;\\ WZ
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL

LEOPOLDINA ALMEIDA GOMES

EFEITO DA SOMATOTROPINA BOVINA RECOMBINANTE (rbST) NAS
CARACTERISTICAS SEMINAIS DE OVINOS SANTA INES

Teresina
2015



LEOPOLDINA ALMEIDA GOMES

EFEITO DA SOMATOTROPINA BOVINA RECOMBINANTE (rbST) NAS
CARACTERISTICAS SEMINAIS DE OVINOS SANTA INES

Tese submetida ao Programa de Pds-Graduacdo em
Ciéncia Animal da Universidade Federal do Piaui, como
parte dos requisitos necessarios para obtencdo do grau de
Doutor em Ciéncia Animal.

Area de Concentragdo: Sanidade e Reproducdo Animal.

Linha de Pesquisa: Morfofisiologia, Fisiopatologia,
Biotécnicas da Reproducéo e Fisiopatologia do Estresse.

Orientador: Prof. Dr. José Adalmir Torres de Souza

Teresina
2015



Gomes, Leopoldina Almeida

G633e

Efeito da somatotropina bovina recombinante (rbST) nas
caracteristicas seminais de ovinos Santa Inés. / Leopoldina Almeida
Gomes. / Teresina: UFPI, 2015.

96 f. : il.

Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) — Universidade Federal
do Piaui, Teresina, 2015.

Orientagdo: Prof*. Dr. José Adalmir Torres de Souza

1. Carneiro 2. Somatotropina 3. Sémen 4. Criopreservagao
I. Titulo

CDD 636.3089




UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI

PRO-REITORIA DE ENSINO DE POS-GRADUACAO

COORDENADORIA DE POS-GRADUACAO

CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS

NUCLEO DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS AGRARIAS

COORDENACAO DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL

ATA DA DEFESA DE TESE APRESENTADA POR
LEOPOLDINA ALMEIDA GOMES
Aos quinze dias do més de setembro do ano de dois mil e quinze, as 14:30 horas, no Auditorio do
Nicleo de Pos-Graduagdo em Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui, Campus Ministro
Petronio Portella, Teresina-PI, a Banca Examinadora infranomeada procedeu ao julgamento da
defesa de tese intitulada “Efeito da somatrotopina bovina recombinante (rbST) nas
caracteristicas seminais de ovinos Santa Inés”, apresentada pela doutoranda LEOPOLDINA
ALMEIDA GOMES, da Area de Sanidade e Reprodugio Animal, do Programa de Pés-Graduagio
em Ciéncia Animal, desta Universidade. O Presidente da Banca Examinadora, Prof. Dr. José
Adalmir Torres de Souza, iniciando os trabalhos concedeu a palavra a candidata LEOPOLDINA
ALMEIDA GOMES para uma breve exposicdo do seu trabalho. Em seguida, o Sr. Presidente
concedeu a palavra, pela ordem e sucessivamente, aos examinadores, 0s quais passaram a arguir a
candidata durante o prazo maximo de 30 (trinta) minutos, assegurando-se & mesma igual prazo para
responder aos Senhores Examinadores. Ultimado a arguicdo, que se desenvolveu nos termos

regimentais, a Banca, em sessfo secreta, expressou seu julgamento, considerando—a.ﬁ.?R‘Q.UﬁDA

A/NAp
Prof. Dr. José Adalmir Torres de Souza (Presidente) / DCCV/CCA/UFPI (,() ()
Prof. Dr. Ney Romulo de Oliveira Paula (Interno) / DCCV/CCA/UFPI q;q ()
Profa. Dra. Isolda Marcia Rocha do Nascimento (Interna) / CTT/UFPI (x) ()
Profa. Dra. Angela Maria Xavier Eloy (Externa) / EMBRAPA/CNPC <))
Profa. Dra. Tania Maria Leal (Externa) / EMBRAPA/CPAMN <) ()

Em face do resultado obtido, a Banca Examinadora considerou a candidata LEOPOLDINA

ALMEIDA GOMESﬁF?\OuADA Nada mais havendo a tratar eu, Prof. Dr. José Adalmir Torres

Prof. Dr. José Adalmir Torres de Souza .

Prof. Dr. Ney Romulo de Oliveira Paula

Profa. Dra. Isolda Marcia Rocha do Nasciment j‘ ,
Profa. Dra. Angela Maria Xavier Eloy ....&x i(fib ........ Mozt St S AT

~
Profa. Dra. Tania Maria Leal ....\o. Qb . B S o S0 1 OO UU OO OPO SN




DEDICO

A meu Pai_Antdnio, meu porto sequro, experiéncia e admiragdo.

A minka Mde Graga, amor incondicional, exemplo de humildade e dedicagdo.

A minka Filha Bdrbara, meu tudo, amiga, e motivo para sequir.

As minhas Irmds Christiane, Verénica, Carmem Liicia e Raissa, amigas e companheiras de todas as horas.

Aos Sobrinhos Jodo Vitor, Felipe Gabriel, Isabela, Murilo e Heitor pela pureza e alegrias proporcionadas.

A os Cunhados Mauro, Nidio, Alisson e Thecio pelos conselhos e incentivos.



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal do ®iaui pela minka formagdo profissional e pela

oportunidade de aprimorar meus conhecimentos na drea de Médica Veterindria.

Ao Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncia Animal pelo apoio nas pesquisas, no
ensino e capacitacdo para a minha formagdo voltada a Docéncia, Pesquisa e Extensio

durante o Mestrado e Doutorado.

A Universidade Estadual do Ceard (UECE) pelo apoio nas andlises do
experimento utilizando o software CASA, na pessoa do prof.° Dr. José Ferreira Nunes e a

equipe do laboratorio do Niicleo Integrado de Biotecnologia (NIB) que me auxiliou.

A Embrapa Caprinos e Ovinos pela parceria, permitindo a continuidade de parte
desta pesquisa, junto ao Laboratério de Biotecnologia na execucdo das andlises da
Protedmica, sob orientagio da Dr. Angela Maria Xavier Eloy e ao Técnico de Laboratdrio
Jodo Ricardo e as Mestrandas Ilana Santos de Galiza e Katiane Freitas dos Santos pelo
apoio ds atividades realizadas, que muito contribuiram para o meu aperfeicoamento e ao Dr.

Olivardo Faco pela atengdo e colaboragdo na realizacdo das andlises estatisticas.

Ao meu orientador Prof. Dr. José Adalmir Torres de Souza, pela amizade, pelo
apoio, orientagdo, conselhos e formagdo durante todos esses anos desde a graduagdo e hoje no

doutorado.

A todos os professores do Doutorado em Ciéncia Animal, pela amizade e pelos

ensinamentos.

Ao Prof.° Dr. Willams Costa Neves que foi imprescindivel para a realizacdo
deste estudo, depositando confianca e colaborando conosco, cedendo os animais

experimentars.

A Prof.* Dr.* Ana Lys Bezerra Barradas Mineiro pela amizade e apoio na
execugdo do experimento, sempre contribuindo com alguns materiais, por sua forca, fé e

conselhos para irmos a busca dos nossos objetivos e nunca desistir.



Vi

A minha amiga ®Prof.* Dr.* Isolda por sua amizade, alegria e fé, que muito me
ajudou, desde o comego com a idealizacdo desse trabalho, pelas horas de estudo, na selecdo

dos animais, andlises e elaboracdo da versdo final.

A minka amiga e companheira de Pés-Graduagdo Dr. Yndyra Nayan por sua
amizade, grandeza e virtude, inteligéncia, e disponibilidade para ajudar, estando presente a
medida do possivel em todas as etapas na construgdo desta pesquisa, sempre alegre e

prestativa.

Ao meu amigo Dr. Felipe Barcante, meu muito obrigado por todos esses anos nas
atividades da Pos, sempre me ajudando nas coletas e andlises, com seus conhecimentos e por

sua amizade e simplicidade.

Aos companheiros de Pos-graduagdo que formam a equipe do Laboratdrio de
Biotecnologia da Reproducdo Animal, pela amizade, troca de conhecimentos, e que de
alguma forma colaboraram na execucdo do projeto: Marlon, Luiz, Deyse, Luana, Icaro,
Filipe Nunes, Felipe Barcante, Felipe de Jesus, Viviany, Micherlene, Jefferson, Savio,
Priscila, Siluana, Yelson, Cicero, Jailson, Jodo Mendes, James, Dr. Junior, Dr. Isolda, Dr.
Ney Romulo, Dr. Adalmir e Bruno Prado que me ajudou na viagem a Embrapa e estadia em

Sobral-CE.

A Residente de Medicina Veterindria da VFPI Sabrina Tabla que me ajudou na
execugdo das andlises do CASA realizado na UECE e a académica Dayse Andrade na

selecdo dos animais.

Ao prof.° Dr. Amilton Paulo Raposo Costa e a doutoranda Marina Nérica do
Nascimento e Silva pela colaboragdo na execucdo das andlises hormonais no setor de
Fisiologia Animal do CCA da UFPI e aos colegas e pés graduandos do LBRA que me

auxiliaram, Icaro Torres e Filipe Nunes.

Aos colegas de Pos-Graduagdo que tive a oportunidade de conviver durante esses
anos todos, compartilhando das aulas, cursos realizados pelo programa, troca de

experiéncias e de momentos de descontragdo.



Vii

A todos os funciondrios que fazem parte da Instituicdo e que de alguma forma
colaboraram para minha formagdo, em especial ao Narciso Filho, Sr. Raimundo, D. Noémia,

Luis, Vicente, Celso, Sr. Antonio e Sr. Narciso do Departamento de Zootecnia. da UFPI.

Aos alunos do Colégio Técnico de Teresina (CTT) Maciel e Amanda que

colaboraram auxiliando em algumas coletas do projeto.

A toda a minka familia pelo amor, apoio e incentivo para a realizacdo de todos

os meus empreendimentos.

A minha filha Bdrbara por seu amor, compreensio, carinko, admiracdo, sempre

acreditando e respeitando meus ideais.

A Dona Rosdrio, Sr. Antonio, Ericely, e Ericelma, agradeco pela amizade,

carinho, fé e confianga.

A familia Medeiros, em especial a D. Socorro, Socorrinka, Mdrcia, Lobélia, e
Chiquinha por me ajudar sempre, com amor, conselhos e confianca mnos meus

empreendimentos e por me terem como membro da familia.

A minka amiga Hildeny por sua amizade, sempre me auxiliando com sua fé,

OLIMISMO e TnCentivo.

Ao meu querido Anderson “vida”, por sew amor, carinho, apoio, incentivo,
companheirismo e compreensdo mesmo estando das longas distdncias, mas perto de alma e

coragdo.

Aos meus amigos da docéncia Raniel Lustosa, Nilton Andrade, Dulce, Gilson

Lages, Maxwell Reis, Artur Arré, Priantti, Mara Ramel.

Em especial e in memoriam, gostaria aqui de agradecer aos Professores
Nicodemos Alves quando em vida por sua amizade, seus conhecimentos passados em sala de
aula e nas conversas informais nos corredores do CCA e palavras de incentivo para eu iniciar

na pesquisa e docéncia; e ao meu querido orientador de Mestrado Prof. Assis Costa que



viii

muito contribuiu na minha formagdo como docente, com suas virtudes, sua educagdo e

competéncia, e por Seu amor a pesquisa.

Aos meus colegas de trabalho dos hospitais pelas palavras de incentivo nas horas

difices.

Enfim, a todos que direta ou indiretamente contribuiram para realizagdo deste

trabalho, meu muito obrigado.



“O sucesso nasce do querer, da determinagdo e persisténcia
em se chegar a um objetivo. Mesmo ndo atingindo o alvo,
quem busca e vence obstdculos, no minimo fard coisas
admirdveis’.

José de Alencar



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS. ...ttt et e et a et e e st e e s e e e snt e e e nnte e e nnaeeenneeas X

LISTA DE TABELAS . ...ttt et e e et a et a e et e e st aeeabeeesnaeeennneeeas Xii
LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS........oooiiieiireieeeeeeeesee oo, Xiii
RESUMO ..ottt ettt b et ettt e s et st e st et e st et e se et e sbe st e seenenns XVi
N = S I S SRS XVil
1 INTRODUGAO . .......ieeeeeeeeee et asn s 18
2 REFERENCIAL TEORICO......c ettt 20
2.1 Bases Morfofisioldgicas do Sistema Reprodutor do Macho...........ccccccevvveveiiciiiicieenea, 20

2.2 Biometria ESCrOtOtESTICUIAN..........ciiiiieitiiiesiesi et 21
2.3 CaracteriStiCas SEMINAIS..........cviveieieiiese et ei e ettt et et a e e e e et et e sresresresneeneaneas 22
2.4 Criopreservagao 00 SEMEN........coii it 24
PR O 4 o] [ o U T SR UROUTOSURSPN 24
2.6 AValiagies ESPEIMALICAS. ......veivieieerieie s et eie s ettt e e s ste e e sreenaeaneenneas 27
2.6.1 EStruturas ESPEIMALICAS. ........cvuerviriirieitiitisiesie sttt sttt 28
2.6.2 Preparacdo Umida/Contraste de FaSE...........cccoevrueveeueeerereeseseeeesesiesee oo, 29
2.6.3 Provas de Integridade da Ultraestrutura ESPermatiCa............ccceveeveveeiecicireescsne e 30
2.6.4 Avaliacdo da Cinética ESPErMALICA. .......cccveiueiieriiee e se e sneas 31
2.7 Hormonio do CreSCImMento (GH).....cooveiiiiieiece et 32
2.8 Somatotropina bovina recombinante (FDST)........coveieiiriiiiee s 34

3 CAPITULO I: “Caracteristicas do sémen fresco e biometria escrototesticular de ovinos

Santa Inés tratados com somatotropina bovina recombinante

01N 1) SRRSO PSSR 38
4 CAPITULO II: “Efeito da somatotropina bovina recombinante (rbST) no sémen

criopreservado de 0VINO0S Santa INES™..........cocuiiriiieiiiieiesie e 54
5 CONSIDERACOES FINAIS.....oooieieeeieeeeseteees et este s s ses e s s s senasneneans 71
REFERENCIAS. ..ottt 72
APENDICE. ...ttt etttk 80



Xi

LISTA DE FIGURAS

REFERENCIAL TEORICO

Figural.  Eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal na funcdo testicular........................ 21
Figura2.  Desenho esquematico das estruturas do espermatozoide e suas divisoes..... 29
Figura3.  Mecanismo de agdo do GH N0S teStiCUlOS. .........ccvveiriiiiniciieisccseice 34
CAPITULO |

Figura 1a. Comprimento (cm) do testiculo direito (CTD) de ovinos tratados ou ndo

(o10] 0 01 1 0 ISR 45
Figura 1b. Largura (cm) do testiculo direito (LTD) de ovinos tratados ou ndo com 45
10 [P R ST
Figura2. Comprimento (cm) do testiculo esquerdo (CTE) de ovinos tratados ou ndo
COM TDST o ettt nre b e 46
Figura 3. Largura (cm) do testiculo esquerdo (LTE) de ovinos tratados ou ndo com 46
FD S T bbbt re e
Figurad4. Tempo de cortejo e monta completa dos ovinos tratados e ndo tratados 47
com rbST nos dias de coletas DO, 14, 28, 42,56 € 70.......cccccceverirerennninns
Figura5. Motilidade Progressiva (%) do sémen fresco dos ovinos tratados e ndo 49
tratados COM rDST ... s
CAPITULO I
Figural. TTR quanto ao VIG do sémen criopreservado de ovinos Santa Inés do
grupo T-I nos tempos 0, 60, 120 e 180 minutos pos-descongelacdo das
amostras coletadas no DO, 14, 28, 42,56 € 70........cccceevverenenieenenie e 62
Figura2. TTR quanto ao VIG do sémen criopreservado de ovinos Santa Inés do
grupo T-Il nos tempos 0, 60, 120 e 180 minutos pds-descongelacdo das
amostras coletadas no DO, 14, 28, 42,56 € 70..........ccccervrereeienenene e 62

Figura3. TTR quanto ao VIG do sémen criopreservado de ovinos Santa Inés do

grupo T-I11 nos tempos 0, 60, 120 e 180 minutos pos-descongelacdo das



Figura 4.

Figura 5.

Xii

amostras coletadas no DO, 14, 28, 42,56 € 70........cccceverieerieniniienesieseenins
Espermatozoides criopreservados de ovinos, corados com FITC-PNA,
demonstrando acrossoma danificado (A) e integros (B) observados em
microscopio de epifluorescéncia em aumento 40X.........ccocvvvreirereniecneene 64
Espermatozoides criopreservados de ovinos, corados com JC-1,
apresentando baixo (C) e alto (D) potencial mitocondrial, observados em

microscopio de epifluorescéncia, aumento 40X.........cccovevvevvivieieece s, 64



Xiii

LISTA DE TABELAS
CAPITULO |

Tabelal. Perimetro escrotal e volume testicular esquerdo e direito (x = dp) de
carneiros Santa Inés tratados ou N0 comM rbST.......cccceviveiiiiininiicieieen, 43
Tabela2.  Caracteristicas fisicas e morfologicas do sémen fresco de carneiros

Santa INEs tratados 0U NE0 COM TS T ... e 48

CAPITULO Il

Tabelal. Motilidade e Vigor do sémen pos-descongelacdo de ovinos Santa Inés
tratados ou ndo com rbST pelo Teste de Termorresisténcia (x £ CV)
incubado a 37°C nos tempos 0, 60, 120 e 180 MIiNULOS..........ccevevereenen. 61

Tabela2.  Pardmetros da Cinética espermatica (x £ CV) do sémen criopreservado
de ovinos Santa Inés tratados ou ndo com rbST avaliados pelo software
CASA ettt ne e 63

Tabela 3. Integridade da membrana plasmatica, do acrossoma e potencial
mitocondrial dos espermatozoides (x £ CV) de ovinos Santa Inés
tratados e ndo tratados com rbST, corados pelas sondas de

FIUOTESCRNCIA. ..ot 63



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

% - Percentagem

7t — Pi

X - Média

% — Qui-quadrado

ug — Micrograma

WL - Microlitro

°C - Graus Celsus

MM — micrometro

ALH - Deslocamento Lateral de Cabeca

ATP — adenosina trifosfato

BCF - Frequéncia de Batimento Cruzado

CASA - Computer-Assisted Sperm Analysis
CEUA — Comité de Etica de Uso Animal

CBRA — Colégio Brasileiro de Reproducédo Animal
cm — centimetro

CONC - Concentracao

CTD - Circunferéncia do testiculo direito

CTE - Circunferéncia do testiculo esquerdo

CV - Coeficiente de variacdo

DEFT - Defeitos Totais

DIC — Delineamento Inteiramente Casualizado
DMA — Defeitos Maiores

DME - Defeitos menores

DMSO - Dimetilsulfoxido

DNA - Acido desoxirribonucleico

EMBRAPA — Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
Fig. - Figura

FITC-PNA - Isoticianato de fluoresceina - Peanut agglutinin
FSH — Horménio Foliculo Estimulante

g — Grama

GH — Hormonio do Crescimento

Xiv



GnRH - Horménio Liberador de Gonadotrofinas

IA — Inseminacdo Atrtificial

IGF — | — Fator de Crescimento semelhante a Insulina
IGFBP — Proteina Ligadora do Fator de Crescimento Semelhante & Insulina
IGF-1 — Fator de Crescimento Semelhante a Insulina
JC-1 - Iodeto de 5,5°,6,6’-tetracloro-1,1,3,3 tetractilbenzimidazolilcarbocianina
KDa - Kilodalton

Kg - Kilograma

LBRA — Laboratério de Biotecnologia e Reproducdo Animal
LDF — Fracéo de baixa densidade

LH — Hormonio Luteinizante

LIN — Linearidade

LTD - Largura do testiculo direito

LTE - Largura do testiculo esquerdo

mg - Miligrama

MHz — Megahertz

mL — Mililitro

mm? — milimetro ctbico

MP — Motilidade progressiva

MT — Motilidade total

MOT - Motilidade

mRNA - Acido ribonucléico mensageiro

n° - Numero

NaCl — Cloreto de sodio

NIB — Nucleo Integrado de Biotecnologia

PE — perimetro escrotal

pH — Ponto hidrogenionico

P1V — Producdo in vitro

rbST — Somatotropina bovina recombinante

r2 - Raio ao quadrado

ROS — Espéscies reativas de oxigénio

s — Segundos

SAS - Statistical Analysis System

SC - Subcuténea

XV



XVi

ST - Somatotropina

STR - Retilinearidade

TE — Transferéncia de embrido

Tris - TRIS (hidroximetil) Amino Metano
TTR - Teste de Termorresisténcia Rapida
TURB - Turbilh&o

UECE - Universidade Estadual do Ceara
UFPI — Universidade Federal do Piaui

Ul - Unidades Internacionais

US - Ultrassom

VA - Vagina Artificial

VAP - Velocidade de trajeto

VCL - Velocidade curvilinea

VIG - Vigor

VOL - Volume

VSL - Velocidade progressiva

VTD — Volume testicular direito

W — Oeste

WOB — indice de oscilagio ou wobble



XVii

RESUMO

Objetivou-se com o presente estudo avaliar o efeito do rbST na qualidade espermaética do
sémen pré e pos-criopreservado de carneiros Santa Inés. Utilizando 18 animais, com idade
entre 22 a 36 meses, divididos em trés grupos: T1-2mLNaCl 0,9%, TI1-100mg/rbST e o TIlI-

125mg/rbST (BOOSTIN®Intervet Schering Plough), via SC, a cada 14 dias (DO, 14, 28, 42,
56, 70). Foram mensurados perimetro escrotal, comprimento, largura e volume testicular. Os
ejaculados colhidos por vagina artificial foram avaliados quanto ao volume, turbilh&o,
motilidade, vigor, morfologia e concentracdo espermatica. As amostras de sémen foram
diluidas em Tris-Gema, envasadas, congeladas (TK3000) e armazenadas (-196°C). O
delineamento foi inteiramente casualizado, utilizando o SAS, com médias comparadas pelo
teste t e Tukey-Kramer a 5%. N&o houve diferenga (P>0,05) no PE (30,1cm) e volume médio
dos testiculos (468,15cm®), e no volume, turbilhdo, vigor, defeitos maiores e menores. A
motilidade do T-IlI foi inferior (62,2%), T-I (76,3%) e T-ll (76,9%); defeitos totais do T-I
(41,93%) superiores; defeitos maiores no T-11 e T-IlIl foram < 10% (8,38%; 8.97%). A
concentracdo (espermatozoide/mL) no T-III foi significativa (787,69+480,72) ao T-I
(546,81+£252,54) e T-1l (679,96+23,17). Na avaliacdo da cinética espermatica pelo software
CASA (x = DP) pos-descongelacdo verificou-se que ndo houve diferengas significativas
(p>0,05) quanto os parametros analisados (MT, MP, VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB,
ALH, BCF). O teste de termorresisténcia ndo demonstrou alteracdo significativa (p>0,05)
guanto a motilidade e vigor, comparados os grupos, avaliado no 0, 60, 120 e 180 min., 37°C.
Quanto ao tempo, foi significativo (p<0,05) o vigor do Tl (1,65%0,74) apresentando-se bem
inferior em comparagdo com o TIl e Tl aos 60 e 120 minutos. No entanto, TIlI apresentou
melhores resultados, sendo significativo (p<0,05) aos 120 minutos (1,8 +0,59). Quanto a
ultraestrutura espermatica foi evidenciado efeito significativo (p<0,05) nos grupos, nos testes
de integridade da membrana plasmatica, acrossoma e potencial mitocondrial, utilizando as
sondas de epifluorescéncia, corados com DCF-IP, FITC-PNA e JC-1. Concluiu-se que a
aplicacdo de 100 e 125mg/rbST em ovinos Santa Inés ndo altera as medidas testiculares e
caracteristicas seminais. A concentracdo espermatica aumenta com a dose de 125mg/rbST.
N&do altera a cinética, motilidade e vigor dos espermatozoides pés-descongelacdo. O
tratamento com rbST apresentou efeito benéfico, promovendo uma melhoria na integridade da
membrana plasmatica e do acrossoma.

Palavras-chave: carneiro, somatotropina, sémen, criopreservacao.
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ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate the effect of rbST on sperm quality of
semen pre and post cryopreserved sheep Santa Ines. Using 18 animals, aged between 22 to 36
months, divided into three groups: T-1-2mLNaCl 0.9%, T-11-100mg / rbST and T-111-125mg /
rbST (BOOSTIN®Intervet Schering Plough), subcutaneously, every 14 days (DO, 14, 28, 42,
56, 70). They were measured scrotal circumference, length, width and testicular volume. The
ejaculates collected by artificial vagina were evaluated for volume, vortex, motility, vigor,
morphology and sperm concentration. Samples of semen were diluted in Tris-Gema, potted,
frozen (TK3000) and stored (-196 ° C). The design was completely randomized, using SAS,
means were compared by t test and Tukey-Kramer 5%. There was no difference (P> 0.05) in
PE (30,1cm) and testis volume (468,15cm3), and volume, turmoil, force, major defects and
minor. Motility T-111 was lower (62.2%), T-1 (76.3%) and T-11 (76.9%); total defects of T-I
(41.93%) above; the major defects in T-II and Il were <10% (8.38%; 8.97%). The
concentration (sperm / ml) in T-I11 was significant (787.69 + 480.72) to T i (546.81 + 252.54)
and T-11 (679.96 £ 23.17). In the evaluation of sperm kinetics by CASA software (x £ SD)
after thawing it was found that there were no significant differences (p> 0.05) as the
parameters analyzed (MT, MP, VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH, BCF). The heat
resistance test showed no significant change (p> 0.05) as motility and vigor, the groups were
compared, assessed at 0, 60, 120 and 180 min., 37 ° C. As for the time, it was significant (p
<0,05) vigor of IT (1.65 + 0.74) presenting much lower in comparison with the Tl and TIII at
60 and 120 minutes. However, TIlI showed the best results being significant (p <0.05) at 120
minutes (1.8 £ 0.59). As to sperm ultrastructure was evidenced significant effect (p <0.05) in
the groups, the integrity tests of the plasma membrane and acrosomal mitochondrial potential,
using probes epifluorescence stained with DCF-IP, FITC-PNAs and JC-1 . It was concluded
that the application of 100 and 125mg / rbST in Santa Ines sheep does not alter testicular
measurements and semen characteristics. The sperm concentration increases with the dose of
125mg / rbST. It does not alter the kinetics, motility and vigor of post-thaw sperm. And
treatment had a beneficial effect, promoting an improvement in plasma membrane integrity
and acrosome.

Keywords: sheep, somatotropin, semen, cryopreservation
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1. INTRODUCAO

Os ovinos foram uma das primeiras espécies de animais domesticados pelo homem, que
com sua criacdo possibilitava alimento e protecédo, pelo uso da 1a e fibra que servia como
abrigo contra as intempéries do ambiente. Sua cultura esta presente em praticamente todos o0s
continentes e a ampla difusdo da espécie se deve principalmente a rusticidade, capacidade de
adaptacdo destas as diferentes condi¢cbes ambientais e situacGes edafoclimaticas rigorosas.
Sendo sua produgdo destinada tanto a exploragdo econdmica como a subsisténcia das familias
de zonas rurais (GUSMAQ; ANDRADE, 2005; VIANA, 2008).

A exploragdo destas espécies ainda é carente em tecnologias avancadas, em
investimento na formacédo e qualificacdo de mao de obra. Entretanto, apesar das limitacOes
tem havido uma crescente demanda pela iniciativa privada, com biotécnicas da reproducao
animal que visem o melhoramento genético, o incremento da produtividade, rentabilidade dos
rebanhos e unidades produtivas (FERRAZ; ELER, 1999; SIMPLICIO et al., 2002).

Com o advento das biotecnologias reprodutivas e utilizacdo de novas ferramentas no
processo de melhoramento animal aliadas a técnicas tradicionais, muito tem contribuindo para
a producdo e reproducdo, com o propdsito de incrementar ainda mais o0 progresso genético dos
animais domeésticos (NUNES, 2010). No desenvolvimento da inseminacdo artificial (1A),
transferéncia de embrido (TE), produgdo in vitro (PIV), o sémen congelado é
significativamente importante, principalmente durante o processo de criopreservacao, por ser
complexo, requerer atencdo e conhecimento morfofisiolégico de cada espécie. Além dos
diversos fatores associados a dilui¢do, congelagdo e descongelacdo do sémen que influenciam
na capacidade fertilizante positivamente ou apresentando danos na capacidade funcional dos
espermatozoides, pelo choque térmico e estresse osmético na criopreservacdo (WATSON,
2000; CASTELO et al., 2008; CORREA et al., 2009).

Na tentativa de minimizar esses possiveis efeitos deletérios sobre a célula espermatica e
qualidade do ejaculado durante a criopreservacdo, estudos tém buscado determinar as
alteracdes observadas. Dentre as alternativas, o uso parenteral de hormonios tem sido muito
utilizado em pesquisas, baseados em efeito direto sobre a gametogénese e esteroidogénese
proporcionando efeito mais expressivo sobre a qualidade do sémen criopreservado (CORREA
etal., 2009).

Terapias com somatotropina (ST) exdgena aumentam a concentracdo plasmaética de
IGF-I, principal mediador da acdo do horménio do crescimento, sendo um importante agente

mitogénico para as células germinativas e manutencdo dos espermatozoides (SCHAMS et al.,
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1999; SIROTKIN, 2004; VIEIRA et al., 2010), além de melhorar as taxas de fertilizacdo,
agindo sobre as caracteristicas e favorecendo o metabolismo destes (LUCY, 2000).

Segundo Rabassa, (2012) a (ST) pode apresentar um maior desenvolvimento testicular e
antecipacdo da puberdade, sendo utilizada como alternativa em tratamentos reprodutivos.
Porém, ainda sdo escassas pesquisas que determinem os mecanismos de acdo deste hormonio
sobre a funcdo testicular, a célula espermética, na producdo de testosterona e idade a
puberdade de cada espécie.

Com a legalizagdo e producdo comercial da somatotropina bovina recombinante (rbST)
muitos estudos foram desenvolvidos, por ser um bom promotor do crescimento, além de agir
na producdo e reproducdo. Quanto aos riscos a saude humana e animal, ndo ha indicios de
comprometimentos reprodutivos diante de sua utilizacdo. Pode ser uma importante
ferramenta, para maximizar o aproveitamento do sémen de reprodutores com alto mérito
genético nos sistemas de producao, além de melhorar a resisténcia espermatica nos processos
de congelamento e descongelamento das espécies (CORREA et al., 2009).

Diante disso, buscam-se mais pesquisas sobre a qualidade espermatica do sémen in
natura e criopreservado de ovinos utilizando horménios protéicos, especificamente o (rbST).
E o uso de técnicas que promovam um melhor entendimento do seu mecanismo de acdo
fisiologica, determinando as caracteristicas especificas do produto com reflexo positivo na
qualidade reprodutiva do macho.

Estruturalmente, esta tese encontra-se organizada em, uma introducdo, referencial
teorico, dois capitulos, consideracBes finais e as referéncias bibliograficas. O referencial
tedrico corresponde a uma revisdo de literatura com categorias descritas a partir de um
levantamento de artigos cientificos, teses, e dissertacdes. Os dois capitulos foram elaborados
na forma de artigos cientificos, sendo, o primeiro, intitulado “Caracteristicas do sémen
fresco e biometria escrototesticular de ovinos Santa Inés tratados com somatotropina
bovina recombinante (rbST)” escrito segundo as normas do Periddico Arquivo Brasileiro de
Medicina Veterinria e Zootecnia (ISSN:1678-4162), e o segundo, intitulado “Efeito da
somatrotopina bovina recombinante (rbST) no sémen criopreservado de ovinos Santa
Inés” escrito de acordo com as normas do Periédico Small Ruminant Research (ISSN: 0378-
4320).
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1. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Bases Morfofisioldgicas do Sistema Reprodutor do Macho

O aparelho genital masculino € composto por testiculos, epididimos, ductos, glandulas
sexuais acessorias e pénis. Os testiculos localizam-se na regido subinguinal em posicédo
pendular, mantidos a uma temperatura inferior a corporal, permitindo condic@es fisioldgicas
adequadas para desempenhar a espermatogénese e producdo hormonal. Possuem forma
alongada e ovalada, envoltos pelas tunicas albuginea e vaginal, recobrindo o parénquima
testicular, constituido por tubulos seminiferos, tecido conjuntivo e mediastino (OLIVEIRA et
al., 2013).

O epididimo é um tubo coletor aderido aos testiculos, dividido em trés partes: cabeca,
corpo e cauda. Com funcdes no transporte, armazenamento, maturacdo e motilidade dos
espermatozoides, aumentando a medida que percorrem 0 corpo e a cauda a habilidade
fertilizante, controladas por mecanismos fisiologicos termorregulatorios e hormonais para sua
manutencdo (DYCE, 2010). Os ductos deferentes transportam 0s espermatozoides desde a
cauda do epididimo até a porcéo pélvica da uretra, sendo armazenadas nas ampolas, porgdes
dilatadas destes que servem como reservatério espermatico (HAFEZ, 2004; REECE, 2007,
DYCE, 2010).

Os pequenos ruminantes apresentam como glandulas sexuais acessorias (Fig.1): as
ampolas, glandulas vesiculares seminais, bulbouretrais e uma prostata, com morfologias
variadas, na regido pélvica, responsaveis pela producdo de fluidos do plasma seminal e
volume, fornecendo um ambiente apropriado para a sobrevivéncia dos espermatozoides
(HAFEZ, 2004; OLIVEIRA et al., 2013). O pénis, 6rgao copulador, é classificado como
fibroelastico, apresenta corpo em forma de flexura sigmoide (“S” peniano), revestido pelo
prepucio com funcdo de protecdo. Nos ovinos apresenta o processo uretral (apéndice
filiforme) que se projeta entre 2 a 3 cm além da glande peniana durante a ejaculacéo,
facilitando a aspersdo do ejaculado no interior do trato genital da fémea, devido ao reduzido
volume de sémen. (OLIVEIRA et al., 2014).

No controle neuroenddcrino reprodutivo destacam-se estruturas importantes como o
hipotalamo localizado no tronco encefalico que se comunica com a hipofise, estabelecendo
um eixo com as gonadas (Fig.1). Os horménios hipotalamicos séo liberados por mecanismos
de retroalimentacdo podendo exercer um efeito positivo (liberador) ou negativo (inibidor).
Sintetiza e secreta hormodnios liberadores de gonadotrofinas (GnRH) atuando na
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adenohipdfise estimulando a secre¢do do horménio luteinizante (LH) e o foliculo-estimulante
(FSH), atuando diretamente nos testiculos. Além da testosterona, produzida pelas células de
Leydig sob estimulo do LH, sendo o principal hormonio responsavel pela producéo e

manutencédo de espermatozoides controlados pela espermatogénese e esteroidogénese.

Figura 1. Eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal na funcdo testicular.

Eixo hipotalamo-hipoéfise testiculare controle da secrecaode gonadotrofinas

Hipotalamo

ESH LH Testosterona
(+) (+)

Efeitos periféricos
e no SNC, diretos e
indiretos

esperma

testiculo Antunes-Rodrigues, 2006 pg. 313

Fonte: Rodrigues, A., 2006.

A sazonalidade e o fotoperiodo, caracterizados pelo efeito da incidéncia de luz sobre o
desempenho reprodutivo, também é um fator relevante e observado em algumas espécies,
como nos ovinos, caprinos, bufalos, equinos e aves. O numero de horas em exposicao a luz
exerce influéncia hipotaldmica, modifica a secrecdo dos hormonios hipofisarios
gonadotropicos, mediante a acdo da melatonina, que é um hormonio produzido pela glandula
pineal com forte influéncia no fotoperiodo e controle neuroenddcrino da atividade
reprodutiva, aumentando a atividade sexual principalmente nos dias curtos, de pouca
luminosidade (HAFEZ, 2004; OLIVEIRA et al., 2013).

2.2. Biometria Escrototesticular

As avaliacBGes biométricas do trato reprodutivo dos machos fornecem um modelo dtil
para uma melhor compreensdo da fisiologia reprodutiva e selecdo destes como reprodutores,

sendo o perimetro escrotal (PE) a medida mais utilizada, apresentando correlacdo positiva
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com o peso testicular e corporal, além de exibir altas correlacbes com produgdo e qualidade
espermatica (LOBO et al., 1997; MESQUITA, 2004; MARTINS et al., 2008).

As principais caracteristicas sdo a facil mensuracdo, a média a alta herdabilidade e
repetibilidade (SNOWDER et al.,, 2002), estando menos sujeita a possiveis erros na
mensuracdo e interpretacdo, e a correlagdo com as demais medidas biométricas como:
comprimento, largura, peso e volume testicular (FORNI; ALBUQUERQUE, 2004). Segundo
Pacheco et al., (2010) tanto o PE quanto o volume testicular ndo devem ser usados como
critério Unico para a escolha de reprodutores, necessitando associa-los a outras caracteristicas
como peso corporal, ao exame clinico geral e androldgico, garantindo uma escolha mais
eficiente.

Souza, (2003) relatou a existéncia de associacGes entre medidas testiculares, parametros
quantitativos da espermatogénese, idade a puberdade e desenvolvimento corporal em
carneiros Santa Inés. Ha também evidéncias de que o epididimo seja crucial para a maturacdo
espermética (DACHEUX; DACHEUX, 2002) e que as secrecbes das glandulas sexuais
acessorias influenciam varias funcGes espermaticas como a capacitacao, reacdo acrossdmica e
na motilidade (WAY et al., 2000; MOURA et al., 2007a), além de provavelmente interferir na
fertilizacdo (MOURA et al., 2007b).

2.3. Caracteristicas Seminais

O sémen é formado por uma porc¢éo solida de células espermaticas e uma fragdo liquida,
denominada de plasma seminal, constituido principalmente de agua e substancias organicas,
proteinas, gorduras, acucares e sais (MYES FILHO; BARRETO, 1949).

O plasma seminal dos mamiferos corresponde a um complexo de secre¢fes compostas
por fluidos moleculares capazes de afetar a funcdo espermética desde a maturagcdo até a
fertilizacdo no trato reprodutivo da fémea (YANAGIMACHI, 1994; KRAUS et al., 2005). O
conhecimento do seu teor e funcdo dos componentes quimicos torna-se imprescindivel, pois
sua qualidade estd relacionada a avaliagdo das caracteristicas quantitativas e qualitativas
(GONZALEZ, 1984; IBRAHIM et al., 2001).

O ejaculado do carneiro apresenta volume relativamente pequeno, de 0,5 a 2,0 ml,
aspecto leitoso, de coloracédo pérola ou marfim, e concentracao espermatica variando de dois a
seis bilhdes de espermatozoides/ml. A porcentagem de espermatozoides em relacdo a
composicdo do plasma seminal é particularmente elevada, correspondente a cerca de 30% do

volume total do sémen em relacdo as demais espécies e pode ser utilizado fresco, resfriado ou
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congelado nas biotecnologias da reproducio animal. E um produto obtido a partir da secre¢o
das glandulas acessérias, principalmente das glandulas vesiculares, liquidos testiculares e
epididimarias (GONCALVES et al., 2008). Apresenta funcbes importantes, como veiculo
para o transporte e ativacdo dos espermatozoides, além de proporcionar um meio rico de
nutrientes que mantém a sobrevivéncia dos mesmos no trato reprodutivo feminino
(SALAMON, 1990; REECE, 1996).

Nos ovinos, o plasma seminal € constituido principalmente por: acido citrico, frutose,
glicorilfosforilcolina, sorbitol, inositol, fosfolipidios, prostaglandina (PGF) e proteinas
(SALAMON, 1990). Além desses constituintes, foi detectado a presenca de vesiglandina,
adrenalina e noradrenalina (GORDON, 1999), antimicrobianos, imunoglobulinas do tipo IgA
(HAFEZ; HAFEZ, 2004), espécies reativas de oxigénio (ROS) e antioxidantes (SONG et al.,
2006; SHAMSI et al, 2009). Dentre esses componentes, as proteinas desempenham papel
crucial em todos os processos relacionados a capacidade fecundante dos espermatozoides,
como possiveis marcadores da congelabilidade e fertilidade do sémen (JOBIM et al., 2003).,
além de atuarem de maneira complementar, contribuindo para a estabilidade da membrana e
na viabilidade e motilidade espermatica (MOURA et al., 2010). Algumas pesquisas sugerem
que a influéncia das proteinas seminais sobre os parametros de qualidade do ejaculado esteja
associada também ao tipo de proteina presente, apesar da perda da integridade da membrana
espermatica ser um fator que contribui para o declinio da motilidade (ALMEIDA, 2006).

Os parametros seminais dos carneiros podem ser influenciados por varios fatores, como
raca, variabilidade individual, més e periodo do ano, fotoperiodo, condic¢des alimentares e
temperatura (MAIA, 2002; PACHECO et al., 2009), influenciando as caracteristicas dos
ejaculados, acelerando ou retardando a entrada a puberdade e a maturidade sexual (EMSEN,
2005). Sua composicdo depois da emissdo ndo permanece constante, varia ligeiramente e a
perda de substancias intracelulares proporciona aos espermatozoides uma permeabilidade alta
promovendo uma interacdo entre o plasma seminal e o aparecimento de substancias que ndo
estavam presentes nas secrecdes das glandulas anexas antes do contato dos espermatozoides
com esses fluidos seminais (MANN, T.; MANN, C., 1981; GONCALVES, 2008). Muitos
estudos mostram que ocorrem alteragdes diferenciadas na qualidade seminal, apresentando
uma quantidade de defeitos espermaticos relevantes na selecdo de reprodutores (PACHECO
et al., 2009). E que nos processos de congelacdo de sémen os componentes do plasma inibem
tanto a capacitacdo espermética como possuem a habilidade de reverter os efeitos deletérios
provocados pelo choque térmico, melhorando a viabilidade e heterogeneidade da membrana

plasmatica do sémen criopreservado (PEREZ-PE et al., 2001).
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2.4. Criopreservacao do Sémen

Com advento dos conhecimentos na pratica da Criobiologia desenvolveu-se a
criopreservacdo, tecnologia que se baseia na preservacdo de células, tecidos ou embriGes em
temperaturas abaixo do ponto de congelacao da agua, tendo como principal objetivo preservar
a composicao e viabilidade das células por tempo indefinido (PEGG, 2002).

Na criopreservacdo de amostras seminais € necessario que sejam submetidas a
refrigeracdo moderada e controlada visando preservar a funcdo espermatica. E durante a
congelacdo requer cuidados especiais, pois 0s espermatozoides ndo sobrevivem durante
longos periodos, sendo necessario adicionar diluentes na tentativa de proporcionar um
ambiente propicio para sua sobrevivéncia. A principio este sémen deve ser avaliado e se for
apto, requer um processamento adequado para garantir a capacidade fecundante dos
espermatozoides durante o tempo que decorre entre a ejaculacdo e sua utilizacdo para a
inseminacao (HOLT, 2000; AISEN, 2001).

O processo de criopreservacdo além de possibilitar sua utilizacdo durante periodos
relativamente longos pela refrigeracdo e indeterminados pela congelacdo, reduz riscos e
custos na aquisicdo e transporte de reprodutores, além de criar a possibilidade de manipulacéo
e armazenamento, favorecendo rapida difusdo de material genético entre regides distantes
(LEBOEUEF et al., 2000; CASTELO et al., 2008). Entretanto, segundo Purdy, (2006), este
processo pode promover grande estresse celular, impondo aos espermatozoides condicOes
extremamente desfavoraveis a manutencao de sua viabilidade.

O sémen pode ser processado para trés usos basicos: fresco (in natura) colhido,
analisado e fracionado sem adigdo de meios para preservar 0 material fecundante; in natura
diluido, acrescidos de diluentes especificos com o objetivo de aumentar o volume
proporcionando uma concentra¢do de espermatozoides homogéneos; refrigerado, analisado e
diluido com a finalidade de protegé-lo, com reducao de temperatura a 5°C, além de usar como
expansor do volume seminal facilitando seu fracionamento; e o congelado, com amostras
conservadas e estocadas em nitrogénio liquido a temperatura de — 196°C possibilitando
conservacdo e utilizagcdo por tempo indeterminado (AISEN, 2001; BICUDO et al., 2003;
CARNEIRO et al., 2007).

2.5. Crioinjurias

O crescimento da inseminagao artificial tem ocorrido paralelamente ao desenvolvimento

das tecnologias para a utilizagdo de sémen congelado, cujo uso tem sido limitado em razéo
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dos baixos indices de fertilidade conseguidos com a inseminacdo especificamente via cervical
nos ovinos (MAXWELL; WATSON, 1996). Segundo Soares et al., (2011) esta reducdo pode
estd atribuida a ocorréncia de danos espermaticos durante os processos de congelacdo e
descongelacdo, causando alteracBGes ultraestruturais, biogquimicas e funcionais reduzindo
assim a viabilidade espermatica.

Na utilizacdo de sémen congelado o indice de prenhez obtido é inferior quando
comparado ao uso de ejaculados frescos e refrigerados (CARNEIRO et al., 2007). Em estudo
realizado por Luz et al., (2000) observaram que a motilidade espermaética p6s-descongelacéo
estava relacionada com esses indices e quando inferior a 40% apresentava uma reducao de
15% no percentual de ovelhas prenhes. Foram constatados também alguns efeitos mais
contundentes, impostos pela congelacdo, caracterizados por modificacbes da atividade
respiratoria, da interacdo com as celulas do oviduto, criocapacitacdo, além de suspeitar-se de
pequeno incremento nas taxas de mortalidade de embrides obtidos com espermatozoides
criopreservados (BICUDO et al., 2005).

Os principios e técnicas a serem utilizadas na criopreservacdo do sémen ovino se
equivalem aos dos demais ruminantes domesticos. Cada espécie possui composicdo seminal
distinta, havendo ainda peculiaridades quanto a composicdo e sensibilidade das membranas
espermaticas, o que explica respostas diversificadas ao processo de criopreservacdo do sémen
de um mesmo reprodutor. Sendo necessarias algumas modificagdes no atendimento a estas
particularidades (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2003; BICUDO et al., 2005; PETRUNKINA,
2007).

Dentre as alteragBes ocorridas na célula espermatica de mamiferos submetida a
refrigeracdo rapida da temperatura corporea a temperaturas proximas de 5°C, destacam o
choque térmico, resultando no decréscimo irreversivel da motilidade espermaética, alteracoes
bioquimicas e fisiologicas (WATSON, 2000). O “efeito solugdo” caracterizado pela
desidratacdo excessiva da célula, a elevada concentracdo de solutos, a modificacdo do pH e
consequente alteragdo na funcdo espermédtica também sdo pontos criticos do sémen
criopreservado (FAHY, 1980). No processo de congelacdo lenta ocorre uma migracéo rapida
de grande quantidade de agua intracelular para o meio extracelular da célula espermatica
estabelecendo equilibrio entre solvente e soluto. Assim, torna-se necessario uma
descongelacédo de igual intensidade, para que a célula ao ser reidratada ndo sofra rompimento
das membranas bioldgicas devido a rapida reconstituicdo do volume intracelular. Por isso,

guando associado a congelacao rapida implica em danos causados pela formagdo de pequenos
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cristais de gelo, agrupando grandes formacdes causando rompimento da membrana
(WATSON, 2000).

Segundo Kumar et al., (2003) o controle na reducdo da temperatura diminui a
possibilidade de perda da viabilidade celular, devido a diminuicdo na formacdo de grandes
cristais de gelo no interior da célula. E importante salientar também que a curva ideal deve ser
suficientemente lenta para permitir que os espermatozoides se desidratem e rapida o bastante
para evitar que as células fiqguem expostas por muito tempo as elevadas concentracdes de
soluto (SNOECK, 2003).

A membrana plasmatica dos espermatozoides foi descrita por Ladha, (1998) como uma
estrutura rica em fosfolipidios, formando uma bicamada, de fosfatidilcolina e esfingomielina
externamente e fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina internamente, apresentando durante a
criopreservacdo modificacBes, como a externalizacdo da fosfatidilserina para se adequar a
temperatura. Semelhante a capacitacao, a criopreservagdo provoca na membrana espermatica,
maior fluidez e exposicao de sitios de ligacdo a moléculas externas requerendo menor tempo
para que a célula se capacite (THOMAS et al., 2006).

Em tempos remotos Jones e Mann (1977) detectaram que 0 espermatozoide ovino é
altamente sensivel a peroxidacdo dos fosfolipidios presentes na membrana, ocasionando
alteragdes estruturais, principalmente no acrossoma, com modificagdes no metabolismo e
conteudo intracelular além da diminuicdo da motilidade. No carneiro foram verificados alguns
aspectos da criopreservacdo, que promovem na membrana espermatica uma maturacdo
excessiva e aumenta precocemente a proporcao de espermatozoides capacitados e acrossomas
reagidos (HOLT, 2000). Também sdo observados efeitos toxicos, resultantes da oxidacéo de
componentes celulares mediados por espécies reativas de oxigénio (ROS) que reagem com 0s
acidos graxos poli-insaturados e lipoproteinas da membrana celular espermatica promovendo
a peroxidacao lipidica ou lipoperoxidacao, podendo ser avaliado e utilizado como indicador
de estresse oxidativo celular (WILLIAMS; FORD, 2005).

Na tentativa de reduzir danos causados as células esperméticas na criopreservacao, sao
utilizadas substancias que funcionam como crioprotetores durante a congelacdo do sémen nas
diversas espécies, para evitar a formacdo de cristais de gelo intracelular, reduzir o estresse
osmotico, interagir com ions e macromoléculas, reduzir o ponto de congelacdo da agua e
assim servir de tampdo para ajustar possiveis alteracdes do pH (MEDEIROS et al., 2002).
Dentre os crioprotetores podemos citar os ndo penetrantes, como 0s agucares complexos,

lipoproteinas da gema do ovo, agua de coco, proteinas do leite e alguns aminoacidos, o
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glicerol, etileno glicol, DMSO e outros, atuando por meio de efeito osmatico, induzindo a
saida de agua intracelular (ALVARENGA et al., 2005; FICKEL et al., 2007).

Quanto a criopreservacdo de sémen de carneiros e bovinos usando gema de ovo,
observou-se que a fracdo LDF contida nesta substancia fornece protecdo as células
espermaticas. Entretanto, sua utilizacdo ainda é questionada quanto sua origem, pois pode
veicular microrganismos (FARSTAD, 2009). Em estudo realizado por Valente et al., (2010)
avaliou sua substituicdo parcial e total, juntamente com a adicdo de trealose e glicina
associada a substituicao da glicose pela frutose. Mas ndo foi capaz de compensar sua auséncia
e observaram melhores resultados sobre a motilidade, termorresisténcia, fertilidade in vitro e
in vivo pds-descongelacdo apds usé-la como meio diluidor nestas espécies.

O glicerol ou propano-1,2,3-triol apesar de ser um crioprotetor, em concentrag6es
elevadas pode causar efeitos toxicos a ceélula espermatica, determinando desnaturagéo,
alteracGes nas interacdes da actina na fibra da cauda do espermatozoide, no glicocalice e nas
proteinas da superficie celular, podendo interferir no reconhecimento dos receptores da zona
pelicida (ALVARENGA et al., 2000). Estudos revelaram a necessidade de concentracdes
menores as usuais de glicerol (5-7%) para a obtencdo de melhores indices de criopreservacao
do sémen ovino, pois em elevada quantidade determina efeito toxico sobre o0s
espermatozoides (MORAES et al., 1998; BITTENCOURT et al., 2004).

A criopreservacdo de sémen pode apresentar diversas alteracfes na célula espermatica
guanto ao seu processo e uso de crioprotetores. Assim a padronizacdo de protocolos se faz
necessaria na tentativa de se adequar aos parametros fisiologicos de cada espécie animal na
tentativa de diminuir ou minimizar os efeitos deletérios da criopreservacdo (SILVA;
GUERRA, 2011).

2.6. Avaliacdes Espermaticas

A qualidade do sémen é um fator determinante para se obter bons resultados com a
utilizacdo de biotecnologias reprodutivas. Tecnicas avaliativas que melhor predigam a
fertilidade in vitro dos espermatozoides tém sido buscadas incessantemente a fim de garantir
melhores resultados ap6s a inseminacdo artificial. Entretanto, até o momento, nenhuma
metodologia de avaliacdo mostrou-se eficiente para este fim quando utilizada isoladamente,
sendo recomendado o emprego conjunto destas técnicas para a melhor predicao da capacidade
fertilizante dos espermatozoides (SILVA; GUERRA, 2011).
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Dessa maneira, o0 exame morfofisiol6gico espermético faz parte da avaliacdo qualitativa
do ejaculado e permite a determinacdo da frequéncia de cada uma das anormalidades e do
percentual total na amostra seminal. E utilizado como indicativo do potencial fecundante do
ejaculado, pois as alteragdes interferem na capacidade de movimentacdo e fecundacdo do
espermatozoide, de acordo com a localizagdo do defeito, funcionando como uma ferramenta
fundamental para o descarte do ejaculado e até mesmo do reprodutor (BORTOLOZZO, et al.,
2005).

As caracteristicas da cinética e morfologia espermaticas dos ovinos sdo semelhantes aos
demais ruminantes e nas aplicacGes biotecnoldgicas o sémen é facilmente obtido por meio de
vagina artificial, sendo o mais comumente utilizado por ser o mais proximo do fisioldgico,
ndo requerendo muitas vezes o condicionamento prévio dos reprodutores, associado ao exame
andrologico, com avaliagdo quantitativa e qualitativa na determinacdo do desempenho
reprodutivo (BICUDO et al., 2005).

2.6.1. Estruturas Espermaticas

O espermatozoide (Fig.2) e caracterizado como uma celula com motilidade ativa,
constituido de cabeca, que tem a fungdo de armazenamento do material genético, contendo
um nucleo haploide, achatada e oval, com cromatina altamente condensada, recoberto pelo
acrossoma, originado pelo complexo de Golgi durante os ultimos estagios da formacédo do
espermatozoide, correspondente a uma membrana dupla contendo em seu interior
glicoproteinas e enzimas lisossdmicas, como a hialuronidase, glicosidase, esterase e protease,
essenciais a penetracdo no ovdcito durante a fecundagdo, dividida em trés regides: a apical,
intermediaria e equatorial (HAFEZ; HAFEZ, 2004; GONCALVES, et al., 2008). Possui ainda
a membrana plasmatica que tem papel fundamental na maioria dos fenémenos celulares, por
servir de barreira seletiva. E constituida por uma bicamada de lipidios com proteinas
associadas, sendo o colesterol o principal envolvido na regulacdo da estabilidade e
permeabilidade (COOPER, 1996).

Estas membranas sdo importantes e devem permanecer integras, pois estdo envolvidas
nos processos de capacitacdo, reacdo acrossdmica, hiperativacdo da motilidade e interacdo
com a membrana plasmatica do oécito (GADELLA et al., 2001).

A peca intermediéria € composta por mitocondrias que circundam a regido proximal
do flagelo, envolvida pela bainha mitocondrial, com a funcéo de gerar energia necessaria para
a motilidade espermatica (BARBOSA et al., 1998). A producdo de ATP via glicolise pelas
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mitocOndrias, é fonte energética necessaria para diversos eventos reprodutivos, tais como,
batimentos flagelares, hiperativacao e penetracédo oocitaria (SILVA; GADELLA, 2006).

A cauda do espermatozoide ou flagelo é recoberta por uma membrana citoplasmatica
comum, o plasmalema, constituido pelo axonema ou filamento axial, com fungdo locomotora,
sendo um filamento protoplasmatico longo e mdvel, formada pelo colo, peca intermediéria,
principal e terminal (DE JONG; BARRATT, 2006).

Figura 2. Desenho esquematico das estruturas do espermatozoide e suas divisdes.
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Fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki/Espermatozoide.

O colo corresponde a uma regido de ligacdo da cabeca com a peca intermediaria,
englobando o centriolo e a gota citoplasmatica. A peca intermediaria é constituida por
microtdbulos centrais duplos envolvidos por uma bainha mitocondrial permitindo
fornecimento de energia necessaria para a propulsdo do espermatozoide, a pega principal €
recoberta por bainha fibrosa, contem adenosina trifosfato (ATP) e pares de microtubulos
contrateis permitindo o movimento flagelar alimentado pela acdo de proteinas motoras
(dineinas) (GONCALVES, et al., 2008).

2.6.2. Preparacdo Umida/Contraste de Fase

A morfologia espermatica corresponde a avaliacdo das alteragbes estruturais e
patologicas dos espermatozoides. Realizada através de preparacdo Umida entre lamina e
laminula, com amostras diluidas em formol-citrato, avaliadas por microscopia de contraste de
fase, com contagem de células e resultados determinados em porcentagem, classificadas de
acordo com o preconizado pelo Manual do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal para
cada espécie.

Segundo Blom, (1973), principal referéncia utilizada na avaliacdo destas, relata que as

anomalias espermaticas sdo classificadas em defeitos espermaticos maiores e menores. Sendo
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os defeitos maiores quando em porcentagem elevadas, associados & condicdo patoldgica dos
testiculos ou epididimos e devido disturbios da espermatogénese resultando como
consequéncia em alteracdes na fertilidade ou até mesmo infertilidade. Os defeitos menores

também podem causar infertilidade, entretanto, € menos provavel, havendo fertilizacéo.
2.6.3. Provas de Integridade da Ultraestrutura Espermatica

A analise in vivo do sémen é uma ferramenta importante na determinacdo da capacidade
reprodutiva do macho, complementando as informacdes obtidas durante a realizacdo do
exame clinico. Tal contribuicdo tem valor diagnéstico na avaliacdo da funcdo testicular,
epididimaria e de todo o sistema reprodutor do macho, auxiliando na identificacdo de casos de
subfertilidade ou infertilidade (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2007). Tradicionalmente, além de
volume e aspecto, a analise do sémen inclui a determinacdo da concentracdo, motilidade e
morfologia espermatica, rotineiramente realizada por microscopia de luz convencional. As
limitagBes destes métodos incluem subjetividade, variabilidade, o reduzido ndmero de
espermatozoides analisados e a pobre correlagdo com o potencial fertilizante destes gametas
(ARRUDA, 2000; VERSTEGEN et al., 2002; CELEGHINI, 2005).

Nos ultimos anos diversas técnicas laboratoriais tém sido desenvolvidas com o intuito
de demonstrar maior repetibilidade na avaliagdo da morfologia e fungdo espermatica. Dentre
elas, podemos destacar os sistemas computadorizados com andlise de imagens, métodos de
coloragdo empregando sondas fluorescentes e microscopia de epifluorescéncia ou citometria
de fluxo, com andlises mais criteriosas e objetivas sobre a integridade estrutural dos
espermatozoides (MATOS et al., 2008; ARRUDA et al., 2011).

As sondas fluorescentes ou fluorocromos s&o utilizadas isoladamente ou em
combinacdo para determinar a integridade da fungdo celular, como a integridade da
membrana, do acrossoma e potencial mitocondrial. Embora seu uso por meio de microscopia
seja um método para avaliacdo espermaética, o numero de espermatozoides normalmente
examinados por andlise ndo excede a 200 células. Ja a citometria de fluxo é bem mais
vantajosa, pois consiste em um sistema automatizado que tem a capacidade de examinar em
torno de 30.000 espermatozoides em um minuto, permitindo exatiddo nos resultados e
diminuicdo na sua execucdo quando comparada com outras técnicas fluorescentes (ARRUDA,
2000).
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2.6.4. Avaliacgdo da Cinética Espermatica

A avaliacdo automatizada da motilidade dos espermatozoides é importante devido a
relevancia da cinética na determinacdo do potencial de fertilidade dos espermatozoides.
Diversos sistemas tém sido propostos na tentativa de minimizar os efeitos da avaliagdo
convencional do sémen, além de incrementar o estudo androlégico humano e animal
(VESTEGEN et al., 2002; MATOS et al., 2008).

O Computer Assisted Sperm Analyses (CASA) é um hardware e software que visualiza
e digitaliza imagens sucessivas de espermatozoides, processa e analisa informag6es acuradas,
precisas e significativas sobre a cinética individual das células espermaticas e valores
estatisticos de um total da amostra. Os espermatozoides moveis observados sdo identificados
sucessivamente em imagens que permitem a definicdo de trajetorias de forma numérica e 0s
resultados sdo refletidos em uma série de pardmetros que definem precisamente o0 exato
movimento de cada espermatozoide (AMANN; KATZ, 2004).

Os parametros avaliados sdo: motilidade total (%), proporcional as células moveis do
total; motilidade progressiva (%), referente a porcentagem de celulas movendo-se
progressivamente; velocidade de trajeto (VAP, um/s), velocidade média ininterrupta do
trajeto da célula; velocidade progressiva (VSL, pum/s) velocidade média em linha reta entre o
ponto inicial e final do trajeto; velocidade curvilinear (VCL, um/s), velocidade média de
ponto a ponto percorrido; amplitude do deslocamento lateral da cabeca (AHL, um/s) largura
média da oscilagdo da cabeca conforme a célula se move; frequéncia de batimentos (BCF,
um/s) frequéncia com que a cabeca se move para trds e para frente durante o trajeto
percorrido; retilinearidade (STR,%) valor médio da proporcdo entre VSL/VAP; linearidade
(LIN, %), valor médio da propor¢do entre VSL/VCL; velocidade rapida (%) (ARRUDA,
2000).

As caracteristicas do movimento espermatico ainda ndo estdo bem determinadas pelo
sistema CASA sobre qual dos parametros é capaz de predizer a fertilidade e a taxa de
fertilizacdo. No entanto algumas variaveis geradas como a linearidade espermatica parecem
apresentar maior correlagcdo com fertilidade (FERREIRA et al., 1997).

O grande desafio para executar este sistema automatizado € padronizar 0s
procedimentos laboratoriais adotados para a analise objetiva do sémen, manter a concentracéo
espermatica, os diluidores e substdncias que ndo interfiram nas avaliagbes causando
diminuicdo da motilidade, pois quando apresenta particulas no meio o sistema reconhece
como células imoveis (ARRUDA, 2011).
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2.7. Hormonio do Crescimento (GH)

O horménio do crescimento (GH) ou somatotropina (ST) é um polipeptideo com 191
residuos, com peso molecular de 21000 KDa, obtido artificialmente pela abordagem do DNA
recombinante originando a somatotropina bovina recombinante (rbST) exodgena
(LEHNINGER, 1991).

Horménio pituitario, anabdlico, secretado pelas células acidéfilas do lobo anterior da
hipdfise, apresentando uma variedade de receptores mRNA da somatotropina, encontrados no
hipotdlamo, hipdfise, corpos luteo, foliculos ovarianos, ovidutos, endométrio, miométrio,
placenta (KIRBY et al., 1996), testiculos, vasos deferentes, prostata, epididimo e vesiculas
seminais (LOBIE et al., 1990), que diminui a deposicdo de gordura, em virtude do aumento e
deposicédo de proteina, regulando inimeros mecanismos do crescimento animal, metabolismo
de nutrientes além de afetar as fungbes reprodutivas (PIVATO et al., 2004). Também
importante na diferenciacdo e maturacdo sexual, puberdade, esteroidogénese e gametogénese
(HULL; HARVEY, 2000).

Sua secrecgdo € pulsatil e pode ser influenciada por varios sistemas de retroalimentacao
de complexidade peculiar, dentre eles a glicose, acidos graxos, somatostatina, fatores de
crescimento e outros, como mostra a (AMORIM et al., 2007).

Em revisdo bibliografica contemplando estudos sobre o GH, realizada por HULL e
HARVEY, (2000), revelam que tem fungdo na regulacdo da esteroidogénese, gametogénese e
a diferenciacdo gonadal, como resposta a secrecdo de gonadotrofinas, com acGes locais que
podem refletir em fungbes enddcrinas, autdcrinas ou paracrinas nos tecidos reprodutivos. Sua
concentracdoem niveis adequados na maturagdo sexual em mamiferos é extremamente
necessaria. Deficiéncias em roedores estdo associadas com puberdade tardia, reducdo no
tamanho dos testiculos, espermatogénese e na capacidade de resposta dos horménios FSH e
LH.

A utilizacdo do GH em machos iniciou-se em humanos que apresentavam puberdade
tardia associada a sua deficiéncia, condicdo esta para o tratamento ser normalizado (BREIER
et al.,1998). Muitos estudos, incluindo a espécie humana e roedores foram conduzidos
relacionando infertilidade reprodutiva com deficiéncia deste hormonio, demonstrado efeito
satisfatorio apos tratamento com rbST (MARTIN et. al, 1997). Em bovinos tratados com este
horm6nio, demonstraram que ha um aumento na quantidade de espermatozoides com a

membrana plasmatica integra, sugerindo alteracBes positivas na elevacdo nas taxas de
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fertilizacdo, mostrando assim seu efeito benéfico (DUARTE et al. (2006). Matsushima et al.,
(1986) observaram uma quantidade reduzida de espermatogdnias, espermatdcitos,
espermatides e espermatozoides em roedores com deficiéncia de GH, sendo responsavel pela
diminuicdo da espermatogénese. Em algumas espécies pode acelerar a puberdade por
potencializar a acdo androgénica, com a acdo da testosterona influenciando nas caracteristicas
secundarias, e induzir a espermatogénese, com aumento de volume testicular, provavelmente
devido aumento na diferenciacdo celular das células de Leydig e Sertoli. Determinados
peixes da raca Dourado e em Trutas apresentam substancialmente aumento dos niveis de GH
nos estagios finais do ciclo reprodutivo da espermatogénese (SUMPTER et al., 1991,
MARCHANT; PETER, 1986). Polimorfismos do gene de GH em touros também foram
correlacionados com a producdo de espermatozoides, com aumento da concentracéo,
motilidade, desempenhando assim um importante papel na espermatogénese e
espermiogénese (LECHNIAK et al., 1999).

Seu uso pode melhorar as taxas de fertilizacdo, por agir sobre as caracteristicas dos
espermatozoides, além de favorecer seu metabolismo. Foi demonstrado que a Somatotropina
(ST) participa no controle da espermatogénese e esteroidogénese, tendo as células de Sertolli,
como uma das maiores fontes testiculares de IGF-I (RITZEN, 1983), com receptores também
para IGF-1 detectados nas células de Leydig como demonstra na figura 3 (LIN et al., 1986).

O tratamento com somatotropina exdgena aumenta a concentracdo plasmatica do fator
de crescimento semelhante a Insulina (IGF-1) que é o principal mediador da acdo deste
hormdnio, sendo um importante agente mitogénico para o desenvolvimento das células

germinativas e manutencdo dos espermatozoides (DUARTE et al., 2006).
2.8. Somatotropina Bovina Recombinante (rbST)

A somatotropina bovina foi descoberta em 1920 por Evans e Simpson e somente na
década de 80 a partir de inimeras pesquisas ocorreu a sua producdo em escala industrial pela
técnica de DNA recombinante em Escherichia coli (SPINOSA et al., 2006).

O rbST possui mecanismos bioldgicos que séo classificados como somatogénicos, ou
seja, aqueles que estimulam a proliferacdo celular, mediados por IGF-I produzidos pelo
figado, com acdo indireta sobre os tecidos mamarios. Classificados como metabolicos os que
se referem a sua acdo direta sobre varios tecidos e, em especial sobre o metabolismo de

carboidratos, lipidios e proteinas (NETO et al., 2009).
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O tratamento eleva a concentracdo sanguinea de GH, dose dependente, acompanhada de
elevacdo dos niveis de IGF-I, que perdura por 4 a 8 horas, retornando a concentracdes
circulantes normais apos esse periodo (EARLY et al., 1990). Tem amplo aspecto comercial
na bovinocultura de leite, promovendo resultados relevantes na producgdo da industria leiteira,
apresentando aumento na lactacdo de animais. Porém ainda com poucos estudos relacionados
aos machos quanto as taxas metabolicas (SIROTKIN, 2004; AMORIN, 2007).

Figura 3. Mecanismo de acdo do GH nos testiculos.
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Fonte: Hull; Harvey, 2000.

Os mecanismos atraves dos quais a ST desempenha o seu efeito na célula espermatica e
na producdo de testosterona ainda sdo complexos, necessitando de mais pesquisas na
determinacdo da dose e tempo de tratamento ideal para cada espécie animal. Assim, a ST
pode ser uma alternativa interessante na tentativa de melhorar a qualidade espermatica de
espécies que apresentam menor resisténcia espermatica aos processos de congelamento e
descongelamento, como ovinos e suinos. Em bovinos, mesmo havendo uma maior resisténcia
as alteracbes causadas pela criopreservacdo sobre a qualidade espermatica, apresentou
melhores parametros reprodutivos, com indices elevados de fertilidade (CORREA et al.,
2009).
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Segundo Souza et al., (2010) é possivel que a expressividade de alguns elementos do
plasma seminal, como proteinas e hormonios, possa servir como marcadores para sémen de
alta ou baixa fertilidade e que varios estudos tém demonstrado a associacao de proteinas do
plasma seminal com a fertilidade em bovinos. Alguns fatores enddcrinos e ou locais, podem
estar associados a expressividade e ou fungdo destas proteinas, auxiliando nas condicGes
espermaticas favoraveis a fecundacdo. Dentre estes, destacam-se a Insulina, a leptina e o fator
de crescimento semelhante a Insulina do tipo I. Desta maneira o estudo das proteinas do
plasma seminal associado a condi¢cdo metabdlica destes hormonios presentes pode servir
como parédmetro de avaliagdo da condicao reprodutiva do macho.

As proteinas sdo 0s componentes organicos encontrados em maior quantidade neste
meio. Contudo, o plasma seminal também apresenta sais minerais e horménios que atuam
juntamente a estas proteinas, estabelecendo importantes funcgdes fisioldgicas sobre as células
espermaticas (JELINKOVA et al., 2003). Entre os horménios presentes, destacam-se a
leptina, a insulina e o fator de crescimento semelhante a insulina, o IGF-1, por apresentarem
papel primordial na estrutura e motilidade espermaética, favorecendo a fecundacdo (TENA;
BARREIRO, 2002).

A insulina estd presente no plasma seminal e pode envolver-se em eventos na
capacitacdo e metabolismo autécrino do espermatozoide (AQUILA et al., 2005). Quando
adicionada em diluente na criopreservacdo aumenta a motilidade, a cinematica e integridade
de acrossoma do sémen ovino TILBURG et al., (2008). E um horménio anabélico que
promove a captacdo de glicose e aminoacidos, a sintese de proteinas e lipideos e o aumento
das funcGes intracelulares e de membrana plasmatica (ABDELMONEIN et al., 1998). A
insulina e o IGF-I sdo horménios polipeptidios essenciais para 0 metabolismo normal e a
requlacdo do crescimento, mediante ligacdo com seus respectivos receptores
transmembranares na superficie da célula-alvo (DUPONT et al., 2001).

Diversos estudos tém demonstrado os relevantes efeitos, como em equinos, onde a
motilidade espermatica total e taxas de prenhez tendem a serem superiores, apresentando
elevada concentracdo de IGF-I no plasma seminal (MACPHERSON et al., 2002). Além de
trabalhos in vitro com melhora significativa da motilidade total progressiva de
espermatozoides bovinos (HENRICKS et al., 1998).

Segundo Albedelmonein et al., 1998 a insulina por estimular a sintese de DNA, RNA,
proteinas e lipideos e por aumentar as fungdes intracelulares e da membrana plasmatica pode
melhorar as taxas de sobrevivéncia apés o ciclo de congelamento e descongelamento. E

guando adicionada no diluente de congelamento ndo demonstra citotoxidade para
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espermatozoides ovinos, com resultados promissores na qualidade espermatica. Entretanto,
necessitando de mais estudos que evidenciem qual mecanismo metabdlico atua e qual a sua
correlacdo com a fertilidade (TILBURG et al., 2010).
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Caracteristicas do sémen fresco e biometria escrototesticular de ovinos Santa Inés
tratados com somatotropina bovina recombinante (rbST)
[Characteristics of fresh semen and biometrics escrototesticular of the Santa Ines ovine
treated with recombinant bovine somatotropin (rbST)]

L. A. Gomes'’, J. A. T de Souza’

! Laboratdrio de Biotecnologia da Reproducdo Animal, Universidade Federal do Piauf —
UFPI, Campus da Socopo, CEP: 64049-550, Teresina, PI, Brasil

" Email para correspondéncia: le_medvet@hotmail.com

RESUMO

Objetivou-se avaliar as caracteristicas seminais e biometria testicular de
carneiros Santa Inés tratados com somatotropina bovina recombinante (rbST).
Divididos aleatoriamente em grupos, recebendo solucdo placebo e duas doses de rbST,
na concentracdo de 100 e 125mg: T-I (2mL/NaCl 0,9%), T-I1l1 (100mg/rbST) e T-lII
(125mg/rbST), via subcutdnea a cada 14 dias (DO0,14,28,42,56,70). Também foram
mensurados perimetro escrotal, comprimento, largura e volume testicular. Os ejaculados
colhidos por vagina artificial, com auxilio de ovelha manequim, foram analisados
quanto ao volume, turbilh&o, motilidade, vigor, morfologia e concentracdo espermatica.
N&o houve diferenca significativa (P>0,05) no PE (30,1cm), volume médio dos
testiculos (468,15cm?), e nos ejaculados quanto ao volume (VOL), turbilhdo (TUB),
vigor (VIG), defeitos maiores (DMA) e defeitos menores (DME). A motilidade (MOT)
do T-111 apresentou-se inferior (62,2%), comparados ao T-I (76,3%) e T-1I (76,9%); 0s
defeitos totais (DEFT) do T-I (41,93%) foram superiores e os DMA no T-Il e T-I1I
foram < 10% (8,38%; 8.97%). A concentracdo espermaética (espermatozoide/mL) no T-
I11 foi superior e significativa (787.69+480.72) comparada ao T-I (546.81+252.54) e T-
11 (679.96+23.17). Concluiu-se que a aplicacdo de 100 e 125mg/rbST em ovinos Santa
Inés ndo altera as medidas escrototesticulares e as caracteristicas seminais. A dose de
125mg/rbST aumenta a concentragcdo espermatica.

Palavras-chave: testiculos, biometria, ovinos, somatotropina, sémen.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the seminal characteristics and scrotal circumference of
sheep Santa Inés treated with recombinant bovine somatotropin (rbST). Randomized
into groups receiving placebo solution and two doses of rbST at a concentration of 100
and 125mg: T1 (2 mL / 0.9% NacCl), T-1l (100mg / rbST) and T-I1I (125mg / rbST)
subcutaneously every 14 days (DO, 14, 28, 42, 56, 70). They were also measured scrotal
circumference, length, width and testicular volume. The ejaculates collected by artificial
vagina with the aid of dummy sheep were analyzed for volume, whirl, motility, vigor,
morphology and sperm concentration. There was no significant difference (P> 0.05) in
PE (30,1cm), testis volume (468,15cm3), and ejaculated on the volume (VOL), vortex
(TUB), vigor (VIG), defects higher (DMA) and smaller defects (DME). The motility
(MQOT) showed T-I11 is lower (62.2%), compared to T-I (76.3%) and T-11 (76.9%); the
total defects (DEFT) T-1 (41.93%) were higher and the DMA in the T-Il and T-111 were
<10% (8.38%; 8.97%). The sperm concentration (sperm / mL) in the T-11l was greater
and significant (787.69 + 480.72) compared to T-1 (546.81 + 252.54) and T-I1 (679.96 +
23:17). It was concluded that the application of 100 and 125mg / rbST in Santa Ines
sheep does not change the escrototesticulares measures and seminal characteristics. The

dose of 125mg / rbST increases sperm concentration.

Keywords: testis, biometrics, sheep, somatotropin, semen.
INTRODUCAO

O (GH) ou hormbnio do crescimento, também conhecido por somatotropina
(ST) é um polipeptidio, anabodlico, secretado pelas células acidofilas da adenohipofise,
que regula inimeros mecanismos do crescimento animal, metabolismo dos nutrientes,
além de afetar as funcdes reprodutivas (Hull e Harvey, 2000). Vérios estudos foram
fundamentais no esclarecimento da importancia da somatotropina bovina recombinante
(rbST) e no conhecimento do seu mecanismo de acdo como um bioquimico mediador e
regulador de funcdes variadas dentre as espécies. Entretanto, existem alguns resultados
ainda conflituosos em relacdo a sua modulagdo no metabolismo, sistema enddcrino e

nos tecidos alvo.
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O tratamento de animais com este hormoénio induz a um incremento na
producdo de IGF-I, principal mediador da acdo da ST, aumentando a proliferacédo
celular a nivel testicular e consequente producdo espermatica, caracterizando-se como
um importante agente mitogénico no desenvolvimento das células germinativas e
manutencdo dos espermatozoides, com reflexo sobre toda a vida reprodutiva do macho
(Duarte et al., 2006; Corréa et al., 2009), apresentando efeitos positivos na qualidade do
sémen em algumas espécies, como verificado em bovinos e suinos, entretanto, necessita
de mais estudos que demonstrem dados minuciosos e contundentes, especialmente em
pequenos ruminantes. Diante disso, objetivou-se com o presente trabalho avaliar a
biometria escrototesticular e as caracteristicas do sémen fresco de ovinos da raga Santa

Inés sobre efeito da somatotropina bovina recombinante (rbST).

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da
Universidade Federal do Piaui - UFPI (n°006/14) e desenvolvida no periodo de marco,
abril e maio de 2014, nas instala¢cbes no Laboratorio de Biotecnologia da Reproducéo
Animal - LBRA no Centro de Ciéncias Agrarias, Campus da Socopo da referida
instituicdo, em Teresina-Pl, pertencente a regido meio norte do Piaui, com latitude de
5°520 Sul e longitude de 42°48'07 Oeste, altitude de 72m e clima tropical imido com
temperatura minima de 20°C e maxima 35°C.

Foram utilizados 18 carneiros Santa Inés, com idade entre 22 a 36 meses, com
escore corporal entre 3 e 4 e peso vivo (PV) variando de 28,5 a 61,5 Kg durante o
experimento. Todos os animais foram acompanhados diariamente, vermifugados e
vacinados, submetidos ao exame androldgico e ultrassonografia dos testiculos e
glandulas sexuais anexas para diagndstico precoce de possiveis alteragdes patoldgicas.
Manejados em regime semi-intensivo e alimentados duas vezes ao dia com capim
elefante (Pennisetum purpureum) triturado, oferecido no cocho, suplementados com
racdo comercial na proporcdo de 3% do PV, composta por farelo de trigo, soja, arroz,
milho integral moido, 6leo vegetal degomado, calcério calcitico, cloreto de sddio (sal
comum) e premix mineral vitaminico, 500g de concentrado/dia/animal, contendo 17%

de proteina bruta, 9% de fibra bruta, além de agua e sal mineral a vontade.
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Os animais foram divididos em trés grupos aleatorios: o controle Tl (n=6)

recebendo 2 mL de solucdo fisiologica (NaCl a 0,9%) e os tratamentos TIlI (n=6)

100mg/rbST e TIII (n=6) 125mg/rbST (BOOSTIN® Intervet Schering Plough),
aplicados via SC a cada 14 dias de acordo com Macdonald e Deaver (1993) nos dias DO,
14, 28, 42, 56 e 70. A cada aplicacdo foi realizado a biometria escrototesticular,
avaliando a consisténcia dos testiculos e epididimos, tracionando os testiculos direito e
esquerdo simetricamente, mensurado o PE (cm) com fita métrica androldgica na regido
mediana do escroto e com paquimetro o comprimento e largura dos testiculos. O
volume testicular (cm®) foi calculado pela “formula do cilindro” VOL = 2 [ (r2) x 7] x
h], sendo o raio (r = largura testicular/2), = = 3,14 ¢ h = comprimento ou altura
testicular, onde obtemos a forma testicular (cm) pela razdo entre a largura e o
comprimento testicular (Fileds et al., 1979).

As coletas de sémen dos carneiros foram realizadas a cada 14 dias, por método de
vagina artificial (VA) com auxilio de uma ovelha manequim, apds prévia limpeza do
preplcio. O comportamento sexual (libido) foi caracterizado pelo interesse do macho a
fémea, cronometrando-se o tempo (s) do cortejo ao salto ejaculatério. As coletas foram
conduzidas em horério pré-estabelecido entre sete e nove horas da manhd, para ndo
comprometer o desempenho dos animais e a qualidade do sémen, bem como o bem
estar, visando amenizar a influéncia dos fatores climaticos, devido as elevadas
temperaturas, comumente observadas no periodo da tarde. Ap6s a obtencdo do
ejaculado, foi submetido a avaliacdo macroscépica quanto ao aspecto, cor, odor, volume
(mL), e por microscopia Optica quanto a motilidade total (0-100%), vigor (0-5) e
turbilhdo (0-5), sendo uma aliquota de 20uL do sémen diluido em formol salino (1: 200)
para avaliagdo da concentracdo e morfologia espermatica em microscopio de contraste
de fase (Olympus, Japdo), utilizando aumento de 200x (CBRA, 2013). A concentracédo
espermatica foi avaliada por meio da técnica de Camera de Neubauer, expresso em
numero de espermatozoides/mL. Para andlise morfologica foi utilizado técnica de
camera umida contando 200 células e os defeitos classificados em totais, maiores e
menores de acordo com Blom (1973).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), em esquema
fatorial 3x6, trés tratamentos por seis animais e seis coletas pré-determinadas, utilizando
o MIXED do software Statistical Analysis System (SAS, 2015). As medias foram
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estimadas por quadrados minimos das variaveis estudadas comparadas pelo teste t e de
Tukey-Kramer para dados ndo balanceados, teste de Tukey em niveis de 5% de

probabilidade.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao exame clinico geral e quanto a integridade dos 6rgdos reprodutivos dos
animais néo foi detectado por inspecéo, palpacao e pelo exame ultrassonografico, lestes
guanto a consisténcia testicular, edema, processos inflamatorios, nodulacdes,
ectoparasitas, dermatoses, sensibilidades dolorosas e malformacdes congénitas ou
adquiridas que comprometessem o desempenho reprodutivo destes durante o protocolo
experimental.

Na biometria escrototesticular realizada semanalmente a cada administracdo dos
tratamentos e coletas de sémen, ndo foi verificado diferenca estatistica (Tabela 1)
quanto ao perimetro escrotal (PE) e volume testicular direito (VTD) e esquerdo entre 0s
animais, demonstrando a principio que ndo houve um efeito significativo do rbST em
nenhuma das doses analisadas sobre as células teciduais testiculares dos ovinos em
estudo que promovessem um aumento de tamanho. Entretanto apresentaram medias
dentro do esperado para carneiros puberes, segundo manual do CBRA (2013) que
estabelece como padrdo um PE de no minimo 30 cm. A média do volume testicular foi
de 468,15cm?®, superior aos encontrados por Souza et al., (2007) e Bartholazzi Junior et

al., (2014) que trabalharam com a mesma faixa etaria.

Tabela 1. Perimetro escrotal e volume testicular esquerdo e direito (X + dp) de ovinos
Santa Inés tratados ou ndo com rbST.

Tratamentos
T-1 (Controle) T-11 (100mg/rbST) T-111 (125mg/rbST)
Parametros (n=6) (n=6) (n=6)
PE (cm) 30,142+ 1,03 30,042+ 1,40 30,213+ 0,92
VTD (cm®) 216,49 @ £ 50,28 226,552 + 44,82 233,242 + 36,60
VTE (cm?) 234,32 2 + 48,40 230,432 +48,13 263,422+ 29,07

* Medias seguidas da mesma letra, na mesma linha, ndo diferem entre si pelo Teste de
Tuckey (P>0,05).

Perimetro Escrotal (PE); Volume Testicular Direito (VTE); Volume Testicular Direito
(VTD).
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Souza et al., (2001) acompanhando parametros reprodutivos de ovinos da raga
Santa Inés, com 42 semanas de idade e peso médio de 52,50kg, criados no Estado do
Ceara, em pastagem irrigada, recebendo suplementacdo didria de concentrado
verificaram perimetro escrotal de 31,13cm, semelhante a média (31,91+2,33cm) obtida
por Souza et al. (2007). Também foram encontrados valores de 29,45 a 34 cm
(Carvalho et al., 2002), corroborando com a média (30,1cm) dos grupos deste estudo. E
importante salientar que nesta pesquisa foram realizadas mensuracdes biométricas para
avaliar os animais quanto ao efeito do rbST, desconsiderando-se a influéncia da época
do ano, fator que age como importante fonte de variagdo nesta caracteristica.

Estudos realizados por Corréa et al. (2009) mostraram que o rbST atua
aumentando os niveis do fator de crescimento semelhante a insulina tipo | (IGF-I),
causando proliferagdo tecidual e consequente aumento dos testiculos. Efeito semelhante
também foi evidenciado por Rabassa (2012) em suinos, onde a somatotropina (ST)
promoveu um maior desenvolvimento testicular. Porém, nos ovinos Santa Inés
utilizados neste experimento ndo se observou alteracBes estatisticas que pudéssemos
correlacionar o efeito deste hormonio com o perimetro escrotal. Entretanto, verificou-se
interacdo entre os dias das coletas com as médias do PE obtidas do grupo T-I (controle),
apresentando medidas variando de 29,9 a 31,9cm no D14, 28, 56 e 70 e no DO e 42 com
médias inferiores. Aos setenta dias (D70) do experimento, foram verificados valores
mais elevados em todos os trés grupos quanto a circunferéncia escrotal, comparados as
coletas anteriores. Essa variacdo gradativa, possivelmente se deve ao desenvolvimento
natural e metabdlico dos carneiros, promovendo crescimento corporal e consequente
aumento testicular, haja vista que eram animais puberes e de faixa etaria variada.

A biometria testicular é amplamente difundida entre as diversas espécies,
fornecendo um modelo util para melhor compreensdo do mecanismo fisiolégico do trato
reprodutivo do macho e suas correlagbes com a producdo espermatica, capacidade de
servico e desenvolvimento sexual (Martins et al., 2008). Entretanto, trabalhos com
mensuracdes analisando o efeito da somatotropina exdgena, ainda é bastante escasso
referentes a espécie ovina. Segundo Moraes e Oliveira, (1992) o maior interesse por
essas caracteristicas deve-se a possibilidade de se estimar a relacdo entre o tamanho
testicular e a funcdo gametogénica e assim predizer o seu potencial reprodutivo. Além

de associar essas mensura¢cBes com idade a puberdade e desenvolvimento corporal
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(Souza, 2003). Durante a puberdade e na fase adulta as medidas testiculares de
comprimento e largura passam a se alterar no macho, pois tém sua espermatogénese
acelerada como resultado de aumentos de FSH que atuam diretamente nas células de
Sertoli nos tdbulos seminiferos. E como a maior parte dos testiculos é composta por
esses tubulos, o maior desenvolvimento desta gbnada reflete maior atividade de ondas
espermatogénicas (Lincoln et al.,1990), que se repetem em intervalos regulares de 15
dias, perfazendo ciclo completo de aproximadamente 49 dias em ovinos (Oliveira e
Silva, 2013). O GH é caracterizado por ter um efeito anabodlico, apresentando
mecanismos bioldgicos classificados como somatogénicos que estimulam o
crescimento, a proliferagdo celular, agindo diretamente sobre varios tecidos, dentre eles
os testiculos (AMORIM, et al., 2007; CORREA et al., 2009).

No presente estudo ndo foram encontradas diferencas significativas (p>0,0; Figura
1a, 1b, e 2) sobre as mensura¢des do comprimento do testiculo direito (CTD), largura
do testiculo direito (LTD), comprimento do testiculo esquerdo (CTE) e largura do
testiculo esquerdo (LTE) entre os grupos, no entanto foi observado uma interacdo dos
dias das coletas (Figura 3), apresentando um aumento gradativo da LTE no decorrer do
D14 até o D56, independente dos tratamentos, o que ha de ser esperado a medida que o

animal se desenvolve e consequentemente ocorre 0 crescimento somatico e testicular.

Testiculo Direito

12,00 7,00
o~
10,00 Mi 6,00 — s —
8,00 : L
600 © 4,00
’ 3 3,00
5+
4,00 3 200
2,00 1.00
0,00 0,00
0 14 28 42 56 70 0 14 28 42 56 70
== Controle == Controle
Tratamento Il Tratamento Il
==Tratamento lll ==fe=Tratamento lll
Figura la. Comprimento (cm) do testiculo Figura 1b. Largura (cm) do testiculo direito
direito (CTD) de ovinos tratados ou ndo com (LTD) de ovinos tratados ou ndo com
rbST. rbST.
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Testiculo Esquerdo
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8,00 5,75 5,76 5,75
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6,00 ) 5,61
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4,00 g 5,54
<
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0,00
0 14 28 42 56 70

=& Controle 0 14 28 42 56 70
Tratamento Il
=== Tratamento Il|
Figura 2. Comprimento (cm) do testiculo Figura 3. Largura (cm) do testiculo
esquerdo (CTE) de ovinos tratados ou nio esquerdo (LTE) de ovinos tratados ou nao
com rbST. com rbST.

Na Figura 3 verificou-se no D70 do experimento, correspondente a ultima coleta,
que houve um declinio acentuado nas medidas da LTE (cm) apresentando médias
semelhantes no DO e D42, indicando a principio um comportamento errétil das
mensuragoes, pois 0 esperado seria um aumento gradativo e ndo uma diminuigédo dessas
medidas. Outra explicacdo para esse efeito pode estar relacionado a espermatogénese
(Oliveira et al., 2013). Embora os resultados ndo tenham apresentado alteragdes
relevantes quanto a biometria testicular referentes ao tratamento dos animais com 100 e
125mg/rbST, ndo foi verificado efeitos negativos que comprometessem o
desenvolvimento testicular e a qualidade do sémen.

Quanto ao comportamento sexual (libido) dos animais durante as coletas de
sémen foram identificados: procura pela fémea, cheiradas, cabegadas, o ato de raspar o
chdo ou tocar o posterior da fémea com um dos membros, lambidas, reflexo de
Flehmen, gotejamento de plasma seminal, movimentos pélvicos, monta e ejaculacao,
caracteristicas semelhantes as descritas por Oliveira et al., (2013). O tempo de cortejo e
salto ejaculatério ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos. Entretanto
todos os animais manifestaram bom desempenho sexual, realizando a monta completa
em tempo médio e uniformizado de 35,5 segundos nos dias (14, 28, 42, 56 e 70), e no

DO apresentou um menor tempo 17,8 segundos (Figura 4).
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Tempo de Reacdo/Monta

38,3

36,4 368 382

34,5

Tempo (seg)

17,8

0 14 28 42 56 70
Dia apés inicio do tratamento

Figura 4. Tempo de cortejo e monta completa dos
ovinos Santa Inés tratados e ndo tratados com rbST
nos dias de coletas DO, 14, 28, 42, 56 e 70.

Em estudos com carneiros Santa Inés realizado por Souza et al., (2001);
Rodrigues et al. (2005) e Souza et al. (2007) obtiveram tempo de reacdo inferior a dois
minutos, refletindo uma boa avidez sexual dos animais. Nas pesquisas utilizando
somatotropina exdgena, em touros Sahiwal tratados com 500mg/rbST foi observado um
menor tempo de reacdo, com aumento da libido e testosterona (Dilbar et al., 2014). Em
touros Friesian foram encontrados resultados semelhantes. Outrora, em bufalos o tempo
de reacdo ndo foi significante, haja vista a influéncia dos efeitos sazonais (Abd El-Aziz
et al., 2009). Segundo Hafez e Hafez (2006) esta bem estabelecida que a libido esteja
correlacionada aos androgenos, principalmente a testosterona. O que provavelmente
pode ter influenciado nos resultados obtidos, porém ndo podemos afirmar, uma vez que
ndo foram dosados os niveis séricos de testosterona. N&do foi observado também
correlacdo do perimetro escrotal dos carneiros com o tempo de reacéo (libido).

Os volumes seminais se mostraram adequados para a espécie ovina e ligeiramente
superiores nos grupos tratados com rbST. Segundo Gongalves et al., (2008), o ejaculado
do carneiro pode apresentar volume em torno de um a dois mililitros perfazendo um
total de espermatozoides variando entre dois e seis bilhdes, com alta motilidade (80%)
ou mais de células, e movimento retilineo progressivo. Em experimento utilizando
bovinos tratados com 500mg/rbST, obteve-se um aumento do volume de sémen (Hafez

et al., 2005). Também observado por Shakweer et al., (2001) quando avaliou as
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caracteristicas bioquimicas do sémen de carneiros egipcios da raca Rahmani, apds
aplicacdo de 100mg/rbST, apresentando um volume de (1,18+0,07) comparado ao
grupo controle (1,00£0,04). O VOL, TURB e VIG (Tabela 2) ndo variaram
significativamente (p>0,05) nos grupos entre si, porem observa-se no grupo T-I11 um
maior volume, associado a uma diminuicéo do turbilhdo e vigor, comparado ao T-1 e T-
I1, influenciando também na motilidade progressiva. Embora a maioria das variaveis
tenham apresentado valores adequados para a espécie, a MOT dos animais tratados com
125mg/rbST (T-I11) foi inferior (p<0,05; Tabela.2) e as porcentagens de DEFT foram
superiores a recomendada pelo CBRA (2013), que é >70% e <20% respectivamente.
Houve um maior déficit na motilidade nas coletas do D42 para todos os grupos. Esta
interacdo em relacdo ao grupo e dia da coleta, apresentando diminuicdo da MOT pode
ser decorrente ha diversos fatores, dentre eles ao percentual de patologias. Segundo
Bearden et al., (2004), quanto maior for a porcentagem de espermatozoides anormais

menor serd a motilidade.

Tabela 2. Caracteristicas fisicas e morfologicas do sémen fresco de ovinos Santa Inés
tratados ou ndo com rbST.

Tratamentos

Parametros CVv T-1 (Controle) T-11 (100mg/rbST) T-111 (125mg/rbST)

% (n=6) (n=6) (n=6)
VOL (mL) - 0,88° 0,93 1,01°
TURB (0-5) - 3,37% 3,42° 3,03°
MOT (%) - 76,3 76,9% 62,2°
VIG (0-5) 37% 3,50° 3,42° 2,94
CONC (10°/mL) 23% 561,9° 680,0° 787, 7°
DMA (%) 44% 12.75° 8.382 8.97°
DME (%) 35% 29.18° 27.41° 26.30°
DEFT (%) 22% 41.93 35.80° 35.27°

* Médias seguidas da mesma letra, na mesma linha, ndo diferem entre si pelo Teste t (P>0,05).
CV % diferentes para as variaveis VIG, CONC, DMA, DME e DEFT.Volume (VOL); turbilhdo
(TURB); motilidade (MOT); vigor (VIG); concentracdo espermética (CONC); Defeitos maiores
(DMA); Defeitos menores (DME); Defeitos totais (DEFT). * Médias seguidas da mesma letra,
na mesma linha, ndo diferem entre si pelo Teste de Tuckey-Krumer (P>0,05).

Os ejaculados obtidos por VA apresentaram aspecto leitoso, coloracdo variando
de esbranquicada a amarelo claro e odor sui generis, semelhantes as caracteristicas

desejaveis para carneiros descritas no manual do CBRA, (2013). Corroborando com
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Oliveira et al., (2013); Frazdo Sobrinho et al., (2014); Bartholazzi Junior et al., (2014).
Os parametros morfologicos e fisicos do sémen quanto a (MOT, CONC e DEFT)
diferiram (p<0,05) entre os grupos, entretanto ndo foi evidenciado estatisticamente
(p<0,05; Tabela 2) quanto ao VOL, TURB, VIG, DMA e DME.

Motilidade Progressiva

Porcentagem (%)

T-1 T-11 T-111

Figura 5. Motilidade Progressiva (%) do sémen
fresco dos ovinos Santa Inés tratados e ndo tratados
com rbST.

As médias da concentracdo espermaética (espermatozoides/mL) foram significativas
(p<0,05; Tabela 2), destacando-se o T-1l1 (787.69+480.72), que teve um maior nimero de
células espermaticas, comparados aos grupos T-1 (546.81+252.54) e T-11 (679.96£23.17).
Efeito atribuido ao tratamento com rbST, nas doses estabelecidas, promovendo uma
maior ativacdo do horménio, que induziu a nivel testicular a producdo espermatica.
Corroborando com Sharkweer et al., (2004); Hafez et al., (2005); Duarte et al., (2006);
Corréa et al., (2009); Rabassa et al., (2012). Embora néo tenha ocorrido uma correlacéo
do PE com a concentracdo, se observarmos o T-I11 possui média superior comparado aos
outros grupos (Tabela 1). Na analise da morfologia espermatica, ndo houve diferenca
estatistica (p<0,05; Tabela 3) em nenhum dos grupos em relagdo aos DMA e DME. Os
DEFT foram superiores (41.93%/CV 22%) nos trés grupos e significativo (p<0,05) no
grupo controle. De acordo com o CBRA (2013) essas alteracdes morfologicas para o
sémen in natura coletado por VA ndo devem ultrapassar 20% dos defeitos totais e 10%
dos defeitos maiores. Nos animais tratados com rbST os DMA apresentaram-se dentro do

esperado, ao contrario dos DME que foram acima do desejado para ovinos. Este resultado
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possivelmente reflete diante da média (Figura 5) da MOT verificada no T-11l. Contudo
ndo foram verificadas alteracdes significativas que comprometessem a qualidade do
sémen, haja vista que os parametros VOL, TURB, VIG, CONC e MOT apresentaram
valores adequados. Dentre as patologias predominaram as de cauda (enrolada, fortemente
dobrada/enrolada) e em menor quantidade a pseudogota, gota proximal e distal.
Geralmente as patologias de cauda estdo relacionadas ao estresse térmico, manipulacéo
indevida do sémen ou abstinéncia sexual prolongada (Mies Filho, 1982). Embora todos
0s animais ja estivessem em atividade reprodutiva, possivelmente algum deles apresentou
um baixo desempenho sexual em alguma das seis coletas, devido a competicdo e
manifestacdo do comportamento de dominancia social, além de outros fatores como os
climaticos, influenciando nos resultados negativos da morfologia do sémen, néo
demonstrando assim um efeito isolado do rbST, haja visto que os animais tratados com o

hormonio apresentaram médias inferiores comparados aos controles.
CONCLUSOES

Concluiu-se que a aplicagdo de 100 e 125mg/rbST em ovinos Santa Inés nao
altera as medidas escrototesticulares e as caracteristicas seminais. A dose de

125mg/rbST aumenta a concentragdo espermatica.
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ABSTRACT

The objective was to evaluate the effect of rbST on the cryopreserved semen
characteristics of sheep Santa Ines. Using 18 animals were randomly divided into three
groups, T1 (2 mL /sol.NaCl 0,9%) T-11 (100 mg/rbST) and T-111 (125 m /rbST) applied
subcutaneously every 14 days (DO, 14, 28, 42, 56, 70). The semen was collected by VA,
and evaluated samples and diluted amid Tris-yolk for subsequent freezing the TK-3000.
In the evaluation of sperm kinetics by CASA (x £ SD) semen after thawing sheep Santa
Inés or not treated with rbST, it was found that there were no significant differences
(p>0.05) as the MT parameters, MP, VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH, BCF
among the groups, despite showing as expected for the sheep. The termorresisténcia test
also showed no significant change (p> 0.05) and motility and vigor, the groups were
compared, assessed at 0, 60, 120 and 180 min., 37 ° C. Regarding time was significant
(p<0.05) effect of Tl (1.65 + 0.74) presenting much lower in comparison with the TII
and TIHII at 60 and 120 minutes. However, TIIl showed better results, and significant
(p<0.05) in 120 minutes (1.86 = 0.59). As to sperm ultrastructure was evidenced
significant effect (p<0.05) in the groups evaluated during the integrity test of the plasma
membrane and acrosomal mitochondrial potential, using probes epifluorescence stained
with DCF-IP, FITC -PNA and JC-1 respectively. The use of rbST in sheep Santa Ines
showed beneficial effect by promoting an improvement in plasma membrane integrity
and acrosome. However, they did not alter the kinetics, motility and vigor of post-thaw
sperm.

Keywords: rams, somatrotopin, spermatic, freezing

1. Introducéo
O processo de criopreservagdo espermaética, além de possibilitar sua utilizacao

por periodo relativamente longo ou indeterminado, pela refrigeracdo e congelacdo
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respectivamente reduz riscos e custos com a aquisicdo e transporte de reprodutores,
além de favorecer rapida difusdo de material genético entre locais distantes (Castelo et
al., 2008). Todavia, a criopreservacdo de sémen € um processo que promove grande
estresse celular e impde aos espermatozoides condi¢des extremamente desfavoraveis a
manutenc¢éo de sua viabilidade (Purdy, 2006).

O crescimento da inseminacdo artificial tem ocorrido paralelamente ao
desenvolvimento da tecnologia para utilizacdo de sémen congelado, cujo uso tem sido
limitado devido aos baixos indices de fertilidade conseguidos com a inseminacao
intracervical nos ovinos, permanecendo variavel e problematica (Maxwell; Watson,
1996; Salamon; Maxwell, 2000).

Desde o primeiro relato da congelacdo de sémen ovino, tém surgido diversos
investimentos tecnoldgicos, na tentativa de buscar solu¢es para o uso ideal de sémen
congelado nessa espécie, porém ainda com poucos resultados que possam ser
reproduziveis (Moraes, 2003). Os indices de fertilidade do sémen ovino congelado
ainda podem ser implementados com mudancas, principalmente nos aspectos que
envolvem a técnica da criopreservacao (Aisen et al., 2005).

Os processos de criopreservacdo sdo conhecidos por gerar danos as células
espermaticas, especialmente em relagcdo as membranas e induzir alteragdes similares a
capacitacdo e reacdo acrossdmica na populacdo de espermatozoides sobreviventes
(Bailey et al., 2000). Em sémen de carneiros tem-se observado que a criopreservagéo
causa capacitacdo precoce ap6s o descongelamento (Watson, 2000) e que mudancas na
membrana do espermatozoide muitas vezes pode ndo afetar a motilidade, mas encurtar a
vida das células, reduzindo ou incapacitando a fertilizacdo (Maxwell; Salamon, 2000).

As variagdes na qualidade seminal do sémen congelado nesta espécie podem ser
avaliadas por diferentes técnicas, entre elas sondas fluorescentes, teste de
termorresisténcia e cinética espermética. A utilizagdo de sondas de epifluorescéncia
identifica a incidéncia de lesdes das membranas plasmatica e acrossomal, bem como de
atividade mitocondrial, durante o processo de congelacdo e descongelacdo do sémen
(D’ Alessandro; Martemucci, 2003).

Na tentativa de minimizar possiveis efeitos deletérios da criopreservagdo sobre a
célula espermatica muitos estudos buscam alternativas, como o uso parenteral de
hormdnios, dentre eles terapias com a somatotropina bovina recombinante, um

importante agente mitogénico para as celulas germinativas e manutencdo dos
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espermatozoides além de melhorar as taxas de fertilizacdo e qualidade seminal (Corréa
et al., 2009).

2. Materiais e Métodos
2.1. Local do Experimento

A pesquisa foi conduzida apos aprovacio pelo Comité de Etica em Experimentagio
Animal — CEUA (n°006/14) no periodo de marco a maio de 2014, nas instalacdes do
Laboratorio de Biotecnologia da Reproducdo Animal - LBRA no Centro de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal do Piaui - UFPI, em Teresina-Pl, pertencente a regido
meio norte do Piaui, com latitude de 5°5'20 Sul e longitude de 42°48'07 Oeste, altitude
de 72m e clima tropical tmido com temperatura minima de 20°C e maxima 35°C.
2.2. Animais, Grupos experimentais e Manejo.

Foram utilizados 18 carneiros Santa Inés, com idade entre 22 e 36 meses, boa
condicdo corporea, peso vivo médio inicial de 28,5 e final de 61,5 Kg, previamente
avaliados por meio de exame androlégico e ultrassonografico. Manejados sob regime
semi-intensivo, alimentados duas vezes ao dia, 500g concentrado/dia/animal, com
capim elefante (Pennisetum purpureum) triturado, oferecido no cocho, suplementados
com racdo comercial, composta por milho integral moido, farelo de trigo, de soja, de
arroz, Oleo vegetal degomado, calcario calcitico, sal comum e premix mineral
vitaminico, contendo 17% de proteina bruta, 9% de fibra bruta, além de agua e sal
mineral & vontade. O controle sanitario incluiu medidas profilaticas contra doencas
infectocontagiosas por meio de vacinas e desvermifugacbes no controle de
endoparasitas. Os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos, num fatorial
3x6, caracterizado por trés tratamentos, seis animais e seis coletas. Sendo o TI

(controle) recebendo 2 mL de solucdo de NaCl 0,9%, o TII tratado com 100mg/rbST e o

TIHI com 125mg/rbST (BOOSTIN®Intervet Schering Plough) aplicados via SC, a cada
14 dias, nos dias DO, 14, 28, 42, 56 e 70 de acordo com Macdonal e Deaver (1993).
2.3. Protocolo Experimental
2.3.1. Coleta e Avaliacdo do Sémen

As amostras de sémen foram obtidas por meio de vagina artificial (VA), aquecida
a 40-42°C, mantidas inicialmente a 37°C em banho-maria para a avaliagdo, com auxilio
de uma ovelha manequim, apos prévia limpeza do preptcio dos carneiros. Os ejaculados
foram avaliados macroscopicamente quanto ao aspecto, cor, odor e volume e

microscopicamente quanto a motilidade, vigor, turbilhdo, concentracdo e morfologia
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espermatica de acordo com os critérios adotados pelo manual de reproducdo do CBRA,
(2013). A concentracdo espermatica foi verificada por meio da técnica de Camera de
Neubauer, com resultado expresso em namero de espermatozoides/mL.

2.3.2. Diluicéo e Criopreservacao do Semen

Apols cada coleta de sémen, as amostras foram diluidas em meio de
criopreservacao Tris-Gema (3,605g de Tris, 2,024g de &cido Citrico, 1,488g de frutose,
100 mL de &gua destilada, 20% de gema de ovo e 5% de glicerol). Em seguida
acondicionadas em palhetas de 0,25mL, identificadas, envasadas manualmente e
congeladas em maquina TK 3000® (TK Tecnologia em congelacdo, Brasil), com curva
de congelamento rapido (-0,25°C/min., de 25°C a 5°C e -20°C/min., de 5°C a -120°C) e
por fim atingindo -120°C, as palhetas com as amostras foram raqueadas e armazenadas
em botij6es de nitrogénio liquido a -196°C.

2.3.3. Avaliacao do Sémen Pos-Criopreservacao

As amostras de sémen criopreservadas foram descongeladas a 37°C por 30
segundos e avaliadas pelo teste de termorresisténcia, cinética espermatica e quanto a
integridade do acrossoma, membrana plasmatica e potencial mitocondrial.
2.3.4. Teste de Termorresisténcia (TTR)

A longevidade dos espermatozoides das amostras de sémen descongeladas
consistiu em colocar uma aliquota de 0,2 mL num frasco de eppendorf de 1,5 mL e
incubar a 37°C por um periodo total de 180 minutos. E com uma gota em lamina e
laminula avaliou-se a motilidade progressiva retilinea (0-100%) e o vigor (0-5) em
microscopio 6ptico com placa aquecedora acoplada, a 37°C, com aumento de 100 a
400x, nos tempos 0, 60, 120 e 180 minutos.

2.3.5. Avaliacgéo da cinética Espermatica

Consistiu na captura de imagens das amostras de sémen descongeladas a 37°C
durante 5 minutos, analisadas pelo software Computer Assisted Sperm Analyses
(CASA) que determinou a concentracdo e a motilidade dos espermatozoides, além de
reconstruir sua trajetéria ao longo do tempo, com calculos e parametros, por
microscopia optica de contraste de fase, 10X (Nikon™ H5505, Eclipse 501, Japao), com
iluminacgdo estroboscopica, e uma fase quente a 37°C, uma camara de video (Basler
Visdo Tecnologie™ A312FC, Ahrensburg, Alemanha) ¢ um PC com o analisador de
esperma Classe™ software (Microptics, SL, versdo 3.2.0, Barcelona). Os parametros
avaliados foram: motilidade total (%), proporcional as celulas mdveis do total;

motilidade progressiva (%), referente a porcentagem de celulas movendo-se
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progressivamente; velocidade curvilinear (VCL-um/s), velocidade em linha reta (VSL-
um/s), velocidade média do percurso (VAP-um/s), linearidade (LIN-%), retilinearidade
(STR-%), deslocamento lateral de cabeca (ALH-um) e frequéncia de batimento cruzado
(BCF-Hz) analisado individualmente para cada espermatozoide.
2.3.6. Avaliacdo da Ultraestrutura Espermatica Pds-Criopreservacao
2.3.6.1. Integridade da Membrana Plasmatica

Aliquotas de 50uL de sémen descongelados foram diluidas em 150uL de Tris
contendo 5ul de Diacetato de Carboxifluoresceina -DCF (0,46 mg/mL em DMSOQO) e
20uL de lodeto de Propidio — IP (0,5mg/mL em PBS) e incubadas por 10 minutos a
38°C. Amostras com contagem de 200 espermatozoides foram avaliadas em
microscopio de epifluorescéncia (Olympus, Japao), com aumento de 400x, usando filtro
de emissdo DBP 580-630nm e excitagdo DBP 485/20nm, e classificadas como
membrana intacta quando corados em verde e com membrana danificada quando
corados em vermelho.
2.3.6.2. Integridade do Acrossoma

Aliquotas de 5uL de sémen descongelado foram preparadas para esfregaco, secas
ao ar e armazenadas por 24 horas a 4°C. Uma aliquota de 20uL da solugdo estoque de
FITC-PNA (Img/mL) foi descongelada e adicionada a 480uL de PBS para obter a
concentragdo final de 100pug/mL. Aliquotas (10-20uL) desta solugdo foram colocadas
sobre laminas e incubadas por 20 minutos em cadmara Umida a 4°C, na auséncia de luz.
Posteriormente as laminas foram mergulhadas duas vezes em PBS refrigerado (4°C) e
colocadas para secagem na auséncia de luz. Imediatamente antes da avaliagdo, SuL. de
meio de montagem (4,5mL de glicerol, 0,5mL de PBS, 5mg de Azida Sodica e 5mg de
phenylenediamine) foi colocado sobre a lamina e coberto com laminula. Em seguida
foram avaliados 200 espermatozoides por lamina, com aumento de 100x, sob 6leo de
imersdo, em microscopio de epifluorescéncia (Olympus, Japdo), usando filtro de
emissdo LP 515 nm e BP 450-490 nm para excitacdo. Classificados como integros,
quando a regido do acrossoma € corada com fluorescéncia verde, reagidos quando verde
fluorescente na regido equatorial da cabega espermatica ou quando ndo apresentarem
fluorescéncia verde em toda a regido da cabeca.
2.3.6.3. Potencial Mitocondrial

Aliquotas de 50pL de sémen descongelados foram diluidas em 150uL de Tris
contendo SuL de JC-1 (0,15mM em DMSO) e incubadas por 10 minutos a 38°C. Um
total de 200 espermatozoides foi avaliado em microscopio de epifluorescéncia
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(Olympus, Japdo), com aumento de 400x usando filtro de emisséo LP 515nm e BP 450-
490nm para excitacdo. As células espermaticas coradas em laranja foram classificadas
com alto potencial e as coradas em verde com baixo potencial de membrana.
2.4. Andlise Estatistica
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, utilizando o MIXED

do software Statistical Analysis System (SAS/STAT®, Institute Inc.Cary, NC, USA,
2015). As médias foram estimadas por quadrados minimos das variaveis estudadas
comparadas pelo teste t e de Tukey-Kramer para dados ndo balanceados e teste de
Tukey em niveis de 5% de probabilidade. Na andlise da ultraestrutura espermatica foi
realizado o PROC/GLM e as médias pelo Teste de Duncan, em nivel de 5% de
probabilidade.
3. Resultados

Os resultados do sémen pos-descongelacdo avaliados pelo TTR, quanto a
motilidade ndo mostrou diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos durante os 180
minutos do tempo de incubacdo. No primeiro tempo (0) foi verificado motilidade de
27,34%, 27,22% e 26,25% e vigor com escores de 2,18, 2,22 e 2,33, respectivamente no
T-1, T-11 e T-111, conforme descrito na Tabela 1. O grupo controle apresentou um vigor
inferior em todos os tempos, apresentando valor significativo (1,65+0,74; p<0,05) aos
60 minutos. Os resultados das amostras dos animais tratados com 125mg/rbST foram
superiores e significativo aos 120 minutos (1,86+0,59; p<0,05) em rela¢do aos grupos
(Tabela 1).

Tabela 1. Média (x = CV) dos parametros Motilidade e Vigor do sémen pOs-
descongelacdo de ovinos Santa Inés tratados ou ndo tratados com rbST, pelo Teste de
Termorresisténcia incubado a 37° C nos tempos 0, 60, 120 e 180 minutos.

Pardmetros  Tempo (min.) TI-Controle TH-100mg/rbST ~ THI-125mg/rbST

M (%) 0 27,34 £12,04% 27,22 + 14,85 26,25 + 12,44
VIG (0-5) 0 2,18 +0,85° 2,22 +1,09° 2,33+0,71°
M (%) 60 18,43 +10,80° 23,19 +12,37° 22,63 + 11,05
VIG (0-5) 60 1,65 + 0,74 2,02 +0,84° 2,19 +0,62°
M (%) 120 13,43+9,70* 15,27 +9,85° 18, 05 + 8,55°
VIG (0-5) 120 1,21 +0,83" 1,41 0,84 1,86 + 0,59
M (%) 180 10,78 +9,51* 10,83 +7,69° 12,77 + 8,57°
VIG (0-5) 180 1,12 +0,83° 1,13+ 0,63 1,47 + 0,69

* Médias seguidas da mesma letra, na mesma linha, ndo diferem entre si pelo Teste de Tuckey
(p>0,05). MP=Motilidade (%) V=Vigor (0-5).
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Verificou-se que o vigor analisado das amostras do grupo TIIl demonstrou maior
uniformidade, e manutencéo dos valores (Figura 3), comparado aos outros tratamentos,
evidenciando uma melhor sobrevivéncia dos espermatozoides ao longo dos tempos em
que foram avaliadas, cada dia de aplicacdo e coleta de sémen (Figura 1 e 2). Nos
chamou atencéo para o D28, pois em todos os grupos, foi o dia que apresentou os piores
escores quanto ao vigor, demonstrando um declinio a partir dos 60 minutos da analise
no TTR.

TTR - Vigor
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Figura 1. TTR quanto ao VIG do sémen criopreservado Figura 2. TTR quanto ao VIG do sémen criopreservado
de ovinos Santa Inés do grupo T-I nos tempos 0, 60, 120 de ovinos Santa Inés do grupo T-11 nos tempos 0, 60,
e 180 minutos p6s-descongelagdo das amostras coletadas 120 e 180 minutos pos-descongelacdo das amostras
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Figura 3. TTR quanto ao VIG do sémen criopreservado de
ovinos Santa Inés do grupo T-111 nos tempos 0, 60, 120 e
180 minutos pds-descongelagdo das amostras coletadas no
DO, 14, 28, 42, 56 e 70.
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Na avaliacdo da cinética espermaética realizada pelo sistema CASA, com o0s
seguintes parametros (MT, MP, VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH e BCF) nédo
foram observadas diferencas significativas (p>0,05) entre os grupos (Tabela 2).

Tabela 2. Média (x £ CV) dos parametros da Cinética espermatica do sémen
criopreservado de ovinos Santa Inés tratados ou ndo com rbST avaliados pelo software
CASA.

Parametros TI- Controle TIH-100mg/rbST THI-125mg/rbST
MT (%) 55.49% + 20.98 54.96% + 25.50 54.87 %+ 23.98
MP (%) 12.90%+7.21 14.79% +8.52 12.54% + 7.38
VCL (um/s) 62.01%+10.27 65.92% +17.30 68.00% + 12.45
VSL (um/s) 27.12%+8.77 30.21%+11.34 29.65%+9.35
VAP (um/s) 39.23%+9.36 42.72 %+ 12.96 43.35 %+ 10.43
LIN (%) 42.49° + 8.07 43.78% + 11.35 43.01%+7.76
STR (%) 67.41%47.27 67.75%+ 13.26 67.40 %+ 6.15
WOB (%) 62.52% + 5.86 62.46%+12.35 63.34 °+ 5.97
ALH (um) 2.93%+0.30 3.03*+0.70 3.15% 0.41
BCF (Hz) 8.85%+1.22 9.09%+1.89 8.68%+1.13

* Médias seguidas da mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo Teste de Tuckey (P > 0,05).
MT = motilidade total; MP = motilidade progressiva; VCL = velocidade curvilinear; VSL =
velocidade em linha reta; VAP = velocidade média do percurso; LIN = linearidade; STR =
retilinearidade; WOB = indice de oscilagdo ou wobble; ALH = amplitude do deslocamento lateral
da cabeca do espermatozoide; BCF = batimento flagelar cruzado.

Os resultados demonstraram que houve diferenga significativa (p<0,05) na
avaliacdo da ultraestrutura espermética do sémen criopreservado, nos trés grupos dos
ovinos em estudo, quanto aos testes de integridade da membrana plasmatica, acrossoma
e potencial mitocondrial utilizando as sondas fluorescentes DCF-IP, FITC-PNA e JC-1

respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3. Média (x + CV) da Integridade da membrana plasmatica, do acrossoma e
potencial mitocondrial dos espermatozoides de ovinos Santa Inés tratados e nédo tratados
com rbST, corados pelas sondas de fluorescéncia.

Testes TI- Controle TIH -100mg/rbST  TIII- 125mg/rbST
Membrana Plasmatica (%)  137.63+39.08° 151.47+42.39®°  160.83+41.68°
Acrossoma (%) 129.63+36.46° 148.66+37.12° 172.47+ 22.21°

Potencial Mitocondrial (%) 160.10+26.14*  149.02+47.08% 168.33+32.37°

*Médias seguidas da mesma letra minascula, na mesma linha nédo diferem entre si pelo
Teste de Duncan (p>0,05).
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Os animais tratados com 125mg/rbST se destacaram dentre os resultados quando
comparados aos grupos, apresentando melhores resultados para membranas plasmaticas
e acrossomas integros (Figura 4B) e alto potencial mitocondrial (Figura 2D), descritos
na (Tabela 3). O grupo TII-100mg/rbST também apresentou espermatozoides com boa
integridade de membrana e do acrossoma, porém o potencial mitocondrial foi baixo
(Figura 5C), diante dos dados do grupo T-1 e T-I11 conforme a Tabela.3. Nos animais do
grupo controle, foi evidenciada uma maior porcentagem de espermatozoides danificados
quanto a integridade das membranas, no entanto com potencial mitocondrial semelhante

ao do grupo TIII e melhor do que o TII (Tabela 3).

Figura 4. Espermatozoides criopreservados de ovinos, corados com FITC-PNA,
demonstrando acrossoma danificado (A) e integros (B) observados em microscdpio de
epifluorescéncia em aumento 40X.

Figura 5. Espermatozoides criopreservados de
ovinos, corados com JC-1, apresentando baixo
(C) e alto (D) potencial mitocondrial, observados
em microscopio de epifluorescéncia, aumento
40X.
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4. Discussdo

O teste de termorresisténcia é um teste que funciona como uma importante
ferramenta na avaliagdo da qualidade seminal, sendo frequentemente utilizado na
tentativa de predizer a resisténcia e sobrevivéncia das células espermaticas, avaliando a
motilidade e vigor dos espermatozoides quanto a longevidade por tempo determinado,
influenciando na fertilidade (Barnabé et al., 1981). Em nossos resultados, em nenhuma
dessas varidveis foi verificada diferenca significativa. Este resultado pode estar
relacionado aos efeitos inerentes ao processo de congelacdo e as alteracOes
morfoldgicas.

Dentre os critérios preconizados, a motilidade espermatica esperada para o sémen
congelado de ovinos deve ser >30% e o vigor >3 (CBRA, 2013). Dados que néo
corroboram com o presente estudo, uma vez que a motilidade se apresentou abaixo do
desejavel 26,94% e o vigor com escores entre 1,5 e 2,5. Esta reducdo da motilidade,
comparada a outros experimentos, pode ser decorrente da presenca de espermatozoides
anormais, uma vez que ndo apresentam motilidade progressiva, conforme descrito por
Bearden et al., (2004).

A avaliacdo da motilidade progressiva no sémen descongelado é um método
simples e rapido na avaliagdo do sémen, no entanto, quando utilizada isoladamente ndo
¢ capaz de detectar possiveis problemas decorrentes as crioinjurias, somente
manifestando esses efeitos mediante a permanéncia da amostra em incubacdo para
analise, como realizado no TTR. Esta andlise geralmente € realizada de maneira
convencional, estimada subjetivamente e visualmente sob microscopia 6ptica, com isso
pode influenciar nos dados, determinando variag6es, mesmo quando realizado por um
Unico e experiente técnico (Arruda, 2000).

No presente estudo verificou-se que tanto o vigor quanto a motilidade apresentaram
comportamentos semelhantes, sendo elevados nas primeiras horas e reduzindo-se nas
horas subsequentes. E quando comparados os grupos, nos dias de tratamentos e coletas
(DO, 14, 28, 42, 56 e 70) e ao longo do tempo de analise no teste, observou-se que o Tl
apresentou resultados bem inferiores, principalmente no intervalo do tempo de
incubacdo de 0 aos 60 minutos, mostrando uma reducdo acentuada apos os 14 dias de
aplicacdo (Figura 1). Nos animais do T1I-100mg/rbST observou-se que houve melhora
no vigor, porém com dados mais dispersos, reduzindo-se a partir dos 60 minutos.
Quando comparado o vigor do TIHI com o Tl e TII, foi observada maior uniformidade

dos dados, demonstrando que houve uma melhor sobrevivéncia dos espermatozoides no
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decorrer do tempo (Figura 1, 2 e 3). Este comportamento mostra um efeito positivo do
hormdnio rbST sobre o vigor dos espermatozoides apds o descongelamento, mas nédo
tdo expressivo ao ponto de apresentar um bom escore nas amostras avaliadas,
apresentando abaixo do preconizado para a espécie. Contrastando com estudos
realizados com outras espécies que mostraram melhora da motilidade espermatica
(Duarte et al., 2006; Corréa et al., 2009).

A insulina, o fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) e a testosterona,
funcionam como mediadores do GH, apresentando papel primordial na estrutura e
integridade das membranas, na cinematica, motilidade espermaética (Tena; Barreiro,
2002; Tilburg et al., 2008), além de agir melhorando as taxas de sobrevivéncia apds o
ciclo de congelamento e descongelamento (Albdelmonein et al., 1998). Como o0s
mecanismos desempenhados pela ST na célula espermética ainda sdao complexos e
escassos para algumas espécies sdo necessarios o desenvolvimento de mais pesquisas na
determinacédo da dose e tempo de tratamento ideal para cada animal.

Na cinética espermatica ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) dentre os
parametros avaliados, em nenhum dos grupos, porém apresentaram indices adequados
para ovinos, apresentando motilidade total acima dos 30% para sémen congelado,
corroborando com os dados do CBRA (2013). Em contrapartida a motilidade
progressiva apresentou-se inferior e essa reducdo pode ser decorrente de alteracGes
morfoldgicas (Bearden et al., 2004), além das altas temperaturas comuns a nossa regiao,
causando um declinio acentuado e o aumento de células espermaticas inviaveis (Coelho
et al, 2008). Além desses fatores, a presenca de particulas de substancias no meio em
analise, pode comprometer os resultados, uma vez que o sistema automatizado CASA,
reconhece-as como células imdveis (Arruda, 2011). A hiperativacdo espermatica,
também ¢é algo importante e comum no pos-descongelamento, apresentando
movimentos vigorosos e ndo lineares. Possivelmente alguns desses fatores tenham
prejudicado nos resultados, quanto as variaveis analisadas no presente estudo.

Quanto a ultraestrutura espermatica foi evidenciado efeito significativo (Tabela 3;
p<0,05) nos grupos avaliados, durante os testes de integridade da membrana plasmatica,
acrossoma e potencial mitocondrial, utilizando as sondas de epifluorescéncia, corados
com DCF-IP, FITC-PNA e JC-1 respectivamente. Os resultados encontrados
demonstraram que no grupo dos ovinos tratados com 125mg/rbST obtiveram uma boa
porcentagem de espermatozoides com membranas integras, apresentando 85% quanto a

membrana plasmatica, 86,2% de acrossomas integros e 84,1% de potencial
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mitocondrial, dados esses que mostram uma correlagdo positiva quanto a viabilidade
espermatica, entretanto se contradizendo com os resultados da motilidade e o vigor, que
foram um pouco abaixo do esperado para o sémen congelado.

Pesquisas utilizando tratamentos com rbST, demonstram que ha um aumento na
quantidade de espermatozoides, apresentando membrana plasmatica integra, sugerindo
um possivel acréscimo nas taxas de fertilizacdo, concordando com Souza et al. (2005),
que demonstrou que o GH além de reduzir as anormalidades espermaticas elevou a
motilidade e a fertilizacdo. Devido a concentracdo espermatica ser constante para o
congelamento de sémen, as taxas de fertilizacdo estdo diretamente atribuidas as
possiveis alteracdes morfoldgicas dos espermatozoides. E estas podem ser atribuidas ao
efeito do GH na espermatogénese quanto ao metabolismo espermatico (Weinbauer et. al
1990).

No grupo TII foi verificado um bom resultado quanto & integridade de membranas,
porém com potencial mitocondrial inferior, quando comparado ao grupo Tl e TIHI. A
importancia das mitocondrias espermaticas se deve ao fato de que a energia necessaria
para a motilidade dos espermatozoides ocorre através da geracdo de ATP, desta forma,
as alteracBes nas membranas espermaticas podem provocar consequente diminuicao do
potencial mitocondrial (Succu et al., 2011).

Os animais que nao foram tratados com rbST foram os que mais apresentaram
alteragdes nas membranas das células espermaticas (Figura 3). Com essas células
espermaticas danificadas, o processo de fertilizacdo fica comprometido, jA que a
integridade da membrana citoplasmatica e acrossomal sdo importantes, estando
relacionada ao potencial de fecundacéao, pois a membrana plasmatica é responsavel pela
manutencdo da homeostase celular e o acrossoma, necessario para 0s eventos inerentes
da fertilizacdo (Correa et al., 1997).

A escassez de dados mais minuciosos sobre 0 mecanismo de agdo da somatotropina
bovina recombinante no sémen da espécie ovina, principalmente quando se refere ao
criopreservado, se torna dificil na elucidacdo para alguns resultados, contudo, percebe-
se que ha um crescente interesse nesse estudo com outros animais. Em bovinos tratados
com rbST, demonstraram um aumento na quantidade de espermatozoides com
membrana plasmatica integra, sugerindo alteracGes positivas na elevacdo nas taxas de
fertilizacdo, mostrando assim seu efeito benéfico (Duarte et al., 2006). Estudos mostram
que o GH pode agir indiretamente elevando as concentracfes de IGF-I, e influenciando

na espermatogénese e da esteroidogénese (Sauerwein et.al, 2000). Os mecanismos que
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justificam estes efeitos sdo complexos e o envolvimento do referido hormonio na
espermatogénese € atribuido ao efeito dos horménios gonadotroficos, como o FSH, LH,
testosterona e ao IGF-I (Fraser et. al 1991).
5. Conclusédo

A aplicacdo de rbST em ovinos da raca Santa Inés apresenta efeito benéfico,
promovendo manutencao da integridade da membrana plasmatica e do acrossoma. Néo
alterara o vigor, a motilidade e a cinética pos-descongelacéo.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos nesta pesquisa que objetivou avaliar o sémen de
ovinos da raga Santa Inés, tratados com somatotropina bovina recombinante pode-se
observar que a administragdo nas doses de 100 e 125mg de rbST ndo alterou as medidas
testiculares que propiciasse uma correlacdo do efeito hormonal com seu aumento de
tamanho, nem modificacbes nos parametros avaliados quanto as caracteristicas
seminais. Entretanto os ovinos que receberam 125mg de rbST apresentaram um
aumento da concentracdo espermatica, resultado comum de se verificar nos trabalhos
realizados com algumas espécies, e isto esta relacionado ao mecanismo de acao do GH,
que atua nas celulas promovendo a proliferacdo celular, estimulando a gametogénese e
esteroidogénese.

Na andlise das alteragdes morfoldgicas espermaticas, os resultados mostraram que
os dois tratamentos com rbST, apresentaram defeitos maiores com valores inferiores
guando comparados aos animais do grupo controle, porem a quantidade de alteracdes
totais foi superior, mostrando que o horménio ndo diminuiu esses defeitos. Resultando
dentre as variaveis avaliadas numa motilidade e o vigor abaixo do preconizado. No
entanto, ndo podemos afirmar se 0 hormonio foi ineficiente, pois muitos fatores podem
ter contribuido para este dado, inclusive os efeitos externos e relacionados ao
processamento do sémen na criopreservacao.

Em contrapartida, o rbST atuou de forma benefica sobre a célula espermatica,
promovendo uma melhoria na integridade da membrana plasmaética e do acrossoma, e
no potencial mitocondrial. Entretanto, 0 horménio ndo promoveu alteragdes na cinética,

motilidade e vigor dos espermatozoides p6s-descongelacéo.
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Figura 1. Circunferéncia escrotal dos carneiros Santa Inés, grupos controle (T-1) linha azul,
tratamentos com 100mg/rbST (T-11) linha vermelha e 125mg/rbST (T-111) linha verde.
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Figura 2. Medidas do comprimento do testiculo direito (cm) dos grupos controle (T-1) linha
azul, tratamentos com 100mg/rbST (T-I1) linha vermelha e 125mg/rbST (T-I11) linha verde,

dos carneiros Santa Inés nas coletas dos dias 0, 14, 28, 42, 56 e 70
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Figura 3. Medidas da Largura do testiculo direito (cm) dos grupos controle (T-I) linha azul,
tratamentos com 100mg/rbST (T-I1) linha vermelha e 125mg/rbST (T-I11) linha verde, dos

carneiros Santa Inés nas coletas dos dias 0, 14, 28, 42, 56 e 70.
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Figura 4. Concentracdo espermética (sptzmm3) dos grupos controle (T-1) linha azul,
tratamentos com 100mg/rbST (T-I1) linha vermelha e 125mg/rbST (T-II1) linha verde, dos
carneiros Santa Inés nas coletas dos dias 0, 14, 28, 42, 56 e 70.
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Figura 5. Medidas do comprimento do testiculo esquerdo (cm) dos grupos controle (T-I) linha
azul, tratamentos com 100mg/rbST (T-11) linha vermelha e 125mg/rbST (T-I11) linha verde, dos
carneiros Santa Inés nas coletas dos dias 0, 14, 28, 42, 56 e 70.

0 14 28 42 56 70
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Figura 6. Medidas da Largura do testiculo esquerdo (cm) dos carneiros Santa Inés interagindo
com os dias de tratamento e coletas DO, 14, 28, 42, 56 e 70.
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Figura 7. Comportamento sexual avaliando o tempo de monta (segundos) dos carneiros Santa

Inés interagindo com os dias de tratamento e coletas DO, 14, 28, 42, 56 e 70.

ANIMAL Tratamento Il D42

Figura 8. Motilidade Total (%) dos ejaculados dos grupos controle e tratados com 100mg/rbST
(T-11) e 125mg/rbST (T-111) dos carneiros Santa Inés.
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Figura 9. Vigor (0-5) dos ejaculados dos carneiros Santa Inés interagindo com os dias de
tratamento e coletas DO, 14, 28, 42, 56 e 70.
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Figura 10. Morfologia espermaética, defeitos maiores (DFM) dos grupos controle (T-I) linha
azul, tratamentos com 100mg/rbST (T-11) linha vermelha e 125mg/rbST (T-111) linha verde, dos

carneiros Santa Inés nas coletas dos dias 0, 14, 28, 42, 56 e 70.
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TABELAS

CAPITULO | *

Tabela 1. Médias da circunferéncia escrotal (cm) de carneiros tratados ou ndo com

somatotropina bovina recombinante (rbST) na pré-criopreservacao.

Tratamento
Dia/Coleta T-1 (Controle) T-11 (100mg/rbST) T-111 (125mg/rbST)
0 29,0 29,6™ 30,5
14 29,97BC2 30,0 30,4"
28 30,07B¢ 29,8% 29,3
42 29,45 29,5% 31,0%
52 31,9 30,8% 29,9%
70 31,37 30,1% 30,0

Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferiram significativamente

(P<0,05) pelo teste de Tukey-Kramer

Tabela 2. Médias da consisténcia do testiculo direito, escores (1 - 4), de carneiros tratados

ou ndo com somatotropina bovina recombinante (rbST) na pré-criopreservacao.

Tratamento
Dia/Coleta T-1 (Controle) T-11 (100mg/rbST) T-111 (125mg/rbST)
0 3,0M 30" 32"
14 3,2™ 32" 32"
28 3,0 3,07 3,07
42 3,0M 2,7™ 32"
56 3,2™ 3,07 33%
70 34" 3,07 32"

Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferiram significativamente

(P<0,05) pelo teste de Tukey-Kramer.
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Tabela 3. Médias da consisténcia do testiculo esquerdo, escores (1 - 4), de carneiros tratados

ou ndo com somatotropina bovina recombinante (rbST) na pré-criopreservacao.

Tratamento
Dia/Coleta T-1 (Controle) T-11 (100mg/rbST) T-111 (125mg/rbST)
0 3,07 3,07 3,272
14 3,27 3,27 3,27
28 3,0% 3,07 3,07
42 3,07 2,77 3,27
56 3,27 3,07 3,37
70 3,47 3,07 3,27

Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferiram

significativamente (P<0,05) pelo teste de Tukey-Kramer.

Tabela 4. Médias do comprimento do testiculo direito (cm), de carneiros tratados ou nédo

com somatotropina bovina recombinante (rbST) na pré-criopreservacao.

Tratamento
Dia/Coleta T-1 (Controle) T-11 (100mg/rbST) T-111 (125mg/rbST)
0 8,96 8,58 9,12"
14 8,585 8,585 9,68"
28 9,10% 9,45" 9,83%
42 8,42° 8,33 8,88"
56 10,407 9,05 9,77%
70 9,18 9,574k 9,57%

Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferiram

significativamente (P<0,05) pelo teste de Tukey-Kramer.
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Tabela 5. Médias da largura do testiculo direito (cm), de carneiros tratados ou ndo com

somatotropina bovina recombinante (rbST) na pré-criopreservacao.

Tratamento

Dia/Coleta T-1 (Controle) T-11 (100mg/rbST) T-111 (125mg/rbST)
0 5,66 5,377 5,67/

14 5,40 5,187 5,82

28 5,302 5,502 5,285

42 5,44"2 5,302 6,032

56 6,04 5,83 5,437

70 5,80 5,55 5,407

Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferiram

significativamente (P<0,05) pelo teste de Tukey-Kramer.

Tabela 6. Médias do comprimento do testiculo esquerdo (cm), de carneiros tratados ou ndo

com somatotropina bovina recombinante (rbST) na pré-criopreservacao.

Tratamento

Dia/Coleta T-1 (Controle) T-11 (100mg/rbST) T-111 (125mg/rbST)
0 8,047 9,03"%2 9,227

14 8,54 8,22° 9,327

28 8,86 9,28"F2 9,95

42 8,56 8,255 8,23"

56 10,46" 10,227 10,18

70 9,68 9,274%2 10,00"

Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferiram

significativamente (P<0,05) pelo teste de Tukey-Kramer.
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Tabela 7. Médias da largura do testiculo esquerdo (cm), de carneiros tratados ou ndo com

somatotropina bovina recombinante (rbST) na pré-criopreservagao.

Tratamento

Dia/Coleta T-I (Controle) T-11 (100mg/rbST) T-11 (125mg/rbST)  Geral
0 5,64 5,57 6,03 5,75"°
14 5,16 5,35 6,10 5,54°

28 5,54 5,47 5,82 5,61°

42 5,52 5,38 6,37 5,76"°
56 5,98 5,88 6,20 6,02"

70 5,92 5,43 5,90 5,758
Geral 5,63 5,512 6,072

Médias seguidas de

letras mailsculas

diferentes na mesma coluna diferiram

significativamente (P<0,05) pelo teste de Tukey-Kramer.

Tabela 8. Médias do comportamento sexual (libido) pelo tempo de monta (segundos), de

carneiros tratados ou ndo com somatotropina bovina recombinante (rbST) na pré-

criopreservagao.

Tratamento

Dia/Coleta  T-I (Controle)  T-I1 (100mg/rbST) T-111 (125mg/rbST) Geral
0 17,2 15,8 20,2 17,8°
14 28,2 37,5 36,8 345"
28 30,6 48,2 29,5 36,4"
42 31,2 56,8 25,7 38,3"
56 23,0 63,5 21,7 36,8"
70 42,4 30,2 42,8 38,2
Geral 28,82 42,0° 29,42

Médias seguidas de

letras maiusculas

diferentes na mesma coluna diferiram

significativamente (P<0,05) pelo teste de Tukey-Kramer.
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Tabela 9. Médias do volume seminal (mL) de carneiros tratados ou ndo com somatotropina

bovina recombinante (rbST) na pré-criopreservacao.

Tratamento
Dia/Coleta  T-I (Controle)  T-I1 (200mg/rbST) T-111 (125mg/rbST) Geral
0 1,102 1,082 1,002 1,062
14 0,762 0,772 0,982 0,842
28 1,002 0,952 1,072 1,018
42 1,082 0,932 0,952 0,982
56 0,722 0,852 1,052 0,882
70 0,622 0,972 1,002 0,882
Geral 0,882 0,932 1,012
Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferiram
significativamente (P<0,05) pelo teste de Tukey-Kramer.
Tabela 10. Meédias do turbilhonamento (0-5) de carneiros tratados ou ndo com
somatotropina bovina recombinante (rbST) na pré-criopreservagéo.

Tratamento
Dia/Coleta  T-I (Controle)  T-11 (200mg/rbST) T-111 (125mg/rbST) Geral
0 3,202 3,422 3,672 3,442
14 3,802 3,332 3,172 3,412
28 3,402 3,258 3,00 3,212
42 3,202 3,00° 2,332 2,822
56 3,402 3,502 3,172 3,352
70 3,202 4,00° 2,832 3,352
Geral 3,372 3,428 3,032
Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferiram

significativamente (P<0,05) pelo teste de Tukey-Kramer.



91

Tabela 11. Médias do Vigor (0-5) de carneiros tratados ou ndo com somatotropina bovina

recombinante (rbST) na pré-criopreservacao.

Tratamento

Dia/Coleta  T-I (Controle)  T-I1 (100mg/rbST) T-111 (125mg/rbST) Geral
0 3,90 3,75 3,17 3,59"

14 3,90 3,42 3,33 3,53"

28 3,20 3,08 2,83 3,03°

42 3,20 3,00 2,50 2,88°

56 3,20 3,42 3,00 3,217°
70 3,60 3,83 2,83 34178
Geral 3,50 3,422 2,948

Médias seguidas de letras maiusculas diferentes na mesma coluna diferiram

significativamente (P<0,05) pelo teste de Tukey-Kramer.

Tabela 12. Médias do perimetro escrotal (cm) de carneiros Santa Inés tratados ou ndo com rbST nos
dias DO, 14, 28, 42,56 e 70.

Tratamentos
Datas/Coletas T-1 (Controle) T-11 (100mg/rbST) T-111 (125mg/rbST)
(n=6) (n=6) (n=6)
0 29,0¢ 29,6™ 30,5
14 29,978¢ 30,0 30,4
28 30,05 29,8 29,3
42 29,45 29,5 31,0
56 31,9 30,8 29,9%
70 31,3 30,1% 30,0

*Médias seguidas de letras maiusculas diferentes na mesma coluna diferiram significativamente
(P<0,05) pelo teste de Tukey-Kramer.



IMAGENS DAS ESTAPAS DO EXPERIMENTO

ANIMAIS E APLICACAO DO HORMONIO rbST
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COMPORTAMENTO SEXUAL DOS ANIMAIS
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PROCESSAMENRO E ALIQUOTAGEM DO SANGUE E PLASMA SEMINAL




ANEXO



FICHA DE CAMPO PARA ANDROLOGICO
POS- GRADUAGAO EM CIENCIA ANIMAL / UFP
DOUTORANDA LEOPOLDINA A. GOMES
AREA: SANIDADE E REPRODUGAO

96

PROPRIETARIO:

FAZENDA:

ENDERECO:

DATA:

N2 da FOLHA:

Amostra

Numero

Registro

Nome

Nasc/Idade

Raca

Peso(kg)

Cond. Corporal

CE(cm)

Historico

Clinico Geral

Aprumos

Escroto

Prepucio

Pénis

Corddes Esperm

Epididimo Dir.

Epididimo Esq.

Genitélia Interna

TD Consisténcia

TE Consisténcia

TD Comp. X Larg.

TE Comp. X Larg.

Método Coleta

Volume (ml)

Turbilhdo (0-5)

Motilidade (%)

Vigor (0-5)

Conc. (diluicdo)

Observacao

Técnico responsavel pela coleta:

Observagdes:
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MINISTERIO DA EDUCAGAOQ
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL

Campus Universitirio Ministro Petrénio Portels, Bairro Ininga, Teresina, Piaui, Brasil; CEP- 84049-550
Telefone (B6) 3215.5734 _e-mail: cesapi@ ufpd.edu.br

Teresina, 31 de Janeiro de 2014.

lImao.

Prof. Dr. JOSE ADALMIR TORRES DE SOUZA
Departamento: Clinica e Cirdrgia Veterinaria- CCA /UFPI

Senhor Pesquisador

Em reunido na presente data (31de Janeiro de 2014), a Comisséo de Etica e
Experimentacao no Uso de Animais em Pesquisa, da Universidade Federal do
Piaui, analisou e Aproveu no que diz respeito aos aspectos de natureza da
ética em experimentagdo animal, sob o nimero 006/14, o projeto de pesquisa
intitulada  “Efeito da Somatrotopina bovina recombinante (rbst) na
criopreservacdo de sémen ovino Santa Inés”, sob a sua responsabilidade.
Informamos que no projeto serdo usados 13 Ovinos (12 machos e 01 fémea).
Cabe ao pesguisador elaborar e apresentar ao CEEA/UFPI, o relatario final
sobre a pesquisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais — Lei
MY 11.794, 8 de outubro de 2008).

|
Atenciosamente, Fo il

\",I‘ ol 'Iu \
ﬂf A0 L e
Prof?. Ivete L ! de Mendonga
Comite de Eiic em Eaperimentagas Animal-UFP
Coordenadora



