UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI

JEFFERSON HALLISSON LUSTOSA DA SILVA

EFEITO DA EPOCA DO ANO SOBRE AS CARACTERISTICAS DO SEMEN _
CRIOPRESERVADO DE CAPRINOS AZUL, CANINDE E MOXOTO NAS ESTACOES
SECA E CHUVOSA

Teresina - Pl
2017



JEFFERSON HALLISSON LUSTOSA DA SILVA

EFEITO DA EPOCA DO ANO SOBRE AS CARAQTERTSTICAS DO SEMEN N
CRIOPRESERVADO DE CAPRINOS AZUL, CANINDE E MOXOTO NAS ESTACOES
SECA E CHUVOSA

Dissertacdo submetida ao Programa de Pds-
Graduacgdo em Ciéncia Animal da Universidade
Federal do Piaui como requisito para a obtencéo
do Titulo de Mestre em Ciéncia Animal.

Area de concentracio: Sanidade e Reproducéo
Animal

Orientador: Prof. Dr. José Adalmir Torres de
Souza

Teresina - Pl
2017



FICHA CATALOGRAFICA
Universidade Federal do Piaui
Biblioteca Setorial do Cenfro de Ciencias Agrarias
Servigo de Processamento Tecnico

S5586¢c  Silva Jefferson Hallisson Lustosa da
Efeito da época do ano sobre as caracteristicas do sémen crio-
preservado de caprinos azul,canidé e moxoto nas estagtes seca e
chuvosa / Jefferson Hallisson Lustosa da Silva - 2017
5a il

Dissertac&o ( Mestrado em Ciéncia Animal ) — Universidade
Federal do Piaui, Teresina, 2017.
Orientacéo: Prof.Dr. José Adalmir Torres de Souza

1.Caprino - Sémen 2. Criopreservacéo 3. Banco de
germoplasma | Titulo

CDD 636.390824




ERRATA

SILVA, J. H. L. Efeito da época do ano sobre as caracteristicas do sémen criopreservado
de caprinos Azul, Canindé e Moxotd nas estacdes seca e chuvosa. 2017. 55 p. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncia Animal) - Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncia Animal,
Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2017.

Pagina Onde se 1€

Folha de aprovacéo Caracterizacdo fisica e morfologica do
sémen de caprinos Azul, Canindé e Moxoto
nas estacgoes seca e chuvosa

Pagina Leia-se

Folha de aprovacéo Efeito da época do ano sobre as
caracteristicas do sémen criopreservado de
caprinos Azul, Canindé e Moxot6 nas
estacOes seca e chuvosa




CARACTERIZACAO FiSICA E MORFOLOGICA DO SEMEN DE CAPRINOS
AZUL, CANINDE E MOXOTO NAS ESTACOES SECA E CHUVOSA

JEFFERSON HALLISSON LUSTOSA DA SILVA

Dissertagio aprovada em: 16/02/2017

Banca Examinadora:

Prof. Dr. José

/ EMBRAPA

Profa. Dra. Angela Maria Xavier Eloy (Exter

ANGELA MARIA XAVIER ELOY

PESOUISADORA EMBRAPA CAPRINOS
e a5

o @ A E T ot IO~

Prof. D}l. ‘Antonio de Sousa Junid}' (Interno) / CTT/UFPI
U U




Dedico,

Aos meus pais (José e Celeste) e aos irmaos (Bruno e
Jéssica), que sdo a base para seguir em frente
sempre forte, obrigado pela confianga e por essa
conquista, que compartilho com vocés



Vi

AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus pelo dom da vida e por me guiar em toda minha
caminhada e conquistas.

A minha familia por todo apoio indispensavel estando ao meu lado em todos os instantes.

A Universidade Federal do Piaui e Programa de Pés-Graduagio em Ciéncia Animal por
prestar todo o apoio necessario durante a formacao académica.

Ao meu orientador Professor Dr. José Adalmir Torres de Souza pela orientacao, e pela
oportunidade de trabalharmos juntos.

Ao Professor Dr. Antdnio de Sousa Junior pela inestimével colaboracdo durante toda a
execucao do trabalho e pela amizade.

A Professora Dra. Isdlda Marcia por toda a amizade, cumplicidade e pelos conselhos.

A funcionaria “dona Noémia” por toda presteza e zelo com todos.

Aos amigos Cicero Soares, Viviany Rodrigues e Micherlene Lustosa pela grande
amizade e pelas conversas sempre agradaveis.

A toda equipe do LBRA/UFPI pela receptividade e cordialidade pelo qual fui recebido
durante a realizacdo do mestrado e pela convivéncia harmoniosa. Em especial ao colega Felipe
Pereira da Silva Bargante, por todos os ensinamentos, amizade e por estar sempre disponivel
em ajudar.

Aos amigos Marcos Celestino, Bruno Prado, Savio Ruan, Filipe Nunes, Dayana Maria,
Dayse Andrade e Yndyra Nayan pela ajuda na conclusao desse trabalho.

Ao senhor José Ferreira Dantas Filho pela grandiosa gentileza em ceder as instalacdes e
animais da Fazenda Faveira, durante a realiza¢do desse trabalho.

Ao CNPq pelo fornecimento da bolsa.

A equipe do Laboratdrio do Nucleo Integrado de Biotecnologia da Universidade Estadual
do Ceara, em especial a Doutoranda Talita Camara, pela presteza em colaborar conosco;

A todos aqueles que de alguma maneira contribuiram para a realizacao dessa conquista.

Muito Obrigado!



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS ......c.coiveverevieeeeeeeeeieeies s sesssessesesss s vii
LISTADE TABELAS ...ttt sttt sttt st neens viii
] U [ SR iX
ABSTRACT .ottt sttt b et et s e be et et e s e e be st e st e b e et et e s e e te st et e s e te e eneerenrn X
L INTRODUGAO ......oooceieeeteteetee et es s s st es st n s see s s st s sanaees 11
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt ee e 13
2.1 Anatomofisiologia da reproducao em CaPriNOS .........ccvevverieeiieiieere e 13
2.2 Considerac0es entre época do ano e qualidade seminal..............ccccooiiienninicicncenen, 14
2.3 Coleta e avaliacdo da qualidade Seminal ..........ccccooeiiiiiiiiiii e 15
2.3.1 Avaliacao classica do SEMEN CAPIFIND .....ocvveiveeieieeieeieseesie e e ste e e sre e e e e e e 16
2.3.2 Testes complementares de avalia¢do da integridade espermatica...........c.ccccceveueneee. 17
2.3.2.1 Analise estrutural e funcional de espermatozoides ............ccccevveveiieieciecicceee, 17
2.3.3 Analise computadorizada do SEMEN.........couiiiiiieie e 19
2.4 Criopreservacao SEMINAL..........ccooiiiiiiiii s 20
2.5 Conservacao de recursos genétiCos I0CAIS.........ccveiveieiieiieie e 22
3 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt 24
(07 AN o] 1 10 1 I RSSO 31
RESUMO ... .ottt ettt bbbttt e b et st eneebe s be e eseebe e eneanennas 32
N = S I S SR RSPSRTI 33
INTRODUGAD ... cooeieiieeieeeeses et st ss st s st s st enas st s ens s s st s s tneesenes 34
MATERIAL E METODOS........cooiieieeeieeeesee e esiess s tssss s assessesae s ssnas s s ssnsesensenansenes 35
RESULTADOS E DISCUSSAO.......comiiiiiiieineieiesiesisssses sttt ssssons 40
CONCLUSOES ...ttt 51
AGRADECIMENTOS ...ttt sttt sttt st re e 51

REFERENCIAS ..ot e e et et e e e e e e et e e et e e e et e e er e e es et e s et e e es e e s eeeanann 52



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

HL — Microlitro

Hm - Micrometro

ALH — Amplitude Lateral da Cabeca

AZ — Azul

BCF — Batimento flagelar cruzado

CASA - Computer-Assisted Sperm Analysis
CD - Canindé

DCF — Diacetato de carboxifluoresceina
EC — Epoca chuvosa

ES — Epoca seca

g - grama

HOST - Hipoosmotic Swelling Test (Teste Hiposmotico)
Hz - Hertz

IP — lodeto de propidio

ITGU — indice de Temperatura de Globo e Umidade
JC-1 — lodeto de tetraetilbenzimidazolil carbocianina
LIN — Linearidade

mg - Miligrama

mL — Mililitro

mm - Milimetro

mOsm/L — Miliosmol/litro

MOX - Moxotd

MNP — Motilidade ndo Progressiva

MP — Motilidade Progressiva

°C — Graus Celsius

Sptz — Espermatozdide

STR - Retilinearidade

TTR — Teste de Termorresisténcia

VAP — Velocidade de trajeto

VCL — Velocidade curvilinear

VSL — Velocidade progressiva

% - Porcentagem

vii



Capitulo 1

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela s

Tabela 6

Tabela 7

LISTA DE TABELAS

Médias e desvios-padrdo das dimensdes testiculares de reprodutores
caprinos Azul, Canindé e Moxotd, Elesbdo Veloso-Pl, 2016

Médias e desvios-padrdo dos parametros fisicos (volume, turbilhdo,
motilidade, vigor) e concentracdo espermatica do sémen de caprinos Azul
(AZ), Canindé (CD) e Moxoté (MX) nas estacBes seca (ES) e chuvosa
(EC), Elesbéo Veloso - PI, 2016

Médias e desvios-padrdo dos pardmetros morfoldgicos (defeitos de cabeca,
defeitos de peca intermediaria, defeitos de cauda, defeitos maiores e
defeitos totais) de espermatozoides caprinos Azul (AZ), Canindé (CD) e
Moxotd (MX) nas estacOes seca (ES) e chuvosa (EC), Elesbao Veloso-Pl,
2016

Motilidade total e vigor de espermatozoides caprinos Azul (AZ), Canindé
(CD) e Moxotd (MX), em diferentes tempos p6s-descongelacao (0, 60, 120
e 180 minutos), pelo teste de termorresisténcia (TTR), nas estacdes seca
(ES) e chuvosa (EC), Elesbdo Veloso — PlI, 2016

Médias e desvios-padrdo das caracteristicas estruturais da célula
espermatica do sémen congelado de caprinos Azul (AZ), Canindé (CD) e
Moxoto (MX) nas estacOes seca (ES) e chuvosa (EC), Elesbdo Veloso —
Pl, 2016

Valores médios (%) e desvio padrdo de espermatozoides reativos ao teste
hiposmético (HOST), nas racas Azul (AZ), Canindé (CD) e Moxotd (MX),
nas estacdes seca (ES) e chuvosa (EC), Elesbdo Veloso-PI, 2016

Cinética pos-descongelacdo (MédiatDP) de espermatozoides caprinos
Azul (AZ), Canindé (CD) e Moxot6 (MX) nas estacdes seca (ES) e chuvosa
(EC), analisados pelo CASA, Elesbéo Veloso-Pl, 2016

40

42

44

45

47

49

50

viii

Pag.



RESUMO

O espermograma assume grande importancia na avaliagao da aptidao reprodutiva de um macho
destinado a reproducdo, pois permite a predicdo da qualidade do reprodutor, visto que ele
demonstra sua potentia generandi. A criopreservacdo de sémen é uma importante biotécnica
reprodutiva, tendo em vista que promove a conservacdao de germoplasma por tempo
indeterminado. Através da criopreservacao de sémen sera possivel resgatar populacées que, por
algum motivo, possam ter se extinguido e que tenham importantes caracteristicas para a
pecudria nacional. Dessa forma, o presente trabalho visa analisar o efeito da época do ano sobre
as caracteristicas fisicas e morfologicas do sémen de caprinos localmente adaptados visando a
conservacao do material genético dessas ragas. Foram utilizados 18 reprodutores caprinos
adultos, com idade entre 2 e 5 anos, das racas Azul (AZ), Canindé (CD) e Moxot6 (MX). Todos
os animais foram submetidos a uma avaliacdo clinica e androlégica preliminar. As coletas de
sémen foram realizadas no turno da manha, pelo método da vagina artificial, com auxilio de
fémea estrogenizada. Apds a coleta, um pool dos ejaculados foram formados para analise, onde
uma aliquota de cada amostra foi avaliada quanto aos parametros seminais fisicos. Outra
aliquota foi diluida em solucédo de formol salino para mensuracdo da concentracdo espermatica
e andlise morfoldgica posterior. O sémen foi diluido em meio Tris-Gema de acordo com a
concentracdo espermatica e congelado em maquina TK 3000 em curva especifica para a
espécie, e posteriormente armazenado em botijdo criogénico a -196°C. Apoés a descongelacao
em banho maria a 37°C por 30 segundos, foi avaliado a longevidade espermaética através do
teste de termorresisténcia (TTR), mensurando a motilidade e vigor espermaticos em 0, 60, 120
e 180 minutos pos-descongelacdo. O sémen descongelado foi submetido ao teste de
funcionalidade da membrana plasmatica pelo HOST. Para andlise estrutural dos
espermatozoides foram utilizadas sondas fluorescentes, determinando a integridade de
membrana plasmética, integridade acrossomal e atividade mitocondrial das células
espermaticas. A cinética espermatica pos-descongelacdo foi mensurada pelo sistema
computadorizado de analise seminal (CASA). A anélise morfoldgica dos defeitos espermaticos
foi feita pela contagem de 200 células em preparacdo Umida, quantificando-se os defeitos de
cabeca, defeitos de peca intermediéria, defeitos de cauda, defeitos maiores e defeitos totais. O
volume de sémen das racas AZ e MX (0,52mL; 0,69mL) foram superiores a da raca CD
(0,40mL), no entanto as ragcas CD e MX apresentaram vigor espermatico (2,95; 3,04) superior
a raca AZ (2,5). Na época chuvosa (EC) ocorreu menor percentagem de defeitos de cabeca
(0,5%), também na EC ocorreu maior proporcao de defeitos totais (10,2%). No TTR, ocorreu
maior porcentagem de motilidade e maior vigor na EC. O grupo AZ apresentou menor
motilidade e vigor espermatico. Na andlise estrutural observou-se maior atividade mitocondrial
espermatica durante a época seca (ES), sendo as racas CD e MX com maior propor¢do de
células com atividade mitocondrial. Ocorreu maior integridade acrossomal durante a ES e
maior funcionalidade de membrana durante a EC. Pela analise computadorizada houve maior
percentagem de espermatozoides com motilidade ndo progressiva (MNP) durante a EC e maior
frequéncia de batimentos de cauda (BCF).

Palavras-chave: sémen, criopreservacdo, banco de germoplasma



ABSTRACT

The spermogram is of great importance in the evaluation of the reproductive capacity of a male
intended for breeding, because it allows the prediction of the reproducer quality, since it
demonstrates its potentia generandi. Semen cryopreservation is an important reproductive
biotechnology because it promotes conservation of germplasm for an indefinite time. Through
the semen cryopreservation it will be possible to rescue populations that, for some reason, may
have become extinct and which have important characteristics for national livestock. In this
way, the present work aims at analyzing the effect of the time of year on the physical and
morphological semen characteristics from locally adapted goats aiming at the conservation of
these breeds genetic material. Were used eighteen adult goat breeds, aged 2 to 5 years, of the
races, Azul (AZ), Canindé (CD) and Moxot6 (MX). All animals were submitted to a
preliminary clinical and andrological evaluation. The semen collections were performed in the
morning shift, using the artificial vagina method, with the aid of estrogenized female. After a
collection, a pool of ejaculates were formed for analysis, where an aliquot of each sample was
evaluated for the physical seminal parameters. Another aliquot was diluted in saline
formaldehyde solution to measure the sperm concentration and subsequent morphological
analysis. The semen was diluted in Tris-Egg Yolk medium according to sperm concentration
and frozen in TK 3000 machine in a specific curve for the species, and later stored in a cryogenic
canister at -196°C. After thawing in a 37 ° C water bath for 30 seconds, the sperm longevity
was evaluated through the thermoresistance test (TTR), measuring sperm motility and vigor at
0, 60, 120 and 180 minutes after thawing, the thawed semen was subjected to the plasma
membrane functionality test by HOST. Fluorescent probes were used for structural analysis of
spermatozoa determining the integrity of plasma membrane, acrosomal integrity and
mitochondrial activity of sperm cells, the post-thaw sperm cells kinetics were measured by
computerized system for semen analysis (CASA). The morphological analysis of the spermatic
defects was made by counting 200 cells in wet preparation, quantifying head defects,
intermediate part defects, tail defects, major defects and total defects. The semen volume of the
breeds AZ and MX (0.52mL, 0.69mL) were higher than the CD (0.40mL), however the CD and
MX breeds had spermatic vigor (2.95, 3.04) higher than the AZ (2,5). In the rainy season (RS)
there was a lower percentage of head defects (0.5%), also in the RS there was a higher
proportion of total defects (10.2%). In TTR, there was a higher percentage of motility and higer
vigor in the RS. The AZ group presented lower motility and spermatic vigor. In structural
analysis showed a higher sperm mitochondrial activity during the dry season (DS), where the
CD and MX races with the highest proportion of cells with mitochondrial activity. Higer
acrosomal integrity occurred during DS and higer membrane functionality during RS. By
computerized analysis there was a higher percentage of spermatozoa with non-progressive
motility (NPM) during RS and higer frequency of tail beats (BCF).

Keywords: semen, cryopreservation, germplasm bank
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1 INTRODUCAO

A criacdo de caprinos é realizada no Brasil desde a época da colonizacao, com primeiro
registro em 1535, quando foi introduzida no territério nacional pelos primeiros exploradores
portugueses (SEAPA, 2006).

A caprinocultura tem crescido bastante nos ultimos anos como fonte de renda a
pequenos produtores, sendo o Nordeste a regido de maior concentracdo de caprinos no Brasil
(ANDRIOLI et al., 2002), representando uma alternativa de trabalho e renda, visto a producao
de alimentos de alto valor bioldgico (leite, carne e visceras), bem como de pele de excelente
qualidade, além da adaptabilidade dos animais ao ecossistema local (MORAES NETO et al.,
2003).

No Nordeste, a grande maioria dos caprinocultores adota uma criacdo de subsisténcia,
com manejo extensivo e explora basicamente carne e pele (PEDROSA et al., 2003). Além disso,
0 manejo sanitario é precario e a mortalidade de animais, principalmente de jovens, ¢ alta, o
gue compromete seriamente o desenvolvimento da atividade (FILGUEIRA et al., 2009).

A utilizacdo de biotécnicas reprodutivas visando a melhoria genética do rebanho vem
crescendo nos ultimos anos, mas em ritmo lento devido ao baixo nivel de tecnificacdo da
producéo e de investimentos, principalmente dos pequenos produtores, além do arrefecimento
do estimulo ao uso dessas biotécnicas por conta dos resultados insatisfatorios gerados pela sua
utilizacdo inadequada.

Dentre os fatores que interferem na eficiéncia do uso de biotécnicas reprodutivas em
caprinos e na taxa de prenhez estd na necessidade de infraestrutura, que possibilite alcancar
bons resultados, assim como na formacdo de inseminadores, a contaminacdo das fémeas,
quando é utilizado o sémen de um reprodutor ndo testado do ponto de vista sanitario e a reducédo
da qualidade do rebanho, quando se utiliza um macho com caracteristicas genéticas inferiores
a média encontrada na populacdo (TRALDI, 1994).

Dentro desta perspectiva, hd ampla necessidade de dar assisténcia a reproducao destes
animais, seja para permitir o aumento da eficiéncia reprodutiva e/ou produtiva dos rebanhos,
ou para a multiplicacdo mais eficiente dos genétipos (FONSECA, 2005).

Através da criopreservacdo de sémen e de embrides, sera possivel no futuro, resgatar
populacbes que, por algum motivo, possam ter se extinguido e que tenham importantes
caracteristicas para a pecuaria nacional. Nestas cole¢des, poderd se buscar a variabilidade

necessaria e caracteristicas de adaptabilidade as intempéries da natureza que visem aumentar a



12

producdo ou acrescentar genes de interesse econdmico as racas comerciais (HIEMSTRA et al.,
2005).

Nessa concepcao sao reconhecidos pelo menos cinco ecotipos crioulos no pais: Canindé,
Gurguéia, Marota, Moxot0 e Repartida. Destes, apenas o Canindé e o0 Moxotd séo reconhecidos
como racgas. Estes animais, naturalizados no Nordeste brasileiro, desenvolveram caracteristicas
adaptativas importantes (BRITO et al., 2008). Ao longo dos anos adaptaram-se ao clima, com
altas temperaturas, pouca oferta de alimentos e agua, adquirindo resisténcia as condicGes
desfavoraveis da regido e mantendo-se férteis e prolificos mesmo em condicdes adversas
(REGO et al., 2006).

Dessa forma, é de extrema importancia a avaliacdo da qualidade do sémen de caprinos
nos aspectos fisico e morfoldgico, que permitam a utilizacdo segura em programas de
inseminacdo artificial e nas demais biotécnicas reprodutivas, assim como para criopreservacao,
mantendo um banco de germoplasma de racas localmente adaptadas de grande interesse
bioldgico, produtivo e cultural.

Este valoroso material genético podera vir a ser utilizado para restabelecer uma raca em
processo de extingdo, desenvolver um novo grupamento genético, dar suporte a programas de
conservacao in vivo e fornecer material para estudos moleculares visando a identificagdo de
genes de importancia econdmica (RAMOS et al., 2009).

Portanto esse trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da época do ano sobre as
caracteristicas fisicas e morfoldgicas do sémen caprino criopreservado, visando a conservacao

do material genético de ragas localmente adaptadas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Anatomofisiologia da reproducé@o em caprinos

A duracéo da estacdo reprodutiva varia de acordo com a extensdo do dia, com a raca e
com a nutricdo. Essa estacionalidade é governada pelo fotoperiodismo com a atividade estral
comecgando durante o periodo em que diminui a duragdo de luz (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Em
regides temperadas a estacionalidade reprodutiva dos animais é atribuida a combinagéo entre
fotoperiodo e temperatura, ja em regifes tropicais o efeito do ambiente parece estar mais
relacionado a chuva e ao seu efeito na quantidade e qualidade da forragem (REGE et al., 2000).

A puberdade no macho pode ser descrita como 0 momento em que 0 mesmo atinge a
capacidade de fertilizar uma fémea (DARAMOLA et al., 2007). O momento de ocorréncia da
puberdade em caprinos machos € variavel e ocorre geralmente, entre 4 a 6 meses de idade,
quando eles estdo com 40 a 60% do peso adulto. Essa idade ¢ influenciada por diversos fatores
externos como: fotoperiodo, raca, estado nutricional e fatores sociais (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

As gbnadas do macho, os testiculos, tém duas func¢@es principais: producdo de células
germinais (espermatozoides) que transmitem os genes do macho para os descendentes e a
producdo de andrégenos, que fornecem as caracteristicas sexuais secundarias
(STANBENFELD; EDQVIST, 1996). Durante a vida fetal, os testiculos migram para um
diverticulo do abdémen chamado escroto, que nos caprinos € pendular, de pele delgada e
elastica, revestida internamente pela tunica dartos, com presenca marcante de glandulas
sudoriparas e sebaceas (AISEN, 2008). Esta morfologia tem a fungdo primordial de manter a
temperatura testicular de 4 a 7°C inferior a temperatura corpérea, condi¢éo indispensavel para
o desenvolvimento da espermatogénese. A troca de calor, necesséaria a termorregulacédo, é
realizada através do plexo pampiniforme onde ocorre a aproximagdo do sangue arterial com o
venoso (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

Além dos testiculos, o aparelho reprodutor dos machos caprinos é constituido pelo
epididimo, o qual é dividido em cabeca, corpo e cauda, importantes no transporte e
armazenamento de espermatozoides produzidos no testiculo. As glandulas sexuais acessorias,
tais como: vesiculas seminais, glandulas bulbo uretrais e prostata, encontram-se no macho
caprino e desempenham importante papel de producdo do plasma seminal, fundamental para a
sobrevivéncia espermatica no ejaculado (GRANADOS et al., 2006).

Os espermatozoides sdo formados a partir do desenvolvimento das células germinativas

presentes no interior dos tdbulos seminiferos, estes se derivam a partir das espermatogdnias que
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se diferenciam em espermatocitos primarios, secundarios e espermatides até chegarem a
espermatozoides. Essa sequéncia de eventos denominada espermatogénese € regulada pela
secrecdo de testosterona a partir das células de Leydig (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

As células germinativas sofrem uma série continua de divisdes celulares e modificacoes
de desenvolvimento, comecando na periferia e progredindo em direcdo ao limen tubular. As
espermatogonias dividem-se diversas vezes até formarem os espermatécitos. Os espermatdcitos
passam pelo processo de meiose, reduzindo o contetido de DNA a metade das células somaticas.
Esta série de divisGes celulares, incluindo a proliferacdo das espermatogdnias é conhecida por
espermatocitogénese (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

As espermatogonias dividem-se para formar os espermatécitos primarios. Estes passam
por progressivas modificagbes nucleares da profase meiotica, antes da divisdo para formar
espermatdcitos secundarios e se dividem novamente (Meiose Il) para formar as espermatides.
As espermatides sdo transformadas em espermatozoides por uma série de modificacGes
morfologicas progressivas conhecidas coletivamente por espermiogénese. As modificacdes
incluem condensacgéo da cromatina nuclear, formacao da cauda do espermatozoide ou aparelho
flagelar e desenvolvimento do capuchdo acrossomatico. A liberacdo de células germinativas
formadas para o lumen dos tubulos seminiferos é conhecida por espermia¢do (HAFEZ,
HAFEZ, 2004).

Os espermatozoides recém-formados seguem pela rete testes e adentram o epididimo
através dos ductos eferentes. Durante a passagem atraves do epididimo, os espermatozoides
sofrem uma série de alteracdes bioquimicas para se tornarem espermatozoides moveis capazes

de fertilizar, através do contato com as secre¢des epididimarias (O’DONNEL et al., 2001).

2.2 Consideracdes entre época do ano e qualidade seminal

Dentre 0s recursos genéticos disponiveis para produgdo animal em regides aridas e
semiaridas, enfatiza-se o potencial das racas caprinas nativas (GOMES et al., 2008) tendo-se
como pressuposto tedrico que os seculos de pressdo de selecdo natural promoveram elevado
valor adaptativo em relacdo a esses ambientes, com expectativa de maior resisténcia as
condi¢des ambientais (LUCENA et al., 2013). Animais homeotérmicos possuem mecanismos
termorreguladores autbnomos que permitem ao organismo evitar variacdes em sua temperatura
corporal, mesmo que a temperatura ambiente sofra grandes alteragdes (SCARPELLINI;
BICEGO, 2010).
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No Nordeste brasileiro os caprinos assumem a condi¢do de poliéstricos continuos,
porém observa-se uma determinada estacionalidade produtiva que depende de uma série de
varidveis extrinsecas (fotoperiodo, latitude, temperatura e alimentacdo) e intrinsecas (raca,
peso, idade) (NUNES et al., 1997).

A qualidade do sémen determina a eficiéncia reprodutiva do macho durante o ano,
aspecto este que pode variar de acordo com a raga, localizagdo geogréafica e época do ano
(KARAGIANNIDIS et al., 2000). Este altimo fator exerce forte influéncia na qualidade do
sémen de caprinos (BARKAWI et al., 2006).

O estresse provocado pelo calor interfere na funcdo reprodutiva do macho caprino
(SILVA et al.,, 2005). A temperatura ambiente é o fator de maior importancia na
espermatogénese dos machos de qualquer espécie e, quando muito elevada, em torno de 34,5°C,
é prejudicial tanto nas fases de formacéo dos espermatozoides quanto nas células ja formadas
e em trénsito epididimario (MIES FILHO, 1987).

A elevacdo da temperatura ambiental provoca um aquecimento dos testiculos, aumento
do metabolismo e da demanda de oxigénio pelas células, mas devido a limitacdo do fluxo
sanguineo, ocorre hipoxia e degeneracdo seminal (SETCHELL, 1998), reducéo na fertilidade
do macho, alteracGes na sintese de proteinas e expressdo de genes nas celulas germinativas e de
Sertoli (IKEDA et al., 1999; KUMAGAI et al., 2000).

Caracteristicas seminais e circunferéncia escrotal apresentam grande variacdo entre
racas e até mesmo entre individuos da mesma raca (LANGFORD et al., 1998). Mudanca de
estacdo afeta tanto a qualidade quanto a quantidade de sémen em toda a extensdo do ano
(CHEMINEAU et al., 1992).

2.3 Coleta e avaliacédo da qualidade seminal

Dentre os métodos de coleta de sémen para avaliacdo em caprinos, estdo o da vagina
artificial, eletroejaculacdo e o método do coletor vaginal. O método da vagina artificial
associado ao uso de um manequim ou fémea em cio é o mais empregado e o que obtém as
caracteristicas mais proximas do natural (MIES FILHO, 1987).

A avaliacdo da aptiddo reprodutiva de um macho destinado a reproducdo fundamenta-
se na observacdo da salde geral, saude hereditaria, satde genital, potentia coeundi (capacidade
de copula) e potentia generandi (capacidade de fertilizacdo) (CBRA, 2013). O espermograma
assume grande importancia, pois permite a valorizacao da qualidade do reprodutor, visto que

ele demonstra sua potentia generandi. O exame do sémen é feito inicialmente de forma
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macroscopica, sem auxilio de qualquer instrumento. Em seguida, o sémen é avaliado por
métodos laboratoriais e microscopia (REICHENBACH et al., 2008).

2.3.1 Avaliacdo classica do sémen caprino

A avaliacdo in vitro do sémen é uma ferramenta importante na determinagdo da
capacidade reprodutiva de um macho como reprodutor, em virtude de complementar as
informacOes obtidas durante a realizagdo do exame clinico. Tal contribuicdo tem valor
diagndstico na avaliacdo da funcdo testicular, epididimaria e de todo sistema reprodutor do
macho, auxiliando na identificacdo de casos de subfertilidade ou infertilidade (BATISTA,
GUERRA, 2010).

Segundo a avaliacao convencional do ejaculado, para as diversas espécies, observam-se
as caracteristicas fisicas: volume, aspecto, turbilhdo ou movimento de massa, motilidade total
e motilidade progressiva individual, vigor e concentracdo, além da morfologia espermatica e
seus defeitos (maiores e menores) (CBRA, 2013).

O aspecto ¢ a avaliacdo macroscopica do ejaculado, onde normalmente séo avaliadas a
cor e a aparéncia. Estes parametros estdo ligados principalmente a concentragdo dos
espermatozoides, mas também a uma eventual presenca de sangue, pus, urina, células epiteliais
e detritos (CBRA, 2013).

O volume do sémen é expresso em mililitros (mL). E um parametro bastante variavel,
dependendo do método de coleta de sémen. O método da vagina artificial apresentara valores
mais préximos dos fisioldgicos. Para cada espécie a variacao entre animais pode ser devido ao
método de coleta, ao regime de servicos prévio a coleta, ao tempo de excitacdo, dentre outros
(SALVIANO; SOUZA, 2008).

O turbilh&o ou movimento de massa € 0 movimento em forma de ondas observado em
uma gota de sémen in natura. A intensidade do movimento é resultante da interacdo da
motilidade, do vigor e da concentragcdo espermaética. A interpretagdo baseia-se em uma escala
de zero a cinco, onde zero ¢é a auséncia de turbilhdo e cinco o valor médximo dado a um acentuado
movimento de massa (NUNES, 2002).

A motilidade é expressa em porcentagem conforme a proporcdo de espermatozoides
moveis. Segundo Mies Filho (1987), esta é uma das principais caracteristicas que devem ser
levadas em conta no exame de um sémen, para avaliacdo de sua capacidade fecundante. Nao
raramente constata-se no bode saudavel alta motilidade com 80% ou mais de células com

movimento retilineo progressivo (CBRA, 2013). De acordo com Neves et al. (2008), as
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amostras de sémen caprino devem apresentar um minimo de 60% de motilidade para serem
utilizadas imediatamente ou criopreservadas.

O vigor representa a forca do movimento que acaba influenciando a velocidade com que
0s espermatozoides se movimentam. O mesmo é classificado de zero a cinco (CBRA, 2013).

A concentracdo espermatica representa 0 nimero de espermatozoides por milimetro
(mm3) ou centimetro cubico (cm3 = mL). O procedimento mais comum para se obter a
concentracdo espermatica consiste na contagem das células na cdmara de Neubauer, porém a
espectrofotometria também pode ser utilizada para essa finalidade (CBRA, 2013).

A morfologia espermatica determina a percentagem de espermatozoides patoldgicos
dentro da populagédo, ndo devendo ultrapassar os 20%, nos pequenos ruminantes,
principalmente para utilizacgdo em inseminacdo artificial (CBRA, 2013), pois o0s
espermatozoides mortos e anormais apresentam efeitos adversos sobre a fertilidade potencial
do sémen (MAXWELL; WATSON, 1996).

As limitacGes destes métodos incluem subjetividade, variabilidade, reduzido numero de
espermatozoides analisados e pobre correlacdo com o potencial fertilizante desses gametas
(VERSTEGEN et al., 2002).

Novas técnicas tém sido desenvolvidas e estudadas juntamente com as anélises de rotina
(anélise fisica e morfoldgica do sémen) e com os testes complementares ja utilizados para
avaliacdo andrologica para melhor compreenséao de seus resultados (LENA, 1997). Esses testes
mensuram a integridade da célula, condicao basica para garantir a capacidade fertilizante de um
espermatozoide (MOCE; GRAHAM, 2008).

2.3.2 Testes complementares de avaliacdo da integridade espermatica

2.3.2.1 Andlise estrutural e funcional de espermatozoides

A necessidade de testes para predizer a capacidade reprodutiva de reprodutores vem
crescendo, principalmente com a aquisi¢do de machos com potencial reprodutivo comprovado.
Servem de ferramenta para aumentar os indices de produtividade na caprinocultura nacional
(RIBEIRO, 1997).

A funcionalidade da membrana pode ser testada, dentre outros, pelo teste hiposmético
(JEYENDRAN et al., 1984). Esse teste baseia-se na observacdo de que um espermatozoide,
com uma membrana celular integra, se colocado em solucdo hiposmotica, permite a passagem

da agua pela membrana celular até o restabelecimento do equilibrio osmotico entre os fluidos
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extra e intracelulares (SANTOS et al., 2001), sendo um indicativo de que o transporte de agua
através da membrana esta ocorrendo normalmente (INAMASSU et al., 1999).

Em caprinos, Fonseca et al. (2001), utilizando uma solucéo hiposmotica formulada pela
combinacdo de citrato de sodio (50%) e frutose (50%) em &gua destilada, testaram
osmolaridades que variavam de 50 a 300 mOsmol/L. Os autores observaram que a maior
percentagem de espermatozoides reativos ao teste e com um maior grau de reacdo (dobramento
de cauda e edema) foi encontrada em solucdo hiposmotica a 125 e 150mOsmol/L.

O teste é realizado sob microscopia de contraste de fase, no qual os espermatozoides
sdo submetidos a um meio hipotdnico e procede-se a contagem de 200 células, em pelo menos
5 campos diferentes, sendo os espermatozoides classificados em reagidos (cauda enrolada) ou
ndo reagidos (cauda reta). Este influxo de agua aumenta o volume da célula e provoca a
dilatacdo da membrana plasmatica. A cauda é particularmente susceptivel a esta condicao,
torcendo-se em helicoidal (reacéo positiva) (FONSECA et al., 2005).

A utilizagdo de sondas fluorescentes permite avaliar a integridade da membrana
plasmatica, através da combinacdo do lodeto de Propidio com o Diacetato de
Carboxifluoresceina. O Diacetato de Carboxifluoresceina, por conter radicais acetil, consegue
transpor a membrana intacta, sendo imediatamente desacetilada por esterases intracelulares,
tornando a sonda impermeéavel e fazendo com que as células integras corem em verde. O lodeto
de Propidio somente penetra através de células que contenham membrana plasmatica lesada,
tendo afinidade pelo DNA e corando o ndcleo da célula em vermelho (ARRUDA,
CELEGHINI, 2003).

A técnica que utiliza sondas fluorescentes vem ganhando importancia por sua
caracteristica de marcar estruturas especificas das células, detectar integridade estrutural de
forma clara (CELEGHINI, 2005), além de possibilitar a avaliacdo de varios compartimentos
celulares ao mesmo tempo (CELEGHINI et al., 2007).

Para que ocorra a fecundacdo dos odcitos, os espermatozoides precisam sofrer reacéo
acrossdmica, mas para tanto precisam estar previamente capacitados para poderem responder
ao estimulo da zona pelucida que desencadeara o processo de reacdo acrossomica. Para que
ocorra esta alteracdo, o acrossoma deve estar com perfeita integridade estrutural e funcional
(YANG et al.,1998).

A integridade acrossomal pode ser mensurada por diferentes métodos, todavia os mais
comumente usados sdo aqueles que utilizam isotiocianato de fluoresceinas conjugadas a
lecitinas, tais como: Peanut Agglutinin (FITC-PNA) ou Pisum Sativum Agglutinin (FITC-PSA)

(HERRERA et al., 2002). Estas lecitinas ligam-se especificamente a conteudos acrossomais por
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meio da interagdo com glicoconjugados da membrana acrossomal externa (FITC-PNA) ou com
grupos sacarideos da glicoproteina pro-acrosina (FITC-PSA) (GILLAN et al., 2005; SILVA;
GADELLA, 2006).

E necessario que haja producdo de ATP pelas mitocondrias para haver motilidade
espermatica (PAPAIOANNOU et al.,1997; CONNELL et al., 2002). Dessa forma, é preciso
avaliar a atividade mitocondrial nos espermatozoides para garantir uma adequada mobilidade.
Nesse sentido, tem evoluido bastante o uso de sondas fluorescentes para proceder este tipo de
analise (BATISTA; GUERRA, 2010).

Vérios sdo os corantes utilizados, dentre estes, o corante JC-1 ndo apenas tem a
habilidade para distinguir a mitocéndria funcional daquela ndo funcional, mas permite que os
diferentes niveis de funcdo mitocondrial sejam observados, visto que mitocondrias com
respiracdo pouco ativa acumula pouco corante e fluorescem em verde, ao passo que
mitocondrias com respiracdo bastante ativa acumulam mais corante, formando um agregado e
fluorescendo em laranja (GRAHAM; MOCE, 2005).

2.3.3 Analise computadorizada do sémen

Anélises espermaticas convencionais por microscopia de luz podem ser influenciadas
pelo observador, bem como necessitar de muito tempo na preparacdo das amostras ou na
analise, resultando em um numero relativamente pequeno de espermatozoides avaliados
(BATISTA; GUERRA, 2010).

Na busca de maior objetividade na avaliacdo da motilidade espermatica, varios métodos
tém sido propostos, entre eles o sistema de analise computadorizada do movimento
espermatico, denominado “Computer Assisted Sperm Analysis” (CASA). Esse tipo de analise
permite uma avaliacdo mais exata e objetiva da motilidade, fornece informacGes precisas e
significativas da cinética da célula espermatica (VERSTEGEN et al., 2002; COX et al., 2006)
e determina ndo somente a percentagem de células mdveis na amostra, mas também quantifica
caracteristicas especificas do movimento espermatico (GARNER, 1997).

O CASA é um sistema automatico utilizado para visualizar, digitalizar e analisar
imagens sucessivas, fornecendo informacdes precisas e significativas do movimento individual
de cada célula, a partir da reconstrugdo da trajetoria da cabeca do espermatozoide, bem como
de subpopulaces de células espermaticas (AMANN; KATZ, 2004). Vérios estudos em
caprinos para avaliar diferentes protocolos de congelacdo (KAZDROWSKI et al., 2007) ou
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mesmo a congelabilidade de amostras isoladas de sémen tém utilizado este método de avaliacdo
(DORADO et al., 2009).

Este sistema oferece informacdes sobre a cinética espermatica, com a utilizacdo de
campos de video contendo imagens de espermatozoides eletronicamente digitalizados. Os
parametros fornecidos por este equipamento sdo: motilidade total (MT - %), motilidade
progressiva (MP - %), linearidade (LIN - %), retilinearidade (STR - %) e indice de oscilacdo
ou wobble (WOB - %), velocidade curvilinear (VCL - um/s), velocidade em linha reta (VSL -
um/s) e velocidade média do percurso (VAP - um/s), frequéncia de batimento flagelar cruzado
(BCF - Hz), amplitude do deslocamento lateral da cabeca do espermatozoide (ALH - um)
(VERSTEGEN et al., 2002).

E uma ferramenta Gtil no monitoramento da qualidade espermatica de amostras
submetidas a diferentes tratamentos experimentais (FARREL et al., 1996), na pesquisa de
novos diluidores seminais, crioprotetores ou outros tipos de processamento (AMANN; KATZ,
2004), assim como na quantificagdo da hiperativacdo, no estabelecimento da relagdo entre
qualidade do sémen do doador e a verdadeira fertilidade da amostra e nas avalia¢Ges gerais da
conveniéncia do uso de machos para reproducdo (FARREL et al., 1996; VERSTEGEN et al.,
2002).

Embora o sistema tenha muitas vantagens, ele apresenta algumas desvantagens que
tornam seu uso limitado, tais como o elevado custo do equipamento e a necessidade de
validacdo, o controle de qualidade e a padronizacgéo das avaliacdes realizadas (DAVIS; KATZ,
1993).

2.4 Criopreservacgao seminal

A criopreservacgdo proporciona uma estocagem do sémen de animais de alto valor por
tempo indeterminado, maximizando assim o poder reprodutivo do macho e permitindo seu uso
mesmo apos a morte do animal. Além disso, reduz os custos com criagdo de reprodutores, tendo
em vista que se pode adquirir sémen congelado com qualidade comprovada (CASTELO et al.,
2008).

Para garantir o sucesso da criopreservacao é necessario ter o conhecimento ndo somente
do diluente e do crioprotetor apropriado, das taxas de diluig&o, resfriamento ou descongelagéo,
mas também o conhecimento da prépria fisiologia espermatica da espécie, que é essencial para
a recuperacao espermatica maxima apos a descongelacao e, consequentemente, para a obtencéo
de altas taxas de fertilidade (PURDY, 2006).
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Para criopreservagdo é importante a diluicdo do ejaculado através de diluente adicionado
de crioprotetores. A taxa de diluicdo do sémen caprino pode variar entre 1:1 a 1:23
(sémen/diluente), sendo passivel de utilizacdo de uma dose préatica de 1:9 quando néo se dispde
de meios para determinar, com eficacia, a concentracdo pés-diluicdo de aproximadamente
200%10° espermatozoides/mL (NUNES, 2002).

De acordo com Castelo et al. (2008), a diluicdo do sémen caprino deve ser realizada
logo depois da coleta do sémen, na qual tanto o ejaculado quanto o diluente devem ser mantidos
em banho-maria a 37°C para garantir que ambos estejam a mesma temperatura.

Para que um diluente seja usado na criopreservacdo de sémen caprino ele deve ser
constituido por substancias tampdo, como o Tris e citrato de sodio, fontes energéticas, como a
glicose e a frutose, crioprotetores externos como a gema de ovo ou o leite, ou internos, como o
glicerol e o etilenoglicol, bem como os antibidticos, sendo a penicilina e a estreptomicina os
mais utilizados (GIBBONS, 2002).

Porém, os processos de congelacdo e descongelacdo do sémen induzem danos
bioquimicos, funcionais e ultra-estruturais aos espermatozoides (WATSON, 2000), resultando
em reducdo da motilidade, integridade de membrana e capacidade de fertilizacdo (PURDY,
2006), o que pode levar a decréscimos de aproximadamente 50% na motilidade espermaética
apos o procedimento de descongelagdo (CHOE et al., 2006; KAZDROWSKI et al., 2007). Os
danos fisicos que acometem os espermatozoides durante o processo de congelacdo podem se
localizar nas membranas plasmatica e acrossomal, na peca intermediaria ou no axonema
(SALAMON; MAXWELL, 1995).

A congelagdo induz injurias diretas as células, explicadas por duas hipdteses
dependendo da taxa de congelacdo do sistema: a formagdo de gelo intracelular quando
congelado rapidamente e o “efeito solu¢do” quando a congelacdo é lenta (MAZUR, 1970).
Quando a taxa de congelacéo e rapida, a gua intracelular congela e forma cristais de gelo, letais
para a célula. Também, quando a taxa de congelacdo € lenta os cristais de gelo se formam na
solucdo extracelular primeiro, o que gera um aumento na concentracdo de eletrolitos da fragdo
ndo congelada. O aumento na concentracdo induz, consequentemente, desidratacdo celular
através de uma diferenca de pressdo osmotica, que pode levar a elevadas taxas de toxicidade ou
injuria celular, o que é denominado de “efeito solugao” (FAHY, 1980).

E necessario obedecer ao tempo de equilibrio, que é considerado o tempo total em que
0s espermatozoides sdo mantidos em contato com o glicerol e todos os demais componentes do

diluidor, previamente a congelacdo. Durante esse periodo ocorre o equilibrio osmético entre o
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meio intracelular esperméatico e o extracelular formado por todos os componentes
osmoticamente ativos presentes no meio diluidor (SALAMON; MAXWELL, 2000).

A influéncia do fator individual tem sido avaliada visando analisar a capacidade de
criopreservacao espermatica, enfatizando a necessidade de avaliacéo prévia tanto do reprodutor
quanto de diferentes ejaculados de um mesmo animal (WINDSOR, 1997).

2.5 Conservagao de recursos genéticos locais

Os caprinos foram introduzidos no Brasil pelos portugueses durante o processo de
colonizagdo, passando por um longo periodo de selecdo natural e adaptacdo ao Semiérido,
formando assim, varios grupamentos genéticos como Azul, Canindé, Gralna, Marota, Moxoto,
Nambi, Repartido, dentre outros. Estes grupos constituem o0s ecotipos brasileiros e estdo
localizados principalmente no Nordeste, onde sdo criados de forma extensiva e semi-extensiva,
quase sempre aliada a agricultura familiar, para a producdo de carne, pele e leite. Esses animais
apresentam caracteristicas marcantes de adaptabilidade a ambientes menos favoraveis, o que
tem levado as diversas citacfes na literatura como de primordial importancia para o
desenvolvimento de regides de baixa oferta de alimentos e clima adverso, como o Semiarido
(DEVENDRA, 2002).

O efetivo populacional de ragcas em perigo de extingdo necessita do monitoramento da
diversidade e de programas de conservacao para a sua manutencdo (HIEMSTRA et al., 2005).

A conservacdo de recursos genéticos animais visa conservar racas de animais
domeésticos que, embora possam ter suas origens com certa proximidade genética, sofreram
isolamento geografico e passaram por um processo de selecdo natural em diferentes nichos
ecoldgicos, adquirindo caracteristicas de adaptagao a ecossistemas especificos (MARIANTE et
al., 2008).

Através da criopreservacdo de sémen e de embrides, sera possivel no futuro, resgatar
populacbes que, por algum motivo, possam ter se extinguido e que tenham importantes
caracteristicas para a pecuaria nacional. Nestas cole¢des, poderd se buscar a variabilidade
necessaria e caracteristicas de adaptabilidade as intempéries da natureza que visem aumentar a
producdo ou acrescentar genes de interesse econdémico as racas comerciais (HIEMSTRA et al.,
2005).

Existem varias metodologias utilizadas para a conservacdo dos recursos genéticos
animais: (1) conservacao in situ, a partir da implantacéo de nucleos de conservagdo nas regides

de origem dessas racas; (2) conservagao ex situ in vivo, na qual os animais sdo conservados fora
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de seu habitat original, ou seja, no caso das ragas naturalizadas, longe do local onde eles foram
submetidos a acdo da selecdo natural; e (3) conservacdo ex situ in vitro, que se baseia na
utilizacdo de modernas técnicas criogénicas de armazenamento de material genético como
sémen e embrides (MARIANTE et al., 2011).

Programas de conservacao in situ e ex situ para ragas em risco de extingdo podem ser
beneficiados por modernas técnicas de biotecnologias da reproducgéo, incluindo inseminagéo
artificial com sémen congelado, superovulacéo e transferéncia de embribes, producéo in vitro
de embrides, micromanipulacdo de gametas/embrides, sexagem de sémen/embrides e banco de
genoma (ANDRABI; MAXWELL, 2007).

A conservacdo e o desenvolvimento de racas localmente adaptadas é de grande
importancia porque estas utilizam alimentacédo de baixa qualidade, sdo menos susceptiveis ao
estresse climatico, sdo mais resistentes a doencas e parasitas presentes em suas regioes, e
representam uma fonte Unica de genes a serem utilizados para aumento de caracteristicas
produtivas e para a manutengdo da salde em animais de racas comerciais. A utilizacdo e o
desenvolvimento de racas locais ja adaptadas a ambientes hostis, e que demandam um manejo
minimo, sdo de extrema importadncia em alguns ecossistemas. Espera-se que animais
geneticamente adaptados a essas condi¢gdes sejam mais produtivos a baixos custos, sendo,
portanto, fundamentais para comunidades locais (CARDELLINO, 2005).

O sucesso da conservacdo de recursos genéticos na espécie caprina passa pelo
enriquecimento adequado dos bancos de germoplasma e, com isso, pela criopreservacdo de
sémen e de embrides. A evolucdo e a adaptacdo dos protocolos utilizados para coleta e
criopreservacao de sémen e de embriGes em racas adaptadas sdo essenciais para aumento da

eficiéncia dos programas de enriquecimento de germoplasma (RAMOS et al., 2011).
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RESUMO

O presente trabalho visa analisar o efeito da época do ano sobre as caracteristicas fisicas
e morfoldgicas do sémen criopreservado de caprinos localmente adaptados visando a
conservacao do material genético dessas racas. Foram utilizados 18 reprodutores caprinos
adultos, com idade entre 2 e 5 anos, das racas Azul (AZ), Canindé (CD) e Moxot6 (MX).
As coletas de sémen foram realizadas no turno da manhd, pelo método da vagina artificial,
com auxilio de fémea estrogenizada. Apos a formacdo de um pool dos ejaculados, uma
aliquota de cada amostra foi avaliada quanto aos parametros seminais fisicos. Outra
aliquota foi diluida em solucdo de formol salino para mensuragdo da concentragdo e
analise morfologica. Apds a diluicdo em meio Tris-Gema o sémen foi congelado em
sistema automatizado. Apos a descongelacéo, foi realizado o teste de termorresisténcia
(TTR) em 0, 60, 120 e 180 minutos pos-descongelacdo, teste de funcionalidade da
membrana plasmaética (HOST), analise estrutural dos espermatozoides usando sondas
fluorescentes e analise da cinética espermatica pelo CASA. A analise morfologica foi
realizada pela técnica de preparacdo Umida, distribuindo os defeitos por categoria. O
volume de sémen das racas AZ e MX (0,52 mL; 0,69mL) foram superiores a da raca CD
(0,40mL), as ragas CD e MX apresentaram vigor espermatico (2,95; 3,04) superior a raca
AZ (2,5). Na época chuvosa (EC) ocorreu menor percentagem de defeitos de cabeca
(0,5%), também na EC ocorreu maior proporcdo de defeitos totais (10,2%). No TTR,
ocorreu maior porcentagem de motilidade e maior vigor na EC. O grupo AZ apresentou
menor motilidade e vigor espermético. Houve maior atividade mitocondrial espermatica
durante a época seca (ES). As racas CD e MX apresentaram maior atividade mitocondrial.
Ocorreu maior integridade acrossomal durante a ES e maior funcionalidade de membrana
durante a EC. Pelo CASA houve maior percentagem de motilidade ndo progressiva
durante a EC e maior frequéncia de batimentos de cauda.

Palavras-chave: sémen, criopreservacédo, banco de germoplasma
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ABSTRACT

The present work aims to analyze the effect of the time of year on the physical and
morphological characteristics of cryopreservation semen from locally adapted goats
aiming at the conservation of the genetic material of these breeds. Eighteen adult goat
breeds, aged between 2 and 5 years old, from the Azul (AZ), Canindé (CD) and Moxotd
(MX) breeds were used. The semen collections were performed in the morning shift,
using the artificial vagina method, with the aid of estrogenized female. After forming a
pool of ejaculates, an aliquot of each sample was evaluated for the physical seminal
parameters. Another aliquot was diluted in saline formaldehyde solution to measure
concentration and morphological analysis. After dilution in Tris-Gemma medium the
semen was frozen in an automated system. After thawing, the thermoresistance test (TTR)
was performed at 0, 60, 120 and 180 minutes post-thawing, plasma membrane
functionality (HOST), structural analysis of spermatozoa using fluorescent probes and
analysis of sperm kinetics by CASA. The morphological analysis was performed by the
wet preparation technique, distributing defects by category. The semen volume of the
breeds AZ and MX (0.52 mL, 0.69 mL) were higher than the CD (0.40 mL), the CD and
MX breeds presented spermatic vigor (2.95; 3.04) higher than Race AZ (2,5). In the rainy
season (EC) there was a lower percentage of head defects (0.5%), also in the EC there
was a higher proportion of total defects (10.2%). In TTR, there was a higher percentage
of motility and greater vigor in the CD. The AZ group presented lower motility and
spermatic vigor. There was greater mitochondrial sperm activity during the dry season
(ES). The CD and MX races showed higher mitochondrial activity. Greater acrosomal
integrity occurred during ES and greater membrane functionality during EC. For CASA,
there was a higher percentage of non-progressive motility during EC and higher
frequency of tail beats.

Keywords: semen, cryopreservation, germplasm bank
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INTRODUCAO

A utilizacdo de biotécnicas reprodutivas visando a melhoria genética do rebanho
vem crescendo nos Gltimos anos, mas em ritmo lento devido ao baixo nivel de
tecnificacdo da producdo e de investimentos, principalmente dos pequenos produtores,
além do arrefecimento do estimulo ao uso dessas biotécnicas por conta dos resultados
insatisfatorios gerados pela sua utilizacdo inadequada.

A qualidade do sémen determina a eficiéncia reprodutiva do macho durante o ano,
aspecto este que pode variar de acordo com a raca, localizagao geografica e época do ano
(Karagiannidis et al., 2000). A época do ano exerce forte influéncia na qualidade do
sémen de caprinos (Barkawi et al., 2006).

A criopreservacdo proporciona uma estocagem do sémen de animais de alto valor
por tempo indeterminado, maximizando assim o poder reprodutivo do macho e
permitindo seu uso mesmo apds a morte do animal. Além disso, reduz os custos com
criacdo de reprodutores, tendo em vista que se pode adquirir sémen congelado com
qualidade comprovada (Castelo et al., 2008).

Através da criopreservacdo de sémen e de embrides, serd possivel no futuro,
resgatar populagcbes que, por algum motivo, possam ter se extinguido e que tenham
importantes caracteristicas para a pecuaria nacional. Nestas colecdes, podera se buscar a
variabilidade necessaria e caracteristicas de adaptabilidade as intempéries da natureza que
visem aumentar a producdo ou acrescentar genes de interesse econdmico as racgas
comerciais (Hiemstra et al., 2005).

Nessa concepcdo sdo reconhecidos pelo menos cinco ecotipos crioulos no pais:
Canindé, Gurguéia, Marota, Moxotd e Repartida. Destes, apenas o Canindé e o Moxotd
sdo reconhecidos como ragas. Estes animais, naturalizados no Nordeste brasileiro,
desenvolveram caracteristicas adaptativas importantes (Brito et al., 2008).

Dessa forma, é de extrema importancia a avaliagdo da qualidade do sémen de
caprinos nos aspectos fisico e morfoldgico, que permitam a utilizacdo segura em
programas de inseminacdo artificial e nas demais biotécnicas reprodutivas, assim como
para criopreservacdo, mantendo um banco de germoplasma de ragas localmente
adaptadas de grande interesse bioldgico, produtivo e cultural.

Este valoroso material genético podera vir a ser utilizado para restabelecer uma

raca em processo de extingdo, desenvolver um novo grupamento genético, dar suporte a
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programas de conservacao in vivo e fornecer material para estudos moleculares visando
a identificacdo de genes de importancia econémica (Ramos et al., 2009).

Portanto esse trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da época do ano sobre
as caracteristicas fisicas e morfoldgicas do sémen caprino criopreservado, visando a

conservacao do material genético de racas localmente adaptadas.

MATERIAL E METODOS

Etica em experimentac&o animal

Todos os procedimentos realizados com 0s animais estavam em conformidade
com a legislacdo europeia para experimentagdo animal (Diretiva 2010/63/UE) e com a
legislagdo brasileira em pesquisa animal (Lei 11.794 de 08 de outubro de 2008). O
procedimento descrito neste artigo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Piaui (UFPI) sob o protocolo de N° 139/16.

Local do experimento e grupos experimentais

As atividades de coleta a campo foram realizadas na Fazenda Faveira localizada
no Km 138 da BR 316, a 20 km do municipio de Elesbdo Veloso — PI, situado a
06°12°07"" de latitude sul e 42°08°25”* de longitude oeste. O clima é do tipo tropical
semiarido quente com temperaturas entre 25°C a 36°C e precipitacdo pluviométrica
média anual de 1171,5 mm (Fundacdo Cepro, 2001). O local caracteriza-se pela cria¢éo
de Caprinos e Ovinos de racas exoticas e de racas localmente adaptadas, assim como
bovinos. O periodo experimental correspondeu aos meses de marco a maio de 2016 e de
setembro a novembro de 2016.

Foram utilizados 18 reprodutores caprinos adultos, das racas Azul, Canindé e
Moxotd, sendo seis animais de cada raga, com idade entre 2 e 5 anos de idade. Todos 0s
animais foram submetidos ao mesmo regime de manejo, sendo a alimentacdo a base de
forragem livre a pasto, dgua e sal mineral proprio para caprinos a vontade, além de
suplementacdo com ragdo concentrada. Previamente a realizacdo das coletas de material
para analise os animais foram vermifugados, vacinados e submetidos a avalia¢do clinica

geral e androldgica.
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Parametros ambientais

O monitoramento da temperatura e umidade relativa do ar foi realizado por meio
de termdmetros de maxima e minima (Incoterm, Brasil), bulbo seco e bulbo Umido
(Incoterm, Brasil) e de globo negro, colocados no centro do aprisco. As leituras dos
termOmetros foram realizadas duas vezes nos dias da coleta (8 e 12 horas), durante o
periodo experimental. As temperaturas foram, posteriormente, convertidas em indice de
Temperatura de Globo e Umidade (ITGU), conforme proposto por Buffington et al.
(1981), em que ITGU = 0,72 (Tbu + Tgn) + 40,6 (em que: Thu = temperatura de bulbo
Umido, em °C; Tgn = temperatura de globo negro, em °C).

Coleta e avaliacdo imediata do sémen

Todas as coletas de sémen foram feitas no mesmo horario (turno da manha), pelo
método da vagina artificial, com auxilio de fémea estrogenizada (E.C.P®, Cipionato de
estradiol, Pfizer), entre os meses de mar¢o e maio (periodo chuvoso) e entre setembro e
novembro (periodo seco). Um pool dos ejaculados foram formados para analise e
verificados quanto ao aspecto e volume. Uma aliquota de cada amostra foi retirada para
avaliacdo dos parametros seminais fisicos incluindo turbilnonamento, motilidade total,
assim como o vigor espermatico, imediatamente apds a coleta. Outra aliquota (10 pL) foi
colocada em 4 mL de formol salino a 4% (diluig&o 1:400), para mensurar a concentracao
e a morfologia espermatica (Cbra, 2013).

O volume (mL) foi medido com o auxilio de uma pipeta néo fixa (100 - 1000 uL).
O turbilhonamento foi avaliado através de microscopio dptico (Opton TIM-107), com
aumento de 100 vezes, em uma gota de sémen colocada sobre lamina previamente
aquecida, sendo atribuido nota de zero a cinco (Cbra, 2013). A motilidade total, assim
como o vigor foram mensurados pela analise de uma gota de sémen, diluida em Ringer
com lactato previamente aquecido a 37°C, em microscopico optico (Opton TIM-107) com
aumento de 400 vezes, sendo o resultado da motilidade expressa em percentagem e ao
vigor foi atribuida nota de zero a cinco.

A concentracdo (numero de espermatozoides por mL) foi avaliada pelo método
da camara de Neubauer, na concentracdo de 1:400, em solucdo de citrato de sodio em
formol a 4 %. As caracteristicas morfolégicas foram analisadas no Laboratorio de
Biotecnologia da Reproducdo Animal da Universidade Federal do Piaui (LBRA/UFPI),
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pela técnica da preparacdo Umida, utilizando microscépio de contraste de fase (Olympus
optical Co., Ltda., Téquio, Japdo), com aumento de 1000 vezes, contando 200 células
espermaticas por lamina e classificando quanto a defeitos de cabeca, peca intermediéria,

cauda, defeitos maiores e defeitos totais.

Diluicéo e congelacédo do Sémen

No preparo do diluidor seminal foi utilizado o TRIS-frutose-acido citrico na
seguinte composicdo: 3,605g de TRIS (hidroximetil) aminometano; 2,024g de acido
citrico; 1,488g de frutose, 25mg de Gentamicina, 100mL de &gua destilada, 20% de gema
de ovo e 5% de glicerol. A diluicdo foi realizada com base na concentracao espermatica,
de modo a obter-se 20x10° espermatozoides/palheta. O acondicionamento foi feito em
palhetas de 0,25 mL e o processo de congelagdo em maquina TK 3000® (TK Tecnologia
em congelacdo Ltda, Uberaba, Brasil), em curva lenta de congelacdo especifica para
sémen caprino (-0,25°C/min, de 25°C a 5°C e -10°C/min, de 5° C a -120° C) e, apds atingir
-120° C, as palhetas foram mergulhadas em nitrogénio liquido (-196° C) e armazenadas
em botijao criogénico. O tempo de equilibrio na temperatura de 5°C foi de 30 minutos.
Apo6s 30 dias de armazenamento, as amostras de sémen foram descongeladas no
LBRA/UFPI, em banho-maria a 37°C por 30 segundos, e avaliadas quanto & integridade
e funcionalidade da membrana plasmatica, integridade do acrossoma, funcédo

mitocondrial e tempo de termorresisténcia lento (TTR).

Testes de avaliacdo fisica, morfoldgica e estrutural dos espermatozoides e sémen

Imediatamente apds a descongelacdo, cada amostra foi acondicionada em
microtubos em banho maria a 37°C. Uma aliquota de 10 uL foi retirada de cada amostra
para avaliacdo de motilidade e vigor espermaticos a cada 60 minutos, até o tempo de 180
minutos pos descongelacdo (0, 60, 120 e 180 minutos).

Foi avaliada a integridade da membrana espermatica com o uso de sondas
fluorescentes, conforme descrito por Harrison e Vickers (1990), onde aliquotas de 50 puL
de sémen, descongeladas a 37° C por 30 segundos e acondicionados em microtubos,
foram diluidas em 150 uL de TRIS (3,605 g de Tris (hidroximetil) aminometano; 2,024
g de &cido citrico; 1,488g de frutose; 100 mL de &gua destilada) contendo 5 pL de
Diacetato de Carboxifluoresceina (DCF; Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA) (0,46
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mg/mL em DMSO) e 20 puL de Iodeto de Propidio (IP; Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO,
USA) (0,5 mg/mL em PBS), e incubadas por 10 minutos a 37°C para posterior avaliac3o.
A andlise se deu pela contagem de 100 espermatozoides em microscopio de
epifluorescéncia (Olympus optical Co., Ltda., Téquio, Japdo) em aumento de 1000 vezes,
sob 6leo de imersdo usando filtro de emissdo DBP 580- 630nm e excitacdo DBP
485/20nm. As células que apresentaram fluorescéncia verde foram consideradas integras,
enguanto aquelas apresentando fluorescéncia vermelha foram consideradas danificadas.

Para o teste de funcionalidade da membrana, uma proporcéo de 10 uL de sémen
descongelado foi misturado a 1mL da solugdo hiposmética constituida por citrato tri-
sodico e frutose, obedecendo a uma concentracdo de 150 mOsm/L, conforme Fonseca et
al. (2005) e incubados em Banho-Maria a 37°C, durante 60 minutos. Posteriormente,
10uL desta suspensdo foi inserido sobre ldamina, coberta com laminula, e observada em
microscépio de contraste de fase (Olympus optical Co., Ltda., Téquio, Japdo) com
aumento de 1000x. O resultado foi expresso em percentual pela diferenca de caudas
dobradas antes e ap0s o teste, em 200 espermatozoides contados.

A atividade mitocondrial foi determinada pela utilizacdo de um fluorocromo
cationico lipofilico JC-1 (Guthrie e Welch, 2006). Para tanto, aliquotas de 50uL de sémen
po6s-descongelado foram diluidas em 150uL de Tris contendo 5uL de JC-1 (0,15mM em
DMSO) e incubadas por 10 minutos a 37°C. Um total de 200 espermatozoides foi avaliado
em microscopio de epifluorescéncia (Olympus optical Co., Ltda., Téquio, Japdo), com
aumento de 1000x, sob dleo de imerséo, usando-se filtro de emisséo LP 515nm e BP 450-
490nm para excitagdo. As células coradas em laranja foram classificadas com alto
potencial de membrana mitocondrial, enquanto aquelas coradas em verde foram
classificadas com baixo potencial de membrana.

Para analise da integridade acrossomal foi utilizado o isocianato de fluoresceina
conjugado (FITC-PNA, Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, USA), de acordo com a técnica
descrita por Roth et al. (1998), em que uma aliquota de 20uL da solugédo estoque de FITC-
PNA (Img/mL) foi descongelada e adicionada a 480uL de solugéo de fosfato tamponada
(PBS) para obter a concentragao final de 100ug/mL. Aliquotas de 20uL dessa solucéo
foram colocadas sobre esfregacos de ldaminas contendo espermatozoides, as quais foram
incubadas por 20 minutos em cAmara Umida a 4°C, na auséncia de luz. Ap6s incubagéo,

as laminas foram enxaguadas duas vezes em PBS refrigerado (4°C) e colocadas para
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secagem na auséncia de luz. Imediatamente antes da avaliagdo, 5 puL. de meio de
montagem UCD (4,5 mL de glicerol, 0,5 mL de PBS e 5 mg de pphenylenediamine, 5mg
azida sodica) foi colocado sobre lamina e coberta com laminula. Foram avaliados 200
espermatozoides, em aumento de 1000x sob éleo de imersdo, usando microscopia de
epifluorescéncia (Olympus optical Co., Ltda., Téquio, Japdo), com filtro de emissdo LP
515nm e BP 450-490nm para excitagdo. As células espermaticas foram classificadas
como portadoras de acrossomas intactos (Al), quando a regido acrossomal apresentou
fluorescéncia verde intensa. Foram considerados acrossoma reagido (AR) quando as
células espermaticas ndo apresentaram coloracdo verde ou a fluorescéncia verde se

restringiu apenas a regido equatorial da cabeca espermaética.

Avaliacéo pelo sistema CASA

A andlise computadorizada do sémen descongelado foi realizada no Nucleo
Integrado de Biotecnologia da Universidade Estadual do Ceard (NIB/UECE), através do
sistema CASA (Computer-Assisted Sperm Analyses), utilizando o software Sperm Class
Analyzer® (SCA) (Microptics, SL, versdo 3.2.0, Barcelona, Espanha). Uma amostra de
10 uL de sémen descongelado de cada ejaculado foi diluido em 50 pL de meio TRIS
(3,605 g de Tris (hidroximetil) aminometano; 2,024 g de acido citrico; 1,488g de frutose;
100 mL de agua destilada) previamente aquecido em banho-maria a 37°C, e uma aliquota
de 10 pL dessa diluigéo foi inserido em lamina previamente aquecida a 37°C e analisado
com auxilio de microscépio de contraste de fase acoplado a uma video-camera adaptada
ao sistema (Nikon™ H5505, Eclipse 50i, Japao). Para cada amostra foram analisados
cinco campos. Dentre os parametros avaliados estdo: motilidade progressiva (MP - %),
velocidade curvilinear (VCL - um/s), velocidade em linha reta (VSL - um/s), velocidade
média do percurso (VAP - um/s), linearidade (LIN - %), retilinearidade (STR - %), indice
de oscilagdo ou wobble (WOB - %), deslocamento lateral de cabeca (ALH - um) e
frequéncia de batimento cruzado (BCF - Hz), individual para cada espermatozoide

analisado.

Andlise estatistica
Para andlise estatistica dos dados, foram obtidas as médias e desvio-padrdo, e
procedida a analise de variancia dos parametros avaliados nas estacdes seca e chuvosa.
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Para a comparacdo das médias foi realizado o teste de Duncan, de acordo com o
coeficiente de variacdo obtido, considerando um nivel de significancia de 5%. Foi
utilizado o PROC GLM (General Linear Models) do Software SAS (Statistical Analysis
System) for Windows verséo 9.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram registradas temperaturas médias de 31,80+0,25°C durante a estacdo
chuvosa (EC) e 33,93+1,39°C durante a estacdo seca (ES) do ano. As médias de umidade
relativa e precipitacdo pluviométrica na EC foram de 58,5+7,42% e 85,03mm/més,
respectivamente e na ES foram de 48,5+4,91% e 33,9mm/més, respectivamente. O ITGU
durante as épocas chuvosa e seca foram de 81,7 e 81,9, respectivamente.

De acordo com o National Weather Service - EUA, citado por Baéta (1985) os
valores de ITGU até 74, proporcionam uma situacdo de conforto térmico; de 74 a 78, uma
situacdo de alerta; de 79 a 84, situacéo perigosa e acima de 84, a situacdo € de emergéncia
para ruminantes. Portanto, em ambos os periodos (seco e chuvoso), 0s animais estavam
fora da zona de conforto térmico. O estresse pelo calor influencia diretamente na funcéo
reprodutiva do macho (Silva et al., 2005) e na qualidade do sémen (Barkawi et al., 2006).

A media das dimensdes testiculares dos reprodutores, analisados previamente ao
inicio das coletas de sémen, estdo presentes na Tab. 1. Nao houve diferenca (P>0,05)
entre 0s grupos raciais avaliados quanto aos parametros estabelecidos no exame escroto-
testicular. A raca Azul apresentou médias de dimensdes testiculares numericamente

maiores as racas Caninde e Moxoto.

Tabela 1 - Médias e desvios-padrio das dimensdes testiculares de reprodutores caprinos Azul, Canindé e
Moxoto, Elesbdo Veloso-PL 2016

Racas/Parimetros CE ConsED ConsEE ConsTD ConsTE CompTD CompTE LargTD  LargTE
{cm) (1-5) (1-5) (1-5) (1-5) {cm) {cm) (cm) {cm)
Azul 26,20 3,33 3,33 3 3 7,16 7,03 473 4.76
Canindé 2425 3,50 3,50 3 3 6,92 7.07 427 443
Moxoto 2437 3.23 3.23 3 3 6,92 6,80 4,47 4.42

CE: Circunferénecia escrotal; ConsED: Consisténeia do epididimo direito; ConsEE: Consisténcia do epididimo esguerdo;
ConsTD: Consisténeda do testiculo direito; ConsTE: Consisténeia do testiculo esquerdo; CompTD: Comprimento do testiculo
direito; CompTE: Comprimento do testiculo esquerdo; LargTD: Largura do testiculo direito; LargTE: Largura do testiculo
esquardo.

As correlacdes genéticas registradas por Dias et al. (2008) entre circunferéncia

escrotal (CE) e defeitos espermaticos menores e defeitos totais foram de -0,67 e -0,12,
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respectivamente, resultado que indica associacdo favoravel entre o desenvolvimento
testicular e as caracteristicas morfologicas desejaveis do sémen e que a selecdo de
reprodutores baseada no CE leva a selecdo indireta favoravel das caracteristicas seminais.
Esse fato se confirma ao se observar a menor média de defeitos maiores e totais na raca
Azul (Tab. 3).

Souza (2010) verificou correlagdo moderada e positiva (r>0,40) entre o volume
do ejaculado e CE. No presente estudo, porém, a raca Moxotd apresentou maior volume
seminal médio que a ragca Azul, mesmo com menor CE. Todavia, € preciso considerar que
0 volume do ejaculado de um individuo pode apresentar variacdes devido a varios fatores,
como por exemplo, a ocorréncia de ejaculacGes imediatamente antes da coleta para
avaliacdo, o tempo de excitacdo, o método de coleta, dentre outros (Souza, 2010; Cbra,
2013).

Os parametros fisicos do sémen das racas avaliadas nas estacdes chuvosa e seca
sdo mostradas na Tab. 2. Ndo houve interacéo entre os fatores estacdo do ano e grupos
raciais entre todos os parametros avaliados. Contudo observou-se diferenca significativa
(P<0,05) entre as racas para a variavel volume seminal. A raca Moxoto apresentou maior
volume de sémen (0,65mL) em relacdo as demais racas dentre os dois periodos
analisados. A raca Azul ndo apresentou um volume minimo de sémen preconizado pelo
intervalo estabelecido pelo Cbra (2013), que varia entre 0,5a 1,5 mL.

N&o houve diferenca entre as racas Azul e Canindé quanto a caracteristica volume
seminal. Entretanto a raca Canindé apresentou concentracao espermatica numericamente
mais expressiva que as demais ragas, o que pode ser uma peculiaridade nesse grupo racial,
maior concentracao espermatica em menor volume seminal.

Os grupos Canindé e Moxoto tiveram média de vigor espermatico superior ao
grupo Azul, entre os periodos avaliados (chuvoso e seco) (P<0,05) (Tab. 2). Nenhuma
das racas avaliadas apresentou vigor espermatico de acordo com o minimo estabelecido
pelo Cbra (2013), ou seja, vigor maior ou igual a 4, em ambas as estagdes. Esse evento
pode reduzir significativamente os indices de fertilidade do sémen, uma vez que 0s
espermatozoides chegam em menor proporcdo ao sitio de fecundagdo durante o periodo
de viabilidade oocitaria.

Os valores de motilidade e vigor espermético do sémen fresco foram inferiores

aos observados por Silva et al. (2005), avaliando as caracteristicas fisicas do sémen
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durante o periodo seco (94% e 4,4, respectivamente), porém verificou média de
concentracdo espermatica inferiores aos observados nesse estudo (2,88x10° sptz/mL), no
mesmo periodo (ES). Os valores médios de turbilhonamento entre as ragas mostram um
valor numericamente reduzido na raca Azul (2,34) em relagéo as demais (2,77 e 2,55),
que pode ser em parte explicado pelo vigor significativamente menor nesse grupo racial.
O turbilhonamento é resultante da interacdo entre a motilidade, vigor e concentracao
espermatica (Salviano e Souza, 2008). Amostras com turbilhonamento abaixo de 3 podem
comprometer os resultados da inseminacgdo em pequenos ruminantes (Neves et al., 2008).
Tabela 2 - Médias e desvios-padrio dos pardmetros fisicos (volume, turbilhdo, motilidade, vigor) e

concentragio espermatica do sémen de caprinos Azul (AZ), Canindé (CD) e Moxotd (MX) nas estacdes
seca (ES) e chuvosa (EC), Elesbio Veloso - PI, 2014

. Estaciio Fagas (Reprodutores) o
Pardmetros (Pmt“?: do) 7 D X Media
Wolume (mL) EC 0,32=02 0,44 =0,1 0,65=0,1 0,53
ES 0.33=0,1 0.37=0.1 0,74=0.5 055
Média 0,321 0,402 0,650
Turbilhic (0-3) EC 2,012 25508 2.43=13 232
ES 2,76=0.2 3,0=0,6 2.7x0,7 2.81
Média 1.34 2,77 2,55
Maotilidade (%) EC 73,8+£102 79,137 T0.8+11.1 73,27
ES 66,0151 78,326 76,6103 74,11
Média 71,36 78,75 73,75
Vigor (0-3) EC 2.320,5 3,0=0,0 2.58+0.4 2,77
ES 2,505 2.9=03 3.2=04 291
Média 2.5 2,030 3,040
Concentragio (x10%pz/mL] EC 3,77+1,79 3,08=137 4.42=1.50 405
ES 2,72+0.94 4.48=0.83 3.90=1.37 3.70
Média 3,23 423 4,14

Meédiaz com letras diferentes na mesma linha denotam diferencas pelo teste de Duncan a 3% (P<0,05). EC: estagio
chuvosa; ES: estagdo seca.

N&o houve diferenca (P>0,05) entre os parametros de volume, turbilhonamento,
motilidade, vigor e concentracdo espermatica entre as estacGes seca e chuvosa.
Corroborando com os resultados desse estudo, Dantas et al. (2011) n&o verificaram
efeitos estacionais sobre as caracteristicas fisicas do ejaculado. Vieira et al. (2008),
avaliando a qualidade do sémen de caprinos SPRD criados no estado do Piaui nos
periodos seco e chuvoso, observaram diferencas significativas entre todos os parametros
seminais fisicos, em determinados grupos de caprinos, de acordo com o grau de biparticdo
escrotal, entre as estacdes, havendo valores de volume, turbilhonamento, motilidade,

vigor e concentragdo espermatica superiores no periodo chuvoso. As médias de
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motilidade estdo dentro dos padrdes estabelecidos pelo Chbra (2013) (70-90% e 2-5x10°
sptz/mL, para motilidade total e concentracdo espermatica, respectivamente).

A baixa diferenca de temperatura média entre os periodos seco e chuvosa
observados nesse estudo podem explicar as pequenas diferencas entre 0s parametros
fisicos do sémen fresco nesses grupos raciais. Santos e Simplicio (2000) observaram que
0 aumento acentuado da temperatura ambiente ligada ao aumento da temperatura
testicular, leva a uma acentuada reducdo nos parametros seminais de caprinos,
independente do genotipo.

Os parametros morfolégicos de defeitos espermaticos sdo mostrados na Tab. 3.
N&o houve interacéo entre os fatores estacdo do ano e ragcas em nenhuma das classes de
defeitos avaliados (P>0,05). Todavia existiu diferenca significativa entre as estacdes seca
e chuvosa nos defeitos de cabeca e nos defeitos maiores.

Durante a estacdo seca do ano, as amostras de sémen apresentaram maior
propor¢do de espermatozoides com defeitos de cabeca (P<0,05) em relacdo a estacao
chuvosa (Tab. 3). Esse resultado corrobora com os encontrados por Vieira et al. (2008),
observando maior percentagem de defeitos de cabeca durante o periodo seco. As
modificacbes na cabeca espermatica estdo associadas a alterages transitorias ou
permanentes na espermiogénese, decorrentes de lesdes traumaticas testiculares, estresse
caldrico, febre, origem genética, fatores nutricionais, dentre outros (Chenoweth, 2005).

Todavia, no presente estudo, foi no periodo chuvoso que existiu maior
percentagem de defeitos maiores (10,2%), que podem prejudicar a fertilidade do sémen,
ultrapassando o limite pré-fixado pelo Cbra (2013) de 10%. Portanto a maior parte dos
defeitos espermaticos maiores que contribuem para reducdo dos indices de fertilidade na
estacdo chuvosa ndo sdo defeitos de cabeca, mas provavelmente estao inseridos dentro da
categoria de defeitos de cauda, que geralmente ocorrem durante a maturagdo espermatica,
no transito pelo epididimo, onde as caudas se dobram depois de formadas, por alguma
alteracdo, como o choque osmotico (Arruda et al. 2015).

Dantas et al. (2011) ndo observaram diferencas na percentagem de células
espermaticas com defeitos maiores entre as estacdes seca e chuvosa, no sémen de caprinos
Saanen, mostrando que o periodo do ano ndo influenciou o aparecimento dessa patologia.
N&o houve diferenca entre 0s grupos raciais para os parametros morfolégicos de defeitos
espermaticos avaliados (P>0,05).
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Vidigal (2008), estudando a morfologia espermatica em caprinos SPRD observou
maiores percentagens de defeitos de cabeca (1,27%), comparados as racas Azul e Canindé
e menor quando comparado a raca Moxotd, desse estudo, assim como média de defeitos
de peca intermedidria (0,91%) superior aos encontrados em todas as ragas do presente
estudo. Todas as alteracdes da peca intermediaria interferem na producao de energia, ou
seja, na produgdo de ATP, necessario para que ocorra o batimento flagelar. Portanto, esta
alteracdo esta diretamente relacionada com a motilidade espermatica (Celeghini et al.,
2007).

Tabela 3 - Meédias e desvios-padrio dos parimetros morfoldgicos (defeitos de cabeca, defeitos de peca

intermediaria, defeitos de canda, defeitos maiores e defeitos totais) de espermatozoides caprinos Azul
(AZ), Canindé (CD) e Moxotd (M) nas estagdes seca (ES) e chuvosa (EC), Elesbio Veloso-PI, 2016

. Estacdo Fagas (Reprodutores) o
Pardmetros I:Pmt::dc-j iz D K Meédia
] EC 030=044  0.10=012 1.10=1,38 0,302
Defeitos de cabeca (%9) ES 1302144 2.0822.17 1755178 1,730
Média 0.20 1.18 1.45
Defeitos de peca EC 0,000 0,10=0.22 0.40=0,65 0,16
intermediaria (%) ES 0202027 0,0=0.0 0,08=0,20 0,09
Media 0.10 0,04 0.22
] EC 13,70=7.47  17,50=838  13.00=12.85 1540
Defeitos de cauda (%) ES 12302486 22.50=5.70  0.830.60 18.55
Média 13.00 20,22 17.63
Defeitos maiores (%) EC 620:230  11,60<724 128021292  1020°
ES 54052355 3,00=1,04 7,005 08 5.11%
Média 5.80 6,90 063
_ _ EC 1405700 17702825  16.50=12.71 16.06
Defeitos totais (%%) ES 13.80=428  2458+730  21.66%0.06 20,38
Media 13.00 2145 19,31

Medias com letras diferentes na coluna denotam diferencas pelo teste de Duncan a 3% (P<0.,03). EC: estacdo
chuvosa; ES: estagfo seca.

A raca Canindé apresentou propor¢do de defeitos espermaticos totais (21,45%)
acima do limite maximo estabelecido pelo Cbra (2013), ou seja, menor ou igual a 20%.
Isso se deve a grande proporcao de defeitos totais encontrados durante a esta¢ao seca do
ano. No periodo seco também houve elevada proporcdo de defeitos espermaticos totais
na raca Moxotd (21,66%). Os espermatozoides mortos e anormais apresentam efeitos
adversos sobre a fertilidade potencial do sémen (Maxwell e Watson, 1996).

Segundo Rege et al. (2000), o total de espermatozoides normais é a melhor forma
de se avaliar o efeito da época do ano na viabilidade espermatica, uma vez que esta

correlacionado com o teste de fertilidade. N&o foi ultrapassado o limite de
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espermatozoides com defeitos maiores segundo o Chra (2013) (10%), em nenhum dos
grupamentos raciais avaliados.

Na avaliacdo da longevidade espermatica pelo teste de termorresisténcia lento
(TTR), ndo houve interacdo entre os fatores estacdo do ano, grupos raciais e tempos de
avaliacdo dos parametros de motilidade total e vigor espermético (P>0,05). Na Tab. 4,
observa-se diferenca significativa entre as estagdes seca e chuvosa nos pardmetros
motilidade e vigor (P<0,05). Tanto a motilidade total quanto o vigor espermatico foram
superiores na estacdo chuvosa (25,97% e 2,43, respectivamente). Vijayaraghavan et al.
(2003) colocam a motilidade como o mais importante indicador in vitro da capacidade de
fertilizacdo do espermatozoide. Dessa forma, o sémen congelado durante o periodo
chuvoso pode apresentar maiores indices de fertilidade.

Tabela 4 — Motilidade total e vigor de espermatozoides caprinos Azul (AZ), Canindé (CD) & Moxoté (MX), em diferentes

tempos pos-descongelagdo (0, 60, 120 e 180 minutos), pelo teste de termorresisténeia (TTR), nas estagbes seca (ES) e
chuveosa (EC). Elesbio Veloso — PIL 2016

Parimetros Tempo (Minutos) [-IE;:E:;E) - Ra;as{R::];}mdumres] - TMedJlE
0 EC 33.83=1138 416621633 358321702 10
&0 EC J833=1402 375051864 28331472 33 5%
120 EC I FA=1401 2800£1536 2000=1414  T60 (2597
Motilidade total (%) 180 EC B33=801 15831399 10,33%8.16 2757
] ES 19.00=8.94 35832801 30831625 Ti20 [
&0 ES 13,00=10,00 20,16=801  2500=1732 12023
120 ES 12,00=1131 1383%735  2250:1036 TI180 |20.89
180 ES 802210 17302033 18 83=1103 1265
Nédia 1847 27,66 13 ,56°
0 EC 3162040 3332051 3,16=0.40 T0
&0 EC 1862051  183=040  3,00=0.63 3,05
120 EC 1832015 1332081 1332008 T6b |243
180 EC 1332081 116205 L0083 257
Vigor (0-5) 0 ES T8020348 1S5 30EEe . TN [
&0 ES T80=100 2662051 233051 104
120 ES 1.40=030 1002063  216=040  TI80 |2.13"
180 ES 0802044 1332040 166051 1,57
TMEdia 2,007 7.30° 2.33°

Medias de motilidade com mesma letra minfsculz nio diferem entre si pelo Teste de Duncan a 3% (P=0,03). Madias de vigor com
mesma letra maniscula ndo diferem entre = pelo Teste de Duncan a 3% (P=0,05).

Ao comparar os parametros de motilidade e vigor espermatico antes e apds a
criopreservacao (Tab. 2 e 4), verifica-se que anteriormente a congelacdo ndo havia
diferenca entre esses parametros durantes as estacdes seca e chuvosa, e que apés 0
processo de criopreservacdo, a motilidade e vigor espermatico apresentou melhores
resultados durante a estacdo chuvosa. Portanto, o fator congelabilidade do sémen pode
ser mais favoravel durante o periodo chuvoso. Um dos fatores que podem estar
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contribuindo para esse evento sdo as provaveis variagdes na concentracdo de proteinas
plasmaticas de baixo peso molecular, entre as estacdes do ano, pois essas proteinas
protegem quanto aos danos ocasionados pela peroxidacdo lipidica da membrana
plasmaética, na ativacao da motilidade e na capacitagdo espermatica (La Falci et al., 2002)

Na média dos grupos raciais, a motilidade e vigor espermatico pds-descongelacdo
estdo dentro dos valores preconizados pelo Cbra (2013).

As racas que apresentaram maiores médias de motilidade espermatica e vigor no
sémen fresco (Canindé — 78,75%/2,95 e Moxotd — 73,75%/3,04) também tiverem maior
motilidade e vigor espermaético apds a descongelacdo (Canindé — 27,66%/2,5 e Moxot6 —
23,96%/2,33). Isso também foi observado por Santos et al. (2006), utilizando o TTR para
avaliacdo do congelamento do sémen caprino.

Avaliando o efeito dos tempos de incubacdo sobre os parametros de motilidade e
vigor espermaticos, observa-se que até 60 minutos pos-descongelacdo a motilidade
espermatica se manteve a um nivel semelhante ao momento da descongelacéo (tempo 0),
porém a partir de 120 minutos houve uma reducdo significativa nesse parametro. Em
relacdo ao vigor espermatico observa-se reducéo significativa a cada hora durante o teste
de termorresisténcia (P<0,05).

Verificando o comportamento dos grupamentos raciais avaliados sobre essas
variaveis, observa-se que as ragas Canindé e Moxot6 tiveram motilidade e vigor
espermaticos superiores aos observados na raca Azul, durante o TTR e em ambos 0s
periodos (seco e chuvoso), sugerindo menor longevidade espermaética da raga Azul apos
a descongelacéo, o que pode reduzir a proporcao de espermatozoides presentes no local
de fertilizacdo, quando da utilizagéo do sémen congelado em programas de inseminagao
artificial.

Os resultados relativos a avaliacdo estrutural da célula espermatica (integridade
de membrana plasmatica, atividade mitocondrial e integridade acrossomal) e suas
variaces em diferentes tempos pds-descongelacdo (0, 60, 120 e 180 minutos), estdo
discriminados na Tab. 5.

Dessa forma, ndo houve diferenca significativa entre as racas avaliadas nos
parametros de integridade de membrana plasmatica e acrossomal (P>0,05). Resultados

semelhantes foram encontrados por Vidigal (2008) (44,69% - 49,55%) ao comparar a taxa
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de integridade da membrana plasmatica de espermatozoides caprinos SPRD com e sem
escroto bipartido.

As racas Canindé e Moxoté apresentaram maior percentual de células com
atividade mitocondrial em relagdo a raga Azul. Os resultados inferiores de motilidade
total avaliados durante o TTR na raca Azul (18,47%) podem ser explicados, em parte,

pela reduzida atividade mitocondrial nas células espermaticas nesse grupo.

Tabela 5 - Médias e desvics-padrio das caracteristicas estruturais da célula espermatica do sémen congelade de caprinos
Azl (AT, Caninde (CD) e Moxotd (WOL) nas extagdes zeca (ES) & chuvesa (EC), Elesbdo Velozo — PL, 2016

. Tempo (Minntos) Estacio FRacas (Reprodutores) Media
Parametroz . —
{Perioda) AZX CD MX T E
0 EC 31620450 548322000 570022471 TO
&0 EC 368351884 39.16+2132 606622591 3337
) 120 EC 383320691 61302844 95832443 TGO | 57.38
;“Eﬁ:‘i‘{i:)m“‘b““ 150 EC 1620305 00022800 531652634 5365
] ES 46.80+805 52662930  53.66:20.84 TI20
60 ES 190051085 511621033 360021532 3737
120 ES 5020£1435 54.66+1201  585+15,55 TI80 | 34,10
180 ES 572051645 56,00£20,13 61161493 56,77
Media 33,36 36,12 57.50
0 EC 1566=1403 410022574 31331388 TO
&0 EC 30022037 55,66£1758 45301134 38,06
120 EC 198521675 506622234 4266640 Te0 | 3610°
. , 180 EC 218351784 SL30£20.80 34501176 4537
Atividade Mitocondrial (%) ) ES TL60=11,10 3233+1120 53,30+14.39  TI20
80 ES I6A0=13,8 55002075 55,0085 4554
120 ES 2000195  BL30=5.60 G6,00z1508  TI80 | 5077
130 ES A0A0=19.80 56831240 3520+1025 43,70
TMEdia =0T 53.06° a7
0 EC 246651098 25831252 263313,15 10
&0 EC 171621245 241621279 216651199 4036
120 EC 28331647  2966£10,11 2430£1125  T60 | 27,05"
Integridade de Acroszoma 130 EC 26,162805 528341074 346081382 3830
(%) 0 ES 542051868 59162962 38401393 TI20
&0 ES IT00:100 38.66£1332 52,006,701 4097
120 ES 35.80£7,75  5130=13,18 38501262 TIg0 | 53,52
130 ES 32 60=1121 446621806 313021033 39,91
Media 3741 1144 30,70

Wadizs com letras diferentes momgsenlas, na mesma linha denctam diferencas pelo testa de Dumean a 3% (P<),03). Medias com latras
difarentes manisculas, nas columas, danotam diferencas entre =1 no mesmoe parimetro (P<0,03) EC: estagio chuvosa; ES: estagio seca.

Cavalcante et al. (2005), avaliando o sémen de caprinos, aplicando a mesma
metodologia na determinacéo da atividade mitocondrial, obtiveram indices superiores aos
encontrados neste trabalho, sendo de 66,00 e 67,25% para 0 sémen descongelado, de
animais das ragas Boer e Alpina, respectivamente.

As técnicas de avaliacdo da atividade mitocondrial tém sido utilizadas em
associacdo a biotécnicas reprodutivas como a criopreservacao de sémen, a qual determina

consideravel reducdo da atividade mitocondrial e, consequentemente, da capacidade
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fertilizante dos espermatozoides (Marco-Jiménez et al., 2006). Hemachand e Shaha
(2003), trabalhando com espermatozoides caprinos obtidos do epididimo ou do ejaculado,
submetidos a estresse oxidativo, relataram haver relacéo entre o padréo de coloragcdo com
0 JC-1 e a motilidade espermatica.

Na Tab. 5 é possivel observar que durante a estacdo seca do ano houve maior
proporc¢do de células espermaticas no ejaculado com acrossoma integro e com atividade
mitocondrial (P<0,05), o que pode reduzir a possibilidade de reacdo acrossémica precoce,
elevando os indices de fertilidade do sémen. Vidigal (2008) encontrou médias de 44,69 +
20,55 e 49,55 + 20,88, para espermatozoides caprinos com acrossomo integro, para
animais sem e com escroto bipartido, respectivamente. Portanto, superiores aos
observados nas médias das racas em estudo, porém com valores inferiores aos observados
na estacao seca (53,52%).

Nesse estudo, houve uma correlagdo negativa entre atividade mitocondrial e
motilidade espermatica, visto que, durante o TTR, na estacdo seca, a percentagem de
espermatozoides moveis foi inferior ao periodo chuvoso.

Silva e Gadella (2006) relatam a existéncia de enzimas, envolvidas na glicolise,
na bainha fibrosa da cauda, que podem contribuir para a geracdo de energia para a célula
espermatica. Entretanto, outros autores afirmam ser indispensavel a producéo de ATP
pelas mitocdndrias para haver motilidade espermatica (Papaioannou et al.,1997; Connell
et al., 2002). Além disso esse resultado pode sugerir que outros mecanismos estdo
interferindo na transmissdo de energia na forma de ATP para a motilidade espermatica,
durante esse periodo.

Ndo existiu diferenca significativa entre as variaveis estruturais analisadas nos
diferentes tempos pos-descongelacdo, demonstrando que mesmo ap6s 180 minutos de
descongelacdo nédo se observa interferéncia significativa sobre a qualidade estrutural da
celula espermética nos pardmetros avaliados (Tab. 5).

N&o houve interacdo entre os fatores estacdo do ano, grupos raciais e tempos de
avaliacdo dos parametros estruturais da célula espermatica (P>0,05).

No tocante a funcionalidade de membrana plasmatica dos espermatozoides
caprinos localmente adaptados, ndo houve diferenca pelo HOST entre os grupos raciais
avaliados (P>0,05) (Tab. 6). Por outro lado, observou-se diferenca significativa na média
das racas nas estagdes do ano (P<0,05). Na estacdo chuvosa ocorreu maior percentagem
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de células com membrana funcional, uma caracteristica importante de resisténcia ao
processo de criopreservacado e de sobrevivéncia espermatica pds-descongelacéo.

Todos os grupos raciais apresentaram média de funcionalidade de membrana
espermatica pos-descongelacdo superior ao observado por Bittencourt et al. (2005), ao
utilizar o Glicerol como crioprotetor no diluidor seminal (16,9%), o mesmo utilizado
nesse estudo. No entanto, Oliveira et al. (2013) avaliando a eficacia do teste no sémen
caprino, sob diferentes osmolaridades, encontrou taxas de espermatozoides reativos ao
teste, superior ao observado nesse estudo, utilizando a mesma solucdo hiposmética
(33,25%).

Tabela 6 - Valores médios (%) e desvio padrio de espermatozoides reativos ao teste hiposmotico

(HOST), nas ragas Azul (AZ), Canindé (CD) e Moxotd (MX), nas estagBes seca (ES) e chuvosa (EC),
Elezbio Veloso-PL 2016

. Estacdo Fagas (Reprodutores) L
Pardmetros (Periodo) 7 ) e hiEdia
EC 26,66=11,62  34,16=13,.74 25061284 28,83
HOST (%) ES 8.00=12,10 15.33=8.96  15,16=10.83 13,120
hledia 18,18 2473 2041

hEdias com letras diferentes, na coluna, denotam diferengas pelo teste de Duncan a 5% (P<0,03). EC: estagdo
chuvosa; ES: estagdo seca

As altas temperaturas do ambiente provavelmente influenciaram a qualidade
seminal, alterando o processo de maturagdo no epididimo, comprometendo as estruturas
da membrana plasméatica dos espermatozoides (Huang et al., 2000), reduzindo o
percentual de caudas dobradas apos a exposi¢do ao meio hiposmatico.

N&o houve interacdo entre os fatores estacdo do ano e grupos raciais pela avaliacéo
da funcionalidade de membrana plasmaética pelo HOST (P>0,05).

Durante o periodo em que os ejaculados apresentaram maior proporcdo de
espermatozoides com funcionalidade de membrana plasmaética (chuvoso) houve também
maior motilidade e vigor espermatico, como podem ser observados nas Tab. 4 e 6. O
estudo realizado por Oliveira et al. (2013), por sua vez, demonstrou baixa correlagdo entre
as caracteristicas cléssicas do sémen com os resultados do HOST.

Outros autores encontraram varios niveis de correlacdo positiva entre essas
variaveis em diversas espécies: bovinos (Siqueira et al., 2007), equino (Melo e Henry,
1999), cédo (Bueno et al., 2001) e bafalo (Zuccari et al., 2009).
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Os dados relativos a analise computadorizada da cinética espermética do sémen
descongelado das racas avaliadas, pelo sistema CASA, encontram-se dispostos na Tab.
7.

N&o houve interacdo entre os fatores estacdo do ano e ragas dos reprodutores em
nenhum dos parametros avaliados pelo CASA, ndo havendo, portanto, diferenca entre os
niveis desses fatores (P>0,05).

Tabela 7 — Cinética pos-descongelacio (MediatDP) de espermatozoides caprinos Azul (AZ), Canindé

(CD) e Moxotd (M) nas estacdes seca (ES) e chuvosa (EC), analisados pelo CASA, Elesbio Veloso-
PL, 2016

. Estagio ERagas (Reprodutores) o
Parametros (Periodo) AZ cD MX Media
MP (%) EC 14=9.3 183287 12,6288 149
ES 80260 13.8+7.6 102206 10.9
Media 11.38 16.10 11.36
MNP (%) EC 2582121 254=142  24.7=142 253
ES 1032133 21.729.1 107250 14.5°
Media 18,75 23.38 17.74
VCL (um’s) EC 7252122 83251 75.126.5 76.8
ES 39.7=33.6  704=55 78.7=17.4 68.7
Meédia 66.7 76.7 749
VSL (um/s) EC 310276 422207 34.0=80 36.3
ES 312+184 338463 36,2=17.1 33.9
Media 316 38 356
LIN (%) EC 13.6=4.6 308105 16,299 169
ES 41722435 479%76 492=187 166
Media 28 494 477
BCF (Hz) EC 12.6=0,7  1L.1=23 12.7=23 12.22
ES 8355 11.6=1.1 8.7=4.6 9.6°
Média 10.6 114 108

Meédias com letras diferentes, nas colunas, denotam diferencas entre si no mesmo pardmetro pelo teste de Duncan
{P=0.03). EC: estagdo chuvosa; ES: estagdo seca; MP: motilidade progressiva; MINP: motilidade nio progressiva;
VCL: velocidade curvilinear; WSL: velocidade em linha reta; LIN: linearidade; BCF: frequéncia de batimentos de
caunda.

Os valores observados na VSL e VAP estdo abaixo dos encontrados por Oliveira
et al. (2011). Isso pode ter ocorrido em funcgdo dos danos ocasionados pelo processo de
criopreservacao, devido a reduzida congelabilidade do sémen, principalmente durante o
periodo seco. Verstegen et al. (2002) verificaram alta correlacdo positiva entre os valores
de VAP, VSL e VCL e altas taxas de fertilizacdo de odcitos.

Os resultados referentes a motilidade progressiva pelo sistema CASA demonstram
valores médios abaixo dos observados por Oliveira et al. (2011), avaliando o sémen pelo

sistema 5 minutos pds-descongelacédo (30,9+12,5%), mas superiores aos encontrados por
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Bezerra (2009), que encontrou uma média de 3,5%0,4%, ambos utilizando o mesmo
diluidor seminal.

Durante a estacdo chuvosa ocorreu maior percentagem de espermatozoides com
motilidade ndo progressiva no sémen (P<0,05). Esse evento pode reduzir a progresséo da
célula espermatica através do trato reprodutivo da fémea ap6s monta natural ou
inseminacdo artificial (1A). Durante a estagdo chuvosa, 0 sémen dos caprinos avaliados
apresentou maior frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF) (P<0,05). Segundo
Verstegen et al. (2002), durante a hiperativacao espermatica, ocorre reducao do batimento
flagelar cruzado, fato caracteristico do processo de capacitagdo espermatica.

Dessa forma, pressupde-se que a maior frequéncia de batimentos de cauda durante
a estacdo chuvosa seja em decorréncia de menores niveis de ativacao espermatica e menor
proporcao de espermatozoides pré-capacitados, o que pode prevenir um processo de
reacdo acrossdmica precoce. Amostras com elevados valores dos parametros de
velocidade, de LIN e BCF apresentam melhor migracdo e penetragdo no muco cervical
(Verstegen et al., 2002).

CONCLUSOES

A época do ano ndo exerceu efeito significativo sobre as caracteristicas fisicas e
morfoldgicas, conjuntamente, do sémen caprino criopreservado de ragas localmente
adaptadas, portanto a criopreservacdo espermatica pode ser realizada durante qualquer

periodo do ano visando a conservacgdo de recursos genéticos.
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