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RESUMO

O objetivo desse estudo foi averiguar se hd diferenca na viabilidade do sémen e nas
caracteristicas bioquimicas do sangue e plasma seminal, entre as épocas seca e chuvosa. O
experimento foi realizado no Laboratério de Estudos em Reprodu¢do Animal do
Departamento de Zootecnia- UFC. Foram utilizados cinco ovinos da raca Morada Nova
variedade Branca, alojados em baias individuais, manejados sob condi¢Ges intensivas e
alimentados conforme a categoria animal e espécie. Os diluidores seminais utilizados foram
o TRIS e TRIS-gema de ovo. As amostras de sémen e sangue foram coletadas
semanalmente, durante as épocas chuvosa e seca. Foram obtidos dois ejaculados do mesmo
animal, com o objetivo de adquirir um maior volume de s€émen. As amostras seminais
obtidas foram avaliadas quanto ao volume (ml) e concentracio espermética (x10°sptz/ ml) e
em seguida, divididas em duas aliquotas: (i) A primeira aliquota, imediatamente
centrifugada para a obtencdo do plasma seminal e analisada quanto as concentragdes de
proteinas totais, albumina, globulina e frutose (ii) A segunda aliquota, diluida no diluidor
TRIS e TRIS-gema a uma concentragdo final de 400x10° sptz /mL. Apés a diluicdo, uma
amostra de 300 pl de sémen foi submetida ao teste de termorresisténcia (TTR) para
avaliagcdo subjetiva da motilidade e vigor. O restante do s€émen diluido foi resfriado por 24
h e novamente submetido ao TTR, para avaliacdo subjetiva da motilidade e vigor.
Esfregacos de s€émen das amostras frescas e conservadas foram realizados ao final do TTR
para conhecimento das possiveis alteracdes morfoldgicas. Os esfregacos foram corados
com solucdo azul de bromofenol e 200 células analisadas em cada lamina. As amostras de
sangue foram analisadas quanto as concentracdes de proteinas totais, albumina, globulina,
beta hidroxibutirato e glicose. Os dados obtidos foram analisados pelo programa estatistico
SAS 9.1. Os resultados deste experimento sugerem que nao houve diferenca significativa,
para a maioria dos parametros de viabilidade do sémen entre os periodos seco e chuvoso,
com melhores valores do volume no periodo seco, que se deve em parte, a maior
adaptabilidade desses ovinos da variedade Morada Nova as condi¢des de aridez do
Nordeste do Brasil. Quanto as caracteristicas do sangue, obteve-se significincia para os

parametros glicose e globulina, apresentando melhores resultados no periodo seco.



Palavras — Chave: Caracteristicas seminais. Machos. Ovinos. Plasma seminal. Sangue.



ABSTRACT

The aim of this study was to determine if there is a difference in semen viability and
biochemical characteristics of blood and seminal plasma, between dry and rainy seasons.
The experiment was carried out at the Animal Reproduction Studies Laboratory of the
Department of Animal Science - UFC. Five sheep of the breed Morada Nova variety
Branca were used, housed in individual bays, managed under intensive conditions and fed
according to the animal category and species. The seminal diluents used were TRIS and
TRIS-egg yolk. Samples of semen and blood were collected weekly during rainy and dry
seasons. Two ejaculates of the same animal were obtained, with the purpose of acquiring a
larger volume of semen. The seminal samples obtained were evaluated for volume (ml) and
sperm concentration (x10°" / ml) and then divided into two aliquots: (i) The first aliquot,
immediately centrifuged to obtain seminal plasma and analyzed for concentrations of (ii)
The second aliquot, diluted in the TRIS and TRIS-yolk diluent at a final concentration of
400x10° sptz / mL. After dilution, a 300 pl sample of semen was submitted to the
thermoresistance test (TTR) for subjective evaluation of motility and vigor. The remainder
of the diluted semen was cooled for 24 h and again submitted to TTR, for subjective
evaluation of motility and vigor. Semen smears from the fresh and preserved samples were
performed at the end of the TTR for knowledge of possible morphological changes. The
smears were stained with blue bromophenol solution and 200 cells analyzed on each slide.
Blood samples were analyzed for total protein, albumin, globulin, beta hydroxybutyrate and
glucose concentrations. The data obtained were analyzed by the statistical program SAS
9.1. The results of this experiment suggest that there was no significant difference for the
majority of semen viability parameters between the dry and rainy periods, with better
volume values in the dry period, due in part to the greater adaptability of these sheep of the
variety Morada New to aridity conditions in northeastern Brazil. Regarding blood
characteristics, the glucose and globulin parameters were obtained, showing better results

in the dry period.

Key words: Seminal characteristics. Males. Sheep. Seminal plasma. Blood.
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1. INTRODUCAO

Os ovinos da raga Morada Nova constituem uma das principais racas nativas de
ovinos deslanados criados do Nordeste do Brasil (VILLARROEL & FERNANDES, 2000).
Sao animais caracterizados por boa prolificidade, rusticidade e sdo bem adaptados as
condi¢des edafo-climdticas do semidrido, desempenhando importante fung¢do social e
econdmica, fornecendo proteina de qualidade e renda adicional as populacdes rurais
(SILVA SOBRINHO, 2006).

O efetivo ovino brasileiro dessa raca vem reduzindo de tamanho a cada ano,
visto que muitos criadores t€ém optado pela criagdo de gendtipos mais produtivos. Existe
ainda a ocorréncia de cruzamentos indiscriminados com ovinos de ragas exoticas, que vém
pondo em risco a preservagio dessa raca na regido (PAIVA et al., 2005; FACO et al.,
2008).

No semi-arido nordestino, os eventos climatologicos podem ser definidos em
dois: época seca e chuvosa. Estas delimitagdes estacionais determinam a disponibilidade de
alimento, o que influencia diretamente na capacidade reprodutiva (SIMPLICIO, 2001).
Sabe-se que a reproducdo ¢é fator determinante para a eficiéncia dos sistemas de produgao,
sendo necessdria a garantia de animais sauddveis. Desta maneira, a utilizacdo de
indicadores quantitativos e qualitativos do sémen, além da avaliagdo metabdlica do sangue
desses animais € uma ferramenta satisfatoria para a avaliacdo de rebanhos, atuando como
auxilio no diagnéstico de doencas e prevenindo possiveis prejuizos na produgdo
(PEIXOTO & OZORIO, 2007; GRANADOS, 2006).

A inseminacdo artificial é uma pritica amplamente utilizada na reproducdo
animal, no entanto, requer condi¢des especificas de estocagem do sémen. O transporte de
sémen de um carneiro de qualidade superior de uma fazenda para fazendas distantes, a fim
de inseminar um grande nimero de ovelhas, exige a preservacdo do sémen em condi¢des
artificiais (KASIMANICKAM et al., 2007). O sémen é armazenado em estado liquido ou
solido a baixas temperaturas (4 ou 15 °C) ou em estado congelado (-196 °C) (MAXWELL
e SALAMON, 1993; SALAMON e MAXWELL, 2000; YANIZ et al., 2005). A

preservacdo bem sucedida do sémen € conseguida por métodos que reduzem ou prender o
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metabolismo dos espermatozdides sem prejudicar sua fertilidade (MAXWELL e
SALAMON, 1993). Diversos diluentes t€m sido testados e o uso da gema de ovo como
aditivo vem sendo disseminado, visto que promove a redu¢do de danos a célula espermética
durante processos de resfriamento e congelagdo (FONSECA et al., 2014).

Diante do exposto, partiu-se das seguintes hipéteses: as caracteristicas seminais
e bioquimicas do sémen de ovinos Morada Nova Branca variam entre as épocas seca €
chuvosa; as caracteristicas seminais no diluidor Tris diferem apds a adi¢do ou nio da gema
de ovo; as caracteristicas seminais diferem entre os tempos de conservacio fresco e 24
horas; e a época do ano influencia na composi¢do bioquimica do sangue de ovinos. Assim,
objetivou-se com este trabalho verificar se fatores como as épocas do ano, tempo de
conservacgdo e adicdo de gema de ovo no diluidor interferem nas caracteristicas qualitativas
€ quantitativas seminais € se a época do ano influencia na composi¢do bioquimica do

plasma seminal e do sangue de ovinos deslanados Morada Nova Branca.



14

2. REVISAO DE LITERATURA

No Brasil, a inseminacao artificial (IA) utilizando s€émen conservado na espécie
ovina € uma prética pouco disseminada, principalmente porque a ovinocultura brasileira é
essencialmente extrativista. Além disso, IA intravaginal com sémen congelado ainda
apresenta resultados insatisfatérios, porque os espermatozdides depositados encontram
dificuldade em ultrapassar a cérvix devido ao maior nimero de anéis cervicais. Desse
modo, nessa espécie, torna-se necessdrio a deposicdo do sémen no corno uterino pela
técnica de laparoscopia, tornando IA muito laboriosa e onerosa. Por outro lado, a IA com
sémen fresco ou refrigerado, € uma alternativa vidvel e simples, pois 0 mesmo pode ser
depositado na entrada da cérvix.

Diante do exposto, € necessdria a difusdo de programas que vise 0 progresso
reprodutivo entre os rebanhos nacionais de ovinos. O estudo da conservacdo do sémen
resfriado torna-se relevante para a evolugdo e padronizacdo das técnicas de IA e também
para determinar a capacidade reprodutiva do macho.

O método mais eficiente para se determinar a capacidade reprodutiva de um
reprodutor € verificando sua potencialidade de fertilizar fémeas férteis (GRANADOS,
2006). Entretanto, € possivel estimar essa potencialidade por meio de teste in vitro que

apresentam diferentes acurdcias (HAFEZ, 1995).

2.1. Avaliacdo da qualidade do sémen

O método ideal para avaliar a fertilidade do reprodutor, além de sua habilidade
de produzir a gestacdo, € pelo exame do sémen (HAFEZ, 1995). A avaliacao da qualidade
espermatica geralmente estd ligada ao desejo de predizer a fertilidade dos reprodutores para
servirem nos rebanhos ou para serem utilizados em programas de reprodu¢do programada
(Manual Para Exame Androlégico e Avaliacdo De S€men Animal, 1998).

Por quase um século ou mais, clinicos e pesquisadores tém lutado para
desenvolver técnicas para predizer acuradamente a fertilidade das amostras seminais de um
individuo (AMANN e HAMMERSTEDT, 1993). DEN DAAS (1992) e HAFEZ (1995)

citam que as caracteristicas do s€émen relacionadas a qualidade da populacido espermaética
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presente na dose inseminante sdo motilidade (teste de termorresisténcia), integridade da
membrana, integridade acrossOmica, atividade de certas enzimas, concentracao
espermatica, volume e aspecto do sémen, movimento em massa (turbilhonamento),
morfologia espermdtica, habilidade de ligar-se a zona pelicida do odcito e capacidade para
fecundacdo in vitro. Nenhum teste Unico foi desenvolvido para predizer acuradamente a
fertilidade de um ejaculado individualmente, mas quando vérios testes sdao combinados
cuidadosamente, os ejaculados podem ser selecionados para utilizacdo com potencial de
apresentar a mais alta fertilidade (HAFEZ, 1995).

As caracteristicas do sémen sdo avaliadas ndo somente para predicdo da
fertilidade do macho, mas também para avaliar o modo de processamento do ejaculado no
laboratério (CAMPOS et al., 2004; DEN DAAS, 1992). Um método confiante de
mensuragdo do volume e concentracdo do ejaculado € tdo importante quanto as
caracteristicas da qualidade do sémen, especialmente para a preparacdo das doses
inseminantes (DEN DAAS, 1992). Em ovinos, uma redu¢do no volume de sémen, apds
submissdo a um regime de coleta frequente, indica uma redugdo da fun¢do secretora das
glandulas anexas (KAYA et al., 2002) e reducdo da reserva epididimaria (MONTEIRO et
al., 2014).

2.2. Motilidade e vigor

A motilidade e o vigor podem ser analisados de forma objetiva ou subjetiva. A
andlise objetiva € realizada pelo Computer-assistedsemenanalysis — CASA. Este sistema
inclui um microscépio de contraste de fase equipado com placa aquecedora, conectado a
uma video-camera de alta resolu¢do e um computador (MATOS et al., 2008). Entretanto
este sistema requer grande investimento.

O método subjetivo consiste na utilizagdo do teste de Teste de
Termorresisténcia. Por esta metodologia, a motilidade e o vigor sdo rotineiramente
avaliados pela estimagdo visual (DEN DAAS, 1992). Segundo CORTEEL (1981), estes sao
0s parametros mais comumente utilizados para mensurar a qualidade do sémen. O vigor ou
intensidade de movimentacao linear dos espermatozoides é avaliada em um escore de 0 — 5,

onde zero corresponde a auséncia de espermatozoides moéveis e cinco a méxima
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movimentacdo progressiva (CORTEEL, 1974; 1981). Os espermatozoides precisam de
véarias horas apds a ejaculagdo ou IA para atingirem o local de fecundacdo na fémea
(HAFEZ, 1995). Seu poder fecundante estd consequentemente, em parte ligado a sua
sobrevivéncia no trato genital da fémea (MIES FILHO, 1987). Esta observacdo tem levado
a utilizacdo de testes de termorresisténcia a mesma temperatura corpérea da fémea, in vitro
para apreciar a sobrevivéncia espermdtica. As condi¢des de incubagdo variam com a
espécie e com o tipo de s€men a testar (fresco ou congelado), mas em caprinos e ovinos, o
sémen € geralmente diluido em concentragdo compreendida entre 80 e 300 x 106sptz/ml, e
colocado em banho-maria a 37 — 38°C (Manual para Exame Androlégico e Avaliagdo de
Sémen Animal, 1998). A motilidade e o vigor podem ser calculadas ao inicio do teste e 2 —

3 horas apds a incubagdo (BARIL et al., 1993).

2.3. Concentracao, volume, aparéncia e movimento em massa

O sémen deve possuir uma aparéncia cremosa ou leitosa, com cor amarelada
(marfim), ou esbranquicada nas espécies caprina e ovina (Manual para Exame Androlédgico
e Avaliacdo de Sémen Animal, 1998), que sdo indicativos de alta concentracdo
espermadtica. Geralmente, animais jovens e aqueles de menor tamanho dentro de uma
espécie produzem menores valores de sémen (HAFEZ, 1995). Normalmente, o volume do
ejaculado varia de acordo com a espécie animal considerada e, dentro de uma mesma
espécie, a variagdo € muito ampla, correndo por conta do individuo, da raca, do nimero de
ejaculacdes sucessivas, a alimentacdo etc (MIES FILHO, 1987). Frequentes ejaculacdes
resultam em menor volume, e quando dois ejaculados sdo obtidos consecutivamente, o
segundo usualmente apresenta menor volume (HAFEZ, 1995; KAYA et al., 2002).
Volumes pequenos nao sao prejudiciais, porém sdao acompanhados por baixa concentraciao
espermatica, e o nimero de espermatozoides disponiveis € limitado (HAFEZ, 1995).

Segundo o Manual para Exame Androldgico e Avaliagdo de Sémen Animal
(1998), o volume médio do sémen ovino € em torno de 1 ml, porem estudos tem revelado
que as caracteristicas seminais, tais como, o volume de sémen, concentragdo, vigor,
motilidade e morfologia espermdtica pode variam em funcdo da raga e época do ano

(FELICIANO SILVA e NUNES, 1984; GUNDOGAN, 2006; SABEV et al., 2006).
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Estudos realizados no Rio Grande do Sul demonstraram que a época do ano afetou
significativamente a percentagem de espermatozoides anormais € em menor grau, o volume
e concentracdo espermdtica, quando os animais sdo mantidos em pastagem natural,
indicando que esta deficiéncia deve-se ao manejo alimentar e ndo ao fotoperiodo
(SELAIVE-VILLARROEL et al.,, 1985). J4 no Piaui, em ovinos da Raca Santa Inés,
manejados com pastagem nativa, foi constatado limitacio do crescimento, porém sem
afetar os parametros seminais, libido e concentragao sérica de testosterona (SOUZA et al.,
2007).

Macroscopicamente, o exame do sémen puro contra a luz poderd fornecer
elementos valiosos no que diz respeito a motilidade, quando ele provém de ruminantes. O
movimento em massa € classificado de acordo com sua intensidade em ativo, médio e lento
(MIES FILHO, 1987), ou com notas que variam de 0 a 5 (BARIL et al., 1993). Quando um
nimero muito pequeno de espermatozoides se movimenta no meio da massa, o material
aparece ao exame visual como se estivesse completamente imdvel, portanto os elementos
em atividade ndo t€ém a forga suficiente para movimentar a totalidade dos existentes (MIES

FILHO, 1987).
2.4. Morfologia espermatica

O sémen da maioria dos machos apresenta alguns espermatozodides
anormalmente formados (HAFEZ, 1995). Nesse aspecto, a morfologia espermdtica tem
sido identificada como uma das técnicas que podem ser usadas na predicdo da fertilidade
espermdtica, (BUENDIA et al., 2002), assim a avaliacdo da qualidade do sémen tem que
considerar que a competéncia funcional € determinada por vérios fatores. A avaliagdo do
estado morfolégico e motilidade do espermatozéide € indicagdo crucial de sua capacidade
fertilizante (BLOTTNER et al., 2001). A morfologia espermética, especialmente da cabeca,
tem recebido considerdvel atencdo em relagdo a habilidade do espermatozéide em alcancar
uma fertilidade normal (AZIZ et al., 1998). Em caprinos o indice de anormalidade maxima
permitida que ndo interfira na fertilidade € 20% (Manual para Exame Androlégico e

Avaliacdo de Sémen Animal, 1998).
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As alteragdes morfoldgicas do espermatozéide podem atingir as diversas partes
constituintes como, por exemplo, o acrossomo, nucleo, colo, peca intermedidria, flagelo, e
em alguns casos, tomar duas ou mais partes da célula simultaneamente (MIES FILHO,
1987). Estas alteracdes morfoldgicas dos espermatozdides podem ser primdrias,
secunddrias ou tercidrias (HAFEZ, 1995). As anormalidades primdrias sdo devido a falha
da espermatogénese, enquanto que as secundérias ocorrem durante a passagem pelos
epididimos, aquelas que ocorrem durante ou apds a ejaculacdo sdo designadas
anormalidades terciarias (HAFEZ, 1995).

Em clima temperado, a estacionalidade reprodutiva em pequenos ruminantes ¢é
influenciada pela variacdo anual do fotoperiodo (ROSA e BRYANT, 2003; BUDAI et al.,
2013). No entanto, outros fatores ambientais (temperatura, nutricio e relagdes sociais)
parecem modular seu efeito (IBRAHIM, 1997). Em clima tropical, estudos recentes t€m
observado variagdes nas caracteristicas do s€émen desses animais (CAMPOS et al., 2004;
CATUNDA et al., 2011; AGUIAR et al., 2013; FRAZAO SOBRINHO et al., 2014), apesar
da inexisténcia de variagao do fotoperiodo. Sugerindo que outros fatores, tais nutricionais e
ambientais podem ter interferéncia direta ou indireta sobre o eixo hipotdlamo-hipofisario-

gondadico (MARTIN et al., 2004).
2.5. Indicadores bioquimicos do sangue e reproducao

A avaliacdo do perfil metabdlico ligada ao status nutricional e desempenho
reprodutivo tem despertado o interesse atualmente. A nutricdo tem papel definitivo no
desempenho reprodutivo animal, podendo causar problemas, como o déficit qualitativo dos
gametas sexuais, caso ndo seja realizada de forma coerente, suprindo as necessidades
nutritivas de cada fase animal. E importante frisar que este conhecimento pode ser utilizado
como mantenedor ou gerador de efici€éncias reprodutivas satisfatorias, através de manejos
voltados para este intuito (PEIXOTO & OS()RIO, 2007; PIRES, 2011; ROBINSON et al,
2002; BOMFIM et al, 2014)

Os metabdlitos sanguineos, protéicos e energéticos, sao indicadores nutritivos e
consequentemente, reprodutivos, portanto, valores de glicose, proteinas totais, albumina,

globulina e corpos cetonicos, por exemplo, sdo capazes de informar a respeito da qualidade
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produtiva animal, pois desequilibrios destes repercutem na composi¢do dos fluidos
corporais. (CONTRERAS, 1990). Sao capazes de variar, ndo tdo somente por meio do
manejo nutritivo, mas por fatores como idade, stress, clima e estado fisiolégico.
Resumidamente, € possivel destacar a interferéncia de alguns destes
indicadores, tais como, proteinas plasmaticas, que s@o fundamentais em processos que
incluem o transporte de hormdnios e nutrientes, ja a disponibilidade de glicose utilizdvel
interfere diretamente na liberacdo de GnRH pelo hipotdlamo. Niveis altos de corpos
cetdnicos no sangue sdo capazes de provocar perdas rdpidas de condicdo corporal e

deficiéncia de Co em ruminantes. (GONZALEZ, 2003; PIRES et al., 2011).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Local do experimento e animais experimentais

O experimento foi realizado no Laboratério de Estudos em Reprodug¢do Animal
(LERA) do Departamento de Zootecnia- UFC. Foram utilizados cinco ovinos sauddveis da
raca Morada Nova variedade Branca, com aproximadamente 12 meses de idade e peso
médio de 30 kg, alojados em baias individuais, previamente vacinados e vermifugados, que
foram manejados sob condi¢Oes intensivas. A alimentacdo fornecida aos animais foi
elaborada na propor¢do de 60% de volumoso e 40% de concentrado, conforme
especificagdes do NRC (2007) para ovinos. A mistura mineral foi adicionada ao
concentrado e a dgua fornecida livremente. O volumoso fornecido foi o feno de capim

Tifton 85 (Cynodondactylum).

3.2. Elaboracao do diluidor TRIS

O diluidor utilizado foi o TRIS (3,63 g de TRIS, 0,50 g de frutose, 1,99 g de
acido citrico, para 100 ml de 4gua destilada). A osmolaridade do diluidor proporcionou 300
milliosmoles e pH entre 6,2 a 6,8. Apds a elaboragdo dividiu-se em duas partes iguais, uma
delas constituiu o grupo controle (Tris sem gema) e a outra foi adicionada de gema de ovo a

uma concentragdo de 2,5%.
3.3. Coleta e processamento do sémen

Os ejaculados foram coletados semanalmente com auxilio de uma vagina
artificial, durante as épocas seca e chuvosa. Para cada coleta foram obtidos dois ejaculados
do mesmo animal, com intervalo de 15 minutos entre as coletas, com o objetivo de adquirir
um maior volume de sémen. Apds a mistura dos dois ejaculados do mesmo animal, a
amostra foi avaliada quanto ao volume (ml), concentragdo espermdtica (xlOgsptz/ ml) e
motilidade massal, sendo em seguida dividida em duas aliquotas:

i) A primeira aliquota foi imediatamente centrifugada a 8.000 rpm/20 min para

a obtengcdo do plasma seminal, que foi acondicionado em tubos tipo “eppendorfs” e



21

conservados a -20°C até a realizacdo das andlises de proteinas totais, albumina, globulina,
glicose e frutose

ii) A segunda aliquota foi diluida no diluidores TRIS com e sem gema de ovo
(EVANS e MAXWELL, 1990), a uma concentragdo final de 400X106SptZ /mL. Apods as
diluicdes, amostras de 300 pl sémen foram incubadas em banho-maria a 37 °C para a
realizacdo do teste de termorresisténcia (TTR), aos 10 e 120 min para avaliacdo subjetiva
da motilidade e o vigor (BARIL et al., 1993). O restante do sémen diluido foi resfriado por
24 h e foi novamente submetido ao TTR e avaliacdo subjetiva da motilidade e o vigor.

As observagdes foram realizadas em microscopia 6tica no aumento de 100X.
Ap6s cada incubacdo foram calculadas as médias de vigor e motilidade. A taxa de

degradacao da motilidade (TDM) foi calculada pela seguinte férmula:

TDM= vigor 10 min — vigor 120 min

vigor 10 min
3.4. Morfologia espermatica

Foram realizados esfregacos de sémen das amostras frescas e conservadas de
cada animal no TRIS com e sem gema, foram realizados aos 120 minutos de incubacio a
37°C, para conhecimento das possiveis alteragdes morfoldgicas tipicas (sémen fresco), bem
como, daquelas provocadas pela conservacdo do sémen. Os esfregacos foram corados com
solucdo azul de bromofenol. Um total de 200 células por 1amina foi analisado em um

microscopio optico (aumento: X1000). A morfologia espermatica foi classificada segundo

Bloom (1980).
3.5. Coleta de Sangue e Analises Bioquimicas

As amostras de sangue dos animais foram coletadas semanalmente por
venopuncdo jugular. Foram realizadas sete repeticdes no periodo seco e sete no periodo
chuvoso, totalizando 70 amostras (35 no periodo seco e 35 no periodo chuvoso). Para cada
coleta realizada, foram utilizados dois tubos por animal (10 mL), um com anticoagulante

(EDTA a 10%), para a obtengcdo do plasma sanguineo e posterior andlise dos niveis de
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glicose, e outro sem anticoagulante, para obtencdo do soro, possibilitando a medi¢dao dos
metabolitos B-hidroxibutirato, proteinas totais, albumina e globulina. Os tubos foram
centrifugados a 1000 rpm por 15 minutos, e as amostras de soro e plasma armazenadas em
freezer a -20°C para posterior anélise.

As andlises de glicose, proteinas totais, albumina e globulina no plasma seminal
e/ou sangue foram realizadas por meio de kit comerciais. O [-hidroxibutirato foi
determinado no aparelho PrecisionXtren, AbbottLaboratories Inc., Abbott Park, IL
(LITHERLAND et al., 2013). A frutose foi determinada pelo método de Selliwanoff.

3.6. Analise estatistica

Os parametros analisados foram expressos em média e desvio padrio e
avaliados pela ANOVA, utilizando-se o modelo GLM (General Linear Model). Em
seguida, submetidos ao teste de Tukey, utilizando-se um delineamento em parcelas
subdivididas, ao nivel de significincia de 1%. Os dados foram analisados pelo programa

estatistico SAS 9.1 (2003).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse estudo foi verificado que apenas o volume de sémen foi afetado pela

época do ano (p<0,0001), com maiores valores na época seca (Tabela 1).

Tabela 1. Média do Volume, Concentracdo, Motilidade Massal (M.M), Motilidade, Vigor,
Taxa de Degradacdo da Motilidade (TDM), Morfologia de Células Normais e Células
Defeituosas do s€émen nas épocas seca e chuvosa.

Epoca do ano
Pardmetro seminal

Chuvosa Seca
Volume (ml) 0,47+0,02° 0,800,03"
Concentracdo espermética (x10° sptz/ml) 3,82+0,08* 4,04+0,02°
MM 2,87+0,07* 2,73+0,09"
Motilidade (%) 29,3442 37* 33,30+2,37*
Vigor 1,46+0,11° 1,39+0,11°
TDM (%) 27,47+2,88" 20,64+2,52°
Normal (n° sptz) 143,3343,16" 148,58+2,02°
Defeituosas (n° sptz) 56,66+2,56" 51,41+2,02°

® Y etras diferentes, comparacio entre épocas seca e chuvosa p<0,0001

Poucos relatos foram encontrados acerca da influéncia da época do ano sobre as
caracteristicas seminais de ovinos criados em condi¢des tropicais (FRAZAO SOBRINHO
et al., 2014). Estes autores verificaram influencia da época do ano sobre os parametros
espermaticos, todavia, diferente do experimento atual, cujo maior volume de sémen foi
constatado na época seca. Os resultados do presente estudo diferiram dos relatos
encontrados em caprinos (CATUNDA et al., 2011; AGUIAR et al., 2013), pois nao
verificaram influencia da época do ano sobre o volume de s€émen. Similarmente, também
ndo constataram influencia época do ano sobre o vigor e a motilidade espermatica. Desse
modo, ovinos deslanados, quando adequadamente alimentados, aparentam estar bem
adaptados as condi¢cdes ambientais da regido nordeste brasileira, pois a qualidade seminal é

pouco influenciados pela época do ano (MAIA et al., 2011).
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No atual estudo, apesar da época do ano ndo ter afetado negativamente a
qualidade seminal dos ovinos Morada Nova Branca, a motilidade, vigor e morfologia
espermatica estdo fora dos indices recomendados pelo CBRA (1998), que sdo 75%; 3,0 e
10%, respectivamente, o que desqualifica os ejaculados obtidos. Tais resultados podem
comprometer a capacidade fecundante do s€émen dos reprodutores estudados. Todavia, uma
amostra mais significativa precisa ser estudada para que dados mais conclusivos sejam
obtidos.

Os parametros bioquimicos no plasma seminal e sanguineos estdo apresentados

na tabela 2.

Tabela 2. Média dos parametros bioquimicos no plasma seminal e sanguineo dos ovinos.

Plasma seminal

poca P;(())ttzlirslis Albumina®*  Globulinas* Frutose** Glicose** BHB

Chuvosa  3,30+0,07*  2,03%0,09°  1,37+0,09° 458,20+ 11,93" - -
Seca 3,20£0,05°  0,4040,08°  2,80+0,08" 264,83+ 11,93 - -

Plasma sanguineo
Chuvosa  4,45+0,09° 3,11+0,04* 1,34+ 0,08 - 100,77+0,99* 2,80+ 0,19°
Seca 5,48+ 0,09° 3,01+0,04* 2,47+0,08" - 93,35+0,99°  2,77+0,19°

® 1 etras diferentes, comparagio entre épocas seca e chuvosa p<0.0001. *g/100 ml, **mg/100 ml

O plasma seminal de mamifero € a parte liquida da ejaculacio, que é composta
por secrecdes de testiculos, epididimos, ducto deferente e fluido das glandulas acessoérias
masculinas (MOGIELNICKA-BRZOZOWSKA e KORDAN, 2011). De modo que a sua
funcdo estd normalmente associada a ejaculacdo dos espermatozoides e a subsequente
sobrevivéncia dos mesmos no trato reprodutivo feminino (JUYENA e STELLETTA,
2012). No atual experimento, no plasma seminal, as maiores concentracdes de albumina e
frutose (p<0.0001) foram encontradas na época chuvosa, porém as globulinas foram
maiores na época seca. As concentracdes de proteinas totais (p>0,05) ndo foram
influenciadas pela época do ano, mas encontram-se dentro do relatado para a espécie
(DOMINGUEZ et al., 2008; GUNDOGAN, 2006). No homem, a albumina tem origem

testicular, epididimdria e prostiatica e estd associada com a morfologia espermatica
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(ELZANATY et al., 2007) e tem sido encontrada comumente no s€émen dos animais
domésticos (OBERST et al., 2002). Em ovinos, maiores concentracdes de albumina no
plasma seminal tém sido associadas com melhor motilidade espermética (GUNDOGAN,
2006).

No que se refere a frutose, resultados similares foram encontrados por Catunda
et al. (2012), que em caprinos, também verificou maiores concentracdes desse metabolito
na época chuvosa. Os autores sugeriram que a alteracio na concentra¢do de frutose
observada durante o estudo pode ser atribuido a algum efeito ambiental, tal como a
temperatura ¢ umidade que interferiram na fisiologia reprodutiva masculina. A frutose
apresenta-se como um importante constituinte seminal no metabolismo espermatico, cuja
concentracdo tem sido associada a qualidade do sémen, a atividade metabdlica e ao
funcionamento normal das glandulas vesiculares (LEWIS-JONES et al., 1996). Portanto, o
conhecimento da concentragdo de frutose seminal é importante para determinar a estacao
adequada para preservar e usar o s€émen de pequenos ruminantes (CATUNDA et al., 2012).
A maior concentracdo de globulinas encontrada na época seca € atribuida a menor
concentracdo de albumina que foi observada nessa mesma época. Maiores concentragdes de
globulinas tém sido relatadas com o periodo reprodutivo em veados (STREZEK et al.,
1985). Entretanto no presente estudo a razdo desse aumento ndo parece 6bvia.

As concentragdes de proteinas totais e globulinas séricas foram mais elevadas
na época seca (p<0,01), e glicose na época chuvosa (p<0,01). As concentracdes de
proteinas totais e globulinas, em ambas as épocas do ano, estavam abaixo dos pardmetros
fisiolégicos recomendados por Kaneko et al. (2008) cuja variagdo € de 6,0 - 7,9 g/dl e 3,5 —
5,7 g/dl para proteinas totais e globulinas, respectivamente. Dessa forma, os valores
encontrados apontam um quadro sugestivo de hipoproteinemia e hipoglobulinemia
crOnicas, visto que estes parametros estavam baixos em ambas as épocas do ano.
Entretanto, os animais nao apresentaram nenhum sintoma de doencga infecciosa, parasitaria
ou metabdlica durante a condu¢do do experimento. Como hipoglobulinemia é um achado
incomum no animal adulto (RUSSEL & ROUSSEL, 2007, AHMAD et al., 2000), e

nenhuma doenca foi diagnosticada, acredita-se que esses valores sejam tipicos da raga,
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entretanto mais estudos devem ser realizados, visto que restam poucos exemplares desse
grupo genéticos no Brasil.

Em ovinos, somente pequenas quantidades de amido chegam ao abomaso ou
duodeno (6% do amido ingerido), mesmo que se alimentem com grandes quantidades de
amido (TOPPS et al., 1968). De fato, o amido € rapidamente fermentado no rdimen
originando principalmente o propionato (FORBES & PROVENZ, 2000), que via
gliconeogénese hepdtica origina a glicose (TOPPS et al., 1968). A glicose é a fonte de
energia para o organismo € sua concentracdo varia entre os animais (KANEKO et al.,
2008). Nesse estudo, a concentracdo de glicose foi maior na época chuvosa, apesar disso,
em ambas as épocas, as concentracdes estavam acima dos limites fisioldgicos para a
espécie ovina (50,0 a 80,0 mg/dl; KANEKO et al., 2008). Os resultados encontrados
sugerem que o fornecimento energético da racdo estava acima do recomendado para a
espécie resultando em maiores concentragdes séricas de glicose (CATUNDA et al., 2013;
SUSIN et al., 1995).

Nos ruminantes, o B-hidroxibutirato, deriva do metabolismo hepético do acetil-
CoA e, principalmente, a partir da transformacdo do butirato na parede ruminal
(VANDERMEERSCHEN-DOIZE et al., 1983). No presente estudo, as concentragcdes de
BHB nao diferiram entre as épocas do ano, porém em ambas as épocas, as concentragdes
deste metabdlito estavam abaixo dos valores propostos em ovelhas lanadas (5,33 a 6,17
mg/dl; KANEKO et al., 2008). Estes resultados indicam que produgdo de energia, a partir
do acetato ruminal, estd ocorrendo eficientemente no animal. Os baixos valores
encontrados também podem ser inerentes aos ovinos Morada Nova Branca, uma vez que
esse gendtipo € escasso e necessita de estudos.

O tempo de conservacdo influenciou negativamente a viabilidade das células
espermaticas (p<0,0001), com os melhores resultados sendo encontrados no sémen fresco

(tabela 3).



27

Tabela 3. Média das varidveis Vigor, Motilidade, Morfologia de Células Normais e Células
Defeituosas, entre os tempos de conservacdo Fresco e 24 horas apds as coletas de s€men
nos dois periodos

Tempo de
Vigor (1-5) Motilidade (%) Normal (n) Defeituosas (n)
Conservagao
Fresco 2,56+0,07% 55,57+1,58? 159,28+1,80* 40,71+1,80*
24h 0,28+0,04" 7,07+0,57" 132,31+2,78°  67,68+2,27"

1 etras diferentes, comparacio entre tempos de conservagio p<0.0001

A eficiéncia da conservacdo do sémen no estado liquido por periodos curtos
depende da reducdo reversivel da motilidade e da atividade metabdlica dos
espermatozdides em baixas temperaturas (MAXWELL e SALAMON, 1993; MACHADO e
SIMPLICIO, 1995). Pois, a criopreservacdo induz danos na ultraestrutura da membrana
plasmdtica e acrossdmica, bem como na regido flagelar, que promovem reducdo da
integridade funcional e da sobrevivéncia espermdtica (CAVALCANTE et al., 2014;
SALAMON e MAXWELL, 2000). A qualidade inicial dos ejaculados (vigor e numero de
espermatozdides defeituosos) durante todo o experimento esteve aquém do recomendado
pelo CBRA (1998), o que em parte justifica os resultados encontrados no s€émen resfriado,
visto que as células esperméticas dos ovinos Morada Nova Branca ndo toleraram o
processo de resfriamento a 5°C. Mais estudos necessitam ser conduzidos com ovinos
Morada Nova Branca, pois ndo hd relatos publicados acerca da qualidade seminal dessa
raca, outro entrave aos estudos € a existéncia de apenas trés nicleos com esse rebanho no
Cear4.

Na época chuvosa, a adicdo de gema ao diluidor Tris influenciou positivamente
na motilidade, o ndmero de células normais e defeituosas (p<0,001). Na época seca
influenciou a motilidade e a TDM (p<0,001), os melhores valores sendo encontrados no
Tris com gema. O nimero de células normais variou entre as épocas no Tris sem gema

(p<0,001), com o melhor resultado sendo observado na época seca.
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Tabela 4. Média das varidveis Vigor, Motilidade, Taxa de Degradacdo da Motilidade
(TDM), Morfologia de Células Normais e Células Defeituosas, entre os diluidores Tris-com
gema (TCG) e Tris-sem gema (TSG) nas épocas chuvosa e seca.

Epoca Chuvosa
Vigor Motilidade (%) TDM (%) Normais (n) Defeituosas (n)
TCG 1,49+0,15* 33,52+3,55° 29,93+4,46" 148,06+5,26" 51,93+3,55%
TSG 1,4240,17°  25,16£3,09°  25,00+3,65° 138,88+3,56"°  61,11+3,56"

Diluidor

Epoca Seca
TCG 1,51+0,16* 36,82+3,51° 25,82+4,00° 146,91+£2,96"  53,08+2,96"
TSG 1,26+0,16" 29,78+3,15° 14,4442.98"  150,2442,75**  49,75+2,75"

AB L etras diferentes, comparagdo entre épocas seca e chuvosa p<0,001; *"letras mintisculas comparagdo entre
tratamentos. Taxa de Degradacdo da Motilidade (TDM).

A utiliza¢do do diluidor formulado a partir da gema de ovo € vidvel para a
preservacdo do sémen ovino e provém de um diluidor formulado com finalidade para a
congelacao do s€men bovino (DAVIS et al., 1963). Apesar dos resultados ndo promissores
encontrados nesse experimento, o diluidor Tris-gema € o diluidor de eleicio para a
conservagdo do sémen ovino resfriado ou congelado (EVANS & MAXWELL, 1990;
PAULENZ et al., 2002). O uso de sémen resfriado tem vantagens préticas e econdomicas: é
barato, f4cil de manusear e pode ser usado para inseminagio cervical (YANIZ et al., 2005).
Entdo, recomenda-se continuidade dos estudos com conservacdo do sémen no estado
liquido nessa raga, pois a recomendagdo em ovinos € o uso de 7,5 - 20% de gema de ovo no
diluidor (EVANS e MAXWELL, 1990; KULAKSIZ et al., 2010), todavia, no Brasil tem-se
usado menor percentual (2,5 a 3%) com excelentes resultados de conservagao e fertilidade
(MACHADO et al., 2006).

Na época chuvosa, o maior nimero de células normais foi encontrado no TCG
e com espermatozodides defeituosos no TSG (p<0,001). Alguns estudos indicam que a
fracdo lipoprotéica de baixa densidade da gema de ovo € a fonte comum de protecdo do
espermatozdide ovino contra os efeitos do armazenamento a +5°C (WATSON & MARTIN,
1975). Os fosfolipidios da fra¢do lipoprotéica da gema de ovo favorecem a protecdo da
membrana da célula espermdtica (WATSON, 1981). J4 a proteina da fracdo lipoprotéica da

gema de ovo serve para solubilizar o lipidio e ligd-lo a membrana da célula (WATSON,
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1981). Mais recentemente, MOUSSA et al. (2002) demonstraram que a fracdo lipoprotéica
da gema de ovo possui efetiva propriedade crioprotetora sobre os espermatozoéides
congelados-descongelados de touros, pois melhora motilidade espermatica foi obtida com a
adicdo da gema de ovo. Essas informagdes justificam os resultados encontrados nesse
experimento. Diferenca entre as épocas foi encontrada no diluidor TSG, com maior nimero
de espermatozoides normais sendo observado na época seca (p<0,001). Os resultados
sugerem que durante a época seca, as baixas concentracdes de frutose e albumina seminal
tenham contribuido para diminui¢do da sobrevivéncia espermdtica € consequentemente,
menor taxa de dano célula durante a conservacdo, o que provavelmente cooperou pra
aumentar o nimero de células intactas. Afinal, certo grau de células € danificado durante a

fase de resfriamento (CURRY & WATSON, 1994).
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5. CONCLUSAO

A época do ano tem pouca influencia sobre as caracteristicas seminais, porém
h4 influencia na composi¢do bioquimica do plasma seminal e soro sanguineo dos ovinos
Morada Nova Branca.

O resfriamento do sémen reduz a viabilidade das células esperméticas de ovinos
Morada Nova Branca.

A adicdo de gema de ovo demonstrou-se importante para melhorar as
caracteristicas de conservacdo do s€men ovino resfriado.

Mais estudos sd@o necessdrios para selecdo de reprodutores com melhores

qualidades seminais.
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