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RESUMO
TOAZZA, Rafael. Influéncia da sazonalidade nas caracteristicas reprodutivas de
carneiros de racas leiteiras. 2018, 83 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal).
Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia Animal.
Lages, 2018.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da sazonalidade nas
caracteristicas reprodutivas de carneiros de racas leiteiras. Ao longo de um ano, o
sémen de 13 carneiros Frisona Milchschaf e Lacaune tiveram o sémen coletado
mensalmente, tendo seus parametros reprodutivos e caracteristicas seminais
avaliadas. A cada estacédo do ano, o sémen coletado foi congelado e descongelado,
sendo avaliado quanto a motilidade, vigor, teste de termo resisténcia (TTR), teste
hiposmotico, presenca de patologias espermaticas e eficiéncia na fecundacéo in vitro
(FIV) heterdloga com odcitos bovinos. A motilidade progressiva para sémen fresco na
primavera foi superior as demais estacdes do ano, sendo observada a pior motilidade
no inverno. Ja o vigor apresentou variacées inconstantes ao longo das estacdes.
Defeitos maiores e menores apresentaram variagcdes significativas ao longo dos
meses, porém em nenhum deles houve nimero de anormalidades que possibilitasse
classificar os carneiros como inaptos para a reproducao. O perimetro escrotal foi maior
durante os meses mais quentes. O inverso ocorreu com a consisténcia testicular, que
aumentou nos meses mais frios e diminuiu nos meses mais quentes. Volume,
turbilhdo e concentracdo espermatica foram muito variaveis independente do més,
mas provavelmente por efeito do regime de monta intensivo utilizado (dados néao
publicados). Houve uma influéncia sazonal na criotolerancia, sendo que na avaliacao
apos o descongelamento, observou-se que a sobrevivéncia do sémen congelado no
outono foi superior ao congelado no verdo. Ndo foram observadas diferencas
significativas na avaliacdo morfologica e na integridade de membrana, nas diferentes
estacbes. Nao houve diferenca estatistica na taxa de recuperacdo de
espermatozoides apds submisséo ao processo de migragao “swim up”, nem entre as
taxas de clivagem apds FIV heterdloga (52,6; 50,5; 46,5 e 45,5%) para verao, outono,
primavera e inverno, respectivamente. Houve influéncia da temperatura ambiente na
consisténcia e perimetro testicular, bem como um efeito da estacdo do ano na
motilidade progressiva e vigor tanto no sémen fresco como apos submissédo ao TTR,
com maior motilidade na primavera (estacdo nédo reprodutiva) em relacdo ao outono
(estacdo reprodutiva). No inverno, 0s carneiros apresentaram sémen de pior
qualidade. A sazonalidade influenciou a criotolerancia do sémen de carneiros leiteiros,
com maior sobrevivéncia sendo observada no outono. Mesmo com estas influéncias,
as taxas de clivagem semelhantes apds FIV heter6loga, demonstram que é possivel
congelar sémen de carneiros leiteiros em qualquer estacdo do ano, com boa
viabilidade. Finalmente, ndo existe efeito sazonal em relacdo a morfologia nem a
integridade de membrana do sémen descongelado de carneiros de racas leiteiras.

Palavras-chave: Congelamento de sémen. Luminosidade. Fotoperiodo. FIV

heteréloga. Teste de termo resisténcia.
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ABSTRACT
Toazza, Rafael. The influence of seasonality on dairy rams reproductive features. 2018,
83 p. Dissertation (Master in Animal Science). Santa Catarina State University. Post Graduate
Program in Animal Science. Lages, 2018.

This work aimed to investigate the role played by seasonality in the reproductive
features of dairy rams. Semen was collected monthly for one year from 13 rams from
either Frisona Milchschaf or Lacaune breeds in order to evaluate both their
reproductive parameters and seminal characteristics. Semen samples frozen at every
season were later thawed for assessment of sperm motility and vigor, as well as for
survival to the thermal resistance test (TRT) and to the hyposmotic test. The presence
of sperm pathologies and the efficiency after heterologous in vitro fertilization (IVF) of
bovine oocytes were also assessed. The progressive motility for fresh semen during
spring was higher than for all the other seasons, while the lowest motility was observed
in the winter, whereas the vigor had inconsistent variations over the seasons. Major
and minor defects presented significant variations over the months, however none of
them showed enough abnormalities to score the rams as unable for reproduction. The
scrotal perimeter increased during the warmest months. The consistency had an
inverse relation, increasing during the coldest months, and decreasing during the
warmest months. Volume, gross motility and sperm concentration varied despite the
months, and suffered a possible effect from the intense breeding regimen performed
(unpublished data). There was a seasonal influence in the semen cryotolerance, with
higher survival rates in autumn frozen semen, in comparison to summer frozen semen.
The morphological evaluation and membrane integrity showed no significant
differences over the different seasons. There were no statistically differences for sperm
recovery rate after swim up, nor in the cleavage rates after heterologous IVF (52.6,
50.5, 46.5 and 45.5%) for summer, fall, spring and winter, respectively. There was an
influence of the housing temperature in the testicular consistency and perimeter. There
was also an effect of the season on sperm progressive motility and vigor of the fresh
semen, as well as after submission to the TRT, with higher motility in the spring (non-
reproductive season) in comparison to autumn (reproductive season). In the winter,
semen quality was the worst. The seasonality influenced the semen cryotolerance of
dairy rams, with better survival rates in autumn. Despite all these influences, the similar
cleavage rates obtained after heterologous IVF demonstrate that it is possible to freeze
semen from dairy rams at any season of the year, with good viability. Finally, neither
sperm cell morphology nor membrane integrity showed seasonal effects on the thawed
semen of dairy rams.

Keywords: Freezing semen. Luminosity. Photoperiod. Heterologous IVF. Thermal resistance

test.
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1 INTRODUCAO

A sazonalidade da reproducédo é um processo fisioldgico adaptativo utilizado
pela maioria dos animais selvagens. Consiste na restricdo da atividade reprodutiva a
uma determinada época do ano, de modo que 0s nascimentos ocorram num momento
favoravel visando a sobrevivéncia dos recém-nascidos, em fun¢do das mudancas de
temperatura e oferta de alimentos (LINCOLN; SHORT, 1980). Nao ha davidas que
uma estacdo reprodutiva definida pode ser uma importante estratégia para
sobrevivéncia de algumas espécies animais (ROSA; BRYANT, 2003). Entretanto, a
selecdo genética dos animais de producdo resultou no prolongamento da fase
reprodutiva ou mesmo na perda da influéncia sazonal sobre essa atividade. Todavia,
0S ovinos apesar de serem animais de producéo e sofrerem constante melhoramento
genético, ainda mantém a caracteristica de estacionalidade reprodutiva.

O fotoperiodo anual € indicado como o fator desencadeante deste fenébmeno,
haja visto que, € nas épocas de menor incidéncia luminosa que estes animais
manifestam a atividade reprodutiva (OLIVEIRA, 2012). Mesmo assim, outros fatores,
tais como temperatura ambiente, estado nutricional, interagéo social, parto e lactagéo,
funcionam como moduladores da sazonalidade reprodutiva (HAFEZ; HAFEZ, 2004).
A adaptacd@o as caracteristicas ciclicas apresentadas pela maioria dos ambientes
terrestres € um mecanismo importante para manutencdo da vida. Neste contexto,
mecanismos temporais que desencadeiam ritmos enddgenos diarios (circadianos) e
sazonais exercem efeitos reguladores sobre a fisiologia e comportamento animal
(GERLACH; AURICH, 2000). Portanto, compreender a funcionalidade do organismo
animal frente as variacbes ambientais e sazonais permite entender os fatores
envolvidos no metabolismo e comportamento, podendo auxiliar no manejo
reprodutivo, na selecdo de racas ou linhagens e ainda otimizar as biotécnicas
utilizadas na conservacao de material genético.

Todas as racas de ovelhas oriundas de regides de clima temperado séao
sensiveis as mudancas no fotoperiodo. Ragas originarias de paises de clima
temperado ndo mudam expressivamente a duracdo da estacdo reprodutiva quando
deslocadas para climas tropicais. Além disso, grande parte dos animais apresenta
uma estacdo de anestro, nestas condigdes. Os ovinos originarios de altas latitudes
sdao normalmente submetidos a grandes variagdes luminosas ao longo do ano e

observa-se que, na auséncia desta variacdo, parecem manifestar o mesmo padrao
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sazonal de seus ancestrais, sugerindo um componente genético na sazonalidade
reprodutiva (LINCOLN et al., 1990).

No Brasil, a ovinocultura vem se destacando entre os pequenos, médios e
grandes produtores, como alternativa de producdo e renda. Por isso, existe uma
grande necessidade de se conhecer o material genético e o potencial reprodutivo e
produtivo dos animais (PACHECO; QUIRINO, 2010).

A ovinocultura leiteira € uma atividade recente no Brasil, tendo iniciado com
maior expressao em 1992, quando foram importados os primeiros ovinos da raca
Lacaune, provenientes da Franca (BRITO et al., 2006). Estes animais tiveram como
destino o estado do Rio Grande do Sul, originando, a partir de entdo, a maioria dos
rebanhos existentes no Brasil. Os ovinos da raca Milchschaf foram introduzidos anos
mais tarde, por volta de 2008, sendo importados de paises como Uruguai e Argentina.
Assim, os rebanhos de ovinos leiteiros estao sendo trabalhados a poucas décadas no
Brasil, sendo uma atividade ainda incipiente em relacédo a producao de leite bovino ja
consolidada (BIANCHI et al., 2016), sendo que o leite ovino contribui com apenas
0,002% da producédo nacional de leite entre as diferentes espécies.

Conforme Bianchi et al. (2016), o rebanho nacional de ovinos de leite, chega
quase a 7 mil animais, sendo Santa Catarina o estado com maior producao leiteira,
com cerca de 300 mil litros produzidos anualmente, e o detentor do maior rebanho de
matrizes (cerca de 2.400 fémeas).

Os ovinos Lacaune e Milchschaf sdo originarios de paises europeus e estao
disseminados no mundo todo. No Brasil estéo distribuidos, sobretudo, na regiéo sul,
especialmente em Santa Catarina e Rio Grande do Sul, onde sdo criados voltados
para a producdo de queijos finos, iogurtes e sorvetes. As ovelhas da raca Lacaune,
originarias da Franca, sdo excelentes produtoras de leite, chegando a produzir cerca
de 1,5 L/dia no pico de lactacdo, sendo este destinado a producdo de queijos,
principalmente tipo Roquefort. Os animais da ra¢a Milchschaf produzem leite rico em
gordura e proteina (6,5% e 4,5% respectivamente), sendo ideal para produzir queijos
finos de étima qualidade, devido ao alto rendimento e persisténcia de lactacdo. Por
serem racas de dupla aptiddo, sdo economicamente interessantes, pois as fémeas
sao destinadas a producéo leiteira e venda de matrizes, e os machos podem servir
como reprodutores ou destinados para abate, produzindo uma carne de excelente
qualidade (CASA DA OVELHA, 2015).
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Apesar de ser uma atividade recente, a ovinocultura leiteira pode ser vista como
uma alternativa sustentavel, de baixo investimento inicial e de facil adoc¢édo pela méo
de obra familiar (SILVA, 2014). Isto se justifica pela caracteristica do leite ovino, que
possui alta concentracdo de solidos totais, tais como gordura e caseina, possuindo
caracteristicas desejaveis para a industria de processamento. O leite € empregado
para fabricacdo de queijos e iogurtes, gerando um expressivo valor agregado no
produto final, contribuindo no aumento da renda do produtor (SILVA, 2014), tornando
a atividade economicamente viavel para pequenas e médias propriedades.

Por suas caracteristicas, a ovinocultura leiteira tem gerado uma demanda
significativa por tecnologias que possibilitem manter a producao leiteira constante o
ano todo. Essa busca, tem se concentrado principalmente na sazonalidade
reprodutiva da espécie, buscando dessa forma, minimizar ou inibir o efeito do
fotoperiodo sobre a reproducdo. Nas fémeas, o desenvolvimento de protocolos de
sincronizagdo e inducdo do cio, fora da estacdo reprodutiva, tem se mostrado
eficientes para obtencdo de partos o ano todo. Entretanto, nos machos, o
congelamento de sémen, ainda apresenta dificuldades em produzir resultados
satisfatorios. Muito disso, se deve aos meios utilizados no processo de congelamento
e 0 processo de criopreservacao em si. Porém, ainda sdo escassos 0s estudos sobre
o efeito do fotoperiodo sobre a atividade reprodutiva dos carneiros, e esse
(fotoperiodo) pode ser um fator muito influenciador, tanto dos resultados obtidos com
o congelamento de sémen, como das taxas de prenhez quando realizada monta
natural ao longo do ano.

Assim, sabendo-se que a espécie ovina apresenta sazonalidade reprodutiva e
pela escassez de estudos avaliando a qualidade seminal dos reprodutores dessas
duas racas ao longo do ano, fica caracterizada a necessidade destas investigacoes.
Este estudo foi conduzido com o intuito de avaliar o efeito da sazonalidade sobre a
qualidade do sémen fresco de carneiros de racas leiteiras ao longo do ano, e quando
este for submetido ao processo de criopreservacdo nas diferentes estacgoes.
Buscando assim, otimizar o uso dos reprodutores e uma melhor estacdo para

congelamento de sémen.



24



25

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SAZONALIDADE REPRODUTIVA NA ESPECIE OVINA

O processo reprodutivo dos mamiferos selvagens e domésticos é caracterizado
por periodos alternados de atividade e inatividade reprodutiva. Essa condicdo, esta
muito associada as mudancas na estacdo do ano, gestacéo, lactacdo e continuas
mudancas sexuais em funcdo das fases de vida dos animais (SA; SA, 2006).
Essencialmente, esse mecanismo procura ajustar 0s momentos em que as
necessidades energéticas dos animais sdo maiores (fase final do desenvolvimento
fetal, fase inicial da lactacdo e desenvolvimento da cria) ao periodo do ano em que as
condicBes climéticas e a disponibilidade de alimentos sdo vantajosas. Por outro lado,
a sazonalidade reprodutiva tende a concentrar os partos num periodo curto de tempo,
conferindo assim, vantagem na luta pela preservacdo das espécies, principalmente
das que sao alvo de predacdo (VALENTIM et al., 2006). A atividade reprodutiva na
espécie ovina segue um padrdo restrito a determinados periodos, conferindo a
denominagdo de espécie poliéstrica estacional. Sob influéncia do fotoperiodo, a
reproducdo desses animais € marcada por épocas de auséncia de comportamento
sexual e outras em que ha o retorno a ciclicidade (OLIVEIRA, 2012).

Os ovinos sédo considerados poliéstricos sazonais, ou seja, apresentam um
padrdo sazonal de reproducao (ZIEBA et al., 2011), mais especificamente de dias
curtos, época do ano quando o fotoperiodo (nUmero de horas-luz do dia) é menor,
permanecendo em anestro no restante do periodo. Este efeito € definido
primeiramente pela latitude e em segundo lugar pela raca (FONSECA, 2006). A
origem geografica e a latitude onde se encontram séo fatores que influenciam o efeito
da luz sobre a atividade reprodutiva da espécie. Os ovinos originarios de regides
temperadas ou frias, do globo terrestre, apresentam uma atividade reprodutiva
sazonal, que é ditada pelo ciclo anual de variacdo do periodo diario de luz (VALENTIM
et al., 2006). Neste contexto, nos animais originarios ou localizados em regifes
proximas da linha do equador, a estacionalidade reprodutiva ndo é tdo marcante
(HAFEZ; HAFEZ, 2004). Ja nas regides de clima temperado a atividade reprodutiva
ocorre durante o outono e inverno, periodos de menor incidéncia luminosa (AZEVEDO
et al., 2008).
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Segundo Leboeuf et al. (2000), a duragcédo da estacdo reprodutiva é inversa a
latitude, sendo maior quando a latitude é menor. Desta forma, maiores latitudes
causam marcada estacionalidade em pequenos ruminantes. No hemisfério Sul,
independente da especializacdo de producdo ou racga, a estacionalidade reprodutiva
dos ovinos ocorre entre 0s meses de margo a maio, ou mais especificamente, no
outono (BICUDO et al., 2005). Todavia, falta de alimentos e temperaturas altas
restringem a atividade sexual, podendo afetar a atividade reprodutiva durante alguns
meses do ano (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

O fotoperiodo afeta diretamente a atividade reprodutiva dos ovinos, através do
sistema neuroenddcrino, e indiretamente através da disponibilidade de alimentos
(VALENTIM et al., 2006). A estacionalidade reprodutiva € regulada pela glandula
pineal que produz o hormbénio melatonina (MACCHI; BRUCE, 2004), que é produzido
e secretado de forma ritmica durante a noite (THIERY et al., 2002; HAFEZ e HAFEZ,
2004) e produzido em maior concentracao nos periodos de menor duracéo da luz do
dia (AZEVEDO et al., 2008). A informacéo luminosa, captada pela retina, é transmitida
por via nervosa, até a glandula pineal, condicionando a secre¢do de melatonina. Este
horménio é produzido segundo um ritmo enddgeno diario, definido pelos nucleos
supraquiasmaticos, sincronizado pelo fotoperiodo diario pela acdo da luz (VALENTIM
et al., 2006). Conforme os dias comegam a ficar mais curtos, a exposi¢éo dos animais
a melatonina aumenta, informando ao organismo a duracdo da noite e o
correspondente periodo do ano (SRINIVASAN et al., 2009).

Nos ovinos, espécie considerada de dias curtos, o aumento da secre¢édo de
melatonina estimula a secrecao de Horménio Liberador de Gonadotrofina (GnRH) pelo
hipotalamo. No caso de animais de dias longos, como 0s equinos, 0 aumento da
exposicdo a melatonina tem efeito contrério, inibe a secrecdo de GnRH pelo
hipotalamo. Desta forma, as diferencas na extenséo do dia sdo capazes de ligar ou
desligar a atividade sexual de forma espécie-especifica (SRINIVASAN et al., 2009).

Durante a estagdo reprodutiva dos ovinos, a redugdo da luminosidade diaria
estimula uma maior producdo e secrecdo de melatonina pela glandula pineal,
elevando a producdo de gonadotrofinas pela hipofise. Assim, estes acabam
manifestando atividade reprodutiva, apenas na época do ano em que 0 namero de
horas luz dos dias sdo menores (OLIVEIRA, 2012). Embora a melatonina atue em

varios niveis do eixo reprodutivo, sua acao principal da-se a nivel do sistema nervoso
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central, relacionado a modificacdes da frequéncia de liberagdo de GnRH/Hormdonio
Luteinizante (LH) e da atividade das gbnadas (VALENTIM et al., 2006).

Conforme Valentim et al. (2006), a acdo da melatonina pode ser comprovada
através da utilizacdo de implantes de melatonina durante o anestro dos animais,
possibilitando a obtenc&o de resultados reprodutivos semelhantes aos que ocorrem
durante a estacdo reprodutiva. J& quando 0s ovinos sdo sujeitos a um regime
luminosos de “dias longos”, reduz-se a secrecdo de GnRH/LH e, consequentemente,
deprime a atividade reprodutiva. Entretanto, é importante ressaltar que além da
sazonalidade, outros fatores, como 0s nutricionais e climéticos, podem influenciar
negativamente a reproducdo de pequenos ruminantes, reduzindo a fertilidade e a
prolificidade do rebanho, mesmo em locais de baixa latitude (OLIVEIRA, 2012).

Um esquema do principio fisiolégico da estacionalidade reprodutiva em ovinos,

diretamente ligado a luminosidade solar, pode ser observado na Figura 1.

Figura 1 — Esquema da estacionalidade reprodutiva em ovinos.
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2.1.1 Sazonalidade reprodutiva em carneiros

A reproducédo dos carneiros é controlada através de modificagcdes que ocorrem
no eixo gonadotroéfico, por meio de variacdes na secrecdo de LH pulsatil, regulada
pela producéo e secre¢éo de melatonina (THIERY et al., 2002). A maior liberacdo de
GnRH pelo hipotdlamo, e de LH, que age sobre as gbnadas, € nos periodos de menor
incidéncia luminosa. Sendo assim, € durante o fotoperiodo decrescente que se
observa maior diametro testicular, producédo de testosterona e atividade sexual dos
machos (DELGADILLO et al, 1992). A producdo de testosterona e di-
hidrotestosterona que atuam sobre a fisiologia das glandulas anexas, também é
influenciada pelo fotoperiodo, exercendo grande influéncia sobre a funcionalidade
dessas glandulas (CUNHA et al., 2002; LA FALCI et al., 2002). Portanto, a atividade
reprodutiva dos carneiros € influenciada pelo fotoperiodo (FONSCECA, 2005).

A melatonina age diretamente na producdo e secrecdo de GnRH/LH e na
atividade das gonadas, em ovinos. Esta acdo € promovida através de dois
mecanismos complementares: modulacéo direta da secrecdo de GnRH/LH (esteroide-
independente) e alteracdo da sensibilidade do eixo hipotadlamo-hipofisério face a
retroalimentacdo negativa exercida pelos hormoénios esteroides gonadais (esteroide-
dependente). Nos carneiros, 0 anestro sazonal se apresenta numa reducado pouco
acentuada da secrecdo de GnRH/LH, uma vez que a retroalimentacdo negativa
exercida pelos esteroides sexuais sobre a frequéncia de secrecdo desses hormonios
€ menos eficaz do que nas fémeas (VALENTIM et al., 2006).

Como a melatonina tem efeito estimulatério sobre os horménios reprodutivos,
0S pequenos ruminantes acabam se reproduzindo apenas na época do ano em que o
namero de horas luz dos dias sdo menores (OLIVEIRA, 2012). Segundo Thiéry et al.
(2002), como a producéo e secre¢ao de melatonina regula a atividade reprodutiva dos
carneiros, estes acabam apresentando maior atividade reprodutiva durante o periodo
do ano em que o fotoperiodo é decrescente. Neste sentido, Caséo et al. (2013),
observaram que a administracdo exdgena de melatonina em carneiros da raca
Aragonesa, fora da estacdo reprodutiva, foi capaz de induzir aumento nas
concentracbes de melatonina enddgena, testosterona e 17-beta estradiol, além de
elevar a atividade da glutationa peroxidase e glutationa redutase (enzimas
antioxidantes), mostrando um efeito benéfico a manutencdo da integridade

espermatica. As enzimas antioxidantes impedem a formacéo de espécies reativas de
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oxigénio (ROS) e apoptose do DNA espermatico, evitando assim a reducédo da
capacidade fertilizante dos espermatozoides. Portanto, a melatonina além de regular
a reproducdo dos ovinos tem papel fundamental na manutencéo da fertilidade dos
carneiros.

O periodo compreendido como fase de transi¢do entre estacdo reprodutiva e
nao reprodutiva € marcado por diversas altera¢des no sistema reprodutivo dos ovinos.
Estas constituem expressiva parcela da ineficiéncia reprodutiva dos rebanhos,
principalmente por afetarem o0s carneiros que sao 0S principais responsaveis pela
fertilidade (DANTAS, 2009). Durante essa fase sdo observadas diminuicdo no
perimetro escrotal e peso testicular, no volume ejaculado, na concentracéo
espermatica, além de significativo aumento de anomalias nos espermatozoides
(SOUSA, 2010). Conforme Sa; Sa (2006), os machos de todas as espécies animais
apresentam producdo espermatica durante o ano todo, entretanto, em ovinos, a
capacidade fertilizante é superior no outono e inferior na primavera, comprovando o
efeito marcante do fotoperiodo. Todavia, a atividade reprodutiva dos carneiros pode
ser afetada por inUmeros fatores, os quais atuam na fisiologia testicular e das
glandulas acessorias (SA; SA, 2001).

O fotoperiodo e a variacdo estacional da temperatura ambiente afetam os ciclos
sexuais anuais (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Segundo Rege et al. (2000), a sazonalidade
reprodutiva dos carneiros criados em regides de clima temperado, ocorre em virtude
do fotoperiodo e temperatura que marcam a estacédo do ano. Ja nas regides tropicais,
a sazonalidade esta mais relacionada a quantidade e qualidade da forragem na
estacdo seca. Conforme Maia et al. (2011), a umidade relativa e a temperatura do
ambiente também interferem na capacidade reprodutiva dos ovinos, pois 0 aumento
de temperatura corpOrea, acarreta em aumento da temperatura dos testiculos
causando degeneracdo do parénquima (HAFEZ; JAINUDEEN, 2004), levando
principalmente a queda da motilidade e aumento da porcentagem de espermatozoides
anormais (COELHO et al., 2008).

A porcentagem de espermatozoides vivos e normais é um indicador
fundamental para predizer a fungéo testicular. Aléem disso, uma das melhores formas
para se avaliar o efeito da estacdo do ano sobre a viabilidade espermatica, € o numero
total de espermatozoides normais (VIEIRA et al., 2008). Varia¢gbes de 5 - 8% nas
anormalidades morfolégicas dos espermatozoides sdo normalmente observadas

durante a estacéo reprodutiva, sendo que fora dela sdo encontradas cerca de 10 -
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18% de anormalidades esperméticas (TULI; HOLTZ, 1995). Santos et al. (2006),
induzindo fotoperiodo artificial em bodes, observaram que as alteragdes morfolégicas
dos espermatozoides, que chegaram a aproximadamente 20% antes do tratamento,
reduziram para 16,4% com o tratamento de luz artificial, comprovando a influéncia do

fotoperiodo sobre as caracteristicas seminais.

2.2 AVALIACAO ANDROLOGICA

O objetivo da realizacdo do exame androlégico é determinar se os machos séo
férteis, subférteis ou estéreis, de modo que estes possam ou ndo ser descartados do
rebanho. Este é o teste mais acurado da fertilidade de um reprodutor e da sua
capacidade de fecundar uma fémea fértil (GONCALVES et al., 2008). Na avaliacao
androldgica rotineira de reprodutores, avaliagbes de sémen sdo realizadas para
predi¢ao da fertilidade, sendo convencionalmente feitas avaliacdo de motilidade, vigor,
concentracdo e morfologia espermatica, na tentativa de obter informacfes sobre o
estado da espermatogénese e do potencial gamético (CORREA et al., 1997). Este
método de avaliacdo a campo é indicado para selecdo e comercializacdo de
reprodutores, diagndstico de subfertilidade ou infertilidade, diagndstico da ocorréncia
da puberdade (FOLHADELLA, 2008; GONCALVES et al., 2008) e a variacdo sazonal

dessas caracteristicas ao longo do ano em carneiros.

2.2.1 Biometria testicular

A avaliacdo da circunferéncia escrotal € fundamental para avaliar a capacidade
de um reprodutor produzir espermatozoides, bem como é o melhor método de avaliar
a poténcia espermatogénica (SINGH, 2006). E nos testiculos que se encontram o0s
tubulos seminiferos onde ocorre a espermatogénese, sendo que estes ocupam 85 a
86% do volume testicular dos ovinos (WROBEL et al., 1995). Portanto, o tamanho
testicular esta diretamente relacionado ao numero de tubulos seminiferos e a
capacidade de producao de espermatozoides (GONCALVES et al., 2008). Yarney et
al. (1990), observaram em carneiros Suffolk uma correlagéo significativa entre a
circunferéncia escrotal, producdo espermatica, numero de coberturas, motilidade e
concentracdo de espermatozoides. No Brasil, o Colégio Brasileiro de Reproducéo

Animal (CBRA - 2013) estabelece que a circunferéncia escrotal em carneiros é
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variavel entre as racas, entre faixas etarias e de acordo com a época do ano. Porém,
é desejavel um padrdo minimo de 30 cm de circunferéncia escrotal para carneiros

sexualmente maduros.

Figura 2 - Avaliagdo da circunferéncia escrotal em carneiros

Fonte: Préprio Autor, 2017.

2.2.2 Espermograma

2221 Coleta do sémen

A coleta do sémen pode ser realizada através do uso de eletroejaculador ou
vagina artificial (FOLHADELLA, 2008, SILVEIRA 2008), sendo a vagina artificial com
uso de manequim o método mais fisiolégico, pois simula as condi¢cdes da vagina e
assemelha-se a monta natural, permitindo que o animal ejacule naturalmente (HAFEZ;
HAFEZ, 2004). O sémen é colhido em condi¢gBes préoximas da ideal para posterior
analise com finalidade de exame espermatico e emprego para processamento. Esta
técnica pode ser realizada com a utilizacao de manequins ou fémea (FEITOSA, 2004).

A coleta por eletroejaculacdo também é uma alternativa, entretanto promove
algumas alteragbes na composi¢do do sémen, tais como maior volume ejaculado e
menor concentracdo espermatica, muito em funcdo de maior estimulacdo das
glandulas acessoérias, que séo responsaveis pela producéo de liquido seminal. Este

método geralmente é indicado para machos que nao realizam o salto e/ou ndo aceitam
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a vagina artificial, servindo apenas para obtencdo de amostra para espermograma
(REICHENBACH et al., 2008). Também, quando se utiliza eletroejaculacao, o carneiro
pode urinar, verificando-se um forte odor, sémen amarelo e diluido (HAFEZ; HAFEZ,
2004). Além disso, promove um maior estresse ao animal, em virtude dos estimulos

elétricos necessarios para promover a ejaculagao.

Figura 3 - Coleta de sémen com vagina artificial
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Fonte: Préprio Autor, 2017.

2.2.2.2 Caracteristicas do ejaculado ovino

De acordo com Singh (2006), o exame da qualidade seminal deve ser realizado
com sémen fresco. O sémen é composto basicamente por plasma seminal e
espermatozoides. O plasma seminal € o meio de suspensao e o veiculo de transporte
dos espermatozoides, além de fornecer elementos essenciais a manutencdo e

desempenho dos espermatozoides (GONCALVEZ et al., 2008) nos carneiros.

22221 Aspecto do sémen

O aspecto do sémen é representado pela coloragéo e aparéncia que dependem
da concentracdo espermatica e possivel presenca de elementos, sendo a avaliagéo
realizada visualmente (JACOB et al., 2008). Hafez; Hafez (2004), descrevem que 0
sémen deve ser relativamente uniforme e de aparéncia opaca, 0 que indica alta
concentracéo espermatica. Segundo Jacob et al. (2008) e Silveira (2008), a coloracéo

normal geralmente varia de esbranquicada, branca, marfim ou amarelada, ou ainda
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de acordo com Hafez e Hafez (2004), alguns reprodutores podem apresentar
coloragcdo amarelada do sémen, devido a presenca de riboflavina que é in6cua.
Alteracdes de coloracdo como vermelha, marrom e cinza-escura que sao indicativos
de presenca de sangue vivo, sangue hemolisado e sujeira, respectivamente, ou ainda
apresentar-se com aspecto coalhado, contendo grumos de material, indicando
infeccéo, ndo devem ser usados (JACOB et al., 2008; HAFEZ; HAFEZ, 2004).

O odor caracteristico normal do sémen é semelhante ao da gema de ovo. As
alteracdes geralmente ocorrem com a presenca de urina no sémen e n0S pProcessos
infecciosos (GONCALVES et al., 2008). Alteracbes de coloracdo também podem ser
examinadas através da avaliacao do odor do ejaculado, uma vez que esse € um bom
indicativo de alteracdo na composicdo de sémen. A presenca de riboflavina pode ser

diferenciada da presenca de urina através do odor.

2.2.2.2.2 Volume ejaculado

O volume ejaculado em ovinos varia de 0,5 a 3mL, sofrendo influéncia do
regime de servico, método de colheita, tempo de excitacdo, entre outros (NEVES et
al., 2008). Tutida et al. (1999), observaram reducao de volume ejaculado em carneiros
durante o outono e inverno e aumento na primavera e verdo (fora da estagéo
reprodutiva). Conforme Hafez; Hafez (2004), animais jovens ou de menor tamanho
dentro da mesma espécie produzem volumes de sémen menores, sendo que
ejaculacbes frequentes também resultam em volumes subsequentes menores.
Contudo, pequenos volumes ejaculados ndo sdo prejudiciais, porém, se
acompanhados de baixa concentracdo espermatica a producao total declina. Segundo
Tutida et al. (1999), carneiros podem apresentar volumes ejaculados abaixo do que é

descrito na literatura, em fungcéo da individualidade dos animais.

2.2.2.2.3 Turbilhdo ou movimento em massa

Segundo Jacob et al. (2008); Goncalves et al. (2008) e Silveira (2008), turbilhdo
€ 0 movimento intenso e giratorio em forma de ondas, provocado no sémen por um
grupo de espermatozoides, observado em uma gota de sémen. A intensidade do
movimento é resultado da motilidade, do vigor e da concentracdo espermética. Para

a avaliacdo do turbilhdo, basta colocar uma gota de sémen sobre uma lamina
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previamente aquecida a 37 °C, sem laminula, e levar ao microscopio com objetivas de
10 a 20x. Conforme o CBRA (2013), a interpretacdo deve ser dada utilizando-se uma
escala de 0 - 5, sendo 0 a auséncia total de movimento e 5 o valor maximo dado ao
movimento de massa, sendo adotado como referéncia o valor minimo de 3, para

ovinos.

22224 Motilidade espermatica

Motilidade espermética € um dos principais parametros na avaliacdo da
capacidade fecundante do sémen, devendo expressar 0 percentual de
espermatozoides moveis. O exame deve ser realizado com sémen fresco e puro,
utilizando uma goticula entre lamina e laminula, em aumento de 10 a 40x, numa
temperatura ideal de 37 °C (GONCALVES et al., 2008; JACOB et al., 2008; SILVEIRA,
2008).

Para Hafez e Hafez (2004), a avaliacdo do sémen a fresco € um indicador de
seu desempenho no proprio fluido das glandulas acessérias. Porém quando a
visualizacdo da motilidade se torna dificultosa, tornando dificil a avaliagdo da
motilidade individual, devido a alta concentracdo espermética, pode diluir-se uma
amostra de sémen em um diluidor de boa qualidade.

De acordo com Goncalves et al. (2008), o indice de motilidade total é
correspondente a porcentagem do nimero total de espermatozoides méveis em uma
amostra de sémen, e o indice de motilidade progressiva se refere apenas a proporcao
(em %) do numero de espermatozoides com motilidade progressiva na amostra, e
esse indice apresenta correlacéo a fertilidade do sémen. Conforme o CBRA (2013),
na avaliacdo do sémen de carneiros, este deve apresentar uma motilidade progressiva

minima de 80%.

2.2.2.25 Vigor espermatico

O vigor representa a intensidade de movimentagao dos espermatozoides com
motilidade progressiva. A avaliacéo é subjetiva e o resultado expresso de acordo com
a classificacdo que vai de 0 a 5, sendo 0 auséncia de movimentos progressivos com

deslocamento de cauda fraco e inexpressivo, e 5 o vigor maximo (GONCALVES et al.,
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2008; JACOB et al., 2008; SILVEIRA, 2008). Para a avaliacao, o vigor espermético
em carneiros sexualmente maduros, deve ter o valor minimo de 3 (CBRA, 2013).

2.2.2.2.6 Concentracao espermatica

A avaliacdo da concentracdo espermatica é realizada para identificar a
guantidade de espermatozoides presentes no ejaculado (HAFEZ; HAFEZ, 2004),
geralmente expressa em 10%mL (bilhdes/mL). Esta concentracdo pode ser obtida
através de exame com camara de Neubauer ou por espectrofotometria ou Micro-cell-
counter (GONCALVES et al., 2008; JACOB et al., 2008; HAFEZ; HAFEZ, 2004).

A concentracdo varia principalmente em virtude do método de colheita de
sémen. Entretanto, pode variar devido a frequéncia de coletas, a estacdo do ano, em
funcdo da raca e do estado de nutricdo do carneiro. Quando se realiza colheitas
frequentes (seis a dez ejaculados por semana), a concentracao inicialmente tende a
diminuir, tornando-se constante apds um periodo de adaptacdo (GONCALVES et al.,
2008). De acordo com Hafez; Hafez (2004), para carneiros sexualmente maduros, o
ejaculado deve apresentar uma concentracdo espermatica minima de 3,5 — 6,0 x10°

células/ml.

2.2.2.2.7 Morfologia espermatica

A avaliacdo da morfologia espermatica € um fator indispensavel na
determinacdo da qualidade do sémen e do potencial fecundante dos
espermatozoides. Alteracbes na anatomia celular estdo diretamente correlacionadas
a baixa fertilidade do reprodutor. Para o processo de fecundacdo € necessario a
capacitacao espermatica, a ligacéo a zona pellcida, a penetracédo no ovocito e a fusédo
com o oolema (SOARES; GUERRA, 2009), o que gera a necessidade de
espermatozoides saudaveis e vigorosos. Os espermatozoides sdo compostos por
inUmeras estruturas que, se afetadas, comprometem a capacidade de fecundacado. As
membranas acrossomal e plasmatica, que sdo fundamentais na capacitagdo
espermatica, sendo sua integridade estrutural e funcional um fator limitante (ROTA et
al., 2000), pois interfere tanto no metabolismo celular como na capacitagdo do
espermatozoide, na reacdo acrossdmica e na unido do espermatozoide a superficie
do 6vulo (NEVES et al.,, 2008). Conforme Hafez; Hafez (2004), existe correlacédo
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positiva entre espermatozoides morfologicamente normais e motilidade espermatica.
Todas as ejacula¢des contém alguns espermatozoides anormais. Porém, quando 20%
ou mais sao anormais, a fertilidade do carneiro é questionavel. Anormalidades acima
de 15% podem comprometer os resultados de um programa de inseminacédo ou
inviabilizar a criopreservagéo do sémen, por isso, a importancia da analise morfolégica
(MONREAL et al., 2012).

De acordo com Hafez e Hafez (2004), todas as amostras de sémen possuem
espermatozoides com anormalidades, sendo estas, a representacdo da mais alta
relacdo com a fertilidade dos rebanhos. O estresse térmico, periodos de altas
temperaturas e umidade relativa elevada no ambiente, provoca alta incidéncia de
deformacfes espermaticas, podendo manter um reprodutor infértil por até seis
semanas, apresentando grande numero de espermatozoides deformados durante o
periodo de recuperacdo. De acordo com Reichenbach et al. (2008), os defeitos
esperméaticos comumente verificados no espermograma séo classificados conforme a
estrutura espermatica envolvida: acrossomo, cabeca, peca intermediaria e cauda.
Conforme os autores, os defeitos séo classificados individualmente em: Patologias de
acrossoma, Pouchformation, Gota Citoplasmatica Proximal, Subdesenvolvido,
Formas teratoldgicas, Defeitos de peca intermediaria, Cauda fortemente
enrolada/dobrada, Estreito na base, Cauda enrolada na cabeca, Pseudogota,
Piriforme, Cabeca pequena anormal, Coloracdo anormal, Ulceracdo de cabeca,
Cabeca com contorno anormal, Gota citoplasmatica distal, Cauda enrolada, Cabeca
delgada, Cabeca isolada normal, Abaxial, Retroaxial e obliqua, Cauda dobrada,
Cabeca pequena normal, Cabecas gigantes, curtas ou largas e Acrossoma destacado.
A classificacdo dos defeitos de morfologia espermatica proposta por Erick Blom na
década de 1970, trata de classificar os defeitos espermaticos em defeitos maiores ou
principais, que sdo mais importantes por estarem associados com subfertilidade e
esterilidade, possivelmente de natureza hereditaria e/ou alteracbes testiculares; e
defeitos menores ou secundarios, que tem menor importancia na avaliagdo da
fertilidade do macho, ndo estando associados diretamente a processos patolégicos
testiculares, sendo parte desses defeitos adquirida durante a passagem e
permanéncia dos espermatozoides pelos epididimos e vias espermaticas. Na técnica
descrita por Blom, os defeitos maiores devem ser contados juntos, avaliando cerca de

200 células. J4 os defeitos menores, devem ser contados separados e apenas
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considerados no total os que excedam 10 a 15% no espermograma (REICHENBACH
et al., 2008).

Diversas técnicas podem ser utilizadas para realizar a avaliacdo da morfologia
espermatica, dentre elas, a coloracdo com eosina-nigrosina, a coloracédo de Williams,
a coloracao de Cerovsky e a preparagdo umida. Apés a preparacdo da lamina, esta
deve ser avaliada em microscoépio Optico em aumento de 1.000x, contando-se 200
células em diferentes campos (JACOB et al., 2008). O CBRA (2013) estabelece que
para as caracteristicas seminais é desejado um padrdo minimo de mais de 80% de

espermatozoides normais.

2.2.2.2.8 Teste de Termo Resisténcia (TTR)

Teste de Termo Resisténcia (TTR) € um teste complementar na avaliacao da
qualidade seminal, devendo ser realizado em associagcdo com outros testes de
avaliacdo espermatica, para predizer a fertilidade de uma amostra de sémen (CUNHA
etal., 2012). As provas de exaustao a temperaturas que mimetizam o trato reprodutivo
feminino sdo utilizadas para correlacionar a capacidade dos espermatozoides em
suportar longos periodos de tempo em determinada temperatura, com a capacidade
de fecundacédo (ARRUDA et al., 1992).

Conforme Harrison; Vickers (1990), a reducdo da motilidade e vigor
espermatico bovino durante o TTR pode estar relacionado a perda de componentes
intracelulares ou lesdes estruturais na cauda dos espermatozoides. Segundo Santos
et al. (2006), sémen que apresenta maior motilidade ap6s a coleta e pos-
descongelamento, apresenta também, maior motilidade apds o TTR, o que representa

maior longevidade espermatica.

2.2.2.3 Testes in vitro de avaliacdo seminal

De acordo com Martinez (1993); Corcini (2010), os testes convencionais que
avaliam a qualidade seminal ndo permitem predizer o potencial fertilizante de uma
amostra, mas apenas dao indicios se a mesma esta dentro dos parametros aceitaveis.
Isso ocorre devido ao fato de outros fatores, ainda desconhecidos, poderem interferir

7

na capacidade fecundante. Desta forma, é necessario o emprego simultaneo de
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diferentes testes in vitro, para aumentar a acuracia na predicao da fertilidade de um

macho.

2.2.2.3.1 Teste Hiposmoético (HOS)

O teste hiposmotico (HOS) avalia a integridade de membrana espermética e
deve ser utilizado como um dos preditores da capacidade fertilizante do sémen (ROTA
et al., 2000), ja4 que a viabilidade da membrana plasmatica é importante para diversos
eventos fisiolégicos que ocorrem durante a fertilizacdo (capacitacdo, reacdo
acrossbmica e fusdo dos espermatozoides com o o6cito) (SIQUEIRA et al., 2007).
Conforme Jeyendran et al. (1984), quanto mais espermatozoides mantiverem a
membrana plasmatica integra, melhor sera a qualidade seminal.

O teste HOS se caracteriza pelo transporte de fluidos através da membrana
plasmatica intacta dos espermatozoides, para a manutencado do equilibrio osmatico.
O influxo de liquido, predominantemente na regido das fibras da cauda promove um
inchaco e com isso o enrolamento da cauda do espermatozoide. As células
espermaticas “inchadas” ou HOS positivas (reativas ao HOS) s&o classificadas como
de membrana plasmética integra (DREVIUS, 1972; JEYENDRAN et al., 1984). De
acordo com Melo et al. (2005) a capacidade do teste hiposmético (HOS) em avaliar a
integridade de membrana plasmatica dos espermatozoides, faz deste um teste
fundamental na avaliacdo in vitro do sémen criopreservado, uma vez que tanto o

congelamento quanto o resfriamento podem produzir danos na membrana.

2.2.2.3.2 Teste de migracdo ascendente “Swim-up”

Inimeros métodos de preparacdo espermatica sdo utilizados rotineiramente
nos sistemas de fertilizacdo in vitro (FIV). Dentre estes métodos se destaca o método
de migracdo ascendente “Swim-up” (DODE et al., 2002), que tem por finalidade
separar 0s espermatozoides mais viaveis, removendo-os do plasma seminal e dos
crioprotetores, além de iniciar a capacitacdo espermatica (PARRISH et al., 1995).

Parrish et al. (1995), descreveram a técnica para bovinos, onde foram
colocados 250 pyL de uma amostra de sémen sob 1 mL de meio TALP (Tyrode’s
albumina lactato e piruvato), em tubo plastico de 12 x 55 mm. Apdés uma hora de

incubacdo a 39 °C, 850 pL da camada superior de cada tubo, contendo os
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espermatozoides moveis é retirado e centrifugado a 200 giros, por 10 minutos. O
sobrenadante € descartado e o pellet ressuspendido e equilibrado em 1 mL de meio
TALP por 5 minutos a 22 °C. Os autores observaram, menor taxa de recuperacao de
espermatozoides quando comparado ao método de Percoll®. Entretanto, verificaram
um aumento nas taxas de clivagem com diferenca na habilidade dos espermatozoides
penetrarem odcitos in vitro, apdés o emprego do procedimento Swim-up.

O principio do teste consiste ha migracédo ascendente dos espermatozoides de
maior viabilidade, que desta forma séo recuperados dos menos aptos e dos debris e
restos de crioprotetores. Desta forma, quanto maior a quantidade de espermatozoides
recuperados, maior sera a viabilidade do sémen avaliado, o que permite indicar o

método como um meio alternativo de avaliag&o in vitro de sémen.

2.2.2.3.3 Fertilizacdo in vitro heteréloga

A fertilizacdo in vitro (FIV) € o método mais adequado para avaliar a fertilidade
do sémen, ja que este avalia as interacdes entre espermatozoides e od0cito que
acontecem durante a fertilizacdo in vivo, permitindo a avaliacdo dos diferentes
momentos das fases iniciais de desenvolvimento embrionario (GARCIA-ALVAREZ et
al., 2009). Entretanto devido a dificuldade em se obter odcitos de fémeas da mesma
espécie, muitas vezes é realizada a FIV heterdloga, jA que os espermatozoides de
uma espécie sdo capazes de penetrar odcitos de outra. Garcia-Alvarez et al. (2009),
avaliaram a fertilidade de espermatozoides ovinos utilizando FIV heteréloga com
odcitos bovinos com zona pelicida intacta e observaram uma correlagéo significativa
(r°=0,760) entre animais incialmente classificados como de alta fertilidade (242%) e
taxa de fecundacédo de odcitos (55%), haja visto que estes apresentaram um maior
namero de embrides produzidos em relagdo aos animais classificados como de baixa
fertilidade (<41% e 39% de fertilizacdo). Faria (2011), verificou que a utilizacao de FIV
heter6loga com o4citos bovinos é eficiente em diagnosticar a capacidade fecundante
de sémen de garanh®es, evidenciando diferencas significativas na taxa de fertilizacéo
entre machos. Assim como Martinez et al. (1993), que evidenciaram a possibilidade
de avaliar a capacidade fertilizante de espermatozoides de javalis na FIV com od0citos

suinos.
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3 CAPITULO 1. AVALIACAO MENSAL DA FERTILIDADE DE CARNEIROS DE
RACAS LEITEIRAS

3.1 INTRODUCAO

A espécie ovina € caracterizada por apresentar atividade reprodutiva sazonal,
ou seja, entra em atividade reprodutiva apenas em uma determinada época do ano,
sendo considerada, portanto, poliéstrica estacional (OLIVEIRA, 2012; ZIEBA et al.,
2011). Este mecanismo é€ regido pelas atividades hormonais do proprio animal, pela
raca e influenciado pelo fotoperiodo, que controla toda a atividade dos hormonios
reprodutivos (OLIVEIRA, 2012). A acdo do fotoperiodo sobre a atividade reprodutiva
ocorre estimulando a maior ou menor produc¢do hormonal, fazendo com que o0s
animais entrem em atividade reprodutiva ou permane¢am em anestro, durante épocas
do ano (AZEVEDO et al., 2008).

Este sistema ocorre através de estimulos luminosos que sao captados pelo
nervo 6ptico dos ovinos e que estimulam a producdo de melatonina pela glandula
pineal (MACCHI; BRUCE, 2004). Este horménio atua sobre o eixo hipotalamo-
hipofise-gonadal, promovendo o blogueio ou liberagdo dos hormonios reprodutivos.
Os estimulos para producédo de melatonina em maior concentracdo ocorrem quando
o fotoperiodo se torna decrescente (AZEVEDO et al., 2008). Portanto, a atividade
reprodutiva da espécie ovina ocorre mais especificamente nos meses do ano em
ocorre a reducdo do numero de horas-luz do dia (FONSECA, 2005; OLIVEIRA, 2012).

Nas ovelhas esta atividade € bem caracterizada, e sofre grande influéncia do
fotoperiodo (SA; SA, 2006). Entretanto, nos machos, embora também ocorra este
efeito, existem poucos trabalhos avaliando a real influéncia desse mecanismo e sua
intensidade sobre a atividade reprodutiva, especialmente em reprodutores de racas
leiteiras. Em fungdo da importancia individual do macho dentro do rebanho, e
principalmente pela necessidade de coberturas ao longo de todo o ano, para manter
uma constante producao de leite, a avaliagcao de sua capacidade reprodutiva ao longo
do ano € de grande importancia. Assim, este trabalho tem por objetivo, avaliar a
capacidade reprodutiva através dos parametros seminais de carneiros de racas

leiteiras, ao longo do ano.
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3.2 MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Reprodugédo Animal Professor
Assis Roberto de Bem/ CAV — UDESC, na Estacdo Experimental de Pesquisa
Agropecuaria (EPAGRI) de Lages — SC e na Fazenda Pinheiro Seco, em Bom Retiro
- SC.

Para o estudo foram utilizados 13 machos higidos, com idade entre 6 e 8 anos,
sendo 2 da raca Milchschaf e 11 da raca Lacaune, pertencentes a EPAGRI e a
Fazenda Pinheiro Seco, ambas localizadas na Serra Catarinense, com
latitude 27°47'50" e 27°48’57° sul e longitude 49°29'21" e 50°19'33” oeste,
respectivamente, e aproximadamente 1000 metros de altitude.

O clima da regido € bem caracteristico, classificado como temperado
subtropical, com temperatura média anual de 16 °C, variando de -4 °C (sensacéo
térmica de -10 °C) no inverno a 30 °C no verdo. A precipitacdo meédia anual é
aproximadamente 124 mm e umidade relativa de 80%. A luminosidade média na
regido é de 1766,4 horas de sol, variando de 208,8 horas de sol mensais no verdo a
147 horas mensais no inverno.

Os carneiros foram mantidos em piquetes/baias coletivas durante o
experimento e foram alimentados e manejados de acordo com a rotina das
propriedades.

Foram realizadas avaliagcdes mensais ao longo de 12 meses, sendo avaliada a
condicdo corporal dos animais, seguida da avaliacao testicular, coleta e avaliacdo do
sémen de cada carneiro.

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UDESCI/CAV, sob o protocolo N° 7413071216.

3.2.1 Escore de Condicao Corporal (ECC)

A avaliagdo foi realizada sempre pelo mesmo operador, por meio de
observacéo e através da palpagcdo da regido lombar para determinar o volume de
massa muscular e gordura existente, sendo o escore classificado em uma escala de

1 -5, onde 1 caracteriza animais extremamente magros e 5 animais obesos.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Latitude
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sul
https://pt.wikipedia.org/wiki/Longitude
https://pt.wikipedia.org/wiki/Oeste
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3.2.2 Caracteristicas Testiculares

Para avaliacdo das caracteristicas testiculares, os carneiros inicialmente foram
submetidos a uma avaliacdo do tdénus testicular por meio de palpacado, sendo este
classificado numa escala de 0 a 4, conforme Santos; Simplicio (2000), sendo 0=
flacida; 1= firme eléstica diminuida; 2= firme elastica; 3= firme elastica aumentada e
4= endurecida (fibrose). ApOs essa avaliacao, foi tomada a medida do comprimento
testicular em centimetros, de ambos os testiculos, direito e esquerdo, de cada
carneiro. Para a tomada dessa medida, cada testiculo era palpado e com o auxilio de
uma fita métrica foi mensurado o comprimento do corpo do testiculo, excluindo-se a
cabeca e cauda do epididimo. Por fim, foi feita a afericdo da biometria testicular. Para
tal, os testiculos foram retraidos para a porcéo final da bolsa escrotal e com uma fita

métrica foi realizada a medida do perimetro escrotal na porcdo média dos testiculos.

3.2.3 Coletade sémen

A coleta de sémen foi realizada com vagina artificial, aquecida a
aproximadamente 40 °C, sendo utilizado uma ovelha como manequim. Como o0s
animais ja eram condicionados a coleta com vagina artificial, ndo foi utilizado ovelha
em estro como manequim. A cada més, foram realizadas duas coletas de cada
carneiro, com intervalo de aproximadamente 45 minutos entre elas. Foi estabelecido
gue o primeiro ejaculado seria utilizado apenas para mensurar o volume e o segundo
para realizar as avaliacdbes como aspecto, turbilhndo, motilidade, vigor, concentragéo,

TTR e morfologia.

3.2.4 Volume ejaculado e Aspecto seminal

A avaliacdo do volume ejaculado e do aspecto seminal foi realizada
visualmente no tubo coletor de sémen, imediatamente apdés a coleta. Para a
mensuracao do volume foi utilizado uma pipeta automatica, de escala de 100 uL a
1000 pL, onde foi graduado em escala de mililitros (mL). O aspecto do sémen foi
avaliado visualmente e classificado de acordo com a coloragdo e consisténcia em
Marmoreo, Cremoso, Leitoso ou Aquoso. Apos essas avaliacdes iniciais era realizado

0 espermograma.
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3.2.5 Turbilh&o ou movimento em massa

A avaliacdo do turbilndo foi realizada através da deposicdo de uma gota de
sémen in natura (10 pL) sobre uma lamina previamente aquecida (37 °C) e observado
ao microscopio optico utilizando objetiva de 10x (aumento de 100x). O turbilhdo foi
avaliado e classificado numa escala de 0 a 5, sendo 0 — total auséncia de movimento

e 5 — intenso movimento massal da amostra, conforme o CBRA (2013).

3.2.6 Motilidade progressiva e vigor espermatico

Para avaliar a motilidade progressiva e 0 vigor espermatico, inicialmente foi
realizado uma diluicdo prévia do sémen ejaculado (1:400) em meio de avaliacdo Tris
Gema. Apo6s a diluicdo, uma amostra do sémen diluido (10 - 20 pL), foi depositada
entre lamina e laminula e avaliada em microscépio 6ptico, com aumento de 100 - 400x.
Na avaliacéo, foi estimado o percentual de espermatozoides moveis e em movimento
progressivo, em pelo menos trés campos da lamina, realizando uma estimativa de 0 -
100% dos espermatozoides moveis. Durante a avaliagdo da motilidade também era
avaliado o vigor espermético, feito pela observacdo da intensidade dos movimentos
dos espermatozoides, classificada numa escala de 1 - 5, onde 1 representa
espermatozoides com movimento lento, oscilatério e 5 0 vigor maximo (movimento
progressivo retilineo e muito rapido). Estas avaliacGes eram realizadas com base nas
informacgdes do CBRA (2013).

3.2.7 Concentracao espermatica

Para calcular a concentracao espermatica, uma gota de sémen in natura (10
pL) de cada ejaculado foi diluida em 3990 pL de H20 em tubo cdnico, obtendo diluicao
de 1:400. Ap6s a homogeneizacdo, uma aliquota da amostra era utilizada para
preencher ambos os lados de uma camara de Neubauer, com auxilio de uma pipeta
automatica. Apos preenchida a camara, aguardava-se 5 minutos e entéo era realizava
a contagem dos quadrados da camara, em microscépio 6ptico em aumento de 100x
a 400x. A concentracgéo final foi expressa em células/mL, conforme o CBRA (2013),

utilizando para o calculo, a seguinte formula:
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Figura 4 - Formula para calculo de concentragcdo espermatica em camara de

Neubauer

A- N® espermatozoides contados; M- N® quadrados contados; B: Fator de diluigdo;
1/10: Altura da camara

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

3.2.8 Morfologia espermética

A avaliacdo da morfologia espermatica foi procedida para identificar as
alteracbes de conformacdo dos espermatozoides, classificando-as em defeitos
maiores e menores, conforme o CBRA (2013). Para tal, uma gota de sémen foi
colocada em uma lamina previamente aquecida a 37 °C, e confeccionado o esfregaco.
Apés a secagem dos esfregacos, procedeu-se a coloragdo das laminas através do
método de Cerovsky segundo CBRA (2013). Com as laminas ja coradas e secas,
procedia-se a avaliacdo da morfologia dos espermatozoides, sendo avaliadas no
minimo 200 células e identificado e anotado os defeitos de forma e estrutura
encontrados, com auxilio de microscépio optico, com aumento de 400x. Os defeitos
eram caracterizados e computados como defeitos maiores e menores, seguindo 0s
padrdes estabelecidos pelo CBRA (2013).

3.2.9 Teste de Termo Resisténcia

Do ejaculado colhido de cada carneiro, 100 uL de sémen era diluido em uma

proporcao de 1:1 + 3 com diluente Tris Gema, em tubo do tipo ependorf. Essa amostra
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era entdo incubada em banho-maria a 37 °C durante 3 horas. As avaliacdes de
motilidade e vigor espermético eram realizadas a cada hora de incubacdo. Para a
avaliacdo, uma aliquota de sémen (10 puL) era depositada entre lamina e laminula e
submetida a avaliacdo em microscopio oOptico em aumento de 100x — 400x,
observando-se o percentual de células com motilidade progressiva e vigor
espermatico no minimo em trés campos da lamina, conforme estipulado pelo CBRA
(2013).

3.2.10 Anélise estatistica

Os resultados obtidos durante o periodo de experimento foram avaliados
estatisticamente usando o software JMP versao 5, 2002 (SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA), considerando significativo p< 0,05.

No modelo estatistico delineado para os carneiros de racas leiteiras avaliados,
foi considerado como efeito fixo o carneiro e como efeito aleatorio o més de coleta de
dados e a estacéo do ano. Os carneiros foram avaliados entre racas e entre carneiros,
guanto a diferencas estatistica para os resultados obtidos, e em nao havendo
diferenca significativa, cada carneiro foi considerado como uma repeti¢éo, dentro de
cada més de avaliagao.

Os valores foram avaliados previamente quanto a normalidade através do teste
de Shapiro-Wilk. O teste de Tukey foi aplicado para comparar os valores obtidos por
ANOVA, sempre que os p-valores fossem menores que 5% (p<0,05). Utilizou-se a
ANOVA em dados de medi¢cdes como PE, volume ejaculado e concentracéo
espermatica. As avaliacbes que ndo apresentaram distribuicdo normal, como
turbilhdo, motilidade progressiva, vigor espermatico, morfologia espermatica, foram
avaliadas pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon (Qui-quadrado), com nivel de
significancia de 5% (p<0,05).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo avaliou pela primeira vez os parametros seminais de carneiros de
racas leiteiras, nas diferentes estacdes do ano, no planalto de Santa Catarina - Brasil.
Um dos pré-requisitos para o pleno desempenho das fungdes fisiologicas dos

animais domesticos, incluindo a reproducéo, € a manutencdo de um status sanitario
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adequado. Afeccdes moderadas ou graves, sistémicas ou do aparelho reprodutivo,
afetam a fertilidade masculina, reduzindo a vida reprodutiva dos carneiros,
aumentando o descarte de reprodutores por lesbes crbnicas e reduzindo a
produtividade do rebanho, pela diminuicdo da fertilidade (RIEDLER; WEST, 2011;
MEJID et al., 2010). De acordo com Goulestsou et al. (2004), a avaliacdo clinica da
capacidade reprodutiva dos carneiros deve fazer parte dos programas de manejo de
sanidade ovina, pois a maioria das enfermidades que afetam a capacidade reprodutiva
dos machos é facilmente detectada através da avaliacéo clinica.

Durante o periodo de execucdo do experimento, todos os carneiros estavam
higidos, ndo sendo evidenciado qualquer tipo de enfermidade nos animais. Desta
forma, trabalhou-se com a hipo6tese de ndo haver interferéncia de condi¢des sanitarias
nas caracteristicas reprodutivas avaliadas.

Além da condicdo sanitaria, a condicdo nutricional € fundamental para o
desenvolvimento das fungdes vitais e secundarias dos organismos vivos. Segundo
Fourie et al. (2004), carneiros com baixa condi¢ao nutricional apresentam reducédo da
fertilidade. Porém, o contrario também e verdadeiro. Machos obesos apresentam
acumulo de gordura na regido do corddo espermatico, o que interfere na
termorregulagéo testicular e consequentemente na fertilidade. Durante os 12 meses
de avaliacédo do estudo, os 13 carneiros utilizados foram submetidos mensalmente a
avaliacdo da condicdo nutricional, através da avaliacdo do ECC. A condic&o corporal
observada no periodo variou de 2 a 3,5 (média= 2,8) nos carneiros Milchshaf, e 3 a
4,5 (média= 3,8) nos carneiros Lacaune, numa escala de avaliacdo de 1 a 5, indicando
uma boa condi¢do nutricional dos animais. Além disso, a variacdo individual na
condicdo corporal dos mesmos ndo apresentou diferenca significativa, nao
influenciando os parametros avaliados.

A avaliagcdo da integridade testicular foi realizada por avaliagdo do tonus
testicular. Essa avaliacdo permite identificar alteracdes patoldgicas e fisioldgicas que
ocorrem nos testiculos e que interferem diretamente na capacidade espermatogénica.
Durante a avaliacdo da consisténcia/tonus testicular ndo foram evidenciadas
alteracbes que pudessem sugerir afeccdes patoldgicas. Entretanto foram
evidenciadas variagdes no tonus testicular ao longo dos meses, sendo observada uma
maior consisténcia (fribroelastica) nos meses de maio até agosto (periodo mais frio do
ano), em relacdo aos meses de setembro a janeiro (periodo mais quente) (Gréfico 1).

Esta variacdo observada, demostra o efeito da sazonalidade sobre a consisténcia
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testicular de carneiros leiteiros, haja visto que, durante os meses que compreendem
0 outono e inverno 0s carneiros apresentaram melhor consisténcia testicular em
relacdo aos meses da primavera e verdo. Constatacdo semelhante foi descrita por
Maia et al. (2011), que observaram a influéncia da temperatura ambiente sobre a
capacidade reprodutiva de carneiros. Os autores verificaram que a elevacédo da
temperatura ambiente, acarreta em aumento na temperatura testicular dos machos,
causando algum grau de degeneracéao testicular, tornando os testiculos mais flacidos.
Corroborando com os autores, Clarke; Tilbrook (1992) discorrem que a temperatura
testicular deve ser mantida em 5 °C abaixo da temperatura corporal, e que
temperaturas ambientais muito elevadas, podem alterar drasticamente a fertilidade
dos carneiros. Entretanto essa elevacdo de temperatura ndo foi to critica a ponto de
causar a infertilidade temporaria nem comprometer seriamente os testiculos. Com o
decréscimo da temperatura, a consisténcia testicular voltou ao normal, corroborando
os achados de Mucciolo et al. (1974), que provocando insolagédo testicular em
carneiros da raca Crioula, observaram aumento de anormalidades espermaticas e
histol6gicas do parénquima testicular, que retornaram aos limites fisiolégicos apds o
periodo experimental.

As mensuracdes do PE permitiram observar variagdes mensais significativas
no tamanho testicular, independentemente da idade dos carneiros avaliados. O maior
valor médio de PE foi observado no més de outubro (32,3 £ 2,9 cm), enquanto os
menores valores foram evidenciados nos meses de maio a julho (coincidindo com o
periodo final de queda da temperatura ambiente). Observando os dados apresentados
no Grafico 1, pode-se inferir uma tendéncia na variacéo dos valores de PE em funcéo
da temperatura média do més da avaliacdo. A medida que a temperatura média
mensal subiu, aumentou o tamanho dos testiculos, embora de maneira discreta. Além
disso, observa-se aumento do perimetro escrotal conforme o0s animais se aproximam
da estacdo reprodutiva, dita como outono, e ocorre reducdo na saida da estacéo
(inverno).

Por serem mantidos estabulados durante todo o periodo de avaliacdo, os
carneiros nao foram expostos a variacdes nas condi¢cdes alimentares externas, o que
justifica a pequena variacdo no ECC e a auséncia de diferenca estatistica entre os
resultados observados. Desta forma, permite-se inferir que a variacdo na
circunferéncia escrotal dos carneiros ocorreu apenas em funcdo da temperatura

ambiental e da sazonalidade. Esta verificacdo pode ser justificada e corrobora com os
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achados de Kafi et al. (2004), avaliando carneiros Karakul; Yerney et al. (1990) e
Mickelsen et al. (1981), que concluiram n&o haver relacdo entre o peso corporal e o
perimetro escrotal nos animais estudados. Estes dados diferem dos observados por
Braun et al. (1980), que concluiram haver correlagéo entre peso corporal e diametro
testicular, verificado pela observacdo de carneiros mais pesados apresentarem maior
PE. A estagdo do ano e a raga exercem maior influéncia sobre o perimetro escrotal,
do que o aumento do peso corporal. Conforme Hétzel et al. (2003); Milczewski et al.
(2015), o fotoperiodo é mais influente que a nutricdo nas oscilacdes do tamanho
testicular durante as estacdes do ano, j& que mesmo mantendo uma dieta padrdo ao
longo das estacoes, esta ndo impediu a diminuicdo do PE no inverno em carneiros
Suffolk.

A possivel causa das variacBes obtidas para consisténcia testicular e PE
durante as avalia¢des, sdo corroboradas com os achados de Milczewski et al. (2015),
que avaliaram a histologia testicular de carneiros Suffolk, em baixa latitude
(25°25’40”S), nas diferentes estagdes do ano. No estudo, os autores observaram que
os diametros dos tubulos seminiferos variaram significativamente, sendo em média
1,32 vezes maiores no final do verdao, quando ocorreu a maior CE, em relacdo ao
periodo de menor PE que ocorreu no inverno. Para um crescimento médio de 30,71%
na PE no verdo, houve um aumento médio correspondente de 32,03% no diametro
dos tubulos seminiferos e 37,76% na espessura média das camadas celulares dos
tubulos. Na contagem das diferentes células da linhagem germinativa, os autores
verificaram a presenca de um numero significativamente maior de espermatogénias,
espermatocitos, espermatide redonda e espermatide alongada/espermatozoide (p <

0,001) nos tabulos seminiferos com maior diametro, fato ocorrido no final do verao.
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Gréfico 1 — Variagdo mensal no perimetro escrotal (PE) e consisténcia testicular
observados em carneiros de racas leiteiras durante o periodo de um ano
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Letras diferentes na mesma linha representam diferenca estatistica entre os meses, p<0,05.

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2018.

A avaliacdo do sémen ao longo do ano € de suma importancia, haja visto que
podem ocorrer variagdes que interferem nas taxas de prenhez e inviabilizam a sua
utilizacdo nas biotecnologias da reproducdo. O processo de espermatogénese é
dindmico e continuo, onde ocorre a transformacéao de células germinativas primordiais
em espermatozoides. A duracado média do ciclo espermatogénico completo em ovinos
é de 42,28 dias (CARDOSO; QUEIROZ, 1998). Desta forma, existe uma antecipacao
nas caracteristicas fisiolégicas, que melhoram o desempenho reprodutivo dos machos
em relacdo as fémeas, sendo estes sensibilizados pelo fotoperiodo cerca de 45 a 30
dias mais cedo que as fémeas. Essa antecipacdo é muito importante, pois ovelhas em
anestro podem ovular poucos dias ap6s um estimulo hormonal, determinado pelo
fotoperiodo, enquanto que o0s carneiros necessitam aproximadamente 45 para
completar a espermatogénese (ROSA; BRYANT, 2003).

Na avaliacdo das caracteristicas do sémen colhido mensalmente de cada
carneiro, os resultados foram tabulados em valores médios mensais e comparados
entre os meses. N&o foi observada alteragdo no aspecto do sémen ao longo de todo
o periodo.

Para a variavel volume ejaculado, os valores mensais estudados sao as médias

dos dois ejaculados colhidos de cada carneiro, em cada més de avaliagao (Grafico 2).
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Foi verificada uma variagao de 0,4 — 1,5 mL ejaculado, sendo o menor valor obtido no
més de margo e o maior no més de junho. Tutida et al. (1999) descrevem que o volume
ejaculado pode variar em funcao do individuo. Barbas et al. (2001) constataram haver
influéncia da estacdo do ano sobre o volume ejaculado de carneiros Merino Regional
e Serra da Estrela no Vale do Santarém/Portugal (latitude 39° N, altitude 73 m), que
apresentaram maior volume no periodo do verdo e outono, assim como Kafi et al.
(2004), avaliando carneiros Karakul (Provincia de Fars/Ira, latitude 29°N, altitude
1630m) e Gundogan (2007) (Turquia, latitude 38°N, longitude 30°W, altitude 1021m)
gue obtiveram maiores volumes de sémen no outono. Karagiannidis et al. (2000),
verificaram reducdo do volume ejaculado de carneiros Chios e Friesian, durante a
primavera em Thessaloniki/Grécia (latitude 40°N, longitude 22°E, altitude 32m).
Diferindo dos autores, Milczewski et al. (2015) observaram menor volume ejaculado
durante o outono e inverno em carneiros Suffolk em baixa latitude (25°S). Assim como
lbrahim (1997), que observando carneiros egipcios nos Emirados Arabes Unidos
(latitude 24°N, longitude 55°L, altitude 312m), obteve menores volumes de ejaculado
no outono em relacéo as outras estacdes do ano. Estas variagcdes podem ser devido
a particularidades de cada raca ou da temperatura ambiental da regido onde sao
criados (KARAGIANNIDIS et al., 2000).

Todavia, como os carneiros deste estudo eram mantidos sob o regime de
manejo da propriedade, também foram utilizados nas coberturas das fémeas, ao longo
do ano. Isso pode ter sido, ao menos em parte, a causa do menor volume ejaculado
observado no més de marco (0,4 mL = 0,2), quando os animais foram submetidos a
um regime de montas mais intenso. Segundo Neves et al. (2008), o volume ejaculado
sofre interferéncia do regime de servico, do método de colheita e do tempo de
excitacdo. Corroborando com estas informacdes, Hafez; Hafez (2004) enfatizam que
ejaculacdes frequentes resultam em volumes subsequentes menores e estes nao sao
prejudiciais se apresentarem uma adequada concentracao e viabilidade espermatica.

O turbilhdo foi a primeira caracteristica avaliada microscopicamente, e esteve
presente na totalidade dos ejaculados. O menor valor observado no més de marco
(3,6) (Grafico 2), coincide com o menor valor de concentracdo observado para o
mesmo més. Conforme Cardoso; Queiroz (1988), em ovinos adultos, o processo de
divisdo das espermatogdnias inicia em uma sequéncia de tempo e em uma posi¢ao
precisa ao longo do tubulo seminifero formando, dessa forma, ondas de maturacéo

celular. Assim, uma porcéo do tubulo que contém um tipo de associacao celular é
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seguida por uma por¢ao do tubulo que contém um estagio precedente ou subsequente
de tipo celular. E assim, cada série completa de associagéo celular determina o ciclo
dos tubulos seminiferos que inicia em intervalos regulares de 10,57 dias. Como a
duracdo da espermatogénese € igual ao tempo transcorrido por cinco séries destes
estagios (10,5 dias), o processo de producdo de uma série de células espermaticas
leva cerca de 42,28 dias (MILCZEWSKI et al., 2015). Desta forma, como a producgao
espermatica compreende um complexo processo, é possivel que a utilizacdo dos
carneiros para a monta tenha provocado um esgotamento das reservas espermaticas
que compreendiam a producdo final de uma série de ciclos esperméticos, coincidindo
com o dia da coleta, apresentando os resultados obtidos para turbilhdo e concentragao
espermatica no més de marco.

Na avaliagdo da concentracdo espermatica, os valores médios mensais
apresentaram pouca variagdo, com exce¢ao de maio e margo, onde evidenciou-se a
maior e a menor concentracdo espermatica (4,1 + 0,9 x10°; 2,2 + 0,6 x10° células/mL),
respectivamente, que diferiram significativamente (Gréafico 2). A baixa concentracao
no més de marco, remete a0 mesmo fator influenciador do volume e turbilhdo
observados no mesmo més. Esses baixos resultados podem ser justificados pelo uso
dos carneiros em um regime de monta mais intenso, em relagdo aos demais meses.
Entretanto, apesar de haver essa reducdo na concentracao espermatica no més de
marco, esta ficou dentro dos parametros estipulados pelo CBRA (2013), que estipula
uma concentracdo minima de 1 bilhdo de células espermaticas por mL de sémen
fresco. Conforme Gongalves et al. (2008), a concentracdo tende a diminuir quando
sao realizadas colheitas frequentes (6 a 10 ejaculados por semana), tornando-se
constante ap6s um periodo de adaptacdo. Segundo Barbas et al. (2001), a
sazonalidade exerce influéncia sobre a concentracdo espermatica de carneiros da
raca Merino e Serra da Estrela, sendo observado reducao significativa no outono em
relacdo as demais estacdes. Sarlos et al. (2013), evidenciaram maior concentracao
espermatica durante o verdo e menor no inverno, em carneiros Racka em
Herceghalom/Hungria (latitude 47°N, longitude 18°L). Assim como lbrahim (1997), que
identificou maior concentracdo espermatica durante o verdo, e concentracdes
constantes no inverno e primavera. Estes resultados diferem de Tutida et al. (1999),
que verificaram concentracdo espermatica constante durante todo o ano, em carneiros

das racas Bergamacia, Corriedale e Hampshire Down em Maringd/PR (latitude 23°S,
longitude 51°W, altitude 596m).
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Gréfico 2 — Variagdo mensal no volume ejaculado, turbilhdo e concentragéo
espermatica (x10°/mL), observados em carneiros de racas leiteiras
durante o periodo de um ano
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Letras diferentes na mesma linha representam diferenca estatistica entre os meses, p<0,05.

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2018.

7

Geralmente o TTR é utilizado para avaliar a viabilidade seminal pos-
descongelamento. Entretanto, buscou-se avaliar no sémen fresco, para observar o
comportamento do sémen submetido a temperatura controlada por trés horas. Os
resultados da motilidade progressiva e vigor espematico do sémen fresco, avaliada
pela porcentagem de espermatozoides com motilidade progressiva foi maior na
primavera (88,5% * 3,2) em relacdo ao outono (82,7% = 6,0), ndo havendo diferenca
destes na comparacdo com o verao (84,6% * 4,3) e o inverno (86,2% + 5,1) (Tabela
1). Karagiannidis et al. (2000), observaram que a época do ano influencia na
motilidade, encontrando valores piores no verao, quando avaliado em regides de clima
temperado (Thessaloniki/Grécia). Diferente dos resultados encontrados no presente
estudo, Mandiki et al. (1998) (Namour/Bélgica); Rege et al. (2000) (planalto central da
Etiopia); Feliciano Silva; Nunes (1984), ndo observaram diferenca significativa na
motilidade espermatica, nas diferentes estacdes. Em todas as estacdes houve uma
diminuicao gradativa da motilidade ao longo das 3h de TTR (Tabela 1), sendo que no
outono esta diminuigdo ja foi significativa com uma hora de TTR. Nas demais
estacoes, a motilidade diminuiu significativamente somente com duas horas de TTR.
Na comparacao entre as diferentes estacdes ao final do TTR, na primavera houve

maior porcentagem de espermatozoides moveis (vivos) em relagdo ao outono e ao
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inverno, sendo semelhante ao verdao. No outono, a motilidade ao final do TTR, foi
semelhante a observada no inverno e no veréo, e no verao foi superior a observada
no inverno. O vigor do sémen fresco, foi inferior no verdo em relacdo as demais
estacdes, sendo estas semelhantes entre si (Tabela 1). Ao final do TTR, o vigor dos
espermatozoides na primavera foi superior as demais estacdes, sendo o vigor no
verao e no outono semelhantes, e superiores ao vigor no inverno. Portanto, pode-se
inferir que a partir dos resultados obtidos da viabilidade do sémen fresco ao final das
avaliacdes, o inverno apresentou resultados inferiores as demais estacdes. Verifica-
se, portanto, a influéncia da estacédo na viabilidade espermética, demostrando que no
inverno o0s carneiros apresentam sémen de menor qualidade. Os resultados de
motilidade pds coleta do presente estudo estdo de acordo com os achados de
Mickelsen et al. (1981), com carneiros Suffolk e Lincoln que também observaram
maiores valores de motilidade na primavera e verdo, e menores valores no outono,
diferindo apenas no inverno, no noroeste dos Estados Unidos. Estes resultados se
assemelham aos obtidos por Tutida et al. (1999), em carneiros das racas Bergamacia
e Corriedale (Maringa/PR — latitude 23°S, longitude 51°W, altitude 596m). Entretanto
para a raga Hampshire Down, os autores observaram maior motilidade durante o
verdo em relagédo as demais estagdes. Em contraste, Oberst et al. (2011) em Bento
Gongalves/RS (latitude 29°S), observaram menor motilidade espermética durante a
primavera. Assim como Barbas et al. (2001) no Vale do Santarém/Portugal e Dufour
et al. (1984) no Canad4, que observaram reducdo significativa da motilidade
espermatica durante a primavera. Ja Milczewski et al. (2015), ndo observaram
diferenca significativa na motilidade e vigor entre as estacfes, em carneiros Suffolk
em baixa latitude (25°25’40”S). Karagiannidis et al. (2000), avaliando carneiros Chios
e Friesian em Thessaloniki/Grécia (latitude 40°N, longitude 22°E), obtiveram valores
de motilidade progressiva inferiores no verdo. Kafi et al. (2004), avaliando carneiros
Karakul na Provincia de Fars/Ira (latitude 29°N), obtiveram melhor qualidade seminal
no final do verdo e outono. A variagdo entre autores é esperada, haja visto que as
caracteristicas seminais apresentam variacdo estacional, mas também s&o
influenciadas pela espécie, raca e localidade onde os animais séo criados. Nossos
resultados obtidos no TTR s&o condizentes com os descritos por Santos et al. (2006),
onde tanto motilidade quanto vigor durante o TTR, apresentam comportamento
semelhante, sendo altos nas primeiras horas do teste, diminuindo nas horas

intermediarias e estabilizando em valores baixos nas horas finais do teste.
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Tabela 1 — Motilidade progressiva e vigor do sémen fresco de carneiros de racas
leiteiras, avaliados pés coleta e durante o teste de termo resisténcia

Motilidade (0 - 100%) Vigor (1 - 5)
Estagao ho h1 h2 h3 ho h1 h2 h3
Primavera 88,5+ 3,2 835+59*% 781+56®  66,5+7,7C 43+0,4% 39+03Y 33+04% 30%0,2¢
Verdo 84,6 +4,3" 823+53" 715+83% 667+93%C 35+05% 33+05" 29+03" 25047
Outono 82,7 +6,0" 76,2+4,6" 66,2+6,2°C 54,2+4,9"P 40+0,6% 35+06Y% 29+04 24+04"
Inverno 86,2+ 5,1 80,8+ 2,8" 654+88°®  46,9+10,3° 42+04% 34+05Y 25+05% 21+0,3%

Valores com letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa entre as estacfes
(a-c; x-z) p<0,05. Valores com letras diferentes na mesma linha diferem entre os tratamentos (A-C; X-
Z) p<0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Os resultados obtidos através da avaliagdo da morfologia espermatica séo
apresentados em forma de médias mensais de defeitos maiores e menores (Tabela
2). Embora seja observada diferenca estatistica entre os meses, todos os defeitos
ficaram dentro dos padrdes estipulados para sémen fresco ovino, pelo CBRA (2013).
Na avaliacéo dos resultados dos defeitos maiores, observa-se que a porcentagem de
defeitos dos meses de setembro e janeiro ndo diferem entre si e sdo semelhantes aos
observados nos meses de novembro, abril e junho. Entretanto sdo maiores que 0s
observados para os demais meses. Para os defeitos classificados como menores,
observa-se que a porcentagem de defeitos para o més de dezembro, sédo semelhantes
aos encontrados nos meses de outubro, novembro, janeiro e fevereiro, e maiores que
os defeitos dos outros meses. Conforme Hafez; Hafez (2004), a porcentagem de
espermatozoides anormais varia com a estacao, sendo observado niumero maior de
espermatozoides anormais na primavera e, a medida que avanca a estacdo de monta,
esse numero vai declinando. Isso pode ser observado no presente estudo, para a
variavel defeitos menores, onde observou-se diminuicdo dos defeitos espermaticos a
medida que 0s animais avangavam os meses e a esta¢ao reprodutiva. De acordo com
Tuli; Holtz (1995), a porcentagem total de espermatozoides anormais durante a
estacao reprodutiva pode variar de 5-8% e fora dela de 10-18%. No presente estudo,
os resultados obtidos se mantiveram inferiores tanto na estagéo reprodutiva, quanto
fora dela, ndo apresentando mais de 4,5% de defeitos. Santos et al. (2006), atribuem
o fotoperiodo como fator de influéncia na morfologia espermatica, tendo evidenciando

até 20% de defeitos antes do tratamento com fotoperiodo induzido. Monreal et al.
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(2012) observaram maior porcentagem de patologias durante a primavera e verao e
na estacao seca. Os autores atribuem néo s6 a estacao, como fator de influéncia, mas
também a disponibilidade de alimentos. Corroborando, Marti et al. (2012)
evidenciaram aumento das patologias espermaticas fora da estacdo reprodutiva.
Semelhante ao observado em nosso estudo, Mickelsen et al. (1981) também
evidenciaram variacdes nas patologias espermaticas em carneiros Suffolk e Lincoln
criados no Noroeste dos Estados Unidos, observando maior porcentagem de defeitos
nos meses de fevereiro, junho e agosto, revelando o efeito estacional sobre a
morfologia espermatica, possivelmente em funcdo de alteragbes hormonais e

bioquimicas que promovem uma maior chance de malformacéao dos espermatozoides.

Tabela 2 — Médias das porcentagens de defeitos esperméaticos observados
mensalmente no sémen de carneiros de ragas leiteiras

Més Defeitos maiores Defeitos menores
(%) (%)

Setembro 1,2 + 0,52 1,5 + 0,8¢de
Outubro 0,4 +0,4P 2,8 + 1,3abcd
Novembro 0,2 + 0,82 3,0 + 1,2abcd
Dezembro 0,4 +0,4° 4,2 202

Janeiro 0,6 +1,22 2,8 + 1,4abcd
Fevereiro 0,7+0,3° 3,1+1,5%
Marco 0,4 £0,4° 1,6 + 0,9bcde
Abril 0,5 + 0,520 2,0 + 0,9bcde
Maio 0,5+0,2b 1,4 +0,8%
Junho 0,4 + 0,620 1,1+ 1,0¢

Julho 0,6 +0,2° 1,8 + 1,1bcde
Agosto 0,3+0,5% 0,7 +0,6°

Valores com letras diferentes na mesma coluna diferem entre os meses, p<0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

3.4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos durante o periodo de avaliagdo confirmam que o0s
machos das ragas Milchschaf e Lacaune sofrem efeitos da sazonalidade. Observou-
se que a temperatura e a estacdo do ano influenciam as caracteristicas testiculares e

seminais. A andlise dos dados revelou aumento na consisténcia testicular
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(fribroelastica) durante a estacao reprodutiva e durante o inverno (meses de fevereiro
a agosto inicio da estagao reprodutiva e inverno respectivamente).

Na avaliacdo do perimetro escrotal, ao contrario do esperado, foi observado
maior PE nas épocas do ano com temperaturas mais elevadas, bem como na estacao
reprodutiva. J& o inverno determinou o menor perimetro escrotal, demonstrando que
além de influéncia sazonal, existe influéncia da temperatura ambiente.

Em relacédo as caracteristicas seminais, observou-se que existe influéncia da
estacdo do ano na qualidade do sémen, com melhores resultados na primavera
(estacao nao reprodutiva) do que o outono (estacéo reprodutiva), ao contrario do que
era esperado. Além disso, foi verificado que no inverno, quando os animais estao
saindo da estacédo reprodutiva, a qualidade do sémen é inferior as demais estacodes.
Por fim, embora tenham sido observadas variagcdes nas caracteristicas reprodutivas
dos carneiros de racas leiteiras ao longo do ano, os dados obtidos demonstram que o
padrdo seminal € adequado durante todos os meses do ano.
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4 CAPITULO 2. CARACTERISTICAS DE CONGELABILIDADE E FECUNDIDADE
DO SEMEN OVINO, CONGELADO NAS DIFERENTES ESTACOES DO ANO

4.1 INTRODUCAO

As biotecnologias de reproducao assistida tem se mostrado como instrumentos
eficazes na reproducdo de espécies ameacadas de extincdo e na preservacao de
material genético. Dentre essas biotécnicas se destaca a criopreservacdo de sémen,
que conciliada a inseminac&o artificial, vem sendo amplamente aplicada (GARCIA-
ALVARES et al., 2009).

A possibilidade do congelamento de sémen trouxe novas perspectivas para a
inseminacao artificial, permitindo a maximizacdo do melhoramento genético e
aumento da progénie de um macho, em diversos lugares simultaneamente e de forma
acelerada (LEBOEUF et al., 1998). Entretanto, a utilizacdo de sémen criopreservado
ovino tem sido limitada, devido aos baixos indices de fertilidade conseguidos com a
inseminacao artificial MAXWELL; WATSON, 1996).

A baixa taxa de fertilidade de espermatozoides ovinos criopreservados se deve
as alterac@es ultra estruturais, bioquimicas e funcionais ocorridas numa boa parte da
populacdo espermatica, resultando em insuficiéncia na motilidade e perda de
viabilidade dos espermatozoides no trato reprodutivo da fémea (MEDRANO et al.,
2017; SALAMON; MAXWELL, 2000). Muitas dessas alteracbes sdo produzidas por
variacdes térmicas e osmoticas, bem como a producdo de niveis excessivos de
espécies reativas de oxigénio (ROS), que causam estresse oxidativo nas células,
afetando a motilidade espermética através de mudancas nas fun¢cdes mitocondriais
(MEDRANO et al., 2017; JANG et al., 2010). De acordo com Corcini (2010); Martinez
et al., (1993), inUmeros sdo os fatores que afetam a viabilidade seminal apos o
congelamento; muitos desses sao conhecidos e outros ainda precisam ser elucidados.

Os testes convencionais utilizados rotineiramente na avaliacdo do sémen, a
exemplo da viabilidade, motilidade progressiva, concentragcéo, morfologia, podem ser
bons indicadores, porém nao permitem predizer o real potencial fertilizante de um
carneiro. A fertilizacdo do odcito pelo espermatozoide € um processo complexo que
envolve uma série de eventos (TSAKMAKIDIS, 2010). Por isso, a avaliagdo de um
anico parametro ndo garante que o sémen seja fértil, apenas dé indicios se a amostra
esta dentro dos parametros aceitaveis (CORCINI, 2010; MARTINEZ et al., 1993).
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Portanto, é necessario a combinagéo de vérias técnicas de avaliacdo e uma analise
multifatorial mais apropriada, para diagndstico da funcionalidade e integridade dos
espermatozoides criopreservados (MELO; HENRY, 1999).

O sucesso no processo de congelamento de sémen ovino e nas taxas de
prenhes na IA n&o dependem unicamente da qualidade do diluente utilizado, do
protocolo de sincronizacdo ou do método de inseminagdo, mas sim da qualidade do
sémen a ser congelado, que sofre a influéncia da sazonalidade. Desta forma, o
presente estudo tem por objetivo avaliar a influéncia da sazonalidade sobre a

viabilidade do sémen ovino apds o descongelamento.

4.2 MATERIAIS E METODOS

Em cada estacao do ano procedeu-se uma coleta de sémen de 13 carneiros de
raca leiteira, para o congelamento. ApGs todas as avalia¢des rotineiras iniciais do
sémen fresco, procedeu-se a realizacao do congelamento das amostras de sémen de
cada carneiro, para que estas fossem posteriormente submetidas a avaliacbes pos-

descongelamento.

4.2.1 Congelamento do sémen

ApOs a primeira coleta de sémen de cada carneiro, para obtencdo da
informacé&o de volume ejaculado, foi realizada uma segunda coleta para congelamento
e avaliacdes posteriores. Foram realizadas as avaliagdes iniciais do sémen e entao
determinada a concentracdo espermatica para realizar a diluicdo do sémen para o
congelamento. A diluicdo foi realizada em duas etapas, inicialmente com a adi¢do da
fracdo A, contendo tris-gema sem glicerol, seguida da adicao da fracdo B, composta
de tris-gema com 10% de glicerol, obtendo-se uma concentragéo final de tris-gema
com 5% de glicerol. O sémen de cada carneiro, foi entdo acondicionado em palhetas
de 0,25 mL na concentracdo de 100 x10° células/palheta e em seguida submetido a
curva de resfriamento em caixa isotérmica, com uma taxa média de resfriamento de
0,25 °C/minuto até atingir 5 °C, permanecendo na caixa durante 4 horas para
estabilizacdo. Feito isso, foi realizada a curva de congelamento, onde as palhetas

foram suspensas em vapor de nitrogénio, a 5 centimetros do nitrogénio liquido,
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durante 20 minutos. Logo apds, foram mergulhadas em nitrogénio liquido, raqueadas

e armazenadas em botijao criogénico a — 196 °C.

4.2.2 Teste de termo resisténcia (TTR)

Assim como procedido com o sémen fresco, foi realizado TTR com o sémen
descongelado de cada carneiro, em cada estacdo do ano. Para tal, as palhetas foram
descongeladas em banho-maria a 37°C durante 20 segundos e apés submetidas a
avaliacdo de motilidade progressiva e vigor esperméatico. Apés a avaliacao inicial, as
amostras foram incubadas em banho-maria a 37°C durante 3 horas, sendo feitas

avaliacdes de motilidade progressiva e vigor espermatico a cada hora.

4.2.3 Teste Hiposmético (HOS)

O teste hiposmotico foi utilizado para avaliar a funcionalidade da membrana
espermatica baseando-se nas propriedades da manutencédo do equilibrio osmotico
entre o ambiente intra e extracelular. Para tal, foi utilizado 10 pL de sémen
descongelado e diluido em 100 pL de solucéo de citrato de sodio e frutose (solucao
hiposmatica com 80 mOsm), adaptado de Correa; Zavos (1994), que ndo observaram
diferenca estatistica entre os resultados, quando o sémen foi avaliado com solugéo
hiposmotica com 75 ou 100 mOsm. Essa amostra foi incubada em banho-maria a 37
°C por 15 min, e em seguida uma gota dessa amostra (10 pL) colocada entre lamina
e laminula para avaliagdo em microscépio Optico em aumento de 400x, onde um
minimo de 200 células foi avaliado quanto a presenca de cauda dobrada (células com
membrana plasmatica integra) ou ndo, e o resultado expresso em percentual de
espermatozoides positivos ou reativos ao teste hiposmético. Para o resultado final foi
subtraido o numero de espermatozoides com cauda dobrada, observados pelo teste
de morfologia espermatica, seguindo a formula:

HOS (%) = (% de alteragcdes na regido da cauda no teste HOS) — (% de
alteracdes na regiao da cauda dos espermatozoides antes do teste HOS).

A avaliagéo foi realizada conforme os padrdes estipulados pelo CBRA (2013).
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4.2.1 Morfologia espermatica

Para avaliar a morfologia espermatica do sémen congelado em cada estacéo,
concomitante as avaliacdes realizadas durante o descongelamento das amostras de
sémen, uma gota de cada amostra foi depositada em lamina previamente aquecida a
37 °C e realizado esfregaco. Posterior ao periodo de secagem das laminas, procedeu-
se a coloracao dessas laminas através da técnica de coloracéo de Cerovski, conforme
descrito no manual do CBRA (2013). Por fim, realizou-se a avaliacdo da morfologia
espermética em microscopio Optico, em aumento de 400x, onde foram contados um
minimo de 200 células e contabilizados os defeitos, e estes classificados em defeitos

maiores e menores.

4.2.2 Teste de migragao ascendente “Swim-up”

Indmeros métodos de preparacdo espermatica sdo utilizados rotineiramente
nos sistemas de fertilizacdo in vitro (FIV). Estes métodos, dentre eles o Swim-up
(DODE et al., 2002), tem por objetivo remover o plasma seminal/crioprotetores,
aumentar a qualidade espermatica e iniciar a capacitacao (PARRISH et al., 1995).

O Swim-up é uma metodologia que utiliza a motilidade espermatica como
método de selecdo de espermatozoides. Tem como principio a remoc¢éo do plasma
seminal, células mortas, debris e contaminantes presentes na amostra de sémen, e
selecdo dos espermatozoides mais viaveis. Para a realizacdo da técnica, foi colocado
em um tubo cbnico de 15 mL, 200 pL de meio SPERM-Talp e em seguida, adicionado
na porcao inferior do tubo, sob o meio, 100 pL de sémen, com auxilio de uma pipeta
automatica. Esse sémen com o meio de cultura foi incubado em banho-maria a 38,5
°C durante 50 minutos, para que ocorresse a migracado espermatica. Apos o tempo de
incubacdo, o sobrenadante da amostra (100 pL) foi retirado com uma pipeta e
acondicionado em outro recipiente para realizacdo das avaliacdes. Dessa amostra
recolhida, cerca de 10 pL foi colocado entre lamina e laminula e avaliado quanto a
motilidade progressiva e vigor espermatico, em microscopio optico, em aumento de
100x. ApOs essa avaliacdo, 10 pL da amostra foi diluido em 90 pL de agua,
respeitando uma diluicdo 1:10, para proceder a contagem de células espermaticas em

camara de Neubauer, para realizacdo do calculo de concentracdo espermatica no
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teste de Swim-up. Procedeu-se ao menos duas repeticbes para o sémen de cada
carneiro, congelado em cada estagéao do ano.

4.2.3 Fertilizacao in vitro (FIV) heterdloga

Foi realizada com o sémen congelado em cada estacédo do ano para avaliar a
fertilidade do sémen coletado, e a influéncia da estacdo sobre este. Para a FIV
heteréloga, foi utilizado a metodologia proposta por Garcia-Alvarez et al. (2009) onde
se utilizou ovarios provenientes de abatedouro com foliculos de 2 a 8 mm de diametro,
que foram puncionados com o auxilio de uma bomba de succdo a vacuo. Apos
sedimentacao (15 minutos) os odcitos foram recuperados em placa de Petri em liquido
folicular centrifugado, sob lupa estereomicroscopica. Apos a busca, os odcitos foram
selecionados de acordo com o aspecto morfolégico, utilizando-se apenas odcitos de
qualidade boa ou excelente no experimento. Grupos de odcitos frescos (n=50) foram
maturados pocos de placas Nunc, contendo 500 pL de meio de maturagéo, composto
por TCM199 suplementado com FSH, LH e soro fetal bovino (SFB). Os odécitos foram
maturados durante 22-24 horas, a 38,5 °C em atmosfera com 5% de CO2 em ar, com
umidade saturada. Para a FIV, foi utilizado sémen dos carneiros coletados durante as
4 estacdes. Os oo6citos maturados e os espermatozoides foram co-incubados em meio
SOFaaci, suplementado com 6 mg/mL de BSA, 10% de SFB e PHE, durante 18-22
horas. O cultivo in vitro (CIV), foi realizado em placas de 96 pog¢os contendo 100 pL
de meio SOFaaci (HOLM et al., 1999), suplementado com 10% de SFB, sob 6leo
mineral, em atmosfera de 5% de COz2, 5% de Oz e 90% de Nz, a 38,5 °C durante 2

dias, para avaliacao de clivagem.

4.2.4 Anélise estatistica

Os resultados obtidos durante o periodo de experimento foram avaliados
estatisticamente usando o software JMP verséo 5, 2002 (SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA), considerando significativo p< 0,05.

No modelo estatistico delineado para as avaliacbes realizadas no sémen
congelado em cada estacéo, os carneiros de racas leiteiras foram considerados como
efeito fixo, e como efeito aleatério a estacdo do ano em que foi realizado o

congelamento. Os carneiros foram avaliados entre racas e entre carneiros, quanto a
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diferencas estatistica para o0s resultados obtidos, nas avaliacbes pos-
descongelamento do sémen, para cada estacao de congelamento, e em néo havendo
diferenca significativa, cada carneiro, dentro de cada estacao do ano, foi considerado
como uma repeticao.

Os valores foram avaliados previamente quanto a normalidade através do teste
de Shapiro-Wilk. O teste de Tukey foi aplicado para comparar os valores obtidos por
ANOVA, sempre que os p-valores fossem menores que 5% (p<0,05). Utilizou-se a
ANOVA em dados como o teste hiposmoético. As avaliacbes que ndo apresentaram
distribuicdo normal, foram avaliadas pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon (Qui-

guadrado), com nivel de significancia de 5% (p<0,05).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O advento da criopreservacdo do sémen trouxe novas perspectivas para a
ovinocultura, possibilitando maximizar o uso dos reprodutores, além de permitir a troca
de material genético sem a necessidade de gastos com a compra e transporte de
novos carneiros. Entretanto, os resultados obtidos apds a criopreservacéo ainda séo
insatisfatorios, haja visto, a grande variacdo da qualidade do sémen obtida ap6s o
descongelamento (MAXWELL; WATSON, 1996; LEBOEUF et al., 1998), causada por
inumeros fatores que vem sendo estudados. O presente estudo avaliou a influéncia
da sazonalidade sobre a viabilidade seminal apds o processo de criopreservacao. Os
resultados obtidos nas avaliagbes bem como as consideragcdes pertinentes sao
desenvolvidos a seguir.

Os testes laboratoriais de avaliagdo do sémen apds o descongelamento, sao
importantes ndo sé para a predicdo da fertilidade, mas também para o estudo de
novos meios de preservacao. A motilidade, o vigor e o teste de termorresisténcia sao
rotineiramente utilizados (LUZ et al., 2000). O TTR mimetiza a condi¢&éo a que o Sémen
€ submetido dentro do trato reprodutivo da fémea.

Na avaliagdo da motilidade progressiva e vigor do sémen apos-
descongelamento, observou-se que o0 sémen congelado no outono apresentou
motilidade superior ao sémen congelado no verdo, sendo estes semelhantes aos
resultados obtidos na primavera e no inverno. No outono a motilidade do sémen pés-
descongelamento sofreu reducgéo ja na primeira hora de TTR. No inverno, a redugéo

ocorreu somente a partir da segunda hora. Na primavera e no verao a motilidade
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reduziu somente com 3h de TTR. Ao final do teste de TTR a motilidade do
congelamento do outono foi superior a observada no verao, sendo estes semelhantes
a primavera e ao inverno. O vigor do sémen congelado foi semelhante entre as
estacdes desde zero até duas horas de TTR. Apés 3h, o vigor observado no verao foi
inferior ao do inverno, e estes foram semelhantes ao outono e primavera. Na
primavera o vigor reduziu somente na terceira hora de TTR, enquanto nas demais
estacdes houve reducéo significativa a partir da segunda hora (Tabela 3). Diferente
do observado em carneiros de racas leiteiras, Tuli; Holtz (1995), observaram, no
sémen de bodes Boer na Etidpia, ndo haver diferenca significativa entre a motilidade
pés descongelamento no verao e outono, ao passo que no inverno a motilidade foi
maior que na primavera.

Os resultados obtidos neste estudo, onde observou-se reducdo da motilidade
progressiva e vigor espermatico ap0s o descongelamento, até as trés horas de
avaliacdo do TTR, estdo em acordo com os achados de Cunha et al. (2012), que
observaram motilidade de 76% e vigor 3 logo apds o descongelamento, contra 46% e
2,6 ao final do TTR. Harrison; Vickers (1990) descrevem que a reducao na motilidade
e vigor espermatico durante o TTR podem estar relacionados com a perda de
componentes intracelulares ou lesbes estruturais na cauda dos espermatozoides. Isto
levaria a uma perda da resisténcia espermatica e queda na sobrevivéncia celular,
refletindo de forma negativa nas taxas de prenhez, quando utilizado esse sémen.

De acordo com Luz et al. (2000), sémen ovino que apresenta menos de 20%
de motilidade apés TTR, proporciona indices de prenhez insatisfatorios. Assim, com
os resultados obtidos, € possivel que o sémen de carneiros de ragas leiteiras, quando
congelado na estacao verao, nas condi¢des do presente estudo, também apresentem
menores resultados de prenhez. Santos et al. (2006) relatam que sémen que
apresenta maior motilidade pdés-descongelamento, apresentam também maior
motilidade ap6s o TTR, caracterizando maior longevidade espermatica. Os achados
deste estudo vao de encontro ao observado pelos autores, sendo observado que no
outono o sémen apresenta melhor motilidade pés descongelamento e ao final do TTR.
D’Alessandro; Martemucci (2003) observaram redugdo drastica da motilidade
progressiva ao final do TTR, no sémen de carneiros Leccese no sul da Italia (latitude
41° N), apresentando mais de 20% de queda na motilidade. Em contraste, no presente
estudo, os carneiros Lacaune e Milchschaf produziram uma menor reducdo da

motilidade (10% em média).
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Desta forma, como o sémen apresentou motilidade progressiva e vigor
espermatico inferiores no ver&o, seria interessante ndo congelar sémen destes

carneiros, nessa estacéo.

Tabela 3 — Motilidade progressiva e vigor espermético no pés-descongelamento do
sémen ovino, congelado nas distintas estacdes do ano

Motilidade (0 -100%) Vigor (1 - 5)
Estacdo hO hl h2 h3 hO hl h2 h3

Primavera 40,6 + 9,7%°* 35,5 + 10,6® 34,5 + 10,4%®  31,7+9,6®  3,1+0,4* 3,0+0,5 2,9+04* 2,8+0,4Y"
Ver&o 37,3+10,4°* 37,3+9,8% 352+12,0™® 271+11,7"® 32+04% 3,0+04* 27+04" 25+05"
Outono 43,0+£6,7% 40,6 +4,6°°® 37,5+ 6,4%C 339+6,4%  33+04% 31+0,4% 2,9+04% 2,8+0,4Y%

Inverno 41,2 +6,9%°* 38,6 +8,4"® 353+9,35C  324+10,0% 32+04% 3,0+04 29+04"Y 28+0,5"

Letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca estatistica entre as estacdes (a-b; x-y)
p<0,05; Letras diferentes na mesma linha apresentam diferenca entre os tratamentos (A-C; X-Z)
p<0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Na avaliacdo da taxa de sobrevivéncia espermética ao congelamento,
observou-se que a proporcdo de espermatozoides que sobreviveram ao
congelamento foi superior no outono em relagdo ao verédo, sendo ambas estacdes
semelhantes a primavera e ao inverno. Pode-se verificar a existéncia de variagcao
estacional na taxa de sobrevivéncia espermatica pos congelamento, haja visto que,
no outono foi de aproximadamente 52% e no verdo 44%, indicando a existéncia da
influéncia da sazonalidade sobre a criotolerdncia espermatica (Tabela 4).
D’Alessandro; Martemucci (2003) no Sul da ltalia (latitude 41°N), observaram maior
taxa de sobrevivéncia de sémen de carneiros Leccese congelado no verdo e outono
em relacdo ao inverno e primavera, diferindo parcialmente do observado neste estudo.
Segundo o0s autores, a sobrevivéncia poés-descongelamento sofre influéncia
estacional, entretanto existe efeito individual do macho, o que pode justificar as
diferencas observadas. De acordo com Luz et al. (2000), amostras de sémen que
apresentam motilidade progressiva acima de 40%, logo apds o descongelamento,
proporcionam um maior percentual de prenhez, em relacdo aos que tiveram menor
motilidade. Conforme Santos et al. (2006), fatores externos que influenciem na

guantidade hormonal produzida pelo macho e nos substratos necessarios para
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manutencdo da viabilidade espermatica apds a ejaculagdo, acabam determinando
menor resisténcia dos espermatozoides as mudancgas de temperatura, durante a
criopreservacdo. Isso interfere na taxa de sobrevivéncia pés-descongelamento.
Corroborando, Silva et al. (2011), descrevem que 0 estresse térmico interfere
diretamente na espermatogénese, afetando a viabilidade pds congelamento, ja que
reduz a resisténcia dos espermatozoides ao processo de criopreservagdo. Desta
forma, pode-se dizer que a estacao afeta diretamente a taxa de sobrevivéncia dos
espermatozoides ao processo de criopreservacdo, como observado neste estudo,
onde a taxa de sobrevivéncia ao congelamento foi menor na estagdo com
temperaturas mais elevadas em relacdo a estacdo de temperaturas mais amenas,
demonstrando que o estresse térmico tem influéncia sobre a resisténcia e qualidade
dos espermatozoides. Hafez; Hafez (2004) descrevem haver efeito estacional sobre a
qualidade e morfologia espermética, com mais defeitos durante a primavera e declinio
a medida que a estacdo de monta avanca. Desta forma, os espermatozoides
apresentam menor resisténcia fora da estacdo reprodutiva, ou ainda, existem
alteracdes hormonais e bioquimicas, influenciadas pela sazonalidade, que afetam a
qualidade espermética e a sua resisténcia a criopreservacao. Os resultados obtidos
permitem inferir que néo é interessante congelar sémen na estacdo com temperaturas
mais elevadas (verdo), devendo o processo ser realizado em estacdes mais

favoraveis, possibilitando melhor qualidade seminal apés o descongelamento.
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Tabela 4 — Motilidade progressiva do sémen ovino fresco e descongelado, e taxa de
sobrevivéncia a criopreservacéao nas diferentes estacdes do ano

Motilidade * Sobrevivéncia pos
Motilidade fresco descongelado congelamento
(0 —100%) (0 — 100%) (%)
Primavera 88,5 + 3,22 40,6 + 9,72 46,1 + 11,5
Verao 84,6 + 4,32 37,3+10,4° 44,2 + 13,0°
Outono 82,7 £ 6,0° 43,0 + 6,72 51,6 + 7,42
Inverno 86,2 + 5,12 41,2 + 6,92 48,3 + 9,23

Valores com letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca entre as estag@es, p<0,05.

* Diferenga entre a porcentagem de espermatozoides com motilidade progressiva no sémen fresco
(vivos) e a porcentagem de espermatozoides vivos apés o descongelamento.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

A avaliacdo da morfologia espermética e da integridade de membrana (HOS),
sao testes essenciais na avaliacao do potencial fertilizante de uma amostra de sémen,
uma vez que espermatozoides morfologicamente normais e com membranas integras,
sdo pré-requisitos para os eventos relacionados ao processo de fertilizacdo
(SOARES; GUERRA, 2009). No presente trabalho ndo foram observadas diferencas
significativas na avaliagdo morfoldgica e no teste HOS entre as esta¢des. Além disso,
os resultados obtidos para patologias espermaticas foram baixos e insignificantes para
a fertilidade dos reprodutores. Para os resultados ao HOS, estes apresentam uma
variacdo de 27,9 a 45,6% de células reativas ao teste. Entretanto, pode-se verificar
uma baixa resposta do sémen ovino ao teste hiposmético, em todas as estacbes
(Tabela 5). Oliveira et al. (2013) também obtiveram baixos resultados quando
avaliaram sémen caprino. Estes diferem dos achados de Correa; Zavos (1994), os
guais observaram cerca de 56% de células integras (reativas ao HOS) na avaliacéo
de amostras de sémen bovino, quando utilizada solu¢cao hiposmoética com 75, 100 e
300 mOsm. Segundo Huang et al. (2000), altas temperaturas diarias, em torno de 35
— 39 °C, podem influenciar a qualidade espermatica, alterando o processo de
maturagdo espermatica no epididimo, comprometendo a estrutura das membranas.
Isso pode justificar baixos indices de reatividade ao teste HOS, em estacdes com
temperaturas elevadas. Porém essa justificativa ndo se aplica ao presente estudo, ja
gue os resultados no HOS foram baixos em todas as estagdes, mesmo naquela em

que a temperatura média foi inferior a 20 °C. Uma explicacdo plausivel para os baixos
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indices no teste HOS, possivelmente se deva a danos na integridade de membrana
plasmatica dos espermatozoides durante 0 processo de
congelamento/descongelamento, levando a diminuicdo da capacidade desses
reagirem ao aumento de volume celular em resposta a baixa osmolaridade (HOSSAIN
et al. 1998).

Tabela 5 — Viabilidade espermatica determinada pela morfologia e integridade de
membrana plasmatica no sémen ovino congelado nas diferentes estacdes

do ano
Defeitos maiores (%) Defeitos Menores (%) HOS (%)
Primavera 1,1+09 10+1,.2 38,3+4,7
Veréo 0,8+0,7 0,8+0,6 32,9+5,0
Outono 11+£11 0,8+0,7 40,1+ 3,1
Inverno 1,0+£0,9 1,0+£0,8 39,5+6,1

HOS: Teste Hiposmdtico;
p>0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Outras formas de avaliar a qualidade seminal e o potencial fertilizante é através
dos testes de selecdo espermatica e da fertilizacdo in vitro. No estudo em questao,
utilizou-se como método de selecdo espermatica o teste de migracdo ascendente
“Swim up”, que tem por finalidade selecionar os melhores espermatozoides (com
maior potencial de fertilidade), através da sua habilidade de migracdo (PARRISH et
al.,, 1995). Na avaliacdo do sémen congelado quanto a sua viabilidade apds
submissdo ao Swim up, a taxa de recuperacao dos espermatozoides, a porcentagem
de espermatozoides moéveis e o vigor ndo variou nas diferentes estacdes (Tabela 6).
Para avaliar o potencial fertilizante dos espermatozoides in vitro, fez-se a utilizacdo da
fertilizacdo in vitro heter6loga com odcitos bovinos. Nesta avaliacao verificou-se, que
a taxa de clivagem foi semelhante entre as diferentes esta¢gfes, demonstrando n&o
haver diferenca significativa entre os resultados obtidos (Tabela 6). Com os resultados
obtidos, pode-se supor que nao ha influéncia da sazonalidade sobre as variaveis
estudadas, principalmente Motilidade, Vigor e Taxa de Clivagem. Esta similaridade
pode ser motivada pelo processo de selecdo espermatica, que acaba sempre por

selecionar os melhores espermatozoides (vidveis), ndo permitindo haver diferenca
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entre os tratamentos. Entretanto, considerando o fato de que a sazonalidade pode
influenciar a viabilidade/qualidade inicial do sémen congelado, esta pode refletir na
taxa de recuperacao celular apos o Swim up. Esta suposi¢cdo nao foi confirmada no
presente estudo, ndo havendo diferenca significativa na taxa de recuperacao entre as
estacbes. Segundo Marti et al. (2006), o método de Swim up apresenta bons
resultados na taxa de clivagem na producéao de embrides in vitro. Porém, apresenta a
desvantagem de baixa recuperacdo de espermatozoides (PARRISH et al., 1995),
corroborando com os achados deste estudo, onde apesar de ndo haver diferenca
estacional entre as avaliagbes de Swim up, a taxa de recuperacéo foi baixa. Apesar
de ndo haver diferenca entre a taxa de clivagem nas estacdes, a FIV heterdloga € um
método eficiente para avaliar in vitro a fertilidade de carneiros (GARCIA-ALVARES et
al., 2009), do que somente avaliacbes basicas do sémen. Segundo Tsakmakidis
(2010) a FIV heterologa é uma ferramenta util na predicdo da fertilidade de carneiros.
Além disso, Byrne et al. (2000); O’Meara et al. (2005) sugerem que a FIV com sémen
de carneiro descongelado, permite uma avaliacdo valida da capacidade do sémen

para realizar fertilizag&o in vivo.

Tabela 6 - Recuperacdo espermética, motilidade progressiva e vigor espermatico de
sémen ovino, apods Swim up e taxa de clivagem na FIV heter6loga com
odcitos bovinos

Taxa de
Swin up recuperacao Motilidade Vigor Taxa de clivagem
Primavera 9,7+6,1 75,8 £18,0 3,3+0,5 46,5+9,9
Verdo 10,3+ 9,7 69,3+11,7 3,2+04 52,6 £5,9
Outono 18,4 + 20,1 71,7+4,1 3,1+0,2 50,5+ 6,6
Inverno 20,5+ 28,0 71,4+12,1 3,1+0,3 455+11,8

p>0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4 CONCLUSOES

Através da avaliacdo dos resultados obtidos durante o experimento, pode-se
concluir que existe influéncia da sazonalidade sobre a criotolerancia esperméatica de

carneiros leiteiros, tendo maior sobrevivéncia no outono, em relagdo ao verdo,
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indicando uma possivel influéncia das temperaturas mais elevadas. Entretanto,
contrariando 0 que era esperado, mesmo com tais diferencas, ndo existe efeito da
sazonalidade sobre as taxas de clivagem apos FIV heter6loga com sémen
descongelado, demonstrando que é possivel congelar sémen de carneiros leiteiros
em qualquer estacdo, com boa viabilidade. Além disso, ndo existe efeito estacional
sobre a morfologia espermatica e integridade de membrana das células, permitindo
congelar sémen de carneiros de racas leiteiras em qualquer estacdo do ano, sem
prejuizos na viabilidade. Ainda, como existe efeito estacional sobre a motilidade do
sémen apls o descongelamento, e esta ser melhor durante o outono (estacdo
reprodutiva), é interessante o desenvolvimento de novos estudos que permitam
melhorar a qualidade do sémen quando congelado nas estacbes menos favoraveis,

permitindo otimizar o uso dos reprodutores e também o congelamento de sémen.
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