circular areas were selected
from each image to calculate grayscale averages and determine testicular parenchyma echogenicity — right and left
sides. Means were compared using Tukey’s test at a 5% significance level. The CORR procedure of the SAS
(Statistical Analysis System) software was used to calculate simple correlations between variables. Shapiro-Wilk
(p<0.0001) and Kolmogorov-Smirnov (p<0.01) tests were applied to assess the normality of echogenicity data. The
results showed that the management system significantly influenced semen quality (p<0.05). Echogenicity was highest
in the ST group, with means of 80.75+31.54 for the right testicle and 75.42+30.41 for the left. The SS group presented
values of 61.37+13.07 and 67.98+18.80, respectively, while the SI group had averages of 63.50+£22.55 for the right
and 68.85+14.38 for the left testicle. Regarding semen variables, the ST group showed the lowest sperm motility 66%,
while SS and SI presented 71% and 73%, respectively. The SS system also stood out in sperm concentration, with a
mean of 69.40+£65.63, compared to ST (43.20+£26.23) and SI (40.40+43.00). Correlation analysis indicated that
testicular echogenicity was related to scrotal circumference (r=0.311) and sperm motility (r=0.283) (p<0.05). Thus,
management systems that provide thermal comfort favor semen quality and contribute to better reproductive
performance, especially in hot climates such as the Amazon, as observed in the SS and SI groups.
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A discussdo sobre espermocultura em reprodutores gera percepgdes relevantes sobre a presenca de
microrganismos no sémen, podendo influenciar diretamente a eficiéncia reprodutiva. As bactérias ubiquitarias ou
oportunistas, virus e protozoarios podem estar presentes no material seminal, agindo de forma isolada ou simbidtica,
e sdo capazes de provocar disturbios reprodutivos em touros. Neste trabalho, apresentam-se dados de campo que
relacionam a qualidade microbiolégica do sémen com os indices de concepg¢do em vacas leiteiras submetidas a
inseminagao artificial em tempo fixo (IATF). Foram avaliadas amostras de s€men in natura de oito touros (1 Gir, 3
Jersey, 1 Girsey, 2 Nelore e 1 Holandés), utilizando os meios de cultura Agar Sangue e MacConkey. Os métodos de
colheita variaram entre vagina artificial e eletroejaculacdo, sendo todos os animais submetidos previamente a lavagem
prepucial com solugdo fisioldgica 0,9% e, um ejaculado de cada animal analisado. Entre os microrganismos isolados
destacam-se Staphylococcus spp., Lactobacillus spp., bacilos Gram-negativos (BGN), Streptococcus spp.,
Micrococcus spp., Pasteurella spp. e colonias hemoliticas (parte com pigmentacdo amarela). Dos oito animais
submetidos a espermocultura, dois (1 Jersey e 1 Gir) foram utilizados na IATF, (ambos apresentando parametros
espermaticos in natura minimos, conforme CBRA, 2013), realizou-se a contagem de bactérias viaveis por superficie
(CBVS), expressa em UFC/mL (cut-off para infecg¢@o: 10 UFC), no s€émen in natura. O touro da raca Jersey, com 5
mL de ejaculado coletado por vagina artificial, apresentou crescimento de coldnias identificadas como Staphylococcus
spp. (2 UFC/mL), Micrococcus spp. (1 UFC/mL) e Pasteurella spp. (61 UFC/mL). O touro da raca Gir, com 4 mL de
ejaculado coletado por eletroejaculacdo, apresentou coldnias de Staphylococcus spp. (1 UFC/mL) e Streptococcus
spp.. Em relagdo ao Streptococcus spp., observou-se crescimento excessivo de pequenas coldnias, impossibilitando a
quantificacdo precisa. Durante a IATF, utilizando s€men in natura (30x10° sptz/palheta de 0,5 mL), diluido em meio
comercial (Botu-Bov®), as taxas de concepgdo (nmimero de fémeas gestantes pelo total de vacas inseminadas),
independentemente do protocolo hormonal utilizado (trés ou quatro manejos com os mesmos farmacos e dosagens),
foram de 21% para o touro Jersey (n=30) e 50% para o touro Gir (n=32). Dessa forma, com base no isolamento
qualitativo e na quantificagdo de UFC/mL dos microrganismos presentes nas amostras, observa-se uma possivel
relacdo entre a baixa taxa de concepgdo nas vacas inseminadas com sémen do touro Jersey e a presenca de Pasteurella
spp., microrganismo potencialmente patogénico. Em contraste, o sémen do touro Gir apresentou apenas bactérias de
natureza ubiqua, o que pode ter contribuido para o melhor desempenho reprodutivo. Os achados deste estudo ressaltam
a importancia da espermocultura como ferramenta complementar na avaliagdo da qualidade seminal, ndo apenas para
fins de diagndstico, mas também como estratégia de biosseguranca, visando prevenir a disseminacdo de agentes
infecciosos e minimizar perdas econdmicas na reproducdo animal.
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The discussion on sperm culture in bulls generates relevant insights into the presence of microorganisms in
semen, which may directly influence reproductive efficiency. Ubiquitous or opportunistic bacteria, viruses and
protozoa may be present in seminal material, acting in isolation or symbiotically, and are capable of causing
reproductive disorders in bulls. This paper presents field data relating the microbiological quality of semen to
conception rates in dairy cows subjected to fixed-time artificial insemination (FTAI). Raw semen samples from eight
bulls (1 Gir, 3 Jersey, 1 Girsey, 2 Nellore and 1 Holstein) were evaluated using Blood Agar and MacConkey culture
media. Collection methods varied between artificial vagina and electroejaculation, with all animals previously
subjected to preputial washing with 0.9% saline solution and one ejaculate from each animal analyzed. Among the
microorganisms isolated, the following stand out: Staphylococcus spp., Lactobacillus spp., Gram-negative bacilli
(GNB), Streptococcus spp., Micrococcus spp., Pasteurella spp. and hemolytic colonies (part with yellow
pigmentation). Of the eight animals subjected to sperm culture, two (1 Jersey and 1 Gir) were used in IATF (both
presenting minimum in natura sperm parameters, according to CBRA, 2013). The viable bacteria per surface count
(CBVS), expressed in CFU/mL (cut-off for infection: 10 CFU), was performed in the in natura semen. The Jersey
bull, with 5 mL of ejaculate collected through an artificial vagina, showed growth of colonies identified as
Staphylococcus spp. (2 CFU/mL), Micrococcus spp. (1 CFU/mL) and Pasteurella spp. (61 CFU/mL). The Gir bull,
with 4 mL of ejaculate collected by electroejaculation, presented colonies of Staphylococcus spp. (1 CFU/mL) and
Streptococcus spp.. Regarding Streptococcus spp., excessive growth of small colonies was observed, making accurate
quantification impossible. During IATF, using in natura semen (30x10° sptz/0.5 mL straw), diluted in commercial
medium (Botu-Bov®), the conception rates (number of pregnant females per total number of cows inseminated),
regardless of the hormonal protocol used (three or four managements with the same drugs and dosages), were 21%
for the Jersey bull (n=30) and 50% for the Gir bull (n=32). Thus, based on the qualitative isolation and quantification
of CFU/mL of the microorganisms present in the samples, a possible relationship was observed between the low
conception rate in cows inseminated with Jersey bull semen and the presence of Pasteurella spp., a potentially
pathogenic microorganism. In contrast, the semen of the Gir bull presented only ubiquitous bacteria, which may have
contributed to the better reproductive performance. The findings of this study highlight the importance of sperm
culture as a complementary tool in the evaluation of seminal quality, not only for diagnostic purposes, but also as a
biosafety strategy, aiming to prevent the spread of infectious agents and minimize economic losses in animal
reproduction.
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A testosterona ¢ um hormoénio esteroide pertencente ao grupo dos andrégenos, sendo sintetizado
principalmente nas células de Leydig dos testiculos em machos. Suas fun¢des sdo amplamente reconhecidas no
contexto da reproducdo, como na espermatogénese, na manuten¢do da libido, no desenvolvimento das glandulas
sexuais acessorias e na expressao de caracteristicas sexuais secunddrias. Entretanto, alguns estudos t€ém demonstrado
a influéncia da testosterona sobre a pigmentacéo da pele e da pelagem em animais, especialmente aqueles de pelagem
clara. Ainda, experimentos recentes constataram um aumento na produ¢do de melanina, assim como nos niveis de
testosterona durante as estagdes de inverno e primavera em bovinos Nelore alocados em pastagem ndo arboricola,
fortalecendo a correlagdo positiva entre elas. Também, foi relatado a intensificagdo da cor do pelame conforme o
aumento da idade desses animais, o que pode ter sido influenciado pela concentragdo de testosterona, que se eleve a
medida que a idade avanga. A colorag@o da pelagem ¢ determinada, em grande parte, pela presenga e distribui¢do da
melanina, um pigmento produzido pelos melandcitos. A produgdo de melanina depende de diversos fatores, entre eles
estimulos hormonais, sendo a testosterona um dos principais candidatos a modulador dessa expressdo. Evidéncias
apontam que a testosterona pode ativar melandcitos e estimular genes envolvidos na sintese de melanina,
influenciando diretamente a cor da pelagem. A relacdo entre alteragdes hormonais e mudangas fenotipicas € pouco
explorada na literatura veterinaria, especialmente em relacdo a pigmentacdo em bovinos. Assim sendo, este relato
descreve a alteracao na coloragdo da pelagem de um touro Nelore de 16 anos, ap6s orquiectomia bilateral terapéutica
¢ ablagdo escrotal. Durante toda a vida adulta, o animal apresentava manchas de coloragdo escura em regido dorso
cervical e paleta, parte da barbela, regido distal de membros e escroto. A castragdo foi indicada devido a degeneragio
testicular unilateral, varicocele bilateral, formagdo de massas ¢ comportamento sexual exacerbado. Apos dois meses
e meio da cirurgia, observou-se a substitui¢ao das manchas escuras por pelagem branca. Desse modo, com base nos
estudos que investigaram a relagdo entre os niveis séricos de testosterona e o conteido de melanina no pelame de
bovinos Nelore, conclui-se, com o presente relato, uma correlagdo positiva entre estas variaveis. Ademais, estas
descobertas reforcam a importancia da testosterona na melanogénese em touros, destacando sua influéncia ndo apenas
na reprodugdo, mas também em caracteristicas fenotipicas como a coloragdo do pelame.
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Testosterone is a steroid hormone belonging to the group of androgens, being synthesized primarily in the
Leydig cells of the testes in males. Its functions are widely recognized in the context of reproduction, such as in
spermatogenesis, the maintenance of libido, the development of accessory sex glands, and the expression of secondary
sexual characteristics. However, some studies have demonstrated the influence of testosterone on the pigmentation of
skin and coat in animals, especially those with light-colored coats. Furthermore, recent experiments have found an
increase in melanin production, as well as in testosterone levels during the winter and spring seasons in Nelore cattle
kept in non-wooded pasture areas, strengthening the positive correlation between them. Additionally, the
intensification of coat color as the age of these animals increases has been reported, which may have been influenced
by the concentration of testosterone, which rises as age advances. Coat coloration is determined, to a great extent, by
the presence and distribution of melanin, a pigment produced by melanocytes. Melanin production depends on several
factors, including hormonal stimuli, with testosterone being one of the main candidates as a modulator of this
expression. Evidence indicates that testosterone can activate melanocytes and stimulate genes involved in melanin
synthesis, directly influencing coat color. The relationship between hormonal alterations and phenotypic changes is
rarely explored in veterinary literature, particularly regarding pigmentation in cattle. Thus, this report describes the
alteration in coat coloration of a 16-year-old Nelore bull after therapeutic bilateral orchiectomy and scrotal ablation.
Throughout its adult life, the animal presented dark-colored spots in the dorsal cervical and shoulder blade region,
part of the dewlap, the distal region of the limbs, and the scrotum. Castration was indicated due to unilateral testicular
degeneration, bilateral varicocele, mass formation, and exacerbated sexual behavior. Two and a half months after the
surgery, the dark spots were replaced by white coat coloration. Based on studies investigating the relationship between
serum testosterone levels and melanin content in the coat of Nelore cattle, this report concludes a positive correlation
between these variables. Moreover, these findings reinforce the importance of testosterone in melanogenesis in bulls,
highlighting its influence not only in reproduction but also in phenotypic characteristics such as coat coloration.
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A pele ¢ o maior 6rgdo do corpo e o principal elemento no controle da troca de calor do individuo com o
meio. Os termoreceptores presentes na pele possuem papel fundamental nesse controle termorregulatério e também
na sensagdo relativa ao calor. A absor¢@o dos raios solares através da pele ¢ influenciada pela sua coloragdo, sendo
que a pigmentagdo cutanea pode afetar a termorregulacdo, a fotoprotecao contra a radiag@o ultravioleta (UV) e também
a sensibilidade cutanea a dor. De modo geral, tons de pele mais escura conferem maior prote¢do contra os danos
ocasionados pela radiagdo UV; entretanto, estudos realizados em humanos e camundongos indicam que individuos
com pele mais escura podem apresentar maior sensibilidade ao calor. Ainda, ha diferenca na sensibilidade da pele
segundo a regido do corpo, embora essa diferenga seja minimizada se a radiagcdo de exposi¢do ao corpo for mais
intensa. Além disso, diferencas genéticas ou adaptativas podem interferir, uma vez que o numero de glandulas
sudoriparas pode ser diferente entre os grupos genéticos distintos mesmo havendo pouca variagdo desses individuos
quanto a genética e as diferentes coloragdes de pele. A espermatogénese depende do funcionamento adequado dos
testiculos, especialmente no que se refere a termorregulacdo testicular, pois a producdo de espermatozoides deve
ocorrer a uma temperatura de 4 a 6 °C inferior a temperatura corporal. Nesse contexto, diversos mecanismos
relacionados a pele escrotal, ao sistema contracorrente da artéria testicular e o plexo pampiniforme e ao musculo
cremaster podem contribuir para esse processo. Com relagdo a pele, destacam-se sua fina espessura, a menor
quantidade de pelos e de gordura subcutanea, a alta densidade de glandulas sudoriparas no escroto ¢ a a¢do da tinica
dartos, que altera a area de superficie escrotal, e juntamente com o musculo cremaster, podem proporcionar uma maior
ou menor aproximacdo dos testiculos ao abddmen. A temperatura superficial da pele tem sido utilizada como
ferramenta auxiliar no diagndstico e como preditora do estado de satde dos animais, inclusive na avaliacdo testicular
de touros. Considerando o importante papel da pele na manutencéo adequada da temperatura testicular, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar a temperatura da superficie da pele (TSP), segundo a pigmentagdo do escroto do animal.
O estudo foi realizado com 40 tourinhos da raca Nelore, com idades entre 14 ¢ 18 meses na data da avaliagao,
apresentando uma média de idade de 16 meses, criados em condigdes semi-extensivas e considerados clinicamente
saudaveis e sem alteragdes no escroto no momento da avaliagdo. Para a afericdo da TSP, os animais foram contidos em
posi¢do quadrupedal em troncos especificos para bovinos, sem a necessidade de sedacdo ou tranquilizacdo € com o
auxilio de um termémetro infravermelho (Easy Sensor, G-Tech ®); posicionado a 5 cm da pele na regido mais larga do
escroto, a temperatura da superficie da pele foi aferida. Dos 40 animais avaliados, 28 apresentavam escroto nio
pigmentado e 12 pigmentado (mais de 50% do escroto com pigmentacdo escura/preta) e os dados obtidos foram
analisados por ANOVA apos a verificagdo dos pressupostos necessarios. O nivel de significancia utilizado foi de 5%.
Os animais com escroto pigmentado apresentaram média de TSP de 36,1°C com desvio padrdo de 0,2°C, ja os animais
ndo pigmentados apresentaram média de 36,2°C e desvio padrao de 0,18°C, ndo havendo, diferenga significativa entre
os grupos de escroto pigmentado ou ndo. Tal fato pode ser justificado pela disposi¢@o anatdomica dos testiculos na espécie
bovina, os quais, por serem pendulares e situarem-se na regido inguinal, permanecem relativamente protegidos da
radiagdo solar direta, uma vez que a conformagdo corporal do proprio animal proporciona sombreamento natural,
sobretudo durante os periodos de maior incidéncia solar. Somado a isso, essa condi¢cdo anatomica do escroto nos
bovinos também proporciona uma maior area de contato de superficie do escroto com o meio ambiente, o que favorece
a dissipagdo de calor. Desta forma, a diferenca na pigmentacao do escroto ndo proporcionou alteragdes na temperatura
da superficie da pele do escroto em touros da raga Nelore entre 14 e 18 meses.

Palavras-chave: Nelore, Termorregulagéo testicular, Touro.
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Scrotal pigmentation does not affect scrotal skin surface temperature
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The skin is the largest organ of the body and the main element in controlling heat exchange between the
individual and the environment. Thermoreceptors in the skin play a fundamental role in thermoregulatory control and
in the perception of heat. The absorption of solar radiation through the skin is influenced by its coloration; skin
pigmentation can affect thermoregulation, photoprotection against ultraviolet (UV) radiation, and cutaneous
sensitivity to pain. Generally, darker skin tones offer greater protection against UV radiation damage; however, studies
conducted on humans and mice indicate that individuals with darker skin may be more sensitive to heat. Additionally,
skin sensitivity varies depending on the region of the body, although this difference may be minimized if exposure to
radiation is more intense. Genetic or adaptive differences may also play a role, as the number of sweat glands can vary
between different genetic groups, even when individuals show little variation in genetics or skin color.
Spermatogenesis depends on the proper functioning of the testes, particularly in terms of testicular thermoregulation,
since sperm production must occur at a temperature 4 to 6°C lower than core body temperature. In this context, various
mechanisms involving the scrotal skin, the countercurrent system of the testicular artery and pampiniform plexus, and
the cremaster muscle contribute to this process. Regarding the skin, its thinness, lower density of hair and
subcutaneous fat, high concentration of sweat glands in the scrotum, and the action of the dartos tunic which alters
the scrotal surface area and, together with the cremaster muscle, regulates the proximity of the testes to the abdomen
are highlighted. Skin surface temperature (SST) has been used as an auxiliary diagnostic tool and as a health indicator
in animals, including in the evaluation of testicular function in bulls. Considering the important role of the skin in
maintaining proper testicular temperature, the aim of this study was to evaluate skin surface temperature (SST)
according to the pigmentation of the scrotum. The study was conducted with 40 young Nelore bulls, aged between 14
and 18 months at the time of evaluation, with an average age of 16 months, raised in semi-extensive systems, and
clinically healthy with no scrotal alterations during the assessment. To measure SST, the animals were restrained in a
standing position in specific cattle chutes, without the need for sedation or tranquilization, using an infrared
thermometer (Easy Sensor, G-Tech®) placed 5 cm from the widest area of the scrotum to record skin surface
temperature. Of the 40 animals evaluated, 28 had non-pigmented scrotums and 12 had pigmented scrotums (more than
50% of the scrotum with dark/black pigmentation). Data were analyzed using ANOVA after verifying necessary
assumptions, with a significance level of 5%. Bulls with pigmented scrotums had an average SST of 36.1°C with a
standard deviation of 0.2°C, while non-pigmented bulls had an average of 36.2°C with a standard deviation of 0.18°C.
There was no significant difference between the pigmented and non-pigmented groups. This may be explained by the
anatomical disposition of the testes in cattle, which, being pendulous and located in the inguinal region, are relatively
protected from direct solar radiation. The body conformation of the animal provides natural shading, especially during
periods of high solar intensity. Additionally, this anatomical condition of the scrotum in cattle increases the contact
surface area with the environment, promoting heat dissipation. Thus, scrotal pigmentation did not result in changes in
scrotal skin surface temperature in Nelore bulls aged between 14 and 18 months.

Keywords: Bull, Nelore, Testicular thermoregulation.
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Abordagem terapéutica da oligoszoospermia em jumento (Equus asinus): relato de caso
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A oligoszoospermia ¢ caracterizada pela baixa concentragdo de espermatozoides no ejaculado,
comprometendo a fertilidade, esta condigdo pode estar relacionada a diversos fatores como orquite, trauma ou idade
avancada. Relatos dessa condigdo em jumentos sdo escassos, tornando relevante a descrigdo de estratégias
terapéuticas. Este estudo relata o tratamento de um jumento sem raca definida, 19 anos, 340 kg, com histérico de
infertilidade, 0% (0/3 de éguas submetidas a monta natural). O exame fisico geral ndo apresentou alteragdes, exceto
durante a inspe¢do onde foi possivel observar uma leve claudicagdo no membro toracico esquerdo, provavelmente
esta condicdo é decorrente de sua senilidade e marcha caracteristica. J4 no exame fisico especifico, a biometria
testicular apresentou respectivamente altura, largura e comprimento 9,6 x 4,5 x 4,0 cm (direito) e 8,7 x 3,7 x 3,6 cm
(esquerdo), leve flacidez no testiculo esquerdo, com mobilidade e sem presenca de dor, através do exame
ultrassonografico foram observados pontos hiperecdicos no parénquima testicular esquerdo. Para a coleta do s€émen
foi utilizado vagina artificial (Botupharma®) com 4gua aquecida a 50°C, devido a falta de disposigdo do proprietério,
foi realizado apenas uma coleta visto que o jumento estava em repouso sexual de apenas 2 dias, e ndo havia
disponibilidade de deixar o animal alojado, durante a coleta foi possivel observar excelente libido do mesmo. Nas
caracteristicas macroscopicas o ejaculado obteve volume de 40 mL, aspecto aquoso e odor caracteristico sui generis,
ja na avaliagdo microscopica feita com microscopio binocular DigiLab (DI-136B Led), apresentou motilidade total
de 50%, vigor 3 e concentragdo de apenas 8x10° sptz/mL, caracterizando oligoszoospermia. A avaliagdo de patologia
espermatica foi feita com BotuVital (Botupharma®) e 6leo de imersdo com mesmo microscopio em aumento de 1000x,
sendo observado 25% defeitos maiores e 20% defeitos menores. O tratamento instituido, incluiu repouso sexual por
60 dias, suplementa¢do oral com Botumix Garanhdo Plus® (60 mL/SID) e pentoxifilina oral em pasta, manipulada
pela DrogaVet (8 mg/kg/SID) por 60 dias. Apds este periodo, realizou-se nova coleta onde o ejaculado obteve volume
de 35 mL, motilidade total de 70%, e vigor 4 € concentragdo de 32x10° sptz/mL, com patologia espermatica de 10%
defeitos maiores e 15% defeitos menores. Recomendou-se a continuidade do protocolo por mais 60 dias antes do
retorno a atividade reprodutiva. Posteriormente aos 120 dias de tratamento, foi realizada a monta natural controlada a
cada 2 dias, excluindo os 2 primeiros dia de cio, e sendo realizada até o desaparecimento dos sinais, foi relatado
sucesso reprodutivo por monta natural de 66% (2/3), porém sem nova avaliagdo espermatica. A abordagem terapéutica
mostrou-se eficaz na fertilidade de caso de oligoszoospermia, sugerindo sua viabilidade para casos semelhantes em
Jjumentos.

Palavras-chave: biometria testicular; exame andrologico; infertilidade; monta natural; pentoxifilina.
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Therapeutic approach to oligozoospermia in a donkey (Equus asinus): case report
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Oligospermia is characterized by a low concentration of spermatozoa in the ejaculate, compromising fertility.
This condition may be associated with several factors such as orchitis, trauma, or advanced age. Reports of this
condition in donkeys are scarce, making the description of therapeutic strategies relevant. This study reports the
treatment of a 19-year-old, 340 kg, mixed-breed donkey with a history of infertility, having achieved 0% pregnancy
rate (0/3 mares subjected to natural mating). The general physical examination showed no abnormalities, except during
inspection when a mild lameness in the left forelimb was observed, likely due to age-related issues and the animal's
characteristic gait. In the specific physical examination, testicular biometry measured height, width, and length at 9.6
x 4.5 x 4.0 cm (right) and 8.7 x 3.7 x 3.6 cm (left), with slight flaccidity in the left testicle, which was mobile and non-
painful. Ultrasound examination revealed hyperechoic spots in the left testicular parenchyma. Semen collection was
performed using an artificial vagina (Botupharma®) with water heated to 50°C. Due to the owner's lack of availability,
only one collection was performed, as the donkey had only had two days of sexual rest and could not be housed at the
facility. During the collection, the donkey showed excellent libido. Macroscopic analysis of the ejaculate revealed a
volume of 40 mL, watery appearance, and a sui generis characteristic odor. Microscopic evaluation with a DigiLab
binocular microscope (DI-136B LED) showed total motility of 50%, vigor score of 3, and a concentration of only
8x10° sperm/mL, characterizing oligospermia. Sperm pathology assessment was conducted using BotuVital
(Botupharma®) and immersion oil at 1000x magnification, revealing 25% major defects and 20% minor defects. The
treatment protocol included 60 days of sexual rest, oral supplementation with Botumix Garanhdo Plus® (60 mL once
daily), and oral pentoxifylline in paste form, compounded by DrogaVet (8 mg/kg once daily) for 60 days. After this
period, a new collection was performed, and the ejaculate showed a volume of 35 mL, total motility of 70%, vigor
score of 4, and concentration of 32x10° sperm/mL, with sperm pathology showing 10% major defects and 15% minor
defects. Continuation of the treatment protocol for another 60 days was recommended before returning to reproductive
activity. After 120 days of treatment, controlled natural mating was performed every two days, excluding the first two
days of estrus, and continued until signs of estrus disappeared. A reproductive success rate of 66% (2/3) through
natural mating was reported, although no new sperm evaluation was performed. The therapeutic approach proved
effective in restoring fertility in this case of oligospermia, suggesting its potential applicability in similar cases in
donkeys.

Keywords: testicular biometry; andrological examination; infertility; natural breeding; pentoxifylline.
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Influéncia da temperatura e umidade ambiental na qualidade espermatica e fertilidade in
vivo de touros de corte
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O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do indice de temperatura e umidade (ITU) na qualidade dos
espermatozoides coletados de touros de corte Bos taurus, Bos indicus e mestigos, e sua fertilidade em programas de
inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF), considerando o ITU no dia da colheita. O sémen foi coletado e
processado em Botucatu, SP, Brasil, sob clima subtropical umido, entre os anos de 2020 ¢ 2022. Utilizando 120 touros
de trés ragas (Angus, n = 20; Brangus, n = 3; ¢ Nelore, n = 97), com idades médias de 49,3, 54,5 ¢ 50,4 meses,
respectivamente (faixa etaria de 20 a 159 meses), ¢ pesos médios de 993, 1149 e 973 kg. Os reprodutores foram
mantidos em piquetes individuais (20 x 20 m) com dieta de manutenggo. As colheitas foram realizadas com vagina
artificial, duas vezes ao dia, dois dias por semana, usando vacas como manequins. O sémen foi diluido em OPTIXcell®
(IMV Technologies, L’Aigle, Franga) e avaliado quanto a motilidade (MT 0-100%) e vigor (escore 0-5) em
microscopia de contraste de fase (100x). A concentragdo espermatica (milhdes/mL) foi determinada com o
NucleoCounter® SP-100 (ChemoMetec, Lillered, Dinamarca). A morfologia foi avaliada em aliquotas diluidas em
formol salina a 4%, sob microscopia (1.000%), com 100 espermatozoides por lamina. As amostras foram diluidas,
envasadas em palhetas franceses de 0,25 mL (IMV Technologies, L’Aigle, Franga), resfriadas a 4 °C por 24 h e
congeladas no DigitCool (IMV Technologies, L’Aigle, Franga), resfriando gradualmente o sémen de 5 °C a -140 °C,
entdo submersos e armazenados em nitrogénio liquido a -196 °C até o uso. A cinematica foi analisada por CASA
IVOS® II (Integrated Visual Optical System II, Hamilton Thorne Ltd, Beverly, MA, EUA). Amostras com >40% de
motilidade total e >30% progressiva respectivamente, foram consideradas aprovadas no controle de qualidade da
Central de Coleta de Sémen e comercializadas. Em seguida as palhetas foram utilizadas para IATF em 63 fazendas
nas regides Sul, Sudeste ¢ Centro-Oeste do Brasil, com 26.800 registros de gestacdo (5.129 de sémen Angus; 1.217
de Brangus; e 20.454 de Nelore). O ITU foi calculado, adaptado e classificado em: <76 (leve), 76,2—79,2 (alerta),
79,2-84,1 (perigo) € >84,1 (emergéncia). As anélises estatisticas foram conduzidas no SAS® 9.4, O procedimento
MIXED foi usado para analisar a variancia (ANOVA) das caracteristicas do sémen in natura, sémen descongelado
(CASA) e morfologia espermatica. Para a variavel taxa de concepc¢ao, utilizou-se o procedimento GLIMMIX com a
opcao logit e distribuicao binomial (0 = negativo e 1 = gravida). A significancia estatistica foi declarada quando P <
0,05. Os resultados mostraram que altos intervalos de ITU afetaram negativamente as caracteristicas de qualidade do
espermatozoide (fresco e congelado-descongelado) e as taxas de prenhez nas ragas estudadas. Houve redugio
acentuada de MT no sémen fresco dos reprodutores Angus (Angus 68,43; Brangus 75,23; Nelore 70,26), quando o
ITU estava no intervalo >84,1. O mesmo padrdo foi observado no sémen congelado-descongelado, tanto na motilidade
total quanto a progressiva, sendo sempre as mais baixas para Angus (MT: Angus 52,07; Brangus 61,17; Nelore 56,03/
MP: Angus 40,28; Brangus 49,81; Nelore 43,22). Ademais no mesmo intervalo de ITU, touros Brangus sempre
apresentaram as menores taxas ALH (Angus 9,99; Brangus 6,28; Nelore 9,94) ¢ VAP (Angus 105,10; Brangus 73,61;
Nelore 102,32), em contrapartida as maiores para LIN (Angus 39,10; Brangus 47,68; Nelore 36,92). Ainda no maior
intervalo de ITU, os touros e Nelore e Brangus tiveram taxas de prenhez maiores quando comparados aos reprodutores
Angus (NE: 48,9%; BN: 58,2%; AN: 37,4%). Em conclusdo, os touros Angus foram mais sensiveis ao estresse por
calor em condigdes de alto ITU. Brangus e Nelore sendo melhor adaptados ao alto ITU, sustentando a qualidade do
sémen e fertilidade em clima subtropical.

Palavras chaves: bovinos de corte, estresse por calor, temperatura e umidade, clima subtropical
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The objective of this study is to evaluate the effects of temperature and humidity index (THI) on the quality
of sperm collected from Bos taurus, Bos indicus, and crossbred beef bulls, and their fertility in fixed-time artificial
insemination (FTAI) programs, considering the THI on the day of collection. Semen was collected and processed in
Botucatu, SP, Brazil, under a humid subtropical climate, between 2020 and 2022. Using 120 bulls of three breeds
(Angus, n = 20; Brangus, n = 3; and Nellore, n = 97), with average ages of 49.3, 54.5, and 50.4 months, respectively
(age range 20 to 159 months), and average weights of 993, 1149, and 973 kg. Bulls were kept in individual paddocks
(20 x 20 m) on a maintenance diet. Collections were performed with an artificial vagina, twice a day, two days a week,
using cows as dummies. Semen was diluted in OPTIXcell® (IMV Technologies, L’ Aigle, France) and evaluated for
motility (MT 0-100%) and vigor (score 0-5) under phase contrast microscopy (100%). Sperm concentration
(millions/mL) was determined using a NucleoCounter® SP-100 (ChemoMetec, Lillerad, Denmark). Morphology was
evaluated in aliquots diluted in 4% saline formalin under microscopy (1,000x), with 100 sperm per slide. Samples
were diluted, filled into 0.25 mL French straws (IMV Technologies, L’Aigle, France), cooled at 4 °C for 24 h and
frozen in DigitCool (IMV Technologies, L’ Aigle, France), gradually cooling the semen from 5 °C to -140 °C, then
submerged and stored in liquid nitrogen at -196 °C until use. Kinematics were analyzed by CASA IVOS® II
(Integrated Visual Optical System II, Hamilton Thorne Ltd, Beverly, MA, USA). Samples with >40% total motility
and >30% progressive motility, respectively, were considered to have passed the quality control of the Semen
Collection Center and were commercialized. The straws were then used for TAI on 63 farms in the southern,
southeastern and central-western regions of Brazil, with 26,800 pregnancy records (5,129 from Angus semen; 1,217
from Brangus; and 20,454 from Nelore). The THI was calculated, adapted and classified as: <76 (mild), 76.2-79.2
(alert), 79.2—84.1 (danger) and >84.1 (emergency). Statistical analyses were conducted in SAS® 9.4. The MIXED
procedure was used to analyze the variance (ANOVA) of the characteristics of fresh semen, frozen-thawed semen
(CASA) and sperm morphology. For the conception rate variable, the GLIMMIX procedure was used with the logit
option and binomial distribution (0 = negative and 1 = pregnant). Statistical significance was declared when P < 0.05.
The results showed that high THI ranges negatively affected sperm quality traits (fresh and frozen-thawed) and
pregnancy rates in the studied breeds. There was a marked reduction in MT in fresh semen of Angus sires (Angus
68.43; Brangus 75.23; Nellore 70.26) when THI was in the range >84.1. The same pattern was observed in frozen-
thawed semen, both in total and progressive motility, always being the lowest for Angus (MT: Angus 52.07; Brangus
61.17; Nellore 56.03/ MP: Angus 40.28; Brangus 49.81; Nellore 43.22). Furthermore, in the same THI range, Brangus
bulls always presented the lowest ALH (Angus 9.99; Brangus 6.28; Nellore 9.94) and VAP (Angus 105.10; Brangus
73.61; Nellore 102.32) rates, while the highest for LIN (Angus 39.10; Brangus 47.68; Nellore 36.92). Still in the
highest THI range, Nellore and Brangus bulls had higher pregnancy rates when compared to Angus sires (NE: 48.9%;
BN: 58.2%; AN: 37.4%). In conclusion, Angus bulls were more sensitive to heat stress under high THI conditions.
Brangus and Nellore are better adapted to high THI, sustaining semen quality and fertility in a subtropical climate.

Keywords: beef cattle, heat stress, temperature and humidity, subtropical climate
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A capacitagdo espermatica ¢ um processo essencial para o sucesso da fertilizagdo e, embora os microRNAs
(miRNAs) espermaticos atuem como reguladores moleculares da fertilidade em bovinos, seu papel ¢ desconhecido na
regulacdo deste processo. Assim, este estudo visou compreender a relagdo entre a capacitacdo espermatica e o perfil
de miRNA espermatico em sémen fresco e criopreservado de touros Nelore com alta e baixa responsividade a
capacitacdo espermatica. Para tal, este experimento foi realizado em duas etapas. Na primeira, trés ejaculados de doze
touros da raca Nelore foram colhidos e distribuidos em quatro tratamentos: CO: fresco (controle), CAP: fresco
induzido a capacita¢do espermatica in vitro, CRI: criopreservado e CRICAP: criopreservado e induzido a capacitagdo
espermatica in vitro.Todas as amostras foram analisadas quanto aos eventos da capacitagdo espermatica
(desorganizacao dos fosfolipideos de membrana plasmatica, susceptibilidade da membrana plasmatica a peroxidagao
lipidica, efluxo de colesterol, translocagdo da fosfatidilserina, reagdo acrossomal e potencial de membrana
mitocondrial) e a partir destes resultados, foram selecionados os touros de mais alta (AtR, n = 4) e os de mais baixa
(BxR, n = 4) resposta a capacitagdo espermatica. Na segunda etapa, um pool dos trés ejaculados de cada touro foi
usado para a quantificagdo de miRNAs nas amostras dos touros de AtR e BxR dos grupos (CO, CAP, CRI ¢ CRICAP).
Antes da analise dos miRNAs, as amostras foram submetidas a um protocolo de lise de células sométicas e em seguida,
foram subemetidas a extragdo de RNA e analise dos niveis de abundancia relativa de miRNAs maduros, por PCR
quantitativo em tempo real (QuantStudio 6 Real-Time PCR System - Applied Biosystems). Inicialmente foi avaliado
um perfil de 384 miRNAs maduros nas amostras CO e CAP (sémen fresco), normalizando os dados dos miRNAs pela
média geométrica do RNA endogeno (snRNA Hm/Ms/Rt T1). A seguir, dos 384 miRNAs, foram selecionados 33
considerando um CT> 37 para posterior andlise nas amostras CRI ¢ CRICAP (sémen criopreservado). Este
experimento seguiu um delineamento inteiramente casualizado (DIC) e um arranjo em fatorial 2x4, considerando a
responsividade a capacitagdo espermatica de touros (AtR e BxR) e os tratamentos do sémen (CO, CAP, CRI e
CRICAP). A analise estatistica foi realizada no software Statistical Analysis System (SAS Institute Inc., 9.3),
considerando um nivel de significancia quando P < 0,05. A analise de variancia foi realizada usando o procedimento
MIXED do SAS. Para a estatistica dos miRNAs, foram utilizados os valores obtidos da substracdos dos valores de
delta-Ct (DCt) com a média geométrica do RNA endogeno (snRNA Hm/Ms/Rt T1). Em seguida, a expressao relativa
foi calculada usando o método 2°-DCt. Nos resultados, notou-se que 14 miRNAs foram expressos exclusivamente no
grupo CO, 7 no grupo CAP e 12 expressos em ambos os grupos. Quando se considerou a responsividade a capacitagao,
foi encontrado um miRNA expresso exclusivamente no grupo AtR (bta-miR-191) e dois exclusivos do grupo BxR
(bta-miR-18a e bta-miR-106a) do s€émen criopreservado. Desta forma, conclui-se que o bta-miR-191 pode ser um
potencial biomarcador para processos de capacitagdo espermatica em amostras de s€men pds-criopreservagdo. Além
disso, os miRNAs bta-miR-18a e bta-miR-106a podem estar relacionados a efeitos deletérios na capacitagdo
espermatica. No entanto, um teste de enriquecimento funcional é necessario para auxiliar na compreensao desses
achados.
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Sperm capacitation is an essential process for successful fertilization, and although sperm microRNAs
(miRNAs) act as molecular regulators of fertility in cattle, their role in regulating this process is unknown. Thus, this
study aimed to understand the relationship between sperm capacitation and sperm miRNA profile in fresh and
cryopreserved semen from Nellore bulls with high and low responsiveness to sperm capacitation. To this end, this
experiment was performed in two stages. In the first, three ejaculates from twelve Nellore bulls were collected and
distributed into four treatments: CO: fresh (control), CAP: fresh induced to in vitro sperm capacitation, CRY:
cryopreserved and CRYCAP: cryopreserved and induced to in vitro sperm capacitation. All samples were analyzed
for sperm capacitation events (plasma membrane phospholipid disorganization, plasma membrane susceptibility to
lipid peroxidation, cholesterol efflux, phosphatidylserine translocation, acrosomal reaction and mitochondrial
membrane potential) and from these results, the bulls with the highest (HrC, n = 4) and those with the lowest (LrC, n
= 4) response to sperm capacitation were selected. In the second stage, a pool of three ejaculates from each bull was
used to quantify miRNAs in samples from HrC and LrC bulls from the groups (CO, CAP, CRY, and CRYCAP).
Before miRNA analysis, the samples were subjected to a somatic cell lysis protocol and then submitted to RNA
extraction and analysis of the relative abundance levels of mature miRNAs by real-time quantitative PCR
(QuantStudio 6 Real-Time PCR System - Applied Biosystems). Initially, a profile of 384 mature miRNAs was
evaluated in the CO and CAP samples (fresh semen), normalizing the miRNA data by the geometric mean of
endogenous RNA (snRNA Hm/Ms/Rt T1). Then, of the 384 miRNAs, 33 were selected considering a CT> 37 for later
analysis in the CRY and CRYCAP samples (cryopreserved semen). This experiment followed a completely
randomized design (CRD) and a 2x4 factorial arrangement, considering the responsiveness to sperm capacitation of
bulls (HrC and LrC) and the semen treatments (CO, CAP, CRY and CRYCAP). Statistical analysis was performed
using the Statistical Analysis System software (SAS Institute Inc., 9.3), considering a significance level when P <
0.05. Analysis of variance was performed using the MIXED procedure of SAS. For miRNA statistics, the values
obtained by subtracting the delta-Ct (DCt) values from the geometric mean of the endogenous RNA (snRNA
Hm/Ms/Rt T1) were used. Then, the relative expression was calculated using the 2"-DCt method. In the results, it was
noted that 14 miRNAs were exclusively expressed in the CO group, 7 in the CAP group and 12 expressed in both
groups. When considering the responsiveness to capacitation, one miRNA was found to be expressed exclusively in
the HrC group (bta-miR-191) and two exclusive to the LrC group (bta-miR-18a and bta-miR-106a) of cryopreserved
semen. Thus, it is concluded that bta-miR-191 may be a potential biomarker for sperm capacitation processes in post-
cryopreservation semen samples. Furthermore, the miRNAs bta-miR-18a and bta-miR-106a may be related to
deleterious effects on sperm capacitation. However, a functional enrichment test is necessary to help understand these
findings.
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Com o aumento da temperatura global devido as alteragdes climaticas, o estresse térmico vem trazendo
preocupagoes para o futuro da pecuaria, visto que essa alteragdo faz com que o animal nfo exer¢a as fungdes normais
do seu organismo. Na mesorregido do Baixo Amazonas, onde se observam dois periodos climaticos e os sistemas de
produgdo de ruminantes sdo tradicionalmente classificados em trés tipos: o sistema tradicional (ST), no qual os animais
ndo tém acesso a sombra nem a dgua para banho; o sistema Silvipastoril (SS), que oferece sombra, mas ndo dgua para
banho; e o sistema integrado (SI), que proporciona ambos os recursos. Este estudo visa avaliar a influéncia dos
periodos do ano e de como os trés sistemas de criagdo podem interferir na qualidade seminal de touros da raca Nelore.
Foram utilizados 15 touros Nelore, divididos igualmente em trés sistemas, quais sejam, silvipastoril (SP) (n=5),
tradicional (ST) (n=5) e integrado (SI) (n=5). Foi realizada avaliacdo fisica e morfologica do sémen observando as
variaveis como motilidade, vigor, turbilhonamento, concentra¢do espermatica e defeitos espermaticos. As coletas e
avaliagdes foram realizadas em setembro, outubro e novembro de 2023 (periodo menos chuvoso) e em abril, maio e
junho (periodo mais chuvoso). Cada touro passou por seis coletas com intervalo de 30 dias. Todos os dados passaram
por andlises preliminares para obten¢do de médias, desvios padrdo, coeficientes de variagdo. Foram analisados
considerando-se 5% de significancia com auxilio de software Statistical Analysis System - SAS. Houve diferenca
significativa (p<0,05) entre os sistemas de criagdo (ST, SS e SI) e entre os periodos (mais chuvoso e menos chuvoso)
para as variaveis peso corporal dos animais, e para as caracteristicas seminais volume, motilidade e defeitos maiores.
Houve diferenca significativa (p<0,05) na motilidade apenas entre os periodos do ano, mais chuvoso (71,54+11,97) e
menos chuvoso (55,384+26,57) no ST. O SI teve destaque significativo (p<0,05) no periodo menos chuvoso, com
menor quantidade de defeitos maiores (6,77+3,52) além de uma menor incidéncia entre os sistemas ST (11,54+9,10)
e SS (9,7743,65). A concentragdo espermatica encontrou melhores médias no periodo mais chuvoso para o SS
(498,7+457,5), em comparagdo ao ST (410,8+217,9) e SI (459,3+347.9). Os resultados deste estudo indicam que tanto
periodos climaticos quanto sistemas de criacdo influenciam significativamente a qualidade seminal, reforcando a
importancia de estratégias sustentaveis para a pecuaria frente as mudangas climaticas.
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With the rise in global temperatures due to climate change, thermal stress has become a growing concern for
the future of livestock farming, as it compromises the animals' ability to perform normal physiological functions. In
the Baixo Amazonas mesoregion, which presents two distinct climatic periods, ruminant production systems are
traditionally classified into three types: the traditional system (ST), where animals have no access to shade or water
for bathing; the silvopastoral system (SS), which provides shade but no bathing water; and the integrated system (SI),
which offers both resources. This study aims to evaluate the influence of seasonal periods and how the three
management systems affect the semen quality of Nelore bulls. A total of 15 Nelore bulls were used, equally distributed
among the three systems: silvopastoral (SS) (n=5), traditional (ST) (n=5), and integrated (SI) (n=5). Physical and
morphological semen evaluations were carried out, considering variables such as motility, vigor, swirl, sperm
concentration, and sperm defects. Collections and analyses were performed during September, October, and
November 2023 (drier season), and April, May, and June (rainier season). Each bull underwent six collections at 30-
day intervals. All data underwent preliminary analysis to obtain means, standard deviations, and coefficients of
variation. Statistical analysis was performed at a 5% significance level using the Statistical Analysis System (SAS)
software. A significant difference (p<0.05) was observed among the management systems (ST, SS, and SI) and
between the seasons (rainy and dry) for the variables body weight, and seminal characteristics such as volume,
motility, and major defects. A significant difference (p<0.05) in motility was found only between seasons in the TS
group, with higher values during the rainy season (71.54+11.97) compared to the dry season (55.38+26.57). The SI
system showed a significant advantage (p<0.05) during the dry period, presenting the lowest rate of major defects
(6.77+3.52), with lower incidence compared to ST (11.54+9.10) and SS (9.77+3.65). Sperm concentration yielded
better average values during the rainy season in the SS group (498.7+457.5), compared to ST (410.8+£217.9) and SI
(459.34347.9). The results of this study indicate that both climatic periods and management systems significantly
affect semen quality, highlighting the importance of sustainable strategies for livestock production in the face of
climate change.
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O Brasil possui o segundo maior rebanho comercial de bovinos do mundo e ocupa a segunda posigdo na
produgdo global de carne bovina. Ademais, o mercado de genética bovina continua crescendo, impulsionado pelo
aumento das exportagdes de sémen. Desta forma, a qualidade do sémen criopreservado ¢ essencial para a fertilidade,
e estudos indicam que as analises convencionais podem ser subjetivas e insuficientes para prever a real capacidade
fértil dos espermatozoides. A capacitacdo espermatica, processo fundamental para a fertilizacdo, envolve eventos
bioquimicos para a reorganizagdo da membrana plasmatica e ativagdo das vias de sinalizagao, permitindo a intera¢ao
com a zona pelucida do ovdcito. Recentemente, os microRNAs (miRNAs) foram identificados como reguladores
importantes da fertilidade em touros, mas héa poucos estudos sobre seu papel na resposta espermatica a capacitacao in
vitro. Assim, o objetivo deste estudo foi investigar a relacdo entre a capacitacdo espermatica e os perfis de miRNAs
no s€men de touros Nelore classificados como de alta e baixa fertilidade, buscando identificar miRNAs que possam
servir como potenciais biomarcadores da fertilidade relacionada a capacitagdo espermatica. Para tal, foram utilizadas
partidas comerciais de sémen de 10 touros de alta fertilidade (AF) e 8 touros de baixa fertilidade (BF). Primeiramente,
todas as partidas dos touros AF e BF foram avaliadas quanto aos diferentes eventos da capacitagdo espermatica
(desorganizacdo dos fosfolipidios da membrana, suscetibilidade da membrana plasmatica a peroxidacao lipidica,
translocacdo de fosfatidilserina, efluxo de colesterol, reagdo acrossomal e potencial de membrana mitocondrial) e,
com base na diferenca antes e ap6s a inducdo da capacitagdo espermatica in vitro, os touros foram classificados como
de alta (AtR) e baixa responsividade (BxR) a capacitacdo espermadtica. Dentro do grupo AF foram selecionados 5
touros de AtR (AFAtR, controle positivo) e dentro do grupo BF foram selecionados 4 touros BxR (BFBxR, grupo de
baixa fertilidade relacionada a capacitacdo). Posteriormente, para os touros dos grupos AFAtR ¢ BFBxR foi analisada
a abundancia de 31 miRNAs. Os dados foram analisados estatisticamente pelo software SAS (versdo 9.3), aplicando
ANOVA com significancia de P < 0,05. Poucas diferencas significativas foram encontradas para os eventos da
capacitacdo, sendo encontradas maiores porcentagens de translocacgéo de fosfatidilserina no grupo AFAtR do que no
BFBxR. Em relagdo a expressdo dos miRNAs, nenhuma diferenca estatistica foi encontrada. No entanto, dos 31
miRNAs investigados, 12 (bta-miR-18a, -25, 125b, -129-5p, -132, -191, -200D, - 320a, -335, -375, -574, -1246) foram
diferentemente expressos em estudos anteriormente em touros com alta e baixa fertilidade e associados com as
caracteristicas de qualidade espermatica e eventos de capacitacdo espermatica. Os achados indicam que esses miRNAs
podem proteger os espermatozoides contra capacitagdo prematura e promover a capacitagdo no momento adequado.
Assim, este estudo sugere o potencial de miRNAs como promissores candidatos a biomarcadores para avaliagcdo da
fertilidade em touros Nelore, mas evidencia a necessidade de mais estudos para fortalecer estes achados.
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Brazil has the second-largest commercial bovine herd in the world and is the second-largest producer of beef
globally. Furthermore, the bovine genetics market continues to grow, driven by increased semen exports. The quality
of cryopreserved semen is essential for fertility; however, studies indicate that conventional analyses may be
subjective and insufficient to predict the actual fertile capacity of sperm. Sperm capacitation, a fundamental process
for fertilization, involves biochemical events that reorganize the plasma membrane, activate signaling pathways, and
facilitate interaction with the zona pellucida of the oocyte. Recently, microRNAs (miRNAs) have been identified as
important regulators of fertility in bulls, but there are few studies on their role in sperm response to in vitro
capacitation. In light of this, this study aimed to investigate the relationship between sperm capacitation and miRNA
profiles in the semen of Nellore bulls classified as high and low fertility. The goal was to identify miRNAs that may
serve as potential biomarkers of fertility related to sperm capacitation. For this purpose, commercial semen batches
from 10 high fertility (HF) and 8 low fertility (LF) bulls were used. First, all batches from HF and LF bulls were
evaluated for different sperm capacitation events (lipid membrane disorder, lipid peroxidation, phosphatidylserine
translocation, acrosome reaction, and mitochondrial membrane potential) and, based on the difference before and after
in vitro sperm capacitation induction, the bulls were classified as high (HrC) and low (LrC) responsive to sperm
capacitation. Within the HF group, 5 HrC bulls were selected (HFHrC, positive control), and within the LF group, 4
LrC bulls were selected (LFLrC, low fertility group related to capacitation). Subsequently, for the bulls of the HFHrC
and LFLrC groups, the abundance of 31 miRNAs was analyzed. The data were statistically analyzed by SAS software
(version 9.3), applying ANOVA with a significance of P < 0.05. Few significant differences were found for the
capacitation events, with higher percentages of phosphatidylserine translocation being found in the HFHrC group than
in the LFLrC. Regarding the expression of miRNAs, no statistical difference was found. However, of the 31 miRNAs
investigated, 12 (bta-miR-18a, -25, 125b, -129-5p, -132, -191, -200b, - 320a, -335, -375, -574, -1246) were
differentially expressed in previous studies in bulls with high and low fertility and associated with sperm quality traits
and sperm capacitation events. The findings indicate that these miRNAs may protect sperm against premature
capacitation and promote capacitation at the appropriate time. Thus, this study suggests the potential of miRNAs as
promising biomarker candidates for fertility assessment in Nellore bulls, but highlights the need for further studies to
strengthen these findings.
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A heterogeneidade do ejaculado ¢é variavel entre os machos e métodos de avaliagdo mais rigorosos sao
necessarios para identificar os ejaculados adequados para IA. O padrio das distribuicdes de subpopulagdes cinéticas
de espermatozoides varia quando sdo submetidas a mudangas de temperatura ¢ podem levar a uma redugéo acentuada
na qualidade e, consequentemente fertilidade. Este estudo teve como objetivo identificar € comparar subpopulagoes
de cinética espermatica a fresco e pos-descongelacdo de jumentos que apresentaram baixo, médio e alto desempenho
reprodutivo com base nas taxas de prenhez. Foram utilizados seis jumentos da raga Péga de fertilidade comprovada,
com idades entre 5 e 15 anos. As amostras de s€émen foram obtidas de trés ejaculados de cada um dos seis jumentos.
A colheita de sémen foi realizada com auxilio de vagina artificial apos estimulacdo dos machos pela presenca de
jumentas em cio. Posteriormente, o sémen foi filtrado para retirada da fragdo gel, sendo utilizados apenas os ejaculados
que atingiram motilidade igual ou superior a 70%. Para a criopreservacao, o sémen foi diluido e congelado em meio
comercial (Botucrio®, Botupharma, Sao Paulo) e a descongelacao foi feita em banho-maria a 37 °C por 30 segundos.
Para caracterizar as subpopulacdes de espermatozoides, as amostras (Fresco e Pos-descongelacdo) foram analisadas
pelo sistema CASA (software HTM-IVOS EDIT/SORT) e por analise estatistica multivariada. Com base nos registros
de taxa de prenhez (N=110 Jumentas), trés grupos foram estabelecidos: grupo de baixo desempenho (N=2; BAIXO),
incluindo jumentos que apresentaram taxas médias de prenhez de 59,16% (58,33% a 60%); grupo de médio
desempenho (N=2; MEDIO), incluindo jumentos com taxas médias de prenhez =75% e um grupo de alto desempenho
(N=2; ALTO), com taxas médias de prenhez de 81,65% apds inseminagdo artificial com sémen fresco. Nos
procedimentos de clusters, quatro subpopulagdes de espermatozoides foram estabelecidas. A subpopulagdo 1 (SP1)
incluiu espermatozoides rapidos, progressivos e lineares com baixa oscilagdo; a subpopulagdo 2 (SP2) incluiu
espermatozoides lentos, progressivos e lineares com baixa trajetdria sinuosa; a subpopulagdo 3 (SP3) incluiu
espermatozoides com padrdo hiperativo, sinuosos com baixa linearidade e a subpopulacdo 4 (SP4) incluiu
espermatozoides lentos com baixa progressividade e linearidade e alta oscilagdo. No grupo BAIXO, amostras frescas
apresentaram a maior porcentagem da SP 4 (40,82%), no entanto, ap0s a criopreservagao exibiram maiores propor¢oes
das SP 1 (37,30%) e 4 (31,75%). No grupo MEDIO, amostras frescas apresentaram maiores porcentagens das SP 1
(33,15%) e SP 4 (25,87%), porém, apos a criopreservagdo exibiram maiores proporgdes das SP 1 (34,27%) e SP2
(30,45%). Por outro lado, no grupo ALTO, as amostras frescas apresentaram uma maior porcentagem da SP 1
(29,83%), seguida da SP 3 (27,34%). Apos a criopreservacao, foi possivel observar maiores porcentagens da SP 2
(29,63%), seguida da SP 1 (28,90%). Os resultados deste estudo indicaram que machos com maiores porcentagens de
espermatozoides rapidos e lineares a fresco, parecem ter maior capacidade de fertilizacdo e a analise de subpopulacdes
pode ser considerada uma ferramenta util para identificar ejaculados com alta fertilidade.
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The heterogeneity of ejaculate indicates that fertility is still variable among males and that more stringent
evaluation methods are needed to identify the ejaculates suitable for Al. Furthermore the standard distributions of
sperm subpopulations vary when they are subjected to temperature changesand can lead to a marked reduction in
fertility. Thus, this study aimed to identify and compare subpopulations of fresh and post-thawed sperm from donkeys
with low, medium and high reproductive performance based on pregnancy rates. Six Péga donkeys with proven
fertility, aged between 5 and 15 years, were used. Semen samples were obtained from three ejaculates from each of
the six donkeys. Semen collection was performed by artificial vagina after stimulation of the males by female donkeys
in estrus. Subsequently, the semen was filtered to remove the gel fraction, and only ejaculates that reached motility
equal to or greater than 70% were used. For cryopreservation, the semen was diluted and frozen in a commercial
extender (Botucrio®, Botupharma, Sao Paulo) and thawed in a water bath at 37 °C for 30 seconds. To characterize
sperm subpopulations, samples (fresh and post-thaw) were analyzed by the CASA system (HTM-IVOS EDIT/SORT
software) and by multivariate statistical analysis. Based on pregnancy rate records (N=110 donkeys), three groups
were established: a low performance group (N=2; LOW), including donkeys that presented average pregnancy rates
of 59.16% (58.33% to 60%); a medium performance group (N=2; MEDIUM), including donkeys with average
pregnancy rates =75%; and a high performance group (N=2; HIGH), with average pregnancy rates of 81.65% after
artificial insemination with fresh semen. In the cluster procedures, four sperm subpopulations were established.
Subpopulation 1 (SP1) included fast, progressive, linear sperm with low oscillation; Subpopulation 2 (SP2) included
Slow, progressive and linear sperm with low sinuous trajectory; Subpopulation 3 (SP3) included Hyperactive pattern,
sinuous sperm with low linearity and Subpopulation 4 (SP4) included slow sperm with low progressivity and linearity
and high oscillation. In the LOW group, fresh samples presented the highest percentage of SP 4 (40.82 %), while after
cryopreservation exhibited the higher proportions of SP 1 (37.30%) and SP4 (31.75%). In the Medium group, fresh
samples presented the higher percentages of SP 1 (33.15%) and SP 4 (25.87%), while after cryopreservation exhibited
the higher proportions of SP 1 (34.27%) and SP 2 (30.45%). In the other hand, in the HIGH group, fresh samples
presented a higher percentage of SP 1 (29.83%), followed by SP 4 (27.34%). After cryopreservation, the samples
presented a higher percentages of SP 2 (29.63%), followed by SP 1 (28.90%). Results from this study indicated that
males with greater percentages of fast and linear spermatozoa in fresh samples seem to have greater fertilization
capacity and the subpopulations analysis can be considered a tool to identify ejaculates with high fertility.
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