MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRICULTURA E BIODIVERSIDADE

QUALIDADE DO SEMEN DE CARNEIROS SANTA INE§
BASEADA EM INDICES BIOCLIMATICOS E AVALIACAO
DE PROTOCOLOS DE CONGELACAO

JULIO CONSTANTINO JERI MOLINA

2021



MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRICULTURA E BIODIVERSIDADE

JULIO CONSTANTINO JERI MOLINA

QUALIDADE DO SEMEN DE CARNEIROS SANTA INES BASEADA EM I'NINDICES
BIOCLIMATICOS E AVALIACAO DE PROTOCOLOS DE CONGELACAO

Tese apresentada a Universidade Federal de
Sergipe, como parte das exigéncias do Curso
de Doutorado em Agricultura e
Biodiversidade, area de concentracdo em
Agricultura e Biodiversidade, para obtencédo
do titulo de “Doutor em Ciéncias”.

Orientador
Prof. Dr. Hymerson Costa Azevedo

SAO CRISTOVAO
SERGIPE — BRASIL
2021



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA CENTRAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

Molina, Julio Constantino Jeri.
M722q Qualidade do sémen de carneiros Santa Inés baseada em indices
bioclimaticos e avaliacdo de protocolos de congelacdo/ Jalio Constantino
Jeri Molina ; orientador Hymerson Costa Azevedo. — S8o Cristdvéo, SE,
2021.
74 1. 1l

Tese (doutorado em Agricultura e Biodiversidade) — Universidade
Federal de Sergipe, 2021.

1. Carneiros. 2. Sémen. 3. Espermatogénese em animais. |. Azevedo,
Hymerson Costa, orient. Il. Titulo.

CDU 636.32/.38




JULIO CONSTANTINO JERI MOLINA

QUALIDADE DO SEMEN DE CARNEIROS SANTA INES BASEADA EM I'NINDICES
BIOCLIMATICOS E AVALIACAO DE PROTOCOLOS DE CONGELACAO

Tese apresentada a Universidade Federal de
Sergipe, como parte das exigéncias do Curso
de Doutorado em Agricultura e
Biodiversidade, &rea de concentracdo em
Agricultura e Biodiversidade, para obtengéo
do titulo de “Doutor em Ciéncias”.

APROVADA em 30 de novembro de 2021.

Prof. Dr. Sony Dimas Bicudo Prof. Dr. Rui Machado
UNESP EMBRAPA

Prof. Dr. Anselmo Domingos Ferreira Costa Profa. Dra. Larissa Pires Barbosa
UFS UFRB

——__—
Prof. Dr. Hymerson Costa Azevedo
EMBRAPA/UFS
(Orientador)

SAO CRISTOVAO
SERGIPE — BRASIL



A Deus, ao meu pai Julio Constantino Jeri
Elguera, a minha mde Gerardina Molina
Torres, aos meus irmaos: Hector Emiliano,
Rolando Félix, Dante Daniel, e as minhas,
irmas: Carolina Victoria, Maria Consuelo,
Violeta, Flor Miriam, Irma, Carmen e Pilar
Jeri Molina.

Dedico



AGRADECIMENTOS

A Deus, ao meu pai Julio Constantino Jeri Elguera, que sempre acreditou em mim e
que me ensinou que através do estudo e da educacdo é que as pessoas chegam longe até onde
elas quiserem. A minha mée Gerardina Molina Torres, por ser o suporte da estrutura e 0 amor
da minha familia, que me diz que os sacrificios ao final sdo recompensados.

As minhas irmés Carolina Victoria, Consuelo, Violeta, Flor Mirian, Irma, Carmen e
Pilar Jeri Molina, e aos meus irmaos Hector Emiliano, Rolando Felix e Dante Daniel Jeri
Molina pelo amor e o apoio incondicional que sempre me brindaram através dos anos,
‘Obrigado’.

Ao meu orientador Dr. Hymerson Costa Azevedo, pelo apoio na parte académica e
pessoal, pela confiancga e ensinamentos ao longo da p6s-graduacao.

Ao meu amigo Jonatan Mikhail del Solar Velarde, pela sua amizade, e por ser peca na
minha adaptacdo na vida da p6s-graduagdo. Aos meus amigos Alisson da Silva Santana, Ane
Caroline Celestino, Ana Paula Santana, Emile Dayara, Valdir Pimenta, e em especial a Nance
Watanabe e Ana Beatriz Watanabe pela amizade e pelos bons momentos da minha vida em
Aracaju-Brasil.

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) Tabuleiros Costeiros —
Aracaju, pelo fornecimento estrutural, tecnoldgico e apoio na pesquisa.

Aos meus amigos Davi Oliveira, Islam Dantas, Paulo Henrique e Matheus Batista que
me acompanharam ao longo da pesquisa e pelo apoio e a convivéncia no Laboratorio de
Biotecnologia da Reproducéo Animal (Labra-EMBRAPA) e na vida diaria.

Aos técnicos do LABRA e do Campo Experimental Pedro Arle (Ndcleo de
conservacdo de ovinos Santa Inés) pela colaboragdo na pesquisa.

A Universidade Federal de Sergipe e ao Programa de Pds-Graduacdo em Agricultura e
Biodiversidade (PPGAGRI) pela oportunidade de aprimoramento técnico-cientifico e
experiéncia académica.

A Organizacio de Estados Americanos (OEA), ao Grupo Coimbra de Universidades
Brasileiras (GCUB) pela oportunidade de continuar meus estudos de pos-graduacao.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico — Brasil (CNPq),
a Fundacdo de Apoio a Pesquisa e Inovacdo Tecnologica do Estado de Sergipe
(FAPITEC/SE) — Brasil e a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Ensino Superior
— Brasil (CAPES), pelo apoio tecnologico e econémico durante a pos-graduacao.



SUMARIO

Pagina
LISTADE FIGURAS ..ttt e e a e e e s aee e i
LISTA DE TABELAS ...ttt e e e e e e e e s i
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS ...t i
LISTA DE SIMBOLOS .....cocviiiiiiicieieieee et v
RESUMO ... e e e e e e s e a e e e e e e s aaas Vi
A B ST RA CT e r e e e e e a e Vil
1. INTRODUGAO GERAL ..ottt 1
2. REVISAO DE LITERATURA ..o, 3
2.1 Resposta fisiol6gica dos animais ao efeito do estresse térmico de origem 3
V0] ] 1] ] - 1 USSR SRR
2.2 Efeito do estresse térmico sobre o testiculo e células germinativas ................. 3
2.3 Indices bioclimaticos e sua relagdo com a fisiologia do animal ....................... 4
2.4 Efeitos da criopreservacao sobre 0s espermatozoides de carneiros .................. 5
2.5 Estratégias para melhorar o processo de criopreservacao do sémen ................ 6
3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........cocoiviiiiiieieiieeeeees et 8
4. ARTIGO 1: INDICES DE ESTRESSE TERMICO BIOCLIMATICO AO
LONGO DQ ANO E SUAS RELA(}OES COM CA’RACTERI'STICAS 18
ANDROLOGICAS CONSIDERANDO-SE O PERIODO DA
ESPERMATOGENESE E TRANSITO ESPERMATICO EM CARNEIROS.............
RESUMO ...t e e 18
ADSEFACT. ...t 19
I 101 oo [T Lo OSSPSR 19
4.2. Material € METOUOS .......ooviiiiiiiiie ittt 20
4.2.1. Periodo e local experimental ...........ccceeviiieiiii e 21
4.2.2. Animais e manejo experimental ............cccccvveiiiieiiie e 21
4.2.3. Avaliagies repProdULIVAS ........cccecvvreiiieeeiiee e sieeesriee e se e e e e saee e eaee e 21
4.2.3.1 AvaliacBes clinico—androlOgiCas .........cccvvveeiiuereiiire e siee e 21
4.2.3.2 AvaliagOes dO SEMEN .......cciiiee et e e aaae e 22
a. Volume seminal e concentragao eSPermatiCa.........ccccccvvveevvveeviveeesiveeesnnn 22
b. Morfologia eSPErMALICA ..........cccvveieiiiieiie e 22
C. CiNBLiCa ESPEIMALICA ......c.vveeiuieeeiiie ettt 22
4.2.4. Avaliacbes ambientais e calculo dos indices bioclimaticos ........................ 22
4.2.5. ANALISES ESLALISLICAS ...eevviiriieiiiieiiie et 24
4.3, RESUITAAOS ....veeiiieiie ettt sttt e rne e nree s 24
4.4, DISCUSSAD ..evvieteiesieeesteestteateeatee sttt e stee e bt e ssaeesbe e et e e st e e s beeabeeanbeenbeeanteeaneeenreens 30
4.5, CONCIUSDES ....veeviieiie ettt ettt e ae e neeenree s 36
4.6. AQradeCiMENTOS.......uveeiureeectiee e et e ettt et s e e e e st e e st e e et e e e e rbe e e snbeeesnneeeanes 36
4.7, RETEIENCIAS ... e ettt et e e e raeenree s 37
5. ARTIGO 2: INTERACOES ENTRE DIFERENTES EXTENSORES A BASE DE
LECITINA DE SOJA E TAXAS DE CONGELACAO NA CRIOPRESERVACAO 45
DO SEMEN DE CARNEIRO........oiiuiieieieeesceeeeeeeseee et es et en s
RESUMO ..ottt e e et r e e et e e e e anees 45
F N0 Tod SRR 46
TR [ 11 oo 0 o%: o PP R TR 46
5.2. Material @ IMELOUOS ......ocvvveiiiieiiiieiie ettt ae e nnee s 47

5.2.1. PreparaGio d0S EXIENSOIES .......cccueieiieeeiieeeiieeeaiieessiteessiteeesiieesssaeeesneeeanes 48



5.2.2. Animais e colheita de sémen ......................

5.2.3. Triagem, congelacédo e descongelagdo do SEMeN ..........ccccvevviveiviiienineenne,
5.2.4. AvaliacBes dos espermatozoides ap0s a descongelagdo ..........cccevvvverivenne.

a. Motilidade massal e vigor espermaticos ..

b. Cinética espermatica computadorizada ....

c. Integridade funcional da membrana plasmatica dos espermatozoides .....

d. Viabilidade espermatica ..........ccc.cceeevennene

e. Capacitacdo e reacdo acrossomal espermaticas ............cccevvveevvveriveereneanne
5.2.5. Delineamento experimental e analises estatisticas ...........ccccovveevveiiveerineennn.

5.3. RESUITAUOS ....cvvvveiiiiieiiiieciie e
a. Motilidade massal e vigor espermaticos ..
b. Cinética espermatica computadorizada ....

c. Integridade funcional da membrana plasmatica dos espermatozoides .....

d. Viabilidade espermatica ...........cc.cceceveneenn

e. Capacitacdo e reacdo acrossomal espermaticas ............cccevvvervvverveereneanne

5.4, DISCUSSAD ..eeecvveeeiriieesiiieesieeesieneesseeeesseeeansaeeens
5.5. CONCIUSOES .....eveeeviieeiiie e
5.6. AgradeCimentos .........cccoveerveeneeniieeiieenieeiens
5.7. RETEIENCIAS ....vvveecvie et
6. CONSIDERACOES FINAIS ......covveveverceieeeeens
7. ANEXOS ..o

7.1 Preparo dos extensores a base de gema de ovo e lecitina de soja .....................
7.2 Preparo de solucgdes para as analises espermaticas pos-descongelacéo ............

7.3 Setup analise de sémen- Sperm Class Analyzer

48
48
50
50
50
51
51
51
51
52
52
52
54
56
58
59
63
64
64
71
71

71
73
74



LISTA DE FIGURAS

ARTIGO 1

Fig.
1

Comportamento e frequéncias em que os indices Bioclimaticos de
Temperatura e Umidade (ITU), Temperatura Equivalente (ITE),
Temperatura de Globo Negro e Umidade (ITGU) e Conforto Térmico (ICT)
atingiram escalas de estresse térmico ap0s sua mensuracdo nos periodos que
compreenderam a espermatogénese (P45) e o transito dos espermatozoides
no epididimo (P15) que ocorreram antes das avaliagdes reprodutivas (ARe)
de carneiros Santa Inés realizadas ao longo do primeiro (Q1), segundo (Q2)
e terceiro (Q3) quadrimestre d0 aN0. ........ccveeiiererriire e see e see e

ARTIGO 2

Fig.
1

Caracteristicas das curvas que compreenderam as taxas de congelacdo de 10,
20 e 60 °C/min obtidas a partir da exposicao das palhetas contendo o sémen
as respectivas alturas de 7,5 (a), 4,5 (b) e 1,5 (c) cm acima do nivel de
NItFOGENIO HTQUITO ...

Efeitos das interacdes entre diferentes extensores a base de gema de ovo
(GO) e lecitina de soja (LS) e taxas de congelacdo sobre a motilidade massal
(a) e vigor (b) dos espermatozoides no sémen descongelado de carneiro.....

Efeitos das interacBes dos diferentes extensores a base de gema de ovo (GO)
e lecitina de soja (LS) e taxas de congelacéo sobre os parametros da cinética
espermatica computadorizada: velocidades do percurso médio (VAP) e em
linha reta (VSL), retilinearidade (STR) e linearidade (LIN) ...........ccooeenne..

Efeitos das interacdes entre os diferentes extensores a base de gema de ovo
(GO) e lecitina de soja (LS) e taxas de congelacéo sobre a percentagem de
espermatozoides ndo-apoptdticos com membrana plasmatica integra (A/PI)
Efeitos das interacdes entre diferentes extensores a base de gema de ovo
(GO) e lecitina de soja (LS) e taxas de congelacdo sobre as percentagens de
espermatozoides ndo—capacitados (F) e com reacdo acrossomal (AR) ........

Pagina

25

Pagina

50

57

57

58



LISTA DE TABELAS

ARTIGO 1
Tabela
1 Variaveis ambientais basicas coletadas ao longo de 12 meses do experimento

2

nos diferentes quadrimestres do an0...........cccvevvieiiiiiieiiie e
CorrelagBes entre as varidveis ambientais basicas ao longo de 12 meses do
EXPEITMENTO ...ttt ettt be e e nree s
indices bioclimaticos ao longo dos quadrimestres do ano mensurados nos
periodos que compreenderam a espermatogénese (P45) e o transito dos
espermatozoides no epididimo (P15) que ocorreram antes das avaliagdes
reprodutivas de carneiros Santa INES ............cccovevieeiiienie i
Pardmetros das avaliacbes reprodutivas realizadas ao longo dos
quadrimestres do ano do experimento em carneiros Santa

Correlagdo entre os indices bioclimaticos mensurados nos periodos que
compreenderam a espermatogénese (P45) e o transito dos espermatozoides
no epididimo (P15) que ocorreram antes das avaliagbes e 0s parametros
reprodutivos de carneiros Santa INES..........cccovvvvieeiiieniee e

Analise de regressdo linear dos pardmetros reprodutivos em funcdo dos
indices bioclimaticos mensurados nos periodos que compreenderam a
espermatogénese (P45) e o transito dos espermatozoides no epididimo (P15)
que ocorreram antes das avaliacOes reprodutivas de carneiros Santa Inés ...

ARTIGO 2

Tabela
1

Analises estatisticas dos efeitos de extensores (Ex), taxas de congelagédo
(TC) e da interacdo entre eles (Ex*TC) sobre os pardmetros espermaticos no
sémen descongelado de CAMMEIT0S. ......c.uvieiieeeiieeesiie e s e e e saee e
Médias + erros padrdes dos parametros espermaticos no sémen de carneiros
submetidos a congelacdo apds diluicdo em diferentes extensores a base de
gema de ovo (GO) e lecitina de $0ja (LS)......ccooveirireiiiie e see e
Médias + erros padrdes dos parametros espermaticos no sémen de carneiros
submetidos a diferentes taxas de CONQgelacao ..........cccccvvvveeviveevieeesiiieesiiienn

Pagina
25

25

26

28

29

30

Pagina

54

55



A/PI

A*IPI
A*/PIY
A’/PI*
ACTH
AMPc

ALH
ARe
AR
ASZ1

AT
ATP

B

BCF

C
CAPES
CBRA
CEPA
CE
CEsp
CEUA
cm
CNPq
CoQ10
CTC
Dma
Dme
EMBRAPA
ERO
EST
Ex

F

F
FAPITEC
FSH
FV

g

GC
GL
GnRH
GO
HOST
HSP

HYP

ii
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Espermatozoides ndo-apoptoticos com membrana plasmaética integra
Espermatozoides em inicio de apoptose

Espermatozoides em apoptose tardia

Espermatozoides necroticos

Hormdnio adrenocorticotréfico

Adenosina monofosfato ciclico

Adenosine monophosphate cyclic (inglés)

Deslocamento lateral da cabega (um)

AvaliagOes Reprodutivas

Padrdo de reacdo acrossomal espermaética - teste da CTC (%)

Proteina de repeticdo de Anquirina, SAM contendo dominio zipper de leucina
bésica 1

Ankyrin repeat, SAM and basic leucine Zipper domain-containing protein 1
(inglés)

Altura Testicular (cm)

Adenosina Trifosfato

Adenosine Triphosphate (inglés)

Padrdo de capacitacdo espermatica - teste da CTC (%)

Frequéncia de batimento flagelar (%)

Concentrado de farelo de soja e milho

Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Ensino Superior — Brasil
Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal

Campo Experimental Pedro Arle

Circunferéncia Escrotal (cm)

Concentragio Espermatica (x10° espermatozoides/mL)

Comissdo de Etica no Uso de Animais

Centimetro

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico — Brasil
Coenzima Q10

Clortetraciclina

Defeitos Espermaticos Maiores (%)

Defeitos Espermaticos Menores (%)

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

Espécies Reativas de Oxigénio

Espermatozoides Estaticos (%)

Extensor

Padrdo de ndo-capacitacdo espermatica - teste da CTC (%)

Teste F

Fundacdo de Apoio a Pesquisa e Inovacao Tecnoldgica do Estado de Sergipe
Horménio Foliculo estimulante

Fonte de Variacédo

Grama

Glicocorticoides

Glincina-Leite

Hormonio liberador de gonadotropinas

Gema de ovo

Teste Hiposmotico

Proteina de choque térmico

Heat Schok Proteic (HSP)

Hiperatividade (%)



1A

ICT
IL-2
IL-6
INMET
ITE
ITGU
ITU

Kg
LDL

LEN
LH
LIN
LPHSI

LS
LT

Max
MED
min
Min
mm
mM
mQOsm
Mot
MP
MT
N2L
PAC;
PBS

Inseminagao Artificial

indice de Conforto Térmico
Interleucina-2

Interleucina-6

Instituto Nacional de Meteorologia
indice de Temperatura Equivalente
indice de Temperatura de Globo Negro e Umidade
indice de Temperatura e Umidade
Kilograma

Lipoproteinas de Baixa Densidade

Low Density Lipoprotein (Inglés)
Espermatozoides Lentos (%)

Hormonio Luteinizante

Linearidade (%)

indices de Estresse Térmico na Agricultuta Pecuaria e Aves
Livestock and Poultry Heat Stress indices Agriculture (Inglés)
Lecitina de Soja

Largura Testicular (cm)

Massa

Maximo

Espermatozoides com velocidade média (%)
Minuto

Minimo

Milimetro

Mili Molar

Miliosmol

Motilidade massal (%)

Motilidade Progressiva (%)

Motilidade Total (%)

Nitrogénio Liquido

Receptor de polipeptideo ativador de adenilato ciclase hipofisario tipo 1
Solucdo Tamponada Salina de Dulbecco
Phosphate Buffered Saline (PBS)
Concentracdes de ions de hidrogénio
lodeto de Propidio

Propidium lodide (inglés)

Proteina Mitocondrial Trifuncional
Pressédo parcial de vapor de agua (kPa)
Parametros Reprodutivos

Primeiro Quadrimestre

Segundo Quadrimestre

Terceiro Quadrimestre

Espermatozoides Rapidos (%)

Radiagdo Térmica (w/m?, ki/m?)

Sperm Class Analyzer

Retilinearidade (%)

Temperatura do ar (°C, °F)

Taxa de congelagao (°C/min)
Temperatura do globo negro (°C)
Temperatura do ponto de orvalho (°C)
Micrograma

Microlitro



pm
pm?

UR

v

Vv

VAP
VCL

VE

Viab

Vig

Vo

VSL

VT

WOB

11 p-HSD

°+IIIVI/\/\VI+(_‘;O\°

X@ '

Micrometro

Micrémetro quadrado

Umidade Relativa (/100, %)
Volume

Velocidade do vento (m/s)
Velocidade do percurso médio (um/s)
Velocidade curvilinear (um/s)
Volume do Sémen Ejaculado (mL)
Espermatozoides viaveis (%)

Vigor (0-5)

Volumoso de silagem de milho
Velocidade em linha reta (um/s)
Volume Testicular (cm®)

indice de oscilacdo ou wobble (Hz)
11 B-hidroxiesteroide desidrogenase

LISTA DE SIMBOLOS

porcentagem
graus centigrados
mais ou menos
maior

menor

menor ou igual
maior ou igual
igual

mais / positivo
grau

menos / negativo
marca registrada
vezes



Vi

RESUMO

MOLINA, Julio Constantino Jeri. Qualidade do sémen de carneiros Santa Inés baseada
em indices biocliméticos e avaliacdo de protocolos de congela¢do. Séo Cristévdo: UFS,
2021. 74p. (Tese-Doutorado em Agricultura e Biodiversidade).*

A qualidade do sémen de carneiros em paises tropicais é ameacgada pelo estresse ambiental e
pelos danos espermaticos na congelagdo, ensejando o maior conhecimento da influéncia do
ambiente sobre aspectos reprodutivos e o aperfeicoamento dos protocolos de criopreservagéo.
Neste sentido, o estudo teve como objetivos: i) identificar a melhor época do ano para a
colheita de sémen in natura e, ii) determinar o efeito da interacdo entre extensores e taxas de
congelacdo sobre a qualidade do sémen congelado-descongelado de carneiros. Foram
estudadas as relacbes entre os indices bioclimaticos que medem o estresse térmico e 0s
parametros reprodutivos (PR) de carneiros (n=25) Santa Inés criados no Nordeste brasileiro.
Os indices de Temperatura e Umidade (ITU), Temperatura Equivalente (ITE), Temperatura
de Globo Negro e Umidade (ITGU), e Conforto Térmico (ICT) foram calculados
considerando o periodo prévio da espermatogénese (P45) e transito dos espermatozoides pelo
epididimo (P15), no primeiro (Q1), segundo (Q2) e terceiro (Q3) quadrimestre do ano. As
analises dos PR foram feitas usando o modelo misto, e sua variagdo entre quadrimestres foi
determinada pelo Teste de Tukey/Dunn. Os piores PR de cinética espermatica foram
encontrados no Q1 em relagdo ao Q2 e Q3 (p<0.05). Todos os indices avaliados apresentaram
relacdo antagonica com a maioria dos PR. O ITGU e ICT apresentaram relacdo negativa com
as velocidades curvilinea, linear e do percurso médio (VCL, VSL e VAP), e positiva com
espermatozoides lentos no P45 e P15. O ITGU e ICT classificaram o ambiente de maneira
mais coerente com o comportamento da cinética espermatica, que foi afetada quando no P45 e
P15 estes indices ficaram acima de 83 e 41, respectivamente, considerados niveis perigosos e
de desconforto nos ovinos. Também foram estudados os efeitos da interacdo entre quatro
extensores (Fator 1) a base de lecitina de soja (0,5, 1,0 e 2,0%) e de gema de ovo a 20%
(controle), e trés taxas de congelacdo (Fator 2) de 10, 20 e 60 °C/min sobre os parametros
espermaticos (PE) no sémen descongelado de carneiros Santa Inés (36 pools de ejaculados de
12 carneiros). Os efeitos dos fatores e sua interacdo foram analisados pela ANOVA seguindo
o delineamento fatorial 4x3, e pelo Teste F. As diferencgas entre 0s grupos experimentais foi
determinada pelo Teste Tukey. As andlises de cinética espermatica computadorizada,
citometria de fluxo e técnicas de fluorescéncia permitiram identificar que as amostras
provenientes da interacdo gema de ovo a 20% e a taxa de congelacdo de 60 °C/min
apresentaram maiores percentagens de espermatozoides com melhores parametros cinéticos,
ndo-apoptoticos com membrana integra, ndo-capacitados, € menores com acrossomo reagido,
demostrando que esta interacdo protege melhor os espermatozoides no sémen congelado de
carneiros. Com base nos resultados do estudo, podem ser usadas estratégias de melhoria da
qualidade do sémen in natura colhendo-o entre o segundo e terceiro quadrimestre do ano.
Adicionalmente, recomenda-se 0 uso do extensor a base de gema de ovo a 20% associado a
taxa de congelacao de 60 °C/min para a congelacdo do sémen de carneiros.

Palavras-chave: espermatogénese, estresse térmico, gema de ovo, viabilidade espermatica,
taxa de congelacdo, lecitina de soja.

* Comité Orientador: Hymerson Costa Azevedo — UFS (Orientador).
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ABSTRACT

MOLINA, Julio Constantino Jeri. Quality of Santa Ines ram semen based on bioclimatic
indices and evaluation of freezing protocols. Sdo Cristovao: UFS, 2021. 74p.
(Thesis/Doctor of Science in Agriculture and Biodiversity).*

The quality of ram semen in tropical countries is threatened by environmental stress and
sperm damage from freezing, leading to the need for greater knowledge of the effect of the
environment on reproductive aspects and improvement of cryopreservation protocols. In this
sense, the aim of this study was i) to identify the best time of year to collect fresh semen and
il) to determine the effect of the interaction between extenders and freezing rates on the
quality of frozen-thawed ram semen. The relationships between bioclimatic indices that
measure heat stress and the reproductive parameters (RP) of Santa Inés rams (n = 25) raised in
the Northeast region of Brazil were studied. The indices of Temperature and Humidity (THI),
Equivalent Temperature (ETI), Black Globe Temperature and Humidity (BGTHI), and
Thermal Comfort (TCI) were calculated considering the previous period of spermatogenesis
(P45) and period of sperm transit through the epididymis (P15) in the first (Q1), second (Q2),
and third (Q3) four-month period of the year. RP analyses were performed using the mixed
model, and their variation between four-month periods was determined by the Tukey/Dunn
test. The sperm kinetic RP in Q1 were worse than in Q2 and Q3 (p < 0.05). All indices
evaluated showed an antagonistic relationship with most RP. The BGTHI and TCI showed a
negative relationship with the curvilinear, straight line, and average path velocities (VCL,
VSL, and VAP) and a positive relationship with slow spermatozoa in P45 and P15. The
BGTHI and TCI classified the environment more consistently with the response of sperm
kinetics, which were affected when the index was above 83 in P45 and above 41 in P15; these
levels are considered dangerous and uncomfortable for sheep. We also evaluated the effects of
the interaction between four extenders (Factor 1), with a base of soybean lecithin (0.5, 1.0,
and 2.0 %) and 20% egg Yyolk (control), and three freezing rates (Factor 2), of 10, 20, and 60
°C/min, on the sperm parameters (SP) in the thawed semen of Santa Inés rams (36 pools of
ejaculates from 12 rams). The effects of the factors and their interactions were analyzed by
ANOVA following a 4 x 3 factorial design, and by the F Test. The differences between the
experimental groups were determined by the Tukey Test. The analyses of computerized sperm
kinetics, flow cytometry, and fluorescence techniques allowed semen samples from the 20%
egg yolk and the 60 °C/min interaction to be identified as having higher percentages of sperm
with better Kinetic parameters that were non-apoptotic with intact membrane, were non-
capacitated, and were smaller with acrosome reaction, showing that this interaction better
protects sperm in the frozen ram semen. Based on the results of the study, strategies can be
used to improve the quality of fresh semen, collecting it between the second and third four-
month period of the year. Additionally, use of a 20%-egg-yolk-based extender associated with
a freezing rate of 60 °C/min is recommended for freezing ram semen.

Keywords: spermatogenesis, heat stress, egg yolk, sperm viability, freezing rate, soybean
lecithin
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1. INTRODUCAO GERAL

As mudancas climéticas no mundo foram sempre frequentes ao longo do tempo, mas
nas ultimas décadas foram se acentuando aceleradamente principalmente pelos impactos das
atividades humanas sobre os sistemas biofisicos (BURTON; EBI; MCGREGOR, 2009). O
efeito direto das mudancas climéticas sobre a satde do animal é devido principalmente ao
aumento da temperatura, frequéncia e intensidade de ondas de calor (GAUGHAN et al.,
2009), assim como pela interacdo de outras varidveis ambientais como a radia¢do térmica e
umidade relativa.

Estas mudancas expGem os animais a condi¢Ges de estresse térmico ambiental que,
dependendo da sua duracdo e intensidade, podem afetar negativamente a reproducdo (VAN
WETTERE et al., 2021) e, consequentemente, os desempenhos produtivos do individuo
(LACETERA, 2019) e do sistema de producio (VICENTE PEREZ et al., 2020). Os animais
sofrem consequéncias das alteracfes metabolicas (HABEEB; GAD; ATTA, 2018), estresse
oxidativo, supressdo imunoldgica (SEVI; CAROPRESE, 2012), chegando em situa¢des
criticas até a sua morte (PHILLIPS, 2016) em decorréncia do estresse térmico ambiental.

O crescimento e persisténcia ao longo do tempo de uma determinada populacéo
(WALSH et al., 2019), assim como 0 sucesso e a sustentabilidade do sistema de producao
pecuario, estdo intimamente relacionados com a eficiéncia reprodutiva (GOOTWINE, 2016),
que € ameacada pelo estresse térmico ambiental sofrido pelo animal, que foi identificado
como uma das chaves na vulnerabilidade da industria ovina de carne e de |4 (CRIMP et al.,
2010; ELDRIDGE; BEECHAM, 2018).

Carneiros submetidos a estresse térmico apresentam prejuizos aos espermatozoides
com a diminuic¢éo do potencial de membrana nas mitocéndrias (HAMILTON et al., 2016a) e
na motilidade total (AMIRI et al., 2020; HOWARTH, 1969), assim como incremento da
apoptose e da fragmentacdo de DNA (HAMILTON et al., 2018), relacionados principalmente
aos danos ocasionados pelo aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs) na membrana
plasmatica, mitocondrial e nuclear (LEN; KOH; TAN, 2019). Diante destes impactos &
necessario desenvolver estratégias para mensurar e prever o efeito do estresse térmico de
origem ambiental sobre a reproducdo com aplicacdo e uso de modelos de predi¢édo, a exemplo
dos indices bioclimaticos que sdo formados pela combinagédo e relativizacdo das variaveis
ambientais, sendo assim usados para avaliar ambientes estressores aos animais (SILVA;
MAIA, 2013) em longos e curtos periodos de tempo (RAHIMI et al., 2021).

O conhecimento do ambiente no sistema produtivo pecudrio pela aplicacdo dos indices
biocliméaticos ¢é estratégico para a tomada de decisbes (BISWAL; VIJAYALAKSHMY;
RAHMAN, 2021) e para estabelecer e implementar praticas de manejo dos animais com base
no conforto térmico (HAHN et al., 2009). Também é importante para caracterizar ambientes
confortaveis ao longo do ano a fim de explorar o maximo potencial produtivo (RAMON et
al., 2016) e, particularmente, reprodutivo dos animais (ROMO-BARRON et al., 2019), a
exemplo da melhor qualidade do sémen.

As biotecnologias reprodutivas como a criopreservacdo de sémen (NTEMKA et al.,
2018), sincronizacdo de estro (SILVA et al., 2020), inseminacdo artificial (MAXWELL,
1986), superovulacdo, colheita e producado in vivo e transferéncia de embrides e producao in
vitro de embrides (GIBBONS et al., 2019), sdo algumas das ferramentas para tentar
incrementar a eficiéncia reprodutiva dos animais mesmo em condicGes de estresse térmico
ambiental (HUFANA-DURAN; DURAN, 2020) ou mesmo amenizar e compensar Seus
efeitos em beneficio da producéo e conservacao da biodiversidade animal.

A criopreservacdo de sémen deve considerar que espermatozoides submetidos ao
estresse térmico durante a espermatogénese sdo mais suscetiveis a sofrerem os efeitos
negativos da congelacédo e descongelacdo (GARCIA-OLIVEROS et al., 2020). Este problema
¢ ainda mais agravado em ovinos pelo fato dos espermatozoides desta espécie, quando
submetidos ao processo de criopreservagao, sofrerem mais alteragdes estruturais e funcionais
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apresentando menor qualidade pds-descongelagdo quando comparados com espermatozoides
de touros (KHALIL et al., 2018), coelhos (YOUNAN et al., 2021), galos (REZAIE et al.,
2021), devido principalmente a diferencas na composic¢do e proporcao de lipideos, colesterol e
proteinas nas suas membranas plasmaticas (HINKOVSKA-GALCHEVA; PETKOVA,;
KOUMANOV, 1989; PARKS; LYNCH, 1992).

Assim, além da necessidade da monitoracdo bioclimatica e aplicacdo de praticas de
manejo reprodutivo e biotecnoldgicas que minimizem os efeitos do estresse térmico, devem
ser também consideradas estratégias especificas para melhoria do desempenho do sémen
congelado de ovinos. Estas estratégias para a melhoria do processo de criopreservacdo de
sémen de carneiros tém sido baseadas em conhecimentos nas diferentes &reas como a
biologia, fisica e quimica e aplicacdo de tecnologias biofisicas e bioquimicas com a finalidade
de obter espermatozoides de boa qualidade com capacidade fertilizante apds a descongelacdo
(NTEMKA et al., 2018). Dentre as estratégias bioquimicas estudadas tem-se a modificacéo de
meios diluidores, também denominados diluentes ou extensores para sémen congelado cujo
contedo é composto de agentes tampdes, crioprotetores, acucares, fosfolipidios, sais e
antioxidantes, 0s quais ajudam o0s espermatozoides a suportarem 0 estresse térmico
ocasionado pelas baixas temperaturas empregadas no processo de criopreservacao
(SALAMON; MAXWELL, 1995; SHAHRAM et al., 2012).

Extensores a base de gema de ovo (GO) sd&o comumente usados na diluicdo do sémen
por possuirem lipoproteinas de baixa densidade (LDL) que cumprem a funcdo de protecédo e
restauracdo da membrana plasmatica dos espermatozoides durante a criopreservacao
(MOUSSA et al., 2002), com a vantagem de baixo custo e desvantagem de ser de origem
animal com risco de constituir-se em fonte de transmissdo de doencas e de bactérias que
podem gerar substancias, a exemplo das endotoxinas que provocam alteragdes funcionais com
efeitos negativos nos espermatozoides (BOUSSEAU et al., 1998). Alternativas de adicédo de
substancias exogenas de origem vegetal em substituicdo a GO, a exemplo da lecitina de soja,
tém sido estudadas na criopreservacdo de sémen de touros (EL-SISY et al., 2016), bodes
(VIDAL et al., 2013) e coelhos (YOUNAN et al., 2021), com resultados semelhantes na
manutencdo das caracteristicas dos espermatozoides em relacdo a outros extensores.

Dentre as estratégias biofisicas para melhoria do processo de criopreservacdo do
sémen, 0s ajustes nas taxas de congelacdo podem garantir uma melhor manutencéo e maior
recuperacdo da estrutura e funcdo dos espermatozoides apds a descongelacdo. Combinada ao
extensor, a taxa de congelacdo ideal deve manter a membrana plasmatica integra, permitindo
uma desidratacao suficiente dos espermatozoides para prevenir a formacdo prematura de gelo
intracelular (BAKHACH, 2009). Um protocolo efetivo para criopreservacdo de sémen na
espécie ovina ainda ndo foi padronizado, e os que tém sido utilizados ainda demandam muitos
ajustes, pois a maioria apresenta propor¢oes altas de espermatozoides danificados e mortos
apos a descongelacdo. Isso ocorre devido, principalmente, a diversos fatores internos como a
composicao estrutural da sua membrana plasmatica, os quais interagem de maneira diferente
quando desafiados a fatores externos, a exemplo do extensor, taxa de congelacdo e suas
interacdes.

De maneira geral, a melhoria da qualidade do sémen fresco e congelado de carneiros
depende do uso de diversas estratégias, primeiramente com a monitoracdo das condicGes
climaticas e escolha dos melhores momentos para a producdo de espermatozoides e colheita
de sémen in natura de boa qualidade e, posteriormente, utilizando protocolos de
criopreservacdo bem ajustados com a finalidade de obter espermatozoides de melhor
qualidade apds a descongelacdo. Assim, estas estratégias em conjunto poderdo garantir a
fertilizacdo e desenvolvimento do embrido no manejo e na aplicagdo das biotecnologias
reprodutivas. Neste sentido, o presente estudo teve como objetivos identificar a melhor época
do ano para a reproducdo e colheita de sémen in natura de qualidade, e promover melhorias
no protocolo de criopreservacgéo pela determinacdo do efeito do uso de diferentes extensores e
taxas de congelacdo sobre a qualidade do sémen descongelado de carneiros Santa Inés.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Resposta fisiologica dos animais ao efeito do estresse térmico de origem ambiental

A resposta dos animais as altas temperaturas, umidades e intensidades de radiacdo
térmica levam a ativacdo do sistema nervoso autbnomo (SNA) mediada pela resposta
adrenérgica das catecolaminas adrenalina ou epinefrina e noradrenalina ou norepinefrina
produzidas na medula das glandulas supra-renais, e que conjuntamente com o hormonio
adrenocorticotréfico (ACTH), produzido na adeno-hipdfise, sdo encarregadas do incremento
da taxa respiratdria, cardiaca, temperatura corporal, e do fluxo sanguineo das visceras até a
pele com a finalidade de manter a termorregulagdo (GONZALEZ-RIVAS et al., 2020).

Além disso, as catecolaminas promovem a utilizacdo da energia das reservas corporais
(SEJIAN et al., 2018) pelo seu efeito de ligagdo sobre os receptores-p2, os quais iniciam a
reacdo de cascata mediada pelo adenosina monofosfato ciclico (AMPc), inibindo a enzima
glicogénio sintetase e ativando a enzima glicogénio fosforilase que traz como resultando a
inibicdo da glicogénese e ativacdo da glicogendlise muscular nos animais promovendo quebra
e oxidacdo de proteinas (BURT et al., 2007).

Adicionalmente, é desencadeada a liberacdo dos glicocorticoides (GC) do cortex da
supra-renal na corrente sanguinea, como € o caso do hormoénio cortisol (POOLE;
ERICKSON, 2015) responsavel pela sinalizacdo na regulacdo positiva e negativa dos sistemas
fisiolégicos relevantes imune e metabolico, assim como no comportamento reprodutivo do
animal (WINGFIELD; ROMERO, 2001). Niveis altos e por tempos prolongados de GC
levam ao aumento na producdo das citocinas inflamatorias, criando um desbalanco da
homeostase com a reducdo da interleucina-2 (IL-2), fator importante na proliferacdo de
linfécitos T, o que por sua vez reduz a producdo da interleucina-6 (IL-6), importante no
desenvolvimento e proliferacdo de células neuronais, hepéticas, megacariocitos, osteoclastos e
das células B, o que justifica a depressdo do sistema imunoldégico (VITLIC; LORD;
PHILLIPS, 2014).

Os altos niveis de GC também inibem a secrecdo do hormdnio liberador de
gonadotropinas (GnRH), do horménio luteinizante (LH) e do horménio foliculo estimulante
(FSH), com a cessacdo da funcdo reprodutiva (OAKLEY et al., 2009; WHIRLEDGE;
CIDLOWSKI, 2013). Niveis elevados de GC sdo também associados com a diminuicdo da
biossintese da testosterona pelas células de Leydig. O grau de inibicdo dos GC sobre as
células de Leydig é determinado pela sua concentracao intracelular e pela atividade oxidativa
da 11 B-hidroxiesteroide desidrogenase (11 B-HSD), enzima encarregada das reacdes de
oxidacdo e reducdo dos GC (GE et al., 1997).

2.2 Efeito do estresse térmico sobre o testiculo e células germinativas

O funcionamento normal da espermatogénese depende da termorregulacédo testicular,
gue mantém a temperatura do testiculo de 2 a 6 °C abaixo da temperatura corporal
(KASTELIC et al., 1996; KASTELIC; COOK; COULTER, 1996). Os testiculos normalmente
produzem altos niveis de espécies reativas do oxigénio (EROs), sendo mais vulneraveis aos
danos oxidativos em comparacao com outros tecidos, mas estes efeitos podem ser amenizados
pela sua maior capacidade antioxidante que pode ser potencializada por uma dieta rica em
antioxidantes (SIMMONS; LOVEGROVE; LYMBERY, 2018).

O estresse térmico por longos periodos de tempo reduz a atividade do sistema
antioxidante testicular em nivel celular, incluindo a diminuicdo dos niveis da glutationa
peroxidase (GSH-Px), superoxido dismutase (SOD), redugdo na expressdo do antigeno
nuclear de proliferagédo celular (PCNA), assim como o aumento da lipoperoxidacao,
degeneracdo mitocondrial, fragmentacdo do DNA pelo aumento da atividade enzimética da
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desoxinucleotidil transferase (dUTP) e dilatacdo do reticulo endoplasmatico liso das células
de Sertoli (SC) e espermétides (KANTER; AKTAS; ERBOGA, 2013).

O incremento dos niveis das EROs e a queda dos antioxidantes geram um
desequilibrio com o incremento na propor¢do de radicais livres (ion hidroxila, superdxido,
oxido nitrico etc.) nos espermatozoides, 0s quais, por possuirem membranas plasmaticas ricas
em 4cidos graxos polinsaturados (PUFAS), sdo suscetiveis a lipoperoxidacdo (BANSAL;
BILASPURI, 2011). Espermatozoides de carneiros Santa Inés submetidos a lipoperoxidacédo
apresentaram baixo potencial mitocondrial, danos ha membrana espermatica e no acrossoma,
e incremento da expressao da protamina 1 mRNA (HAMILTON et al., 2016b), encarregada
da protecdo fundamental dos espermatozoides (AKMAL et al., 2016). Em adic¢do, demostrou-
se que as SC responsaveis pela protecdo das células germinativas sofrem alteracGes
metabélicas pela despolarizacio e oxidagdo na membrana mitocondrial (VALLES;
AVELDANO; FURLAND, 2014). Assim, também existem danos no DNA dos
espermatdcitos e espermatides arredondadas pelo incremento dos EROs (HOUSTON et al.,
2018), o que explicaria a diminuicdo da sobrevivéncia e suscetibilidade das células
germinativas quando submetidas ao estresse térmico.

2.3 Indices bioclimaticos e sua relagio com a fisiologia do animal

Os indices que descrevem riscos do estabelecimento de estresse térmico nos animais
podem ser categorizados em trés grupos: racionais, empiricos e diretos. Os dois primeiros
grupos sao indices sofisticados que combinam varidveis ambientais e fisioldgicas, séo dificeis
de calcular e ndo sdo viaveis para seu uso diario, ja o ultimo grupo compreende indices
simples baseados no uso de dados das variaveis basicas ambientais e assim podem ser
relacionados e correlacionados com o comportamento fisiologico do animal (EPSTEIN;
MORAN, 2006; SILVA; MAIA, 2013). O desenvolvimento dos indices de estresse térmico
comecou décadas atrds com os primeiros trabalhos de Hazel (1943) na selecdo desta
ferramenta para 0 melhoramento genético de animais, e com o comportamento e desempenho
reprodutivo de gado de leite (RHOAD, 1944).

Dentre 0s mais usados, encontra-se o indice de Temperatura e Umidade (ITU)
proposto por Thom (1959), baseado nas mensuragdes da temperatura do ar e umidade relativa.
O ITU foi inicialmente concebido como indice de conforto térmico para humanos e,
posteriormente, realizaram-se modificagcdes para seu uso como indicador de risco de estresse
em animais (BIANCA, 1962; KELLY; BOND, 1971; YOUSEF, 1985; LPHSI, 1990;
BERMAN et al., 2016)., sendo aplicado na avaliacdo do ambiente nas distintas regides do
mundo por apresentar correlacBes negativas significativamente baixas com concentracdo e
defeitos espermaticos em touros (FREITAS et al., 2020), e correlacBes positivas médias a
altas com as frequéncias respiratoria e cardiaca e temperatura retal dos animais. Apesar disso,
existem controveérsias quanto a aplicacdo do ITU para identificacdo de risco de estresse
térmico nos animais criados extensivamente no campo ao ar livre, ja que este indice ndo
considera varidveis ambientais importantes como a radiacdo térmica e a velocidade do vento
que podem afetar os sistemas termoregulatorios e gerar consequéncias em relacdo ao conforto
térmico dos animais (WALSBERG; WOLF, 1995).

O indice de Temperatura Equivalente (ITE) proposto pelo Baéta et al. (1987)
considera a velocidade do vento (V) em sua formula, caracteristica com potencial de amenizar
altas temperaturas (CENA; MONTEITH, 1975) e que esta relacionada a um melhor ajuste na
determinacdo do ambiente de desconforto dos animais (MADER; DAVIS; BROWN-
BRANDL, 2006). O ITE ¢é indicado como uns dos melhores indices usados na avaliagdo de
ambientes préximos a linha equatorial, j& que apresenta correlagfes significativas baixas e
médias com a temperatura do corpo e taxa respiratéria no gado leitero criado no tropico
(SILVA; MORAIS; GUILHERMINO, 2007), e principalmente no gado de corte que
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apresentou correlacdo positiva significativa e alta com os defeitos morfolégicos maiores dos
espermatozoides de touros da raca Nelore e Bradford (MENEGASSI et al., 2016).

O indice de Temperatura de Globo Negro e Umidade (ITGU), proposto por
Buffington et al. (1981), é outra alternativa com alto potencial para ser usado em ovinos, ja
que apresentou altas correlagdes positivas com a temperatura da pele da regido do flanco
traseiro e na garupa, avaliados em cordeiros Santa Inés, Bergamacia, lle de France, Santa Inés
x Bergamécia, Bergamécia x lle de France e Santa Inés x lle de France (PAIM et al., 2012).
Em adicdo, o ITGU € considerado um dos melhores indices na avaliacdo de sistemas de
criacdo extensiva ou mesmo confinado em locais com carga térmica elevada, j& que
dependem da temperatura do globo negro (Tgn), medida capaz de inferir sobre a homeotermia
dos animais (SANTOS; CABRAL, 2021).

O incremento do Tgn apresentou alta relagdo com o aumento da frequéncia cardiaca e
respiratoria, temperatura retal e da pele de carneiros da raca Santa Inés em ambiente
controlado (EUSTAQUIO FILHO et al., 2011), assim como o aumento da temperatura retal
em ovinos Santa Inés e do cruzamento Dorper x Santa Inés criados extensivamente em
regides semiaridas (FURTADO et al., 2017). O ITGU classificou de maneira légica ambientes
de sistemas silvipastoris e de monocultivos, que por sua parte tiveram relacdo significativa
com as mudancas dos valores fisiologicos de temperatura retal, frequéncias respiratoria e
cardiaca de cordeiros Santa Inés x Dorper (VIEIRA et al., 2021).

O indice de Conforto Térmico (ICT) foi desenvolvido para ovinos por Silva e Barbosa
(1993), e considera em sua formula a temperatura do ar, umidade relativa, radiagdo térmica e
velocidade do vento, sendo o mais usado na regido subtropical do sudeste do Brasil.
Posteriormente, o ICT foi modificado e validado pela sua correlacdo positiva média e baixa,
altamente significativa com a taxa respiratoria e a temperatura retal nas ragas ovinas
Corriedale, Ideal e Suffolk (BARBOSA,; SILVA, 1994).

Ja na raca Santa Inés criada na regido Nordeste do Brasil, o ICT apresentou
correlagdes positivas significativas médias com a temperatura retal e frequéncia respiratoria
em carneiros de pelagem preta, castanha e branca (NEVES et al., 2009). Adicionalmente, o
valor do ICT apresentou alta correlacdo positiva significativa com temperatura termografica
messurada na pele da regido do nariz, cabeca, pescoco, flanco traseiro e frontal em cordeiros
Santa Inés, Bergamaécia, Ile de France, Santa Inés x Bergamacia, Bergamacia x lle de France e
Santa Inés x lle de France (PAIM et al., 2012).

O desenvolvimento dos sistemas produtivos nas distintas regides do mundo é possivel
em especial devido a grande diversidade genética dos animais que sdo fenotipica e
geneticamente diferentes e que interagem de uma maneira distinta aos diferentes ambientes e
mudanc¢as ambientais. Portanto, deve-se estudar a aplicacdo destes indices biocliméaticos em
diferentes situacdes que considerem tanto a diversidade de ambientes como de racas, com a
finalidade de determinar o melhor indice a ser usado para monitorar o estresse térmico que
afeta os ovinos de um determinado sistema produtivo. Ovinos da raca Santa Inés mostraram
alta adaptabilidade em situacGes de estresse, jA que conseguiram manter 0s parametros
fisiolégicos e sanguineos dentro dos valores de referéncia (SEIXAS et al., 2016), sendo
importantes em programas de selecdo e nos sistemas de producdo com o acasalamento com
outras racas nas regides aridas e semiaridas no mundo (MCMANUS et al., 2020).

2.4 Efeitos da criopreservacao sobre os espermatozoides de carneiros

A membrana plasmatica dos espermatozoides € composta principalmente por uma
bicamada lipidica onde estdo inseridas proteinas, glicolipidios e glicoproteinas que interagem
e sdo encarregadas de manter a estabilidade estrutural e o funcionamento normal destas
celulas (JONES, 2002). A composi¢do da bicamada lipidica da membrana plasmética dos
espermatozoides sofre variagdo fisiologica normal no percurso de seu desenvolvimento
(tdbulo seminifero, cabeca, corpo e cauda do epididimo). No inicio, quando o0s
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espermatozoides ovinos ficam livres no tdbulo seminifero, a membrana plasmatica esta
composta pelos fosfolipidios etanolamina e fosfoglicerideos de colina em aproximadamente
70 a 80%, e de esterdis com a maior proporcao do colesterol em relacdo ao desmosterol, logo
no seu transito e maturacdo pelo epididimo, estas propor¢fes vdo decrescendo pela
diminuigdo dos teores da etanolamina e do colesterol, j& o teor do demosterol chega a ser
insignificante na cauda do epididimo (PARKS; HAMMERSTEDT, 1985).

Espermatozoides de carneiros submetidos ao processo de congelagdo sofrem variagdes
anormais principalmente na composi¢do dos fosfolipidios na membrana plasmatica com a
diminuicdo na quantidade do fosfatidilglicerol, fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina. Em
adicdo, também ¢é afetada a distribuicdo de compostos entre a monocamada interna e externa,
com a externalizacdo dos fosfoglicerideos, como a fosfatidilserina e o fosfatidilglicerol
(HINKOVSKA-GALCHEVA; PETKOVA; KOUMANOV, 1989). Complementarmente o
estresse gerado pelas baixas temperaturas ao longo do processo da criopreservacdo contribui
para o incremento da producdo de EROs com efeitos negativos sobre a membrana plasmaética
(LEN; KOH; TAN, 2019), iniciando o processo de lipoperoxidacdo, oxidacdo de proteinas,
induzindo danos aos acidos nucleicos do DNA (BALDI et al., 2020).

Espermatozoides de carneiros apresentam maior vulnerabilidade ao sofrerem
lipoperoxidacdo pelas EROs, por possuirem maior proporcdo de &cidos graxos
polinsaturados:saturados, com consequente apoptose, senescéncia e morte celular
(EVENSON; JOST, 2000). Em adigéo, o baixo teor do colesterol na membrana plasmatica
dificulta ainda mais a sobrevivéncia no processo de congelacdo dos espermatozoides de
carneiros, ja que o colesterol esta associado fortemente a estabilidade e fluidez da membrana
plasmaética destas células (BALDI et al., 2020; WHITE, 1993).

A criopreservacdo também afeta negativamente o processo de desenvolvimento dos
espermatozoides ao incrementar a maturacao das membranas como a capacitacdo e reacdo do
acrossomo de forma prematura (BARBAS; MASCARENHAS, 2009), assim como a perda do
estado estrutural do acrossomo (HERNANDEZ et al., 2012). A capacitagdo induzida pela
criopreservacao, também chamada criocapacitacdo, € um dos maiores fatores associados com
a longevidade com reducdo do tempo de sobrevivéncia dos espermatozoides no trato
reprodutivo da fémea (BAILEY; BILODEAU; CORMIER, 2000), a qual traz reducdo na
fertilidade (THOMAS; MEYERS; BALL, 2006), em especial em inseminacdes artificiais cuja
sincronia entre 0s momentos de deposicdo do sémen e da ovulacdo € muito relevante.
Trabalhos retratam que a criocapacitacdo é iniciada com o efluxo do colesterol e pelas perdas
rapidas de fosfolipidios ocasionados pela lipoperoxidacdo, os quais levam a mudancgas na
arquitetura da membrana plasmatica, aumento da permeabilidade e fluidez da bicamada
lipidica (LEN; KOH; TAN, 2019; BALDI et al., 2020; HINKOVSKA-GALCHEVA;
PETKOVA; KOUMANOQV, 1989).

Acredita-se que o incremento do fluxo do Ca*? do espago extracelular para o interior
da célula desencadeie uma cascata de sinais como a ativacao da adenilil ciclase para produzir
AMPc, o qual ativa a proteina kinase (APK) para a fosforilizacdo de proteinas modificando a
membrana até culminar na reacdo acrossomal (BREITBART, 2002; KADIRVEL et al., 2009;
SIMONS; FAUCI, 2018).

2.5 Estratégias para melhorar o processo de criopreservacdo do sémen

Na busca de melhorar a qualidade do sémen de carneiros ap6s a descongelacdo, sao
estudadas diferentes estratégias orientadas a minimizar os efeitos negativos da
criopreservagdo sobre os espermatozoides. Neste sentido, tem sido proposta a melhoria do
contetdo dos meios diluidores ou extensores para congelacdo, com a adicdo de elementos
encarregados de oferecer protecdo e energia aos espermatozoides, reduzindo o estresse fisico
e quimico induzido pelas baixas temperaturas ao longo do processo (PURDY, 2006). No
preparo dos extensores geralmente sdo usados crioprotetores penetrantes (glicerol, dimetil
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sulfoxido, etileno e propileno glicol) e ndo-penetrantes (agucares - tetralose, disacaridios,
trissacaridios), que reduzem a formacdo de cristais de gelo em nivel intracelular e
extracelular. Adicionalmente, podem ser inseridos antioxidantes enzimaticos (superdxido
dismutase, catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase) e nao-enzimaticos
(vitaminas, minerais, amino&cidos).

Para a protecdo e restauracdo de fosfolipidios, principal composto da membrana
plasmética dos espermatozoides, sdo adicionadas diferentes percentagens de gema de ovo
(GO) (BISPO et al., 2011), por ser um composto rico em lipoproteinas de baixa densidade
(LDL). Alternativas ao uso de GO sdo estudadas, dentre as quais se destacam o0s produtos de
origem vegetal, a exemplo da lecitina de soja (LS), considerada fonte valiosa de fosfolipidios
a base de plantas (ZHAO et al., 2021), testadas no sémen de homens (REED et al., 2009),
coelhos (YOUNAN et al., 2021), cdes (NGUYEN et al., 2019), touros (EL-SISY et al., 2016),
bodes (VIDAL et al., 2013), assim como em carneiros (EMAMVERDI et al., 2013;
FOROUZANFAR et al., 2010; SHARAFI et al., 2009; TOKER et al., 2016). Entretanto seu
uso ainda ndo esta totalmente padronizado, ja que seu desempenho depende de muitos fatores
intra e extracelulares relacionados aos espermatozoides que interagem de maneira ainda néo
conhecida com os osmolitos, representados por pequenas moléculas organicas presentes
nestes extensores, em especial quando estes sdo submetidos a diferentes temperaturas ao
longo da criopreservacao.

Adicionalmente, os estudos de fatores fisicos determinantes, a exemplo da taxa de
congelacdo, sdo necessarios para a padronizacdo de métodos de congelacdo do sémen da
espécie ovina. Dentre os métodos encontram-se aqueles que expfem a amostra a uma
determinada altura em relacdo ao nivel de N2L, com resultados satisfatorios na congelagéo do
sémen de diferentes espécies. As curvas de congelacdo utilizadas sdo categorizadas em
crescentes, ou seja, comegcam com taxas de congelacédo lentas e logo em tempos especificos
incrementa-se, e as decrescentes que comecam com taxa de congelacdo rapida e terminam
com lenta até mergulhar-se 0 sémen no nitrogénio liquido (N2L) a -196 °C (ASHRAFI et al.,
2011).

Para encontrar a taxa de congelacdo que apresente menores efeitos negativos aos
espermatozoides, devem ser considerados os principios e definicdes de que ela deve ser lenta
o suficiente para permitir que a agua saia das células para diminuir ou evitar a formacéo de
cristal de gelo intracelular, e rapida o suficiente para evitar a desidratacdo celular extrema e o
efeito solucdo (MAZUR, 1970). Temperaturas criticas de cristalizacdo entre -20 a -40 °C
(WATSON et al., 1991), -15 a -30 °C (POLGE, 1957), -15 a -60 °C (MAZUR, 1965), -20 a -
30 °C (CURRY; MILLAR; WATSON, 1994), -10 a -25 °C (SALAMON; MAXWELL, 1995)
e 5 a -50 °C (KUMAR; MILLAR; WATSON, 2003) foram reportadas, as quais devem ser
consideradas no processo de congelacdo por serem responsaveis pelos maiores danos sobre as
células espermaticas, apesar de alguns pesquisadores que trabalharam com estas faixas
criticas terem reportado resultados contraditorios (DALAL et al., 2018).

Foi demostrado que a partir do sémen de carneiros congelado a 5 °C/min foi obtido um
maior numero de blastocistos apos inseminacéo artificial em relacdo ao sémen congelado a 1
°C/min, ambas taxas de congelacdo aplicadas na faixa de +5 a -25 °C (BYRNE et al., 2000).
Adicionalmente, espermatozoides de carneiros submetidos ao vapor de N2L a temperatura de -
75 e -125 °C apresentaram menores danos a membrana plasmatica em relacdo aos que foram
submetidos a -55 °C (SALAMON; MAXWELL, 2000).

Protocolos de congelacdo com diferentes arranjos de taxas de congelacdo para sémen
de carneiros tém sido recomendados por diferentes autores, desde aqueles com apenas uma
etapa com velocidades de 30 e 50 °C/min entre -5 °C a -50 °C, consideradas temperaturas
criticas de formacdo de cristais de gelo e consequente desidratacdo (KUMAR; MILLAR,;
WATSON, 2003), passando por aqueles que utilizam taxas de congelacdo em duas etapas,
primeiramente com velocidade de 50 °C/min de -10 °C a -60 °C e posteriormente de 20-30
°C/min de -60 °C a -196 °C (ANEL et al., 2003), de 5 °C/min de +5 °C a -25 °C, e 50 °C/min
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de -25 °C a -140 °C (BYRNE et al.,, 2000); até aqueles que utilizam trés etapas com
velocidade de 11 °C/min de +5 °C a -80 °C, de 26,6 °C/min de -80 °C a -120 °C e de 13,3
°C/min de -120 °C a -140 °C (JHA et al., 2019).

Diante do exposto, pode-se concluir que a qualidade do sémen descongelado de
carneiros é determinada pela interacdo de fatores inerentes aos espermatozoides e também a
fatores externos como a exposi¢cdo dos animais aos efeitos negativos do estresse térmico
ambiental no periodo de producao e transito espermatico e efeitos quimicos e fisicos advindos
do processo de criopreservacdo do sémen. Neste sentido, a pesquisa, 0 desenvolvimento e a
aplicacdo de estratégias multifatoriais sdo necessarios para melhorar a eficiéncia e
desempenho das biotecnologias reprodutivas em ovinos, em especial pela melhoria da
qualidade do sémen in natura e congelado de carneiros Santa Inés criados em condicoes
tropicais.
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4. ARTIGO 1

INDICES DE ESTRESSE TERMICO BIOCLIMATICO AO LONGO DO ANO E
SUAS RELACOES COM CARACTERISTICAS ANDROLOGICAS
CONSIDERANDO-SE O PERIODO DA ESPERMATOGENESE E TRANSITO
ESPERMATICO EM CARNEIROS

Periodico a ser re-submetido: International Journal of Biometeorology (ISSN: 1432-
1254)

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar a relagdo entre os Indices Bioclimaticos Temperatura e
Umidade (ITU), Temperatura Equivalente (ITE), Temperatura de Globo Negro e Umidade
(ITGU), e Conforto Térmico (ICT), considerando o periodo prévio da espermatogénese (P45)
e transito dos espermatozoides pelo epididimo (P15), e os parametros reprodutivos e,
determinar a melhor época do ano para uso de carneiros criados no Nordeste brasileiro.
Carneiros Santa Inés (n=25) foram submetidos a duas avaliages reprodutivas (ARe) por
quadrimestre do ano (Q1, Q2 e Q3), sendo os indices bioclimaticos calculados no P45 e P15
anterior a cada ARe. Os dados dos indices e dos parametros reprodutivos foram analisados
por ANOVA, as medias foram comparadas pelo Teste-Tukey, a correlacdo e regressdo foram
usadas para determinar a relacéo entre eles (p<0,05). Observou-se uma piora nos parametros
cinéticos espermaticos no Q1 em relacdo ao Q2 e Q3 (p<0,05). Os valores dos indices
apresentaram correlacdo antagénica com a maioria dos parametros e a regressdo mostrou que
0 ITGU e o ICT tiveram relacdo negativa com as velocidades curvilinea, linear e do percurso
médio (VCL, VSL e VAP), e positiva com espermatozoides lentos no P45 e P15 (p<0,05). O
ITGU e ICT classificaram o ambiente de maneira mais coerente com o comportamento da
cinética espermatica, que ¢ afetada quando no P45 e P15 estes indices estdo acima de 83 e 41,
respectivamente, considerados niveis perigosos e de desconforto para os ovinos. A qualidade
do sémen é prejudicada no primeiro e € melhor nos dois Gltimos quadrimestres do ano.

Palavras-chave: Cinética espermatica. Espermatogénese. Estresse térmico. Ovinos. Santa
Inés.
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ABSTRACT

Title: BIOCLIMATIC THERMAL STRESS INDICES DURING THE YEAR AND
THEIR RELATIONSHIPS WITH ANDROLOGICAL CHARACTERISTICS
CONSIDERING THE PERIOD OF SPERMATOGENESIS AND SPERM TRANSIT IN
RAMS

The aim of the study was to evaluate the relationship between the following bioclimatic
indices: Temperature and Humidity (THI), Equivalent Temperature (ETI), Black Globe
Temperature and Humidity (BGTHI), and Thermal Comfort (TCI), considering the previous
period of spermatogenesis (P45) and period of sperm transit through the epididymis (P15),
and reproductive parameters, as well as to determine the best time of the year to use rams
raised in Northeast region of Brazil. Santa Inés rams (n = 25) underwent two reproductive
evaluations (RE) per four-month period of the year (Q1, Q2, and Q3), and the bioclimatic
indices were calculated in P45 and P15 prior to each RE. Data from the indices and
reproductive parameters were analyzed by ANOVA, the means were compared by the Tukey-
Test, and correlation and regression were used to determine the relationship between them (p
< 0.05). Sperm kinetic parameters in Q1 were worse than in Q2 and Q3 (p < 0.05). The index
values showed an antagonistic correlation with most parameters; and regression showed that
the BGTHI and the TCI had a negative relationship with the curvilinear, straight line, and
average path velocities (VCL, VSL, and VAP), and a positive relationship with slow
spermatozoa in P45 and P15 (p < 0.05). The BGTHI and TCI classified the environment in a
more consistent way with the response of sperm kinetics, which is affected when these indices
are above 83 in P45 and above 41 in P15; these levels are considered dangerous and
uncomfortable for sheep. Semen quality is impaired in the first four-month period of the year
and better in the last two four-month periods.

Keywords: sperm kinetics, spermatogenesis, thermal stress, sheep, Santa Inés

4.1. Introducéo

As caracteristicas reprodutivas de fémeas e de machos séo afetadas pelos impactos das
mudangcas climaticas, tanto em animais selvagens (Delcroix et al. 1990) e domésticos (Rosa e
Bryant 2003). Neste sentido, a utilizacdo de espécies e ragas de animais mais bem adaptadas
as condicBes ambientais € uma premissa para viabilizar a producdo pecuaria em todas as
regides, em especial naquelas onde esta atividade é desafiada pelo clima.

Estudos demostraram que as caracteristicas clinico—andrologicas das diferentes
espécies sdo influenciadas pelas variacdes estacionais (Karagiannidis et al. 2000; Giindogan et
al. 2003), representadas pelas suas principais variaveis como a temperatura do ar (Moule e
Waites 1963; Karaca et al. 2002; Ramoén et al. 2014), a umidade relativa do ar e suas
interacdes com outros parametros climaticos (Suriyasomboon et al. 2005; Peters et al. 2008;
Dikmen e Hansen 2009; Malama et al. 2013; Soares et al. 2015; Menegassi et al. 2016) e
ainda a radiacdo térmica (Collier et al. 1982; Marai et al. 2007). Um exemplo disso € que, em
condicdes extremas, a interferéncia do ambiente sobre a producdo e qualidade espermatica
pode ser aguda, resultando na destruicdo dos espermatozoides no epididimo e até mesmo do
epitélio germinativo (Marai et al. 2007; Van Wettere et al. 2021).

Né&o é facil compreender e mensurar o efeito direto que o ambiente possa ter sobre as
células testiculares de suporte e epididimarias no sistema reprodutivo dos mamiferos (Bedford
1991), em especial entender a influéncia das variaveis ambientais sobre a espermatogénese,
por esta envolver uma série complexa de processos no desenvolvimento dos espermatozoides
(Schlatt e Ehmcke 2014). As flutuagdes das variaveis ambientais como a alta temperatura e
umidade sdo sentidas como desconforto em grau variavel pelos animais (Thom 1959; Bianca
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1962). Neste sentido, a adequagdo do manejo para adaptacdo e o uso de melhoramento animal
com foco na adaptabilidade das espécies, particularmente em regides tropicais, podem tornar-
se importantes ferramentas na producdo pecuaria com resultados benéficos para o produtor
(McManus et al. 2011). O ovino da raca Santa Inés é um animal com alto valor adaptativo e
reprodutivo, destacando-se pelo seu bom desenvolvimento e, consequentemente, sendo
considerada uma excelente alternativa para a producéo de carne em quase todas as regides do
Brasil e de outros paises tropicais, posicionando-se como recurso genético importante para
programas de melhoramento desta espécie nestas condi¢fes ambientais (Sousa et al. 2003).

Neste sentido, diante dos desafios impostos pelas mudancas climaticas, em especial o
aquecimento global, mais do que nunca o0 manejo e a utilizacdo das biotecnologias
reprodutivas devem se basear nas condi¢cbes ambientais para que tenham resultados
satisfatorios em prol da producdo, produtividade e sustentabilidade dos sistemas de producéo.
Assim, a previsibilidade do desempenho reprodutivo dos animais e das técnicas de manejo e
biotecnologias para definicdo do melhor momento e de ajustes e estratégias compensatorias
que serdo necessarios para sua aplicacdo podem ser feitas através do monitoramento das
condices climaticas ao longo do ano. Este monitoramento pode ser feito por meio do célculo
dos chamados indices de estresse térmico bioclimaticos, que sdo estimados pela mensuracao
meteoroldgica do ambiente e que foram estudados e relacionados ao desconforto térmico nos
animais das diferentes espécies. Os indices de Temperatura e Umidade (ITU), Temperatura
Equivalente (ITE), Temperatura de Globo Negro e Umidade (ITGU) e Conforto Térmico
(ICT) tém sido propostos por diversos autores para estudar o desconforto nos animais dentre
eles os ovinos (West 2003, Marai et al. 2007, Baéta et al. 1987, Silva e Maia 2013, Menegassi
et al. 2016, Buffington et al. 1981, Paim et al. 2012, Barbosa e Silva 1994).

Apesar de terem sido encontradas correlacdes dos indices bioclimaticos com o
desconforto térmico dos animais, nenhum trabalho até o momento havia sido desenvolvido
para comparar estes indices quanto ao seu poder de predicdo e monitoramento do potencial
reprodutivo de carneiros. Também, até agora, ndo tinha sido proposta a aplicacdo destes
indices considerando-se o periodo de producdo e transito espermaticos que antecedem o
momento em que estes animais sdo utilizados na reproducdo. Na avaliacdo dos efeitos
ambientais deve-se considerar que os sinais clinico—androldgicos e principalmente o sémen
utilizado na reproducdo natural ou artificial & também reflexo dos eventos passados e ndo s
do momento presente. Uma amostra de sémen representa uma colecdo de espermatozoides
que foi formada e adquiriu suas caracteristicas ao longo de um periodo anterior de
aproximadamente 60 dias que compreendeu a espermatogénese e transito dos
espermatozoides pelo epididimo (Brackett 2004). Assim, € preciso ter em mente que 0S
espermatozoides contidos numa amostra seminal colhida no presente foram sujeitos no
passado, durante a sua formacao, estocagem e disponibilizacdo, as variaveis ambientais que
antecederam a sua colheita e utilizacdo, e este periodo deve ser levado em conta no célculo e
analise dos indices bioclimaticos que tém acdo direta sobre este momento.

O presente estudo teve como objetivos avaliar a relacéo entre ITU, ITE, ITGU e ICT,
calculados considerando-se o periodo de producdo espermatica que compreende a
espermatogénese e transito dos espermatozoides pelo epididimo, e os parametros reprodutivos
(PR) de carneiros Santa Inés criados em ambiente tropical, no Agreste do Nordeste do Brasil,
e determinar a melhor época para uso destes animais para a reproducdo neste ambiente e
regido.

4.2. Material e Métodos
Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de

Animais (CEUA) da Embrapa Tabuleiros Costeiros, unidade da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) com o nimero de protocolo 13072016.0006.
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4.2.1. Periodo e local experimental

O estudo foi conduzido durante 12 meses no Campo Experimental Pedro Arle (CEPA)
da Embrapa Tabuleiros Costeiros, localizado no municipio de Frei Paulo (Longitude: 37° 38’
30,41° Oeste, Latitude: 10° 36’ 12,63 Sul), estado de Sergipe, Brasil. O local apresenta
amplitude de fotéfase ao longo do ano de 12h46’° no solsticio de verdo (11h14’ de escuridao)
a 11h29’ no solsticio de inverno (12h31° de escuridao), apresentando uma diferenga de 1h17’
do dia mais longo em relagcdo ao mais curto do ano. O CEPA localiza-se no Agreste da regido
Nordeste do Brasil, sub-regido caracterizada como zona de transic¢éo entre os biomas Caatinga
e Mata Atlantica, sendo classificada como clima de savana tropical segundo Kdppen—Geiger,
com 0s seguintes registros historicos (1950-2012) anuais de temperatura e umidade: 26 °C e
87% nos meses de janeiro a abril (Primeiro Quadrimestre — Q1/época seca e inicio de
transicdo seca/chuva); 22 °C e 94% nos meses de maio a agosto (Segundo Quadrimestre —
Q2/época chuvosa) e; 24 °C e 88% nos meses de setembro a dezembro (Terceiro
Quadrimestre — Q3/ época de transi¢cdo chuva/seca) conforme Santos et al. (2013). As analises
laboratoriais foram feitas nas instalacfes da sede da Embrapa, municipio de Aracaju, Sergipe,
Brasil.

4.2.2. Animais e manejo experimental

Foram utilizados 25 carneiros sexualmente maduros do Nucleo de Conservacdo de
ovinos da raga Santa Inés da Embrapa Tabuleiros Costeiros que mantiveram as seguintes
caracteristicas ao longo de todo experimento: média aproximada de 60 kg de peso vivo, bom
estado nutricional e libido com experiéncia sexual prévia sendo constantemente expostos e
estimulados utilizando vagina artificial em contatos com ovelhas em estro natural.

Todos os animais foram mantidos no mesmo ambiente ao longo do experimento sendo
manejados em regime semi-intensivo. Os animais eram soltos as 07h00 e permaneciam a
pasto no campo até 16h00, onde consumiam forragem nativa e cultivada, composta pelos
capins-pangola (Digitaria decumbens L), estrela (Cynodon nlemfuensis), buffel (Cenchrus
ciliares) e Panicum maximum das cultivares aruana e green—panic. Apos esse periodo, 0s
animais permaneciam em estadbulo coberto para pernoitar das 16h00 até as 07h00, onde
recebiam suplementacdo alimentar com volumoso (Vo) de silagem de milho e concentrado
(C) a base de farelo de soja e farelo de milho, na propor¢do 50V0:50C, com disponibilidade
de sal mineral especifico para ovinos e agua ad libitum.

4.2.3. AvaliagOes reprodutivas

Foram realizadas avalia¢Oes reprodutivas (ARe) que consistiram em analises clinico—
androldgicas e seminais realizadas concomitantemente em todo o grupo de 25 carneiros,
sempre num mesmo dia a cada 60 dias, periodo total de producdo espermatica em carneiros
que correspondia a duracdo da espermatogénese e transito dos espermatozoides pelo
epididimo (Brackett 2004). As ARe foram agrupadas aos pares de acordo com o quadrimestre
do ano em que elas foram realizadas como segue: Q1 — janeiro a abril; Q2 — maio a agosto e;
Q3 — setembro a dezembro. Assim, foram realizadas duas avalia¢cbes do grupo de 25 animais
por quadrimestre compreendendo duas avaliagdes por animal por quadrimestre, totalizando
assim seis avaliacdes por animal e 150 avaliacdes totais nos 12 meses do estudo.

4.2.3.1 Avaliacdes clinico—andrologicas

Os carneiros foram submetidos a exames clinico—androlégicos para mensuracdo de
parametros de biometria testicular. Foram mensurados a circunferéncia escrotal (CE),
circundando-se com fita métrica ambos os testiculos na sua maior curvatura, e 0 volume
testicular (VT) que foi obtido utilizando-se os seguintes parametros testiculares mensurados
com um paquimetro: altura (AT) e largura (LT), nas posicdes dorso—ventral e latero—medial,
respectivamente. A estimativa do VT de cada gbnada foi obtida a partir da equacdo
matematica sugerida por Bailey et al. (1998), considerando-se a forma ovoide dos testiculos:
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VT=2[4/3 n (LT/2)? (AT/2)] cm? onde: m = 3,1416; LT = Largura e AT= Altura dos
testiculos.

4.2.3.2 Avaliacgdes do sémen

Foram realizadas colheitas e avaliagdes de sémen dos carneiros com auxilio de vagina
artificial aquecida (45 °C) e de uma ovelha em estro natural como estimulo sexual. Os
ejaculados foram mantidos sob aquecimento em banho de agua (37 °C) até a realizacdo
imediata das anélises seminais descritas a seguir.

a. Volume seminal e concentragdo espermatica
O volume do sémen ejaculado (VE) foi medido com auxilio de uma pipeta automatica
de precisdo e expresso em mL, enquanto a concentracdo espermatica (CEsp) foi mensurada
adicionando-se uma aliquota de sémen a agua destilada (1:400) e realizando-se a contagem
dos espermatozoides em camara de Neubauer, sob microscopia 6ptica, em aumento de 400x.
O numero total de espermatozoides expresso em bilhdes/mL no ejaculado foi determinado
pela multiplicacdo do VE e a concentracdo espermatica.

b. Morfologia espermatica

A avaliacdo da morfologia dos espermatozoides foi realizada por meio de camara
Uumida. Amostras de sémen (5 pL) foram transferidas para microtubos contendo solucéo de
Dulbeco (PBS) com glutaraldeido a 0,2% (500 pL) sob aquecimento a 37° C (Barth e Oko
1989). A leitura da lamina foi feita em microscopia oOptica de contraste de fase, sob imerséo
em Oleo e aumento de 1000x, observando-se as caracteristicas morfo-patoldgicas de 200
espermatozoides, que foram classificados como portadores de defeitos maiores (Dma) e
menores (Dme), segundo o Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA 2013).

c. Cinética espermatica

A cinética espermatica foi avaliada utilizando-se o sistema computadorizado Sperm
Class Analyzer (SCA, Microptics, S.L. Versdo 5.1, Barcelona, Espanha), tendo-se como
padrdo o set — up de fabrica para a espécie ovina com ajuste nas particulas de area entre 30 e
70 um?. Uma aliquota de sémen foi diluida em uma solucéo avaliadora (Bandeira et al. 2017),
a fim de obter-se uma concentragdo de 20 x 10° espermatozoides/mL. Depois de
homogeneizada e incubada (37° C), foram pipetados 3 pL da amostra diluida para uma
camara de Makler (Sefi-Medical Instruments, Haifa, Israel), pré-aquecida a 37° C, para
captura e andlise de imagens por meio de uma camara de video (Basler Vision Technologies
602FC, Ahrensburg, Alemanha) conectada a um microscépio com contraste de fase (Nikon
50i, Japdo), sob aumento de 100x. Foram analisados os seguintes parametros de cinética
espermatica: MT — motilidade total, MP — motilidade progressiva; VCL — velocidade
curvilinear; VSL — velocidade em linha reta; VAP — velocidade do percurso médio; LIN —
linearidade; STR — retilinearidade; WOB - indice de oscilacio ou wobble; ALH -
deslocamento lateral da cabeca; BCF — frequéncia de batimento flagelar cruzado e; HYP —
hiperatividade. A analise das subpopulacfes de espermatozoides baseada na sua velocidade
também foi realizada nas amostras de sémen pelo SCA por meio dos seguintes parametros e
criterios: RAP — espermatozoides rapidos (VCL > 200 pm/s); MED — espermatozoides
médios (VCL >100 a 200< um/s); LEN — espermatozoides lentos (VCL > 20 a 100< pum/s);
EST — Espermatozoides estaticos (VCL < 20 um/s).

4.2.4. Avaliagdes ambientais e célculo dos indices bioclimaticos

As variaveis ambientais basicas, temperatura do ar (°C), temperatura do ponto de
orvalho (°C), umidade relativa do ar (%), radiagdo térmica (kJ/m?) e velocidade do vento
(m/s) foram coletadas a cada hora durante todo o ano de experimento na estacdo
meteoroldgica automatica CARIRA do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET 2014 —



23

2015) do Brasil localizada na mesma regido (Longitude: 37° 44 51,011°°, Latitude: 10° 23’
58,988") a 21,4 km de distancia de onde foram mantidos os animais. A estacdo conta com
equipamentos como Anemdmetro, Termografo, Pirandmetro e Higrografo, os quais medem as
variaveis ambientais basicas em valores relativos. A partir destas variaveis foram feitos os
calculos para obtencdo das variaveis temperatura do globo negro (Tgn, °C), validada na regido
Nordeste do Brasil (da Silva et al. 2019), e da pressdo parcial de vapor de agua (Ppv, kPa),
seguindo as férmulas abaixo:

Tgn =[(1,3897 Ta- 5,4421) (0,0384 Log RT + 0,7935)] — (da Silva et al. 2019)
Ppv = [0,61078 x 10 exp (75 Ta)(237.3 + Ta)] — (Tetens 1930)
Onde: Ta é a temperatura do ar (°C); RT é a radiagdo térmica (w/m?).

O desconforto térmico sentido pelos animais devido a mudan¢as do ambiente foi avaliado
considerando-se as variaveis ambientais médias de cada dia e calculando-se os Indices
Biocliméaticos de Temperatura e Umidade (ITU), Temperatura Equivalente (ITE),
Temperatura de Globo Negro e Umidade (ITGU) e de Conforto Térmico (ICT), seguindo as
formulas abaixo:

ITU=[Ta- (0,55) (1-UR) (Ta-58)] — (LPHSI 1990)
Onde: Ta é a temperatura de bulbo seco (°F); UR é a umidade relativa em decimais (/100)

ITE = [(27,88 - 0,456 Ta) + (0,010754 Ta? - 0,4905 UR + 0,00088 UR? + 1,1507 V) -
(0,126447V?2+ 0,019876 Ta UR) - (0,046313 Ta V)] — (Baéta et al. 1987)

Onde: Ta é a temperatura do ar (°C); UR € a umidade relativa (%); V é a velocidade do vento
(m/s).

ITGU =[Tgn + 0,36 Tpo + 41,5] — (Buffington et al. 1981)
Onde: Tgn ¢ a temperatura do globo negro (°C); Tpo é a temperatura do ponto de orvalho
(°C).

ICT = [0,6678Ta + 0,4969 Ppv + 0,5444 Tgn + 0,1038 V] — (Barbosa e Silva 1994)
Onde: Ta € a temperatura do ar (°C); Ppv é a presséo parcial do vapor de agua (kPa); Tgn é a
temperatura do globo negro (°C) e V ¢ a velocidade do vento (m/s).

Para a interpretacdo dos resultados, os valores dos indices bioclimaticos foram
estratificados em suas respectivas escalas, que expressam a ocorréncia ou ndo e gradua 0s
diferentes niveis de estresse. Assim, o ITU foi classificado em quatro escalas: i) 82 < auséncia
de estresse; ii) > 82 a 84 < estresse moderado; iii) > 84 a 86 < estresse intenso; iv) > 86
estresse extremamente severo, segundo o Livestock and Poultry Heat Stress Indices
Agriculture (LPHSI 1990) em ovinos. Para o ITE foram consideradas cinco escalas citadas
por Silva e Maia (2013): 1) > 18 a 27 < normal; ii) > 27 a 32 < precaugdo; iii) > 32 a 38 <
extrema precaugdo; iv) > 38 a 44 < perigo; v) > 44 perigo extremo. O ITGU foi classificado
em quatro escalas (NWS 1976): 1) 74 < ambiente confortavel; ii) > 74 a 79 < ambiente de
alerta; ii1) > 79 a 84 < ambiente perigoso; iv) > 84 situacdo de emergéncia. Ja para o ICT
foram analisadas trés escalas validadas em ovinos Santa Inés (Neves et al. 2009): 1) 38 <
auséncia de estresse; ii) > 38 a 45 < ambiente de desconforto iii) > 45 ambiente critico. A
partir dessas interpretacdes foram calculadas as frequéncias em que os valores dos indices
atingiram as respectivas escalas que expressam a ocorréncia ou ndo e gradua os diferentes
niveis de estresse.
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Os indices biocliméaticos foram mensurados coletando-se as variaveis ambientais
bésicas a cada hora em dois periodos P45 e P15, que compreenderam as fases do processo de
producdo de espermatozoides considerando o periodo total da espermatogénese e o transito
dos espermatozoides pelo epididimo de carneiros, respectivamente (Brackett 2004). O P45
compreendeu as varidveis ambientais basicas mensuradas durante 45 dias entre 0 60° e 0 16°
dia que antecederam as avaliagdes reprodutivas, representando apenas a fase da
espermatogénese composta pelas fases de proliferacdo, crescimento, maturacdo e
espermiogénese, periodo entre o inicio da primeira mitose da espermatogonia até a liberacdo
do espermatozoide no tabulo seminifero nos carneiros (Cardoso e Queiroz 1988). O P15
considerou as mensuracgdes das variaveis ambientais basicas ocorridas durante 15 dias entre 0
15° ao 1° dia que antecederam as avaliacOes reprodutivas representando a fase do transito
epididimario dos espermatozoides (Amir et al. 1968).

4.2.5. Anélises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com a ajuda do programa computacional SAS
9.1®. Inicialmente os dados das avaliagcbes reprodutivas foram agrupados aos pares de
maneira que a média de cada par representou um dos trés quadrimestres do ano (duas
avaliacOes reprodutivas por quadrimestre). Em seguida, os dados foram submetidos a analise
de normalidade e homocedasticidade mediante os testes de Shapiro-Wilk (P>0,05) e Hartley
(Hc >H) e, quando necessario, foram transformados a poténcia.

Os dados com distribuicdo normal e aqueles que apresentaram esse comportamento
apos a transformacéo foram avaliados usando-se um modelo linear de efeitos mistos do pacote
PROC MIXED. O modelo incluiu o efeito do carneiro, da sua idade, da data das avaliacdes
reprodutivas e a interacdo entre eles. O modelo estatistico relativo as andlises das variaveis
estudadas foi representado por:

Yijk = pu+ Ti+ Bj + TPij + vk + €ijk

Onde: Yijk ¢ a variavel dependente, p ¢ a média de todas as observagodes, Ti representa o
efeito da data da avaliacdo, Bj ¢ a idade do carneiro, Tpij representa a interagao entre a data da
avaliacdo e a idade do carneiro, Yk € o efeito do carneiro e €ijk representa o erro experimental.

As médias das varidveis foram comparadas usando o teste de Tukey. As variaveis que
ndo apresentaram normalidade mesmo depois da transformacdo foram analisadas com
estatistica ndo paramétrica utilizando o teste de Kruskal-Wallis e para comparagdes multiplas
foi usado o teste post-hoc de Dunn. A correlacdo de Pearson e a Regressdo foram utilizadas
para correlacionar e determinar a relacdo dos indices bioclimaticos (varidveis independentes)
com o0s parametros reprodutivos (varidveis dependentes). Para todas as analises foi
considerado nivel de significancia de 5% (P<0,05).

4.3. Resultados

Os resultados relativos as variaveis ambientais basicas e suas correlacdes, assim como 0S
indices bioclimaticos estdo expostos, respectivamente, nas Tabelas 1, 2 e 3. O comportamento
dos indices bioclimaticos no P45 e P15, que precederam as avaliacBes reprodutivas, assim
como as frequéncias médias em que seus valores determinaram a ocorréncia ou ndo de
estresse térmico nos quadrimestres do ano estdo expostos na Figura 1.

A varidvel ambiental basica umidade relativa do ar apresentou correlagbes negativas
altas com a temperatura do ar e a radiacdo térmica, mas apresentou correlacdo negativa
moderada com a velocidade do vento (p<0,05). A temperatura do ar por sua parte apresentou
correlacdo positiva alta com a radiacdo térmica e positiva moderada com a velocidade do
vento (p<0,05). Por altimo, a velocidade do vento apresentou correlagdo positiva baixa com a
radiacdo térmica (p<0,05).

As médias do ITU, ITE, ITGU e ICT tanto no P45 quanto no P15 variaram entre 0s
quadrimestres e foram maiores no Q1 em relacdo ao Q2 e Q3 (p<0,05). Levando-se em
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consideracdo o P45, as menores médias do ITU e ITE foram observadas no Q3 (p<0,05) e do
ITGU e ICT foram obtidas tanto no Q2 quanto no Q3 (p>0,05).

Tabela 1. Varidveis ambientais basicas coletadas ao longo de 12 meses do experimento nos
diferentes quadrimestres do ano.

Variaveis ambientais basicas

Quadrimestres

40 ano Ta (°C) UR (%) V (m/s) RT (ki/m?)
Média Min — Max Média Min — Madx Média Min — M&x Meédia Min — Méx
Q1 2642 17,80 — 38,10 6949 2500- 100 395 0 -10,60 108756 0O — 4930,80
Q2 2331 15,70 — 36,00 8441 29,00— 100 260 O - 7,70 82442 0 - 5051,20
Q3 23,27 14,60 — 36,70 80,81 26,00— 100 331 O - 890 103417 0 - 479270

Primeiro (Q1), segundo (Q2) e terceiro (Q3) quadrimestre do ano; Ta = temperatura do ar; UR
= umidade relativa do ar; V = velocidade do vento; RT = radiacdo térmica; Min = Minimo;
Max = Maximo.

Tabela 2. Correlagbes entre as varidveis ambientais basicas ao longo de 12 meses do
experimento.

UR (%) Ta(°C) V (m/s) RT (w/m

UR (%) - -091* -0,40* -0,61*
Ta (°C) - 0,39 * 0,66 *
V (m/s) - 0,22*

RT (w/m?) -

UR = umidade relativa do ar; Ta = temperatura do ar; V = velocidade do vento; RT = radiacdo
térmica. * P < 0,05
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Figura 1. Comportamento e frequéncias em que os indices Bioclimaticos de Temperatura e
Umidade (ITU), Temperatura Equivalente (ITE), Temperatura de Globo Negro e Umidade
(ITGU) e Conforto Térmico (ICT) atingiram escalas de estresse térmico apds sua mensuragdo
nos periodos que compreenderam a espermatogénese (P45) e o transito dos espermatozoides
no epididimo (P15) que ocorreram antes das avaliacdes reprodutivas (ARe) de carneiros Santa
Inés realizadas ao longo do primeiro (Q1), segundo (Q2) e terceiro (Q3) quadrimestre do ano.
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Tabela 3. indices bioclimaticos ao longo dos quadrimestres do ano mensurados nos periodos que compreenderam a espermatogénese (P45) e o transito
dos espermatozoides no epididimo (P15) que ocorreram antes das avaliacfes reprodutivas de carneiros Santa Inés.

indices bioclimaticos /

Quadrimestres do ano

Periodo produgdo Q1 Q2 Q3 Média £ EP p-valor
espermatica Média + EP Min —Max  Meédia £ EP Min —Max  Meédia + EP Min — Max
ITU — P45 7649+010a 6727-84838 7257+010b 6038-8140 7146+011c 58988242 7351+0,10 <0,001
ITE — P45 2681 +008a 1861-3841 2556+0,08b 1452-3104 2393+0,08c 13083524 25,43 +£0,08 <0,001
ITGU — P45 8405+014a 6955-9691 78,79+0,16b 5996-9318 79,08+0,17b 61,09 9399 80,64 £0,16 <0,001
ICT — P45 4223+026a 2580-5649 3551+022b 1868-5298 3570+023b 19,18 54,33 37,81 +£024 <0,001
ITU — P15 7764+024a 6641-8587 7204+025c 6242-7914 7304+021b 63878072 7424 £023 <0,001
ITE — P15 2833+016a 1434-3616 2521+018b 1658-3191 2481+013b 1812-31,224 26,12 +£0,16 <0,001
ITGU — P15 8367+03la 6923-9439 77,78+028c 6248-8595 8157+027b 67,06—9083 81,01 +£0,29 <0,001
ICT — P15 4128+046a 2681-5354 3346+039c 2014-4185 39,09+042b 24224924 3795 +042 <0,001

indices de Temperatura e Umidade (ITU), Temperatura Equivalente (ITE), Temperatura de Globo Negro e Umidade (ITGU) e Conforto Térmico
(ICT); primeiro (Q1), segundo (Q2) e terceiro (Q3) quadrimestre do ano; EP = erro padrdo; Min = Minimo; Max = Maximo. Valores com letras
diferentes na mesma linha diferem significativamente (p<0,05).
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As menores médias do ITU, ITGU e ICT no P15 foram verificadas no Q2 (p<0,05), ja
0 ITE deste periodo apresentou menores valores no Q2 e Q3 em relacdo ao Q1 (p<0,05). De
uma maneira geral, os valores maximos de todos os indices bioclimaticos registrados no P45 e
P15 foram muito superiores no Q1 em relacdo ao Q2 e Q3. A excecdo do ITE-P15 todos os
demais indices bioclimaticos no P45 e P15 apresentaram os menores valores minimos no Q2 e
Q3. As maiores frequéncias em que os valores dos indices bioclimaticos atingiram as escalas
consideradas de alerta e precaucdo, perigosas e estressoras foram observadas no Q1 em
comparagdo com Q2 e Q3, em especial parao ITGU e ICT.

Os resultados das avaliagdes reprodutivas ao longo dos quadrimestres do ano do
experimento estdo expostos na Tabela 4. As médias dos parametros clinico—androldgicos (CE,
VT) e daqueles relacionados ao sémen (VE e CEsp) ndo variaram entre os quadrimestres
(p>0,05). Também nédo sofreram varia¢cdes (p>0,05) entre os quadrimestres alguns poucos
parametros cinéticos (STR, WOB e MED) e os morfolégicos dos espermatozoides (Dma e
Dme). Todos o0s demais parametros cinéticos espermaticos variaram ao longo dos
quadrimestres do ano (p<0,05). Os parametros MT, VCL, VSL, VAP e ALH apresentaram
menores médias no Q1 quando comparados com 0 Q2 e Q3 (p<0,05), os quais ndo diferiram
entre si para estes parametros (p>0,05). A MP apresentou menor média no Q1 em relacdo ao
Q3 (p<0,05), nao diferindo com o Q2 (p>0,05). As médias de LIN, BCF e HYP no Q1 foram
menores que no Q3 (p<0,05) e aquelas do Q2 néo diferiram com as dos outros quadrimestres
(p>0,05). No Q1 foram obtidas menores medias de RAP, assim como maiores médias do LEN
e EST em relacdo ao Q2 e Q3 (p<0,05).

Os resultados da correlagdo entre os indices bioclimaticos e o0s parametros
reprodutivos estdo expostos na Tabela 5. Ndo foram observadas correlagdes entre os indices
biocliméaticos no P45 e P15 e os parametros CE, VT, VE, CEsp, MED e Dma (p>0,05). O
ITU e ITE apresentaram correlagdes negativas com MP, VCL, VSL, VAP, HYP (> 0,30;
p<0,05), WOB e BCF (0,30 <; p<0,05), e correlagdes positivas com EST (> 0,30; p<0,05) no
P45 e P15. Em adicdo também foram verificadas correlacbes negativas entre ITU e MT no
P45 (> 0,30; p<0,05) e no P15 (0,30 <; p<0,05). O ITU apresentou correlagcdes negativas com
LIN, SRT (0,30 <; p<0,05) no P45; correlagéo negativa com ALH e RAP (> 0,30; p<0,05), e
positiva com LEN (> 0,30; p<0,05) no P45 e P15. O ITU apresentou ainda correlacédo
negativa com o Dme (0,30 <; p<0,05) no P15. O ITE correlacionou-se negativamente com
MT, ALH e RAP no P45 (0,30 <; p<0,05) e no P15 (> 0,30; p<0,05); com LIN (0,30 <;
p<0,05) no P45 e P15, e com SRT (0,30 <; p<0,05) no P45. O ITE e LEN apresentaram
correlacdo positiva entre si no P45 (0,30 <; p<0,05) e no P15 (> 0,30; p<0,05).

O ITGU e ICT apresentaram correlacdes negativas com MT, MP, VCL, VSL, VAP,
ALH, HYP, RAP (> 0,30; p<0,05), WOB e BCF (0,30 <; p<0,05) no P45; e no P15 com MT,
VCL, VAP e ALH (0,30 <; p<0,05) e RAP (> 0,30; p<0,05). O ITGU e ICT correlacionaram-
se positivamente com LEN no P45 (> 0,30; p<0,05) e no P15 (0,30 <; p<0,05); e com EST (>
0,30; p<0,05) no P45 e P15. O ITGU e ICT se correlacionaram negativamente com LIN e
BCF (0,30 <; p<0,05) no P45. O ITGU apresentou correlacdo negativa com VSL (0,30 <;
p<0,05) no P15.

As andlises dos coeficientes de regressdo linear determinaram o efeito significativo
(p<0,05) dos indices bioclimaticos mensurados no P45 e P15 sobre os parametros
reprodutivos (Tabela 6). Os parametros gerados a partir das avaliacdes clinico—androldgicas
(CE, VT) e do sémen (VE, CEsp) e alguns da avaliacdo da cinética (STR, WOB, MED) e da
morfologia dos espermatozoides (Dma, Dme) que ndo apresentaram variacdo nos
quadrimestres (p>0,05) também ndo foram influenciados pelos indices bioclimaticos
avaliados no P45 e P15 (p>0,05).

As analises da regressdo linear demostraram que os parametros cinéticos MP, VCL,
VSL, VAP e HYP (tendéncia negativa) e LEN (tendéncia positiva) foram afetados
significativamente por alguns indices bioclimaticos avaliados no P45 e P15 (p<0,05).
Adicionalmente foi observado que todos os indices bioclimaticos no P45 e P15 apresentaram
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comportamento antagbnico em relacdo aos pardmetros cinéticos que tiveram variagdo nos
quadrimestres a excecdo do LEN e EST.

Tabela 4. Parametros das avaliagdes reprodutivas realizadas ao longo dos quadrimestres do
ano do experimento em carneiros Santa Inés.

Quadrimestres do ano

Parametros reprodutivos Q1 Q2 Q3 Média + EP  p-valor
Média +EP Média *EP Média +EP
CE (cm) 3241+032a 3243+029a 3295+028a  3260+030 0813
VT (cm®) 35361+825a 350,18+ 10,75a 37647+10,76 a 360,09+992 0,893
VE (mL) 117 +065 a 131+063 a 1194082 a 122+0,70 0,408
CEsp (x 10° SPTZ/mL) 367+019 a 411+023 a 458+034 a 412+025 0211
MT (%) 7469+449b  86,77+284a 8921+136a  8356+290 0,004
MP (%) 3367+348b  4232+164b 5001+161a  4200+224 <0001
VCL (um/s) 221,89+1061b 27443+755a  27446+803 a 25693+8,73 < 0,001
VSL (um/s) 9321+6,77 b 11602+423a  12285+401a 11069+500 < 0,001
VAP (um/s) 12485+738 b 15718+465a  159,69+4,76 a 147,24+560 < 0,001
LIN (%) 40,71+171b  4245+068ab  4474+079a  4263+106 0041
STR (%) 7249+216a 7379077 a 76,67 £069a  7431+121 0173
WOB (%) 5548+108a 5741+044a 5796 +054a  5695+069 0,060
ALH (um) 326+014 b 369+005a 368+0,07 a 354+£009 0,004
BCF (Hz) 4354+201 b  4685+085ab  4888+084a  4642+123 0,025
HYP (%) 2577+293 b  3468+166ab 3849+221a  3298+226 0,002
RAP (%) 1137321 b 2883+265a 2706 +329 a  2242+305 < 0,001
MED (%) 4035+405a 4351+277a 4731+253a  4372+312 0357
LEN (%) 2321+268a 1566+131b 1520+158 b  1805+186 < 0,001
EST (%) 2857 +546 a 1322+284b 1093+137 b  1757+322 <0,001
Dma (%) 266+0.25 a 231+024 a 2,27 +0,26 a 241+025 0420
Dme (%) 192+0,36 a 352+052 a 215+0,28 a 253+039 0,067

CE = circunferéncia escrotal; VT = volume testicular; VE = volume do ejaculado; CEsp
concentracdo espermatica; MT = motilidade total; MP = motilidade progressiva; VCL

velocidade curvilinear; VSL = velocidade em linha reta; VAP = velocidade do percurso
médio; LIN = linearidade; STR = retilinearidade; WOB = indice de oscilacdo ou wobble;
ALH = amplitude de deslocamento lateral da cabeca; BCF = frequéncia de batimento flagelar
cruzado; HYP = hiperatividade; RAP = espermatozoides rapidos; MED = espermatozoides
médios; LEN = espermatozoides lentos; EST = espermatozoides estaticos; Dma = defeitos
maiores; Dme = defeitos menores. Primeiro (Q1), segundo (Q2) e terceiro (Q3) quadrimestre
do ano; EP erro padrdo. Valores com letras diferentes na mesma linha diferem
significativamente (p<0,05).
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Tabela 5. Correlagdo entre os indices bioclimaticos mensurados nos periodos que
compreenderam a espermatogénese (P45) e o transito dos espermatozoides no epididimo
(P15) que ocorreram antes das avaliagOes e os parametros reprodutivos de carneiros Santa
Inés.

indice bioclimatico/Periodo de producio espermatica

Parametros reprodutivos ITU ITE ITGU ICT

P45 P15 P45 P15 P45 P15 P45 P15
CE (cm) NS NS NS NS NS NS NS NS
VT (cm?) NS NS NS NS NS NS NS NS
VE (mL) NS NS NS NS NS NS NS NS
CEsp (x 10° SPTZ/mL) NS NS NS NS NS NS NS NS
MT (%) -031* -028* -027* -031* -030* -0,19 * -030* -017*
MP (%) -042* -032* -044* -040* -0,36 * NS -0,36 * NS
VCL (um/s) -039* -039* -031* -040* -040* -0,29 * -040* -027*
VSL (um/s) -036* -033* -033* -036* -03%5* -0,20 * -0,35 * NS
VAP (um/s) -040* -039* -033* -040* -040* -0,28* -040* -026*
LIN (%) -0,22 * NS -025* -021* -0,18 * NS -0,19 * NS
STR (%) -019* NS -0,23 * NS NS NS NS NS
WOB (%) -024* -022* -022* -024* -0,23 * NS -0,24 * NS
ALH (um) -033* -034* -027* -034* -034* -0,26* -034* -024*
BCF (H2) -029* -024* -028* -0,28* -0,26 * NS -0,27 * NS
HYP (%) -034* -031* -033* -034* -032* NS -0,33 * NS
RAP (%) -037* -040* -027* -039* -040* -0,33 * -040* -0,31*
MED (%) NS NS NS NS NS NS NS NS
LEN (%) 033* 031* 028* 033~ 032* 020 * 033* 019*
EST (%) 041* 042* 032* 043 * 043* 033* 043* 031 *
Dma (%) NS NS NS NS NS NS NS NS
Dme (%) NS -0,19 * NS NS NS NS NS NS

indices de Temperatura e Umidade (ITU); Temperatura Equivalente (ITE); Temperatura de
Globo Negro e Umidade (ITGU); Conforto Térmico (ICT); CE = circunferéncia escrotal; VT
= volume testicular; VE = volume do ejaculado; CEsp = concentracdo espermatica; MT =
motilidade total; MP = motilidade progressiva; VCL = velocidade curvilinear; VSL =
velocidade em linha reta; VAP = velocidade do percurso médio; LIN = linearidade; STR =
retilinearidade; WOB = indice de oscilacdo ou wobble; ALH = amplitude de deslocamento
lateral da cabeca; BCF = frequéncia de batimento flagelar cruzado; HYP = hiperatividade;
RAP = espermatozoides rapidos; MED = espermatozoides médios; LEN = espermatozoides
lentos; EST = espermatozoides estaticos; Dma = defeitos maiores; Dme = defeitos menores. *
P < 0,05; e NS = ndo significativo.
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Tabela 6. Andlise de regressao linear dos parametros reprodutivos em fungdo dos indices
biocliméaticos mensurados nos periodos que compreenderam a espermatogénese (P45) e o
transito dos espermatozoides no epididimo (P15) que ocorreram antes das avaliages
reprodutivas de carneiros Santa Inés.

indice biocliméatico/Periodo de produgdo espermatica

. . ITU ITE ITGU ICT
Parametros Reprodutivos
P45 P15 P45 P15 P45 P15 P45 P15
CE (cm) NS NS NS NS NS NS NS NS
VT (cm®) NS NS NS NS NS NS NS NS
VE (mL) NS NS NS NS NS NS NS NS
CEsp (x 10° SPTZ/mL) NS NS NS NS NS NS NS NS
MT (%) 293N 236 4,57 401 ™ 252N 143" -196™ 093 ™
(—29948)  (-258,87)  (-20043)  (~18847) (-286,95)  (—200.27) (-5626)  (~119,49)
MP (%) —2,98 * ~1,9M  _555* -3,89 * 227 069N -1,79M 036 ™
(-261,09) (~189,80)  (~18333)  (~143,33) (—224.84)  (-99,03)  (—10948)  (~56,26)
VCL (pm/s) -1120™ 9,81 * 1576 151N 1020 6,85 * -7,91*  —4,62 *
(—1081,16)  (-985,13)  (—660,76)  (—667,57)  (~1079.92)  (-812,91) (-556)  (~433,62)
VSL (um/s) 587N 457> —945 NS -796 N° 4,94 *  -2,56 * -3,86*  -1,62*
(—54240)  (—449,72)  (-35220)  (-318,61) (-508,62) (-31848  (-25626) (~173,32)
VAP (umis) 726 _6,15 * -1065™  —10,08 M —6,47 * 4,06 * -5,02 * 2,70 *
(—68142)  (—603,67)  (-419,93)  (-410,74) (—66849)  (—477.05)  (-337,05)  (-250,81)
LIN (%) —0,71N 043 ™ 140N 091 N —051 N  —009 ™ —040N 002N
(-9502)  (~74,.86) (-78,32) (—66,36) (-8396)  (-50,11) (-5796)  (-43,86)
STR (%) NS NS NS NS NS NS NS NS
WOB (%) NS NS NS NS NS NS NS NS
ALH (pm) 000N 007" 0,12 M -0,12 ™ —008™ 005" —006M  —0,03 "
(-10,18) (—9,46) (-6,82) (-6,85) (-10,19) (-8,19) (-5,96) (-5,03)
BCF (Hz) -1,00N  —074 ™ 1,80 N —133 N8 -081 N —038™ -0,63"N 023N
(-120,07)  (~101,45) (-92,38) (-81.21) ~111,72)  (-7742) (-7037)  (~5530)
HYP (%) —2,46 * -1 413> -3,30 * 201 09" —157™ 057 ™
(-214,03)  (-16925)  (~13844)  (~119,17) (—19524)  (—108,49) (-9248)  (=55,07)
RAP (%) 346N 318N —4,60 NS 491 NS 325N _p40 NS 251N _164™S
(-277,06)  (-258,52)  (~140,62)  (~151,06) (-285,13)  (-217.68)  (~11746)  (-8541)
MED (%) NS NS NS NS NS NS NS NS
LEN (%) 1,66 * 1,42 * 2,39 * 2,31 % 1,49 * 0,95 * 1,15 * 0,63 *
(-104,35)  (-8748) (—43.23) (—42,53) (-10220)  (-59.26) (-25,71) (-6,33)
EST (%) 36N 2,95 NS 543 NS 496 NS 314 NS 1,84 NS 244 NS 1,21 N8
(-24734)  (-201,88)  (-12142)  (~112,07) (-23568)  (—13233) (-7479)  (-2894)
Dma (%) NS NS NS NS NS NS NS NS
Dme (%) NS NS NS NS NS NS NS NS

indices de Temperatura e Umidade (ITU); Temperatura Equivalente (ITE); Temperatura de
Globo Negro e Umidade (ITGU); Conforto Térmico (ICT); CE = circunferéncia escrotal; VT
= volume testicular; VE = volume do ejaculado; CEsp = concentracdo espermatica; MT =
motilidade total; MP = motilidade progressiva; VCL = velocidade curvilinear; VSL =
velocidade em linha reta; VAP = velocidade do percurso médio; LIN = linearidade; STR =
retilinearidade; WOB = indice de oscilacdo ou wobble; ALH = amplitude de deslocamento
lateral da cabeca; BCF = frequéncia de batimento flagelar cruzado; HYP = hiperatividade;
RAP = espermatozoides rapidos; MED = espermatozoides médios; LEN = espermatozoides
lentos; EST = espermatozoides estaticos; Dma = defeitos maiores; Dme = defeitos menores.
Ordem da equacéo de regressao linear = inclinacdo da reta / (intercessdo da reta). * P < 0,05; e
NS = ndo significativo.

4.4. Discussao

Nos ovinos a atividade reprodutiva e produtiva sofre influéncia ambiental com a exposicéo
direta dos animais as elevadas temperaturas do ar e radiagdo térmica (Sevi et al. 2001;
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Teodoro et al. 2013), assim como a alta umidade relativa do ar consequente do incremento da
pluviosidade (Fraz&o Sobrinho et al. 2014).

As interagOes entre radiacdo térmica, temperatura e umidade elevadas geram estresse
térmico provocando desconforto fisiolégico que obriga os animais a reagirem para
restabelecerem a sua homeotermia, diminuindo o consumo de alimento e metabolismo com
consequente diminuicdo das concentragcbes hormonais (Silanikove 2000). O animal reage
aumentando a vasodilatacdo periférica para dissipar o calor, com gasto da energia que seria
usada para producdo e reproducdo que é desviada para resistir ao estresse térmico (Silanikove
2000), com consequente reducdo do desempenho reprodutivo (Arias et al. 2008) e produtivo
(Collier et al. 2006) chegando, em casos extremos, a comprometer a vida do animal (Fisher et
al. 2005).

No presente trabalho foi verificado que a temperatura do ar teve um comportamento
variavel ao longo do ano, apresentando maiores médias no primeiro quadrimestre (Q1),
caracterizado na sub-regido Agreste do Nordeste brasileiro por ser uma época seca e inicio da
transicdo para a época chuvosa, quando comparadas as médias do segundo (Q2) e terceiro
(Q3) quadrimestres. Observou-se também que a radiacdo térmica apresentou maiores valores
médios no Q1 e Q3 em relagdo ao Q2. Tanto a temperatura do ar como a radiacdo térmica
foram correlacionadas negativamente com a umidade relativa do ar cujos menores valores
foram observados no Q1 em relacdo ao Q2 e Q3.

Resultados similares foram reportados por Santos et al. (2013) na mesma sub-regido,
obtendo temperaturas do ar maiores e umidades relativas menores na época seca quando
comparadas com a época de chuva. Tem sido demostrado que ambientes semelhantes ao Q1
caracterizados com altas temperaturas e baixas umidades sdo associados a baixa qualidade do
sémen (Veron et al. 2021). Ja a velocidade do vento foi maior no Q1 em relagdo ao Q2 e Q3,
0 que de certa forma pode ter amenizado o efeito das elevadas temperaturas tipicas do periodo
seco com a reducdo dos efeitos da insolagcdo nos ovinos, como descrito por Cena e Monteith
(1975).

Apesar da analise das variaveis ambientais basicas ser amplamente utilizada de forma
isolada, a combinacdo dos seus efeitos e a relativizacdo de sua importancia tém sido propostas
e utilizadas para monitorar o estresse ambiental sofrido pelos animais de producdo. Sabe-se
que os valores dos indices bioclimaticos ITU, ITE, ITGU e ICT sdo usados para identificar e
classificar o estresse térmico ambiental, visto que consideram a combinacdo das variaveis
bésicas e as relativizam apresentando correlagdes positivas com as temperaturas retal e da
pele do escroto e com as frequéncias respiratoria e cardiaca (Silva et al. 2007; Dikmen e
Hansen 2009; Nascimento et al. 2019), sinais vitais que, ao serem incrementados, produzem
mudancas drasticas nas funcdes bioldgicas afetando negativamente a fisiologia reprodutiva
dos animais (Al-Dawood 2017).

Em geral, o Q1 apresentou maiores valores médios e maximos do ITU e ITE que 0 Q2
e Q3, similar ao que foi reportado por Menegassi et al. (2016) em regido tropical que
apresentou valores maiores de ITU e ITE no verdo — primeiro quadrimestre do ano. Apesar
disso, os valores médios do ITU e ITE no P45 e P15 se mantiveram na escala de auséncia de
estresse e ambiente normal durante todos os quadrimestres do ano, a exce¢do do ITE-P15 no
Q1 que classificou 0 ambiente na escala de precaucdo segundo Silva e Maia (2013). Porém,
no Q1 foram observadas maiores frequéncias em que o ITU (0,41%) e ITE (3,34%) atingiram
as escalas de estresse térmico intenso (> 84 a 86 <) e de extrema precaucdo (> 32 a 38 <),
respectivamente, em relacdo ao Q2 (0% e 0,72%) e Q3 (0% e 0,22%) e, estes extremos,
mesmo que de forma pontual e pouco frequentes, podem ter sido suficientes para gerar um
maior desconforto nos animais no primeiro quadrimestre.

Ebi et al. (2009) manifestam que a vulnerabilidade do animal a mudancas climaticas é
0 produto da interacdo entre a magnitude e a frequéncia de exposicdo a climas extremos, o
que pode ao final afetar negativamente a fisiologia reprodutiva, piorando ainda mais se o
animal apresenta alguma suscetibilidade biofisica. Segundo a Livestock and Poultry Heat
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Stress Indices Agriculture (LPHSI 1990), o ITU acima de 82 caracteriza o ambiente com
presenca de estresse térmico moderado nos ovinos.

Carneiros maduros foram mantidos por Howarth (1969) por um periodo de quatro dias
em ambiente controlado com temperatura de 32 °C (89,6 °F) e umidade de 65%,
representando um ITU de 83,5 classificado como de estresse moderado. Foi verificada pelo
autor uma reducdo significativa da motilidade espermatica e do potencial de fertilizagdo do
sémen destes carneiros mensurado pela viabilidade dos embrides produzidos a partir do
acasalamento de ovelhas. Em adicéo, El-Darawany (1999) relatou que quando o valor de ITU
é acima de 84,3, classificado como estresse térmico intenso, a qualidade do sémen de
carneiros é deteriorada significativamente pelos danos estruturais e funcionais, com a reducéo
dréastica da motilidade dos espermatozoides e da taxa de concepcao.

Ambientes classificados como de extrema precaucdo pelo ITE por sua vez afetam
negativamente os parametros reprodutivos e produtivos na espécie bovina segundo Freitas et
al. (2020) que, ao estudarem o sémen de touros da raga Gir, mostraram que 0 vigor e a
concentracdo dos espermatozoides foram reduzidos quando este indice foi acima de 35 e,
segundo Ludovico et al. (2015), que na raga holandesa demostraram uma reducdo na
producéo de leite quando o valor foi acima de 32.

Tambeém no Q1 foram observados maiores valores médios e maximos, de ITGU e ICT
em relacdo ao Q2 e Q3. Estes indices atingiram no Q1 escalas de emergéncia térmica (> 84) e
de desconforto/critico (> 38 a 45 e > 45), respectivamente, resultados que coincidem com 0s
reportados por Cordao (2010) e Neves et al. (2009) em regides semiaridas na época de calor.
Tambeém se observou no Q1 maiores frequéncias de registros de ITGU (56,60%) e ICT
(31,37%) acima dos valores de emergéncia e criticos em comparacdo ao Q2 (15,49% e 6,85%,
respectivamente) e Q3 (26,40% e 7,10%, respectivamente).

Valores do ITGU acima de 84 ocasionam prejuizos fisioldgicos e reprodutivos ao
animal, o que significa que eles precisam urgentemente de sombreamento ou resfriamento
(Buffington et al. 1981). NGs observamos que no Q1 o ITGU-P45 apresentou media de 84,05,
possibilitando algum tipo de alteracdo na etapa da espermatogénese. Determinou-se nos
ovinos que a frequéncia respiratdria se incrementa em até 32 movimentos/minuto quando o
valor do ITGU muda de 78 para 83 (Andrade et al. 2007), considerando 20-34
movimentos/minuto como faixa fisiologicamente normal em ovinos (Reece 2015).

Baseando-se nisso pode-se afirmar que os carneiros do nosso estudo se mantiveram
numa escala de nivel de estresse média a alta podendo ter alcancado no Q1 desde uma
frequéncia respiratoria entre 60 e 80 movimentos/minuto (Silanikove 2000), ou até entre 80 e
120 movimentos/minuto, quando considerada a interacdo entre os valores maximos de ITGU
e a maior frequéncia em que seus valores atingiram as escalas de emergéncia térmica.
Portanto, pode-se estimar que no Q1 o valor da frequéncia respiratoria esteve acima do limite
da capacidade adaptativa da raca Santa Inés que € de 113 movimentos/minuto (Gesualdi
Junior et al. 2014).

Em contrapartida, no P45 do Q2 os valores medios de ITGU e ICT foram <79 e < 38,
mantendo-se nas escalas de ambiente de alerta e auséncia de estresse, respectivamente. No
P45 do Q3 o valor do ITGU (79,08) foi apenas pouco superior ao valor maximo da escala de
ambiente de alerta, entrando na escala de ambiente perigoso, enquanto o valor de ICT
manteve-se na escala de auséncia de estresse (Neves et al. 2009; Baéta e Sousa 2010).
Adicionalmente no P15 do Q2 o ITGU (77,78) e ICT (33,46) classificaram o ambiente como
em alerta e auséncia de estresse, respectivamente. Tem sido demonstrado que ovinos da raca
Santa Inés ndo sofrem mudancas significativas na frequéncia respiratéria quando o valor do
ITGU chega a 79 (Santos et al. 2013). Também existem relatos de que ndo sdo alteradas a
frequéncia respiratoria quando o ICT chega a 38, nem a temperatura retal quando este indice
permanece na faixa de 44,5 em ovinos de pelagem preta, a 45,5 naqueles de pelagem castanha
(Neves et al. 2009). Os carneiros utilizados no nosso trabalho tinham diferentes padrdes de
pelagem aceitos para a raca Santa Inés, variando entre o castanho claro ao preto.
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J& no P15 do Q3 houve um ligeiro incremento do ITGU e ICT, que alcancaram valores
de 81,57 e 39,09 e caracterizaram 0 ambiente como perigoso e de desconforto,
respectivamente. Adicionalmente, quando considerados os valores maximos destes indices
neste periodo, o ambiente caracterizou-se como de emergéncia (>84) e critico (>45) com
potencial geracdo de estresse aos animais. Entretanto, as frequéncias em que estes indices
atingiram escalas de estresse no P15 do Q3 foram ligeiramente menores para o ITGU
(41,05%) e menos da metade para o ICT (14,29%) comparativamente ao Q1 (54,42% e
33,33%, respectivamente). O incremento dos valores médios e das frequéncias em que o
ITGU e ICT atingiram as escalas de estresse no P15 do Q3, poderiam, de certo modo,
sobrepassar a capacidade de termorregulacéo dos carneiros da raga Santa Inés, submetidos a
curtos periodos de estresse térmico, quando comparada com outras racas (MacManus e
Miranda 1997; Titto et al. 2016; Santos et al. 2006; Castro et al. 2020), em especial na
manutenc¢do da qualidade do sémen e principalmente em consequéncia do ICT.

A circunferéncia escrotal, o volume testicular, o volume do ejaculado e a concentragao
espermatica ndo foram alterados ao longo do ano e nao apresentaram correlacdo nem tiveram
relacdo com os indices bioclimaticos em nenhum dos periodos avaliados. Como se sabe, a
idade e 0 peso sdo as varidveis que mais influenciam as dimensdes testiculares, a exemplo da
circunferéncia escrotal (Martins et al. 2003; Al-kawmani 2019). Aparentemente sdo
necessarias temperaturas extremas como aquelas submetidas durante a insulagéo escrotal para
provocar alteracdes como a diminuicdo da concentragdo espermatica, apesar do volume do
ejaculado de sémen de carneiros Santa Inés, mesmo nesta condi¢do, ndo ter apresentado
variagdo (Moreira et al. 2001). Possivelmente os carneiros utilizados no nosso trabalho né&o
sofreram variagOes na circunferéncia escrotal porque eles ja eram maduros sexualmente e ndo
apresentaram mudancas do seu peso ao longo do ano, tendo atingido a maturidade sexual e o
desenvolvimento corporeo méaximo antes das avaliacbes reprodutivas. Além disso, as
temperaturas altas neste trabalho talvez ndo tenham sido suficientemente estressoras para a
variacdo destas caracteristicas, em especial se considerarmos as racas autoctones,
naturalmente adaptadas as regides de origem como € o caso do ovino Santa Inés, originaria do
Nordeste do Brasil.

Divergéncias entre os resultados obtidos em nosso trabalho e outros relatados na
literatura quanto a influéncia ambiental sobre a circunferéncia escrotal (Sarlés et al. 2013), o
volume testicular (Avdi et al. 2004), o volume do ejaculado e a concentracdo espermatica
(Karagiannidis et al. 2000; Milczewski et al. 2015) podem ter decorrido do fato de muitos
destes estudos citados terem sido conduzidos em ambientes sob influéncia do fotoperiodo
(Lincoln e Davidson 1977), cujos efeitos se ddo pela regulacéo das hipdfises via acdo do LH e
FSH sobre a fisiologia reprodutiva (Pelletier e Ortavant 1975). Estudos conduzidos em locais
sob influéncia do fotoperiodo tém mostrado que a testosterona e melatonina sofrem variagédo
sazonal, incrementando suas concentracfes nos meses proximos ao acasalamento na estacao
reprodutiva (Casao et al. 2010) e que a melatonina incrementa o volume testicular dos
carneiros (Cevik et al. 2017). Os carneiros utilizados no estudo foram criados e mantidos em
regido proxima a linha Equatorial, caracterizada por uma insignificante diferenca na
quantidade de horas de luz diaria entre 0os meses ou estacdes, desta forma, ndo se espera que o
fotoperiodo seja um fator que possa influenciar significativamente a fisiologia reprodutiva dos
animais neste trabalho (Da Silva et al. 2018).

A cinética dos espermatozoides variou fortemente ao longo do ano, com a
concentracdo dos valores médios mais baixos no Q1 quando comparado ao Q2 e Q3. No Q1
houve uma reducdo significativa da qualidade do sémen com a diminuicdo dos parametros
cinéticos importantes como MT, VCL, VSL e VAP na ordem de 13,9; 19,14; 19,66 e 20,56%
em relacdo aquela registrada no Q2, e de 16,27; 19,15; 24,12 e 21,81% em relagdo ao Q3,
para 0s pardmetros citados, respectivamente. Adicionalmente, a MP apresentou uma reducdo
significativa de 32,67% no Q1 quando comparado ao Q3.
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A excecdo da MT todos os pardmetros cinéticos anteriormente citados apresentaram
correlagbes negativas médias significativas com todos os indices no P45. Em adicdo,
observou-se que as classificagdes de emergéncia térmica e desconforto pelo ITGU e ICT no
Q1 relacionaram-se de uma maneira mais coerente a diminuicdo dos parametros cinéticos
quando comparadas com as classificagdes de auséncia de estresse e normal pelo ITU e ITE.

Na comparacao entre quadrimestres pode-se observar que a motilidade total foi maior
no Q2 (época chuvosa) e Q3 (época de transicdo chuva/seca), o que foi compativel com o
ambiente de auséncia de estresse (ITU, ICT), normal (ITE) e confortavel (ITGU)
caracterizado no P45, sendo que a maioria desses indices (ITU, ITGU e ICT) apresentou
correlacdo negativa média com este pardmetro. Este resultado se assemelha com aqueles
encontrados por Ibrahim (1997) que relatou que no outono (época chuvosa) foram obtidos os
maiores valores da motilidade espermatica total no sémen de ovinos da raga Chio quando
comparados aos de outras estacoes.

O fato do Q2 e Q3 do ano terem apresentado dias com valores maximos de ITU, ITE,
ITGU e ICT que classificaram o ambiente como estressor moderado, precaucao a extrema
precaucdo, emergéncia e critico, com a possibilidade de alteracdo da homeotermia nos
animais, ndo prejudicou a cinética espermatica possivelmente pela baixa frequéncia em que
estes valores maximos foram atingidos nestes quadrimestres em comparacdo ao Q1.

Mesmo com algum tipo de estresse, é possivel que o organismo faca compensacdes
como a liberacdo de maiores quantidades de diversas enzimas antioxidantes e proteinas de
choque térmico (HSPs) presentes no plasma seminal, a fim de manter a qualidade espermatica
(Graham 1994). Além disso, 0s animais apresentam mecanismos para compensar os efeitos do
calor sobre o testiculo com o controle do seu posicionamento em relacdo ao abdome e da area
de superficie escrotal, e o incremento da sudorese e frequéncia respiratoria para resfriar o
corddo espermatico, artérias e vénulas do plexo pampiniforme (Cottle 2010), estratégias que
podem ajudar a amenizar o estresse sofrido em curtos periodos do tempo.

A melhor qualidade da cinética espermatica observada no sémen coletado no Q2 e Q3
em ambientes de bem-estar animal caracterizados pelos valores mais baixos dos indices
biocliméticos pode ter sido devido a maior concentracao e consequentemente maior acdo das
enzimas antioxidantes e proteinas do plasma seminal que cumprem funcbes especificas ao
combater as espécies reativas de oxigénio (ERO) e impedir a lipoperoxidacdo excessiva nos
espermatozoides (Tremellen 2008). Nos ovinos mostrou-se que as concentracfes das enzimas
antioxidantes como a glutationa redutase, superoxido dismutase e catalase presentes no
plasma seminal, apresentaram diferencas sazonais, sendo maiores no Outono quando
comparado com o Verdo (Casao et al. 2010). Além disso, segundo Singh et al. (2017) a
HSP70 se expressa de forma diferente a depender da estacdo do ano e, baseado nisso, é
provavel que esta proteina tenha sido expressa em maior nivel no Q2 e Q3 nos carneiros da
raca Santa Inés de maneira a proteger melhor os espermatozoides do estresse térmico nestes
quadrimestres em comparacédo ao Q1.

Adicionalmente, a proteina HSP70 se expressa de forma diferente de acordo com a
raca: a expressdo € maior nas racas mais adaptadas (Singh et al. 2017), e assim, recomenda-se
fazer estudos da quantidade de proteina HSP70 nos quadrimestres do ano. A Santa Inés
utilizada neste trabalho ¢ uma raca autdctona de ovinos deslanados que surgiu na regido
Nordeste do Brasil com alto grau de adaptabilidade as condicdes tropicais e que tem elevada
capacidade fisioldgica para manter sua homeotermia em ambiente quente (Santos et al. 2006).

De uma maneira geral, a maioria dos parametros de cinética espermatica, incluindo as
percentagens dos espermatozoides com velocidade rapida e lenta diminuiram, e dos estaticos
aumentou no Q1. Os valores médios de ITU, ITE, ITGU e ICT que foram registrados no P45
do Q1 caracterizaram o ambiente com auséncia de estresse, normal, de emergéncia e de
desconforto, respectivamente, enquanto aqueles registrados no P15 classificaram o ambiente,
respectivamente, com auséncia de estresse, de precaucao, perigoso e desconforto.
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O efeito das varidveis independentes, representadas pelos indices biocliméticos, sobre
as variaveis dependentes, representadas pela cinética espermaética, ficou evidente diante do
comportamento antag6nico obtido pela anélise de regressdo linear e das correlagdes negativas
médias significativas entre estas variaveis. Apesar da relacdo antagbnica suportada pela
regressdo linear significativa de alguns parametros cinéticos com o ITU (MP, VCL, VSL,
VAP, HYP e LEN) e ITE (MP, HYP e LEN), em alguns periodos avaliados, foram
observados que os valores médios destes indices no Q1 classificaram o ambiente como sem
estresse ou normal, subestimando os efeitos do ambiente sobre a qualidade do sémen se
comparados ao ITGU e ICT que, por sua vez, caracterizaram o0 ambiente como de estresse
intenso e de desconforto, respectivamente.

Segundo Berman et al. (2016) o ITU pode apresentar valores similares a outros indices
bioclimaticos modificados que também sdo baseados em umidade e temperatura, mas
ressaltam que a maior sensibilidade deste indice na classificacdo do estresse ambiental é
obtida em condicOes de alta umidade e temperatura. Hahn et al. (2009) ainda ponderaram que
o ITE pode fornecer resultados representativos para desafios de calor de curto prazo, mas que
seu valor médio, mesurado em periodos longos como foi o caso do P45 de nosso trabalho, ndo
consegue refletir bem o estado de estresse ambiental nos quais os animais foram submetidos.

Possivelmente a piora nos parametros cinéticos espermaticos ocorrida no Q1 foi
devido a influéncia das varidveis ambientais sobre a fisiologia reprodutiva no P45, que
compreendeu as fases de proliferacdo, crescimento, maturacao e espermiogénese (Cardoso e
Queiroz 1988) e no P15 que representou a fase do transito epididimario dos espermatozoides
nos carneiros (Amir et al. 1968). Esta hipdtese é suportada pelos indices biocliméaticos em
especial o ITGU e ICT que mostraram ter efeito antagonico suportado pela regresséo linear
significativa com importantes parametros cinéticos, como: VCL, VSL, VAP e LEN nos dois
periodos avaliados (P45 e P15).

Apesar das células espermaticas serem mais suscetiveis a sofrer danos durante seu
estagio da espermatogénese, que correspondeu ao P45 (Petrovic et al. 2017), prejuizos a
fisiologia provocados pelo estresse térmico também podem ter ocorrido no P15, periodo no
qual os espermatozoides adquirem a motilidade no epididimo. As unidades proteicas da
bainha mitocondrial e os &cidos graxos insaturados da membrana plasmatica que garantem a
estabilidade e oferecem energia necessaria para a motilidade espermatica, respectivamente
(Suleiman et al. 1996; Nissen e Kreysel 2009), sofrem alteracfes quando sdo oxidadas pelas
espécies reativas de oxigénio (EROSs).

O estresse por incremento térmico ocasiona a liberacdo das EROs e uns dos primeiros
radicais livres que incrementam sua producdo é o radical anion superéxido (O2™) que, em
grandes quantidades, pode prejudicar a estrutura e funcionalidade da mitocéndria provocando
sua degeneracdo e apoptose das células germinativas e espermaticas (Gille e Sigler 1995;
Barreiros et al. 2006; Kanter et al. 2013; Aitken et al. 2014). Além disso, espermatozoides
afetados pelo estresse térmico, quando submetidos ao processo de criopreservacao,
apresentam maior suscetibilidade as mudancas fisicas e bioquimicas, que posteriormente
provocam maior mortalidade embrionaria quando utilizados na reproducéo (Braden e Mattner
1970; Arman et al. 2006).

Os percentuais de espermatozoides com alteracbes morfolégicas ndo variaram ao
longo do experimento e mantiveram-se muito baixos (4,17%), segundo o Colégio Brasileiro
de Reproducdo Animal que recomenda usar amostras de sémen com no maximo de 20% de
células com defeitos totais. Teodoro et al. (2013) também ndo observaram nenhuma variacéo
na morfologia espermatica em carneiros Santa Inés submetidos a temperaturas ambientais
elevadas quando comparados com outros que foram criados em ambientes confortaveis. A
propor¢do de espermatozoides com defeitos morfolégicos ndo diferiu entre os quadrimestres
possivelmente pela boa adaptabilidade ao ambiente tropical que possui a raca Santa Inés
(Quesada et al. 2001; McManus et al. 2009, 2020). Mesmo os valores maximos dos indices
biocliméaticos que classificaram o ambiente de estresse térmico intenso no Q1 ndo foram
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suficientemente estressores para incrementar os defeitos morfolégicos nos espermatozoides
que poderiam inviabilizar seu uso na reproducdo. Alteracbes na morfologia dos
espermatozoides de ovinos sdo evidentes em condigdes extremas de estresse térmico como na
insulacéo escrotal (Dada et al. 2001; Moreira et al. 2001).

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, e a despeito de néo ter sido feito
teste de fertilidade, recomenda-se evitar a realizacdo de acasalamentos, colheita, refrigeracéo
e congelacOes de sémen de carneiros Santa Inés criados na sub-regido Agreste do Nordeste
brasileiro no primeiro quadrimestre do ano ou em periodos com as mesmas caracteristicas
ambientais, ja que neste periodo hd uma diminuicdo da qualidade espermatica e
consequentemente seminal. Deve-se considerar que estes efeitos podem néo ser perceptiveis
em condi¢cbes de manejo e que eles devem ser amenizados ou mesmo anulados pela
implementacdo de préaticas de manejo e instalacdes mais adequadas para minimizar o estresse
térmico dos carneiros e que promovam seu bem-estar.

4.5. Conclusotes

Os Indices de Temperatura e Umidade (ITU), de Temperatura Equivalente (ITE),
Temperatura de Globo e Umidade (ITGU) e de Conforto Térmico (ICT) calculados
considerando o periodo prévio referente ao ciclo de producéo espermatica tém relacbes com
caracteristicas andrologicas de carneiros da raga Santa Inés.

As classificacdes dos ambientes obtidas pelo célculo do ITU e ITE durante o periodo
prévio de producéo espermatica ndo guardaram relacdo com a reducdo da qualidade do sémen
guanto a cinética espermatica, apesar destes indices apresentarem relacdo antagdnica com o
comportamento da maioria dos seus parametros.

O ITGU e ICT mensurados durante o periodo prévio de producdo espermatica por
outro lado, além de guardarem relacdo antagonica, classificam o ambiente de uma maneira
mais coerente com o comportamento dos parametros cinéeticos dos espermatozoides no sémen
e, neste sentido, estes indices sdo mais eficazes para monitorar as consequéncias do estresse
térmico bioclimatico sobre a capacidade reprodutiva de carneiros da raca Santa Inés.

A cinética dos espermatozoides de carneiros é afetada negativamente quando 0s
valores médios do ITGU e ICT mensurados no periodo de producéo espermatica estdo acima
de 83 e 41, respectivamente, que sdo niveis considerados perigosos e de desconforto termicos
em ovinos.

As caracteristicas andrologicas de carneiros Santa Inés criados em regime semi-
intensivo no Agreste do Nordeste brasileiro variam ao longo do ano. A cinética espermatica e
consequentemente a qualidade do sémen de carneiros Santa Inés é prejudicada no primeiro e €
melhor nos dois ultimos quadrimestres do ano nesta regiao.

Estudos futuros devem ser feitos para determinar se a diminuicdo da cinética
espermatica no primeiro quadrimestre pode afetar negativamente a fertilidade in vivo em
relacdo ao segundo e terceiro quadrimestre do ano. Adicionalmente o uso de instalacdes e
praticas de manejo podem ser estratégias para mitigar os efeitos ambientais negativos do
estresse térmico bioclimatico sobre as caracteristicas androldgicas a fim de manter a boa
qualidade do sémen e a capacidade reprodutiva de carneiros da raca Santa Inés no primeiro
quadrimestre do ano na regido Agreste do Nordeste brasileiro.
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5. ARTIGO 2
INTERACOES ENTRE DIFERENTES EXTENSORES A BASE DE LECITINA DE
SOJA E TAXAS DE CONGELACAO NA CRIOPRESERVACAO DO SEMEN DE
CARNEIRO

Periddico a ser submetido: Cryobiology (ISSN: 0011-2240)
RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da interacdo entre extensores a base de lecitina de
soja (LS) e taxas de congelacdo (TC) sobre a qualidade do sémen de carneiros submetido a
congelagdo. Foram utilizados pools de sémen de carneiros (n=12) diluidos em extensores
(fator 1) com gema de ovo a 20% (GO-20%), ou diferentes concentracdes de LS: 0,5 (LS-
0,5), 1,0 (LS-1,0) e 2,0% (LS-2,0%). O sémen diluido (150x10° espermatozoides/0,25 mL)
foi refrigerado até 5 °C a 0,30 °C/min, e submetido a trés TC (fator 2) de 10, 20 e 60 °C/min.
O sémen foi descongelado (40°C/20’) e avaliado, e os dados dos parametros espermaticos
foram analisados pela ANOVA (fatorial 4x3) e Tukey, considerando-se o efeito dos fatores
isoladamente e da interacdo entre eles (P<0,05). O GO-20% e LS-2,0% apresentaram
melhores parametros cinéticos, maiores percentagens de espermatozoides viaveis, néo-
apoptoticos com membrana plasmatica integra (A/P1°) e ndo-capacitados (F), e menor com
acrossomo reagido (AR) em relacdo ao LS-0,5 e LS-1,0% (P<0,05). As TC de 20 e 60 °C/min
mantiveram maior A/PI" e viaveis em relacdo a 10 °C/min. A interacdo entre GO-20% e 60
°C/min apresentou maior A /Pl e F em relagdo a todas as demais (P<0,05), e menor de AR,
ndo diferindo com as interacbes entre GO-20% e LS-2,0% com 20 °C/min (P>0,05). O
extensor LS-2,0% pode ser uma alterativa a ser usada independente da TC, mas a interacdo
entre 0 extensor GO-20% e a TC de 60 °C/min protege melhor os espermatozoides apos
descongelacdo no sémen de carneiros.

Palavras-chave: capacitacdo espermatica; gema de ovo; viabilidade espermatica; Santa Inés.
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ABSTRACT
Title: INTERACTIONS BETWEEN DIFFERENT SOYBEAN LECITHIN - BASED
EXTENDERS AND FREEZING RATES IN RAM SEMEN CRYOPRESERVATION

The aim of the study was to evaluate the effect of the interaction between soybean lecithin -
based extenders (SL) and freezing rates (FR) on the quality of frozen ram semen. Ram semen
pools (n = 12) were diluted in extenders (Factor 1) with 20% egg yolk (EY-20%) or different
concentrations of SL: 0.5% (SL-0.5), 1.0% (SL-1.0), and 2.0% (SL-2.0%). The diluted semen
(150 x 10° sperm/0.25 mL) was cooled to 5 °C at 0.30 °C/min, and then subjected to three FR
(Factor 2) of 10, 20, and 60 °C/min. The semen was thawed (40°C/20") and evaluated, and the
sperm parameter data were analyzed by ANOVA (4 x 3 factorial design) and the Tukey test,
considering the effect of the factors alone and the interaction between them (p < 0.05). The
EY-20% and SL-2.0% had better kinetic parameters and higher percentages of viable sperm,
were non-apoptotic with intact plasma membrane (A-/PI-), were non-capacitated (F), and
were smaller with acrosome reaction (AR) compared to SL-0.5 and SL-1.0% (p < 0.05). The
FR at 20 and 60 °C/min maintained higher A-/P1- and viable sperm compared to 10 °C/min.
The interaction between EY-20% and 60 °C/min showed higher A-/P1- and F compared to all
others (p < 0.05) and lower AR, and did not differ from the interactions between EY-20% and
SL-2.0% at 20 °C/min (p > 0.05). The LS-2.0% extender can be an alternative for use
regardless of FR, but the interaction between the GO-20% extender and 60 °C/min FR better
protects sperm after thawing in ram semen.

Keywords: sperm capacitation, egg yolk, sperm viability, Santa Inés
5.1. Introducéo

A criopreservacdo do sémen € um processo que contribui para a multiplicacdo e
disseminacdo de material genético superior mediante o uso de biotecnologias, como, por
exemplo, a inseminacdo artificial (IA) e fertilizacdo in vitro [1,2]. Entretanto,
espermatozoides criopreservados de carneiros apresentam baixa qualidade com danos nas
estruturas do axonema, da membrana plasmatica, acrossomal e mitocondrial, reducdo da
atividade mitocondrial que consequentemente diminui a sua motilidade dificultando seu
transito pelo trato reprodutivo da fémea [3,4]. Estes danos impossibilitam o uso do sémen
congelado em técnicas de 1A mais praticas e econdmicas, como aquelas ndo-cirargicas que
utilizam a via cervical ou transcervical para deposicdo do sémen, ja que apresentam baixa
fertilidade e menor nimero de cordeiros nascidos por ovelha inseminada com o uso deste tipo
de sémen [5].

Assim, estratégias de melhoria da qualidade do sémen congelado por meio de ajustes
nos protocolos de criopreservacdo do sémen de carneiros baseadas nas areas da quimica,
fisica e biologia tém sido aplicadas. Neste sentido, tém sido testados diferentes extensores,
tipos de embalagens e protocolos, com a finalidade de obter espermatozoides de boa
qualidade com capacidade fertilizante que possam garantir seu uso [6] no manejo reprodutivo
e nas diferentes biotecnologias da reproducao.

A crioresisténcia dos espermatozoides é determinada, dentre outras caracteristicas,
pela capacidade da célula de manter a integridade e funcionalidade da sua membrana
plasmatica, permitindo um intercambio idnico adequado que, por sua vez, esta intimamente
relacionado com a proporcdo entre colesterol:fosfolipidio e proteinas [7]. Esta proporcdo
permite também manter a ordem estrutural da membrana plasmatica e o funcionamento
normal da atividade enzimatica que Sdo necessarios posteriormente nos processos de
capacitacdo [8], fertilizacdo [9] e no desenvolvimento inicial do embrido [10]. Na
criopreservacao, os fosfolipidios predominantes, tais como fosfatidilglicerol, fosfatidilserina,
fosfatidiletanolamina e fosfatidilcolina presentes na membrana plasmatica sofrem alteracGes
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estruturais e de distribuicdo, afetando sua composicdo, quantidade e simetria [11],
prejudicando a atividade enzimética [12] requerida para garantir a sobrevivéncia e a
capacidade fertilizante dos espermatozoides pds-descongelamento.

Diante dessa agdo indesejada da criopreservagdo sobre os fosfolipidios da membrana
plasmatica dos espermatozoides, diferentes componentes sdo adicionados aos extensores de
congelacdo do sémen para sua protecdo e restauracdo, dentre os quais temos a gema de ovo
(GO) que possui lipoproteinas de baixa densidade (LDL), que cumprem essa funcdo [13].
Apesar de possuir vérias vantagens como sua elevada eficiéncia, baixo custo e facilidade de
obtencdo, a GO é de origem animal e pode transmitir doencas e propiciar a proliferacdo de
bactérias prejudiciais que produzem endotoxinas [14], capazes de produzir danos na estrutura
e prejudicar a fungdo e capacidade de fertilizagdo dos espermatozoides, afetando
negativamente a sua qualidade [15].

O uso de substancias de origem vegetal como a lecitina de soja (LS) pode ser uma
alternativa para substituir a GO como fonte, protecdo e restauracdo dos fosfolipidios dos
espermatozoides [16]. A LS é composta por fosfolipidios poli-insaturados em uma grande
propor¢do como a fosfatidilcolina, rica em éacido linoleico (dmega 6), que mostrou ser efetiva
na protecado e restauracdo da membrana plasmatica dos espermatozoides de homens [17], aves
[18], cées [19], caprinos [20], bovinos [21] e ovinos [16].

A taxa de congelacdo é também um dos fatores principais que determinam o éxito da
criopreservagdo de sémen, devendo ser suficientemente lenta para a saida de agua dos
espermatozoides por osmose evitando a formacdo de gelo intracelular e, ao mesmo tempo,
suficientemente rapida para minimizar os danos as células causados pela exposi¢do a altas
concentragbes de solutos [22]. Assim, a estrutura e a cinética de espermatozoides
descongelados de touros, varrdes, carneiros [23], ratos [24] e galos [25] sdo fortemente
influenciados pela taxa de congelacéo utilizada nos protocolos de criopreservacdo do sémen.

Um protocolo efetivo e consensual de criopreservacdo de sémen na espécie ovina
ainda ndo foi totalmente padronizado, ja que uma grande porcdo de espermatozoides ainda
ndo sobrevive as etapas de congelacdo e descongelacdo, devido principalmente a diversos
fatores internos inerentes a espécie, como a composicdo de fosfolipidios, colesterol e
proteinas da membrana plasmatica dos espermatozoides [7], os quais interagem de maneira
diferente a fatores externos como os distintos extensores e taxas de congelacdo [26].

A maioria das estratégias de melhoria da criopreservacdo de espermatozoides de
carneiros, entretanto, tém testado isoladamente e separadamente os efeitos dos fatores a
exemplo dos extensores [27,28] e taxas de congelacdo [29,30]. A maior desvantagem de se
testar os niveis de um anico fator isoladamente, € que neste caso esta se considerando que 0s
demais fatores sdo constantes, podendo determinar seu comportamento apenas em um caso
predeterminado e fixo, como ocorre em analises do delineamento inteiramente casualizado
[31]. Compreender da melhor maneira o funcionamento de processos industriais [32],
produtivos [33] e bioldgicos [34-36] em diferentes cenarios nos leva aos estudos feitos
usando esquema fatorial, considerado o desenho de maior eficiéncia quando comparado aos
outros desenhos experimentais. O esquema fatorial permite que sejam estudados o
comportamento e a interacdo de diferentes variaveis gerando maior e mais precisa informacao
do funcionamento bioldgico espermatico, permitindo assim a otimizacdo de um processo
especifico, a exemplo da criopreservacdo do sémen.

Neste sentido, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da interacdo entre
extensores a base de lecitina e taxas de congelacdo sobre os parametros dos espermatozoides
apos a descongelacdo, determinando assim a melhor interacdo destes fatores no processo de
criopreservacao do sémen de carneiros.

5.2. Material e Métodos
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Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da unidade da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
(EMBRAPA) Tabuleiros Costeiros (No: 0035/2020).

5.2.1. Preparacgéo dos extensores

Quatro extensores para criopreservacdo do sémen de carneiros foram preparados a
partir de meio padrdo a base de Glicina-Leite (GL) [37] com gema de ovo (GO) ou sem GO
que foi substituida por diferentes concentrac@es de lecitina de soja (LS). Inicialmente em uma
primeira etapa foram preparadas uma solugdo A (1,475g de glicina; 3,125¢g de citrato de sodio
diluidos em 47,37 mL de agua Mili Q) e uma solucdo B (3,157g de Frutose diluidos em 47,37
mL de &gua Mili Q), sendo adicionadas a estas solugdes 5,25 mL (qg.s.p) de sulfato de
gentamicina (0,231g), gerando ao final uma solugdo mée A+B comum a todos 0s extensores.

Em uma segunda etapa, 50 mL de cada extensor foram preparados separadamente a
partir da combinacdo de 15 mL da solugédo A+B (30%) com 10 mL (20%) de GO (GO-20) ou
com 0,5 (LS-0,5), 1,0 (LS-1,0) e 2,0 % (LS-2,0) de LS que corresponderam as quantidades
de 0,27; 0,54 e 1,08 g (m/v), para corrigir a concentracdo de 90% da lecitina usada (Lecitina,
Alfa Aesar, india).

Em uma terceira etapa, todos os quatro extensores receberam uma solugdo C composta
por 0,20 mL (0,4%) de orvus es paste (OEP — v/v), 7,5 mL (15%) de leite em p6 desnatado
reconstituido na proporcao de 11% (v/v) e pré-aquecido a 92-95°C por 10 minutos, 2,5 mL
(5%) de glicerol (v/v) e agua Mili Q até completar 50 mL. Para uma melhor homogeneizagéo
dos extensores durante seu processo de confeccédo, a cada adicdo de um novo componente foi
usado um agitador (IKA® VORTEX Genius 3. S&o Paulo, Brasil) por um tempo n&o menor a
um minuto.

Apdls preparo completo, os extensores foram avaliados quanto ao pH (Calibragéo
Check™ HI 2221. S3o Paulo, Brasil) e a osmolaridade (VAPRO® 5520. Utah, USA), tendo
sido obtidos os seguintes resultados, respectivamente: GO-20% (7,05 e 1320 mOsm/Kg), LS—
0,5% (7,19 e 1034 mOsm/Kg), LS-1,0% (7,11 e 1061 mOsm/Kg) e LS-2,0% (7,05 e 1100
mOsm/Kg). Finalmente os quatro extensores foram devidamente identificados e armazenados
a -20 °C até seu uso apos a descongelacdo em banho de 4gua a 37 °C.

5.2.2. Animais e colheita de sémen

Foram utilizados 12 carneiros da raca Santa Inés sexualmente maduros, com média de
60 kg de peso vivo, previamente aprovados pelo exame androlégico segundo recomendacées
do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal [38]. Os animais foram mantidos no Campo
Experimental Pedro Arle (CEPA) da Embrapa Tabuleiros Costeiros, localizado no municipio
de Frei Paulo (Longitude: 37° 38’ 30,41’ Oeste, Latitude: 10° 36’ 12,63’ Sul), estado de
Sergipe-Brasil, sendo manejados em regime semi-intensivo. Os animais consumiram
forragem nativa e cultivada composta pelos capins-pangola (Digitaria decumbens L), estrela
(Cynodon nlemfuensis), buffel (Cenchrus ciliares) e Panicum maximum cultivares aruana e
green—panic, e permaneciam presos no estabulo coberto para pernoitar das 16h00 até as
07h00, onde recebiam suplementacdo alimentar com volumoso (Vo) de silagem de milho e
concentrado (C) a base de farelo de soja e farelo de milho, na propor¢do 50V0:50C, com
disponibilidade de sal mineral especifico para ovinos e agua ad libitum.

Foram realizadas trés colheitas de sémen de cada carneiro com auxilio de vagina
artificial aquecida (45 °C) e de uma ovelha em estro natural como estimulo sexual no
intervalo de 36 h entre elas. Os ejaculados foram mantidos sob aquecimento em banho de
agua (37 °C) até a realizacdo das andlises iniciais e processamento para congelacao.

5.2.3. Triagem, congelagéo e descongelac@o do sémen
Amostras de sémen in natura foram removidas dos ejaculados para serem analisadas
quanto a motilidade massal, vigor e concentracdo dos espermatozoides usando um
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microscopio com contraste de fase (Olympus Optica Co. Tokyo, Japan). Para avaliacdo da
motilidade massal e vigor, uma aliquota de sémen de 10 pL, proveniente do ejaculado de cada
carneiro, foi transferida e misturada com 500 pL de solugio avaliadora (X-Cell®) e incubada a
37 °C por 5 minutos. Seguidamente, 12 pL da mistura foi colocada numa lamina e coberta
com laminula aquecidas (37 °C) para avaliagdo. A concentracdo espermatica por sua vez foi
mesurada adicionando-se uma aliquota de sémen in natura a agua destilada numa diluicéo de
1:400, colocacdo desta mistura em uma cadmera de Neubauer e contagem do numero de
espermatozoides sob microscopia Optica, em aumento de 400x. Foram aprovados para
congelacdo aqueles ejaculados cujas amostras de sémen apresentaram espermatozoides com
motilidade massal > 70% e vigor > 3, e concentragio espermatica > 4.5 x 10°
espermatozoides/mL. Cada trés ejaculados aprovados de trés carneiros foram misturados para
formar um pool de sémen, gerando ao final quatro pools dos 12 carneiros utilizados no
estudo.

Os pools de sémen foram mantidos em banho de &gua a 37 °C e homogeneizados
delicadamente antes da remogéo de uma amostra inicial de cada contendo aproximadamente
5,0 x 10° espermatozoides. Cada uma destas amostras foi dividida em quatro aliquotas iguais
para logo serem diluidas (1:6) e misturadas com seus respectivos extensores (EX) que estavam
previamente aquecidos (37°C) e que representaram 0s grupos experimentais (GO—-20%; LS—
0,5%; LS-1,0% e LS-2,0%) do primeiro fator testado (Fator 1). As amostras de sémen
diluidas em seus respectivos extensores foram transferidas para a temperatura ambiente de
bancada (25 a 28 °C, aproximadamente) onde foram envasadas em palhetas francesas de 0,25
mL (600 x 10°® espermatozoides/mL) previamente identificadas e posteriormente seladas com
alcool polivinilico em pd. Foram envasadas 48 palhetas por pool que representou 12 palhetas
de sémen de cada um dos quatro extensores. Cada grupo de 12 palhetas por extensor foi
dividido em trés subgrupos de quatro palhetas cada para serem distribuidas e dispostas
horizontalmente em trés bandejas de aco vazadas para permitir a acao direta do frio.

As bandejas de aco contendo as palhetas de sémen foram colocadas no refrigerador
(Minitub® Minitube do Brasil, Porto Alegre, Brasil), previamente ajustado & temperatura de
5°C, por um periodo de 1h30min que compreendeu o tempo de refrigeracdo a uma taxa média
de 0,30 °C/min e subsequente tempo de equilibrio até a temperatura final (30 °C até 5 °C).
Esta taxa foi obtida com o uso de bolsas de plastico (48 cm de comprimento x 32 cm de
largura x 0,3 mm de espessura) contendo em seu interior agua que foram previamente
aquecidas com temperatura inicial de 30 °C, técnica adaptada que foi previamente utilizada na
etapa de refrigeracdo da congelacdo do sémen de carneiros [39].

Para o inicio da etapa da congelacdo, as trés bandejas contendo as palhetas de sémen
foram retiradas simultaneamente do refrigerador e transferidas para uma cuba de aco (55 cm
de comprimento x 40 cm de largura x 35 cm de altura; com uma cobertura interna de
poliuretano de 3,5 cm de espessura em todos seus lados), que tinha previamente recebido 7,2
litros de N2oL. As bandejas foram dispostas na cuba de aco em trés alturas diferentes, a 7,5; 4,5
e 1,5 cm acima do nivel de N2L, permanecendo sob acdo do seu vapor por 11 minutos, tempo
requerido para que todas as palhetas contendo sémen atingissem uma temperatura minima de -
110 °C. Com este procedimento, foram geradas curvas com trés diferentes taxas de
congelacdo (TC) com médias aproximadas de 10, 20 e 60 °C/min (Fator 2) até atingir a
temperatura de -110 °C. Estas curvas de congelacdo foram previamente caracterizadas (Figura
1) com uso de um termémetro digital (Dual Input Thermometer Model 710. BK precision,
EUA). Logo em seguida todas as bandejas foram submergidas simultaneamente no NzL a -
196 °C e posteriormente as palhetas de sémen foram transferidas para um botijdo criogénico
para serem conservadas e armazenadas em NL até sua descongelagdo para avaliag&o.

Apdbs um ano de armazenamento as palhetas de sémen foram descongeladas em agua
aquecida a 40 °C durante 20 segundos, enxutas e cortadas suas extremidades para
transferéncia do seu contetdo para microtubos mantidos a temperatura de 37 °C para
avaliacOes dos espermatozoides.
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Figura 1. Caracteristicas das curvas que compreenderam as taxas de congelacéo de 10, 20 e 60
°C/min obtidas a partir da exposicdo das palhetas contendo o sémen as respectivas alturas de
7,5 (a), 4,5 (b) e 1,5 cm (c) acima do nivel de nitrogénio liquido.

5.2.4. AvaliacGes dos espermatozoides apds a descongelacéo
a. Motilidade massal e vigor espermaticos

Os valores da motilidade massal (Mot) que, expressa em percentagem de 0 a 100, a
proporcao de espermatozoides que apresentam movimento, assim como do vigor (Vig) que
representa a intensidade do movimento dos espermatozoides que é classificado atribuindo-se
uma nota de 0 a 5 [38], foram determinados de forma subjetiva seguindo os procedimentos
descritos a seguir. Foram retirados 100 pL do sémen descongelado para serem misturados
com 150 pL de solucéo avaliadora (X-Cell®) em um microtubo previamente aquecido a 37°
C, obtendo-se ao final uma diluicdo com concentracdo de 240 x 10° espermatozoides/mL.
Uma aliquota de 10 pL da mistura foi colocada entre 1amina e laminula previamente aquecida
(37° C) para finalmente ser avaliada no microscépio optico de contraste de fase (Olympus
Optica Co. Tkyo, Japan) sobre aumento de 400x. Tanto a motilidade massal como o vigor dos
espermatozoides foram avaliados por um unico técnico que foi previamente treinado antes das
avaliacoes.

b. Cinética espermatica computadorizada

Amostras de sémen descongelado foram previamente diluidas em solucdo avaliadora
X-Cell® pré-aquecida a 37 °C [40], a uma concentragdo de 20 x 10° espermatozoides/mL.
Depois de homogeneizadas e mantidas a 37°C por 5 minutos, foram pipetadas aliquotas de 2
uL das amostras diluidas para uma cdmara de Makler® (Sefi-Medical Instruments, Haifa,
Israel) pré-aquecida a 37 °C, para captura e analise de imagens por meio de uma camera de
video (Basler ace acA1300-200um, Ahrensburg, Alemanha) conectada a um microscopio com
contraste de fase (Nikon® 50i, Jap&o), sob aumento de 100x. A captura foi feita a uma
velocidade de 203 frames/segundo, com selecdo manual de cinco campos equidistantes de um
mesmo ponto central, capturando-se no minimo 600 células por amostra e uma média de 120
células por campo. As imagens capturadas foram analisadas pelo Sperm Class Analyzer
(SCA®, Microptics, S.L. Versdo 6.5, Barcelona, Espanha) tendo-se como padrdo o setup de
fabrica para a espécie ovina com ajustes de particulas com area entre 30 ¢ 70 um. Foram
analisados os parametros cinéticos motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP),
velocidade curvilinea (VCL), velocidade do percurso médio (VAP), velocidade em linha reta
(VSL), linearidade (LIN), retilinearidade (STR), amplitude do deslocamento lateral da cabeca
(ALH), frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF) e indice de oscilacdo (WOB). Foram
considerados como moveis apenas aqueles espermatozoides que apresentaram valores de
VCL superiores a 20um/segundo. Os espermatozoides foram classificados como rapidos
(RAP) com VCL > 200; médios (MED) com VCL >100 a 200<; lentos (LEN) com VCL >20
a 100< e estaticos (EST) quando apresentaram VCL < 20 um/segundo. Espermatozoides que
apresentaram STR > 80 % foram considerados progressivos € com LIN > 40 % caracterizados
com movimento linear.
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c. Integridade funcional da membrana plasmatica dos espermatozoides
A integridade funcional da membrana plasmatica dos espermatozoides foi avaliada
usando-se o teste HOST [41] baseado nas caudas enroladas ou inchadas dos espermatozoides
depois de submeté-los a uma solucéo hiposmética de 100 mOsm [9 g de frutose e 4,9 g de
citrato de sodio/ litro de agua Mili Q]. A técnica foi realizada ao incubar 10 puL de sémen com
100 pL da solugdo hiposmética a 37 °C por 60 minutos. Depois da incubacdo 20 pL da
mistura foi colocada sobre uma lamina e coberta com uma laminula para ser visualizada em
microscopio com contraste de fase (Nikon 50i, Japdo) sob aumento de 1000x em éleo de
imersdo, para contagem de 200 espermatozoides por amostra considerando-se aqueles com

cauda enrolada ou inchada como possuindo membrana plasmaética funcional.

d. Viabilidade espermatica

Foi realizado o procedimento para avaliacdo da viabilidade espermatica por citometria
de fluxo relacionado a deteccdo da externalizacdo da fosfatidilserina na membrana plasmatica
dos espermatozoides. Foram utilizados dois corantes fluorescentes Annexina-V e lodeto de
Propidio - PI (Kit-Alexa Fluor® 488 Molecular Probes/Invitrogen, Brasil) com alta afinidade
a fosfatidilserina e a cadeia dupla do DNA, respectivamente. Primeiramente foram misturados
1,6 pL de sémen (0,96 x 10° espermatozoides) em 98,4 uL da solucdo tampao de Annexina V
(1:5/Tampéo de ligagdo de Annexina: Agua deionizada). Em ambiente escuro, adicionou-se a
esta mistura 5 pL de Annexina-V (25 mM) que permaneceram sob incubagdo por 5 minutos,
para logo serem acrescentados 2 pL de PI (1,5 mM) que também foram incubados por mais
10 minutos. As analises das amostras foram realizadas em citdmetro de fluxo (Attune NxT
Acoustic Cytometer, Thermo Fisher Scientific) nos canais BL1-H e BL3-H usando filtro com
comprimento de onda de excitacdo/emissdo de 488/499 e de 535/617 nandmetros para
Annexina-V e PI, respetivamente. Para cada amostra foram coletados 10.000 eventos sendo
distinguidos quatro tipos de células espermaéticas: i) ndo—apoptoticas com membrana
plasmatica integra - negativas para Annexina-V e Pl (A/PI’); ii) em inicio de apoptose -
positivas para Annexina-V e negativas para Pl (A*/PI); iii) apoptoticas tardias - positivas para
Annexina-V e Pl (A*/PI%); e vi) necréticas - negativas para Annexina-V e positivas para Pl
(A°/PI*). O percentual de espermatozoides viaveis (Viab) foi mensurado pela somatéria das
proporcOes dos espermatozoides A /Pl e A*/PI™ [42].

e. Capacitacdo e reacao acrossomal espermaticas

A capacitacdo e reacdo acrossomal foram avaliadas seguindo a técnica da
clortetraciclina (CTC) conforme técnicas descritas por [43] e [40]. Uma aliquota de 11uL de
sémen foi adicionada a 150 mL de solucdo tamponada de Dulbeco (PBS) [44] obtendo-se ao
final uma solugdo com aproximadamente 40 x 10° espermatozoides/mL. Dessa mistura foram
retirados 20 pL que foram transferidos para um microtubo ao qual adicionou-se 20 pL de
CTC (1 mM). Depois de homogeneizada, 10 pL desta mistura foram transferidos para uma
lamina que foi coberta por uma laminula e submetida a uma leve pressdo com a finalidade de
diminuir o excesso de fluido e melhorar a distribuicdo da amostra. A amostra foi levada a
geladeira calibrada a 4° C por 10 minutos até sua avaliacdo pela contagem de 200 células sob
imersdo em Gleo, com aumento de 1000x, em microscopio com iluminacdo epifluorescente
(CARL ZEISS, AX10 Cam MRc Gottingen, Alemanha) usando o filtro com comprimento de
onda de excitagdo de 450-490 e de emissdo de 514 nanbGmetros. Trés categorias de
espermatozoides foram classificadas de acordo com a fluorescéncia amarela esverdeada: F —
ndo capacitados e sem reacdo acrossomal = fluorescéncia uniforme por toda a cabeca; B —
capacitados = fluorescéncia uniforme na porcdo anterior (acrossomal) da cabeca; AR — com
reacdo acrossomal = regido anterior da cabeca com pouca ou nenhuma fluorescéncia.

5.2.5. Delineamento experimental e analises estatisticas
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As andlises estatisticas foram realizadas com a ajuda do programa computacional SAS
9.1® e do software R. Inicialmente foi avaliado se os dados das variaveis dependentes
representadas pelos pardmetros espermaticos cumpriam as suposi¢des minimas determinadas
pela estatistica paramétrica por meio das analises da heterogeneidade de variancia e de
normalidade com aplicacdo dos testes de Hartley (Hc >H) e Shapiro-Wilk (P > 0,05),
respectivamente. Os dados dos parametros espermaticos que ndo apresentaram distribuicéo
normal foram transformados pelo arco seno da raiz quadrada. Os dados que apresentaram
distribuicdo normal naturalmente (VAP, LIN, LEN, EST, A"/PI', Viab e AR) ou ap6s a
transformacdo (MT, VSL, WOB, MED, A°/PI', A*/PI*, A/PI* e F) foram analisados mediante
um desenho aleatério de blocos causalizados no esquema fatorial 4x3, considerando-se como
efeitos fixos os extensores (Ex: Fator 1) e as taxas de congelagdo (TC: Fator 2) seguindo o
modelo descrito abaixo:

Yij=p+ Ti+ Bj+ (TP) ij + &ij

Onde: Yij € a variavel dependente ou parametro espermatico, pu é a média de todas as
observacOes, Ti representa o efeito do extensor, Bj é o efeito da taxa de congelagéo, (TP) ij
representa a interacdo entre o extensor e a taxa de congelacdo, e &ij representa o erro
experimental.

Os dados dos parametros espermaticos que ndo apresentaram normalidade depois da
transformacéo (Mot, Vig, MP, VCL, STR, BCF, ALH, RAP, HOST e B) foram analisados
com estatistica ndo paramétrica usando primeiramente a transformacéo de postos alinhados de
cada parametro pelo pacote ARTool [45]. Finalmente todos os dados dos parametros
espermaticos foram analisadas pela ANOVA para que seja verificada a influéncia dos fatores
e sua interacdo pelo Teste F. As diferencas entre as médias dos grupos experimentais foram
determinadas pelo teste de Tukey (HSD). Para todas as andlises foi considerado nivel de
significancia de 5% (P<0,05).

5.3. Resultados

a. Motilidade massal e vigor espermaticos

A motilidade massal (Mot) e o vigor dos espermatozoides (Vig) foram fortemente
afetados pelos fatores extensor e taxa de congelacdo (P < 0,001) e pela interacéo entre eles (P
< 0,01) (Tabela 1). Como pode ser observado na Tabela 2, as médias da Mot e Vig do GO-
20% e LS-2,0% foram semelhantes entre si (P > 0,05) e superiores em relacdo ao LS-0,5% e
LS-1,0% (P < 0,05). J& 0 LS-1,0% apresentou maiores médias destes parametros que LS-0,5%
(P < 0,05). Ao compararem-se os efeitos das taxas de congelacdo sobre Mot e Vig observou-
se que as maiores médias foram das amostras submetidas a 20 °C/min e 60 °C/min, nédo
havendo diferencas significativas entre elas (P > 0,05), mas ambas diferiram de 10 °C/min (P
< 0,05) para estes dois parametros (Tabela 3).

Os efeitos das interacGes entre os diferentes extensores e taxas de congelacdo sobre a
motilidade massal (Mot) e vigor (Vig) estdo expostos na Figura 2. Valores de Mot das
interacdes entre GO-20% e 60 °C/min, e LS-2,0% e 20 e 60 °C/min foram maiores em relacao
aqueles das interacGes entre LS-0,5% e 10, 20 e 60 °C/min, e entre LS-1,0% e 10 e 60 °C/min
(P < 0,05), mas ndo diferiram dos valores das interacdes entre GO-20% e 10 e 20 °C/min, LS-
2,0% e 10 °C/min, e LS-1,0% e 20 °C/min (P > 0,05). O valor do Vig obtido na interacdo
entre GO-20% e 20 °C/min foi maior em relacdo aos provenientes das interacdes entre GO-
20% e 10 °C/min, LS-0,5% e 10, 20 e 60 °C/min, LS-1,0% e 10, 20 e 60 °C/min, e entre LS-
2,0% e 10 °C/min (P < 0,05), mas n&o diferiu das interagfes GO-20% e 60 °C/min, e LS-2,0%
e 20 e 60 °C/min (P > 0,05). Em sintese, os menores valores de Mot e Vig foram provenientes
das interacdes entre LS-0,5% e 10, 20 e 60 °C/min e entre LS-1,0% e 10 °C/min (P < 0,05).

b. Cinética esperméatica computadorizada
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O fator extensor teve efeito significativo sobre quase a totalidade dos parametros da
cinética espermatica computadorizada como pode ser visto na Tabela 1. Como exposto na
Tabela 2, maiores médias de MT, MP, VAP, VSL, LIN, BCF, WOB e MED e menor média
de EST (P < 0,05) foram encontradas no extensor GO-20% e LS-2,0% os quais ndo diferiram
entre si (P > 0,05), mas foram significativamente diferentes em relacdo ao LS-0,5% e LS-
1,0% (P < 0,05) que também ndo apresentaram diferencas entre si (P > 0,05), para nenhum
destes parametros cinéticos.

Maiores médias da VCL e de RAP foram encontradas no GO-20% em relacdo ao LS-
0,5% e LS-1,0% (P < 0,05) mas ndo diferiram daquelas observados no LS-2,0%. Ja o LS-
2,0% apresentou maiores médias destes parametros que o LS-0,5% (P < 0,05), ndo diferindo
do LS-1,0% (P > 0,05) que se manteve numa posi¢do intermediéria.

O STR e ALH no LS-2,0% apresentaram maiores médias que no LS-1,0% e LS-0,5%
(P < 0,05), mas ndo diferiram do GO-20% (P > 0,05). Maiores médias de LEN foram
encontradas nas amostras do GO-20% e LS-2,0% em relacdo a LS-0,5% (P < 0,05), entretanto
ndo diferindo com a média deste parametro observada no LS-1,0% (P > 0,05).

Dentre os parametros de cinética espermatica computadorizada o fator taxa de
congelacdo so teve efeito (P < 0,05) sobre VAP e SRT (Tabela 1). Como pode ser observado
na Tabela 3, a média de VAP foi maior em 10 °C/min que em 60 °C/min (P < 0,05), e ambas
as taxas ndo diferiram com 20 °C/min neste parametro (P > 0,05). A maior média de STR foi
encontrada na taxa de congelacdo 20 °C/min que diferiu com daquelas observadas em 10
°C/min e 60 °C/min (P < 0,05). Em adic&o, a taxa de 10 °C/min apresentou maior média deste
parametro comparada a 60 °C/min (P < 0,05).

A interacdo entre extensor e taxa de congelacdo influenciou de forma significativa (P
< 0,001 a < 0,05) os parametros da cinética computadorizada dos espermatozoides VAP,
VSL, STR e LIN (Tabela 1, Figura 3). A interacdo entre GO-20% e 20 °C/min apresentou
maior VAP em relacdo as interaces dos extensores LS-0,5% e LS-1,0% independente das
taxas de congelacdo (P < 0,05), mas ndo diferiu com as interacfes entre GO-20% e 10 e 60
°C/min, nem entre LS-2,0% e 10, 20 e 60 °C/min (P > 0,05). Ao comparar-se apenas as
interacdes entre 0s extensores a base de lecitina de soja e as taxas de congelacdo observou-se
que o valor do VAP foi maior na interacdo entre LS-2,0% e 10 °C/min em relacdo as
interacdes entre LS-0,5% e 20 e 60 °C/min, e LS-1,0% e 10 e 60 °C/min (P < 0,05), mas nao
diferiu da interacdo entre LS-2,0% e 20 e 60 °C/min, LS-0,5% e 10 °C/min, e LS-1,0% e 20
°C/min (P > 0,05), sendo que estas ultimas interacGes apresentaram valores de VAP
intermediarios.

A interacdo entre GO-20% e 20 °C/min apresentou o maior valor de VSL em relacao
as interacOes entre LS-0,5% e 10, 20 e 60 °C/min, e LS-1,0% e 10 e 60 °C/min (P < 0,05), mas
ndo diferiu das interacdes entre GO-20% e 10 e 60 °C/min, LS-2,0% e 10, 20 e 60 °C/min, e
LS-1,0% e 20 °C/min (P > 0,05). J& ao comparar-se apenas as interacdes entre extensores a
base de lecitina de soja e taxas de congelacdo n6s observamos que os valores do VSL foram
maiores nas interacdes entre LS-2,0% e 10, 20 e 60 °C/min em relacdo as interacfes entre LS-
0,5% e 20 °C/min, LS-1,0% e 10 e 60 °C/min (P < 0,05), mas ndo diferiram das interacdes
entre LS-0,5% e 10 e 60 °C/min, e LS-1,0% e 20 °C/min (P > 0,05), sendo que estas ultimas
apresentaram valores de VSL intermediarios.

Valores maiores de STR foram encontrados nas interacfes entre os extensores GO-
20%, LS-0,5% e LS-2,0% e as taxas de 10, 20, 60 °C/min em relacdo a interacdo entre LS-
1,0% e 60 °C/min (P < 0,05), mas nao diferiram daqueles encontrados nas interacGes entre
LS-1,0% e 10 e 20 °C/min (P > 0,05). Maiores valores de LIN foram encontrados nas
interacdes entre GO-20% e 10 e 20 °C/min em relagéo a LS-0,5% e 10, 20 e 60 °C/min, e LS-
1,0% e 10 °C/min (P < 0,05), mas n&o diferiram daqueles valores das interag0es entre GO-
20% e 60 °C/min, LS-2,0% e 10, 20 e 60 °C/min, e LS-1,0% e 20 e 60 °C/min (P > 0,05).
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Tabela 1. Andlises estatisticas dos efeitos de extensor (Ex), taxa de congelacdo (TC) e da
interacdo entre eles (Ex*TC) sobre pardmetros espermaticos no sémen descongelado de
carneiros.

Fatores
Parametros Ex TC Ex*TC
espermaticos gl F-valor P-valor gl F-valor P-valor gl F-valor P-valor
Mot 4484 0,0001 *** 15,63 0,0005 *** 4,18 0,0050 **
Vig 48,11 0,0007 *** 8,58 0,0010 *** 457 0,0030 **
MT 15,00 0,0001 *** 0,89 0,4200 ns 0,37  0,8800 ns
MP 13,25 0,0003 *** 0,28 0,7500 ns 0,80 05700 ns
VCL 747 0,0010 ** 259 0,0970 ns 2,09 0,0940 ns
VAP 44,65 0,0001 *** 431 0,0200 * 439 0,0046 **
VSL 39,34 0,0001 *** 293 0,0742 ns 468 0,0030 **
LIN 2149 0,0001 *** 0,74 0,4907 ns 2,62 10,0454 *
STR 15,44  0,0001 *** 21,47 0,0006 *** 6,31 0,0005 ***
ALH 2,53 0,0800 ns 059 0,5500 ns 061 0,7100 ns
BCF 11,49 0,0009 *** 2,72 0,0800 ns 191 0,1200 ns
WOB 30,95 0,0001 *** 2,74 0,0869 ns 0,98 0,4629 ns
RAP 3 15,37 00,0010 *** 5 0,84 0,4400 ns 5 092 0,4900 ns
MED 15,79  0,0001 ** 0,08 0,9261 ns 098 0,4985 ns
LEN 8,98 0,0004 *** 0,26 0,7758 ns 1,62 0,1881 ns
EST 13,75 0,0001 *** 056 05811 ns 0,38 0,8825 ns
HOST 127,60 0,0004 *** 0,07 0,9200 ns 054 0,7600 ns
A'/PI 15,83 0,0001 *** 50,71  0,0001 *** 285 0,0331*
A'IPI 438 0,0108 * 3,40 0,0530 ns 091 04244 ns
ATIPI* 45,77 0,0001 *** 6,39 0,0065 ** 0,49 0,8089 ns
API* 2589 0,0001 *** 0,36 0,6998 ns 045 0,8343 ns
Viab 26,52 0,0001 *** 13,29 0,0002 *** 091 0,5054 ns
F 57,06 0,0001 *** 092 044134 ns 756 0,0002 ***
B 0,33 0,8000 ns 0,39 0,6700 ns 1,21 0,3300 ns
AR 24,70  0,0001 *** 041 0,6660 ns 521 0,0018 **

Mot = motilidade massal; Vig = vigor; MT = motilidade total; MP = motilidade progressiva;
VCL = velocidade curvilinear; VAP = velocidade do percurso médio; VSL = velocidade em
linha reta; LIN = linearidade; STR = retilinearidade; ALH = amplitude do deslocamento
lateral da cabeca; BCF = frequéncia de batimento flagelar cruzado; WOB = indice de
oscilacdo ou waobble; espermatozoides rapidos (RAP), médios (MED), lentos (LEN) e
estaticos (EST); HOST = teste hiposmotico; espermatozoides ndo—apoptdticos com
membrana plasmatica integra (A/PI"), com apoptose inicial (A*/PI); com apoptose tardia
(A*/PIY), e em necrose (A/PI"); Viab = espermatozoides viaveis; espermatozoides ndo—
capacitados e sem reacdo acrossomal (F), capacitados (B) e com reacao acrossomal (AR); gl =
graus de liberdade. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; ns = ndo significativo (P > 0,05).

c. Integridade funcional da membrana plasmatica dos espermatozoides
A integridade funcional da membrana plasmatica dos espermatozoides (HOST) foi
fortemente afetada pelo fator extensor (P = 0,0004), j& a taxa de congelacdo e a interagéo
destes dois fatores ndo tiveram influéncia significativa (P > 0,05) sobre esta variavel (Tabela
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Tabela 2. Médias + erros padrbes dos pardmetros esperméaticos no sémen de carneiros
submetidosa congelacdo apos diluicdo em diferentes extensores a base de gema de ovo (GO) e
lecitina de soja (LS).

Parametros Extensores

espermaticos GO-20 % LS-05 % LS-1,0 % LS-2,0 %
Mot (%) 2333+ 117 a 1,77 £ 0,19 ¢ 1311 +192b 2333+ 1,66 a
Vig (0-5) 255+ 017 a 088 +011c 1,66 £0,16 b 233+0,16 a
MT (%) 30,27 £ 399 a 964 +137b 13,75 + 2,00 b 2504 + 222 a
MP (%) 1301 + 225 a 152 +036 b 303+107b 10,16 + 1,66 a
VCL (um/s) 19249 + 253 a 14832 +1431c 16752 +999 bc 190,03 + 253 ab
VAP (um/s) 147,06 + 3,82 a 81,07 + 803 b 7747 £996 b 12647 + 357 a
VSL (um/s) 134,83 + 342 a 7253 + 759 b 6332+998b 119,14 + 38l a
LIN (%) 71,01 £ 215 a 4753 + 161 Db 4734 +481 b 63,46 + 2,07 a
STR (%) 91,77+ 159ab 86,15+ 244D 67,78 £ 9,06 C 93,85 + 0,55 a
ALH (um) 2,73 £ 0,07 ab 072 +047 ¢ 2,12 + 0,24 bc 299 + 0,15 a
BCF (Hz) 3012 + 1,37 a 19,64 + 396 b 16,07 £3,25 b 31,67 + 0,90 a
WOB (%) 76,98 + 1,89 a 4239 + 8,09 b 3499 +547 b 6731+ 188 a
RAP (%) 508 + 1,05 a 032+0,19¢c 0,50 + 0,25 bc 2,17 £ 0,71 ab
MED (%) 991 +142a 142 +035b 293+087b 8,70 + 1,07 a
LEN (%) 15,30 + 1,97 a 742+ 107D 1033 +129ab 1485+ 106 a
EST (%) 69,71 + 4,00 b 90,84 + 1,39 a 86,24 + 2,02 a 7428 + 202 b
HOST (%) 14,16 + 1,10 a 072+012d 2,00 +027 ¢ 6,50 + 0,87 b
AP (%) 15,87 + 1,64 a 394+0,75¢ 539 +084c 9,63+ 093 b
A*IPI™ (%) 6,50 + 1,24 ab 749 + 103 a 366 +052b 7,38 + 058 a
A'IPI" (%) 3003 +540c¢ 80,25 + 1,92 a 7555 + 250 a 67,46 + 197 b
API™ (%) 4750 £ 574 a 831+ 110c 1531 +197 b 1550 + 1,49 b
Viab (%) 2237 + 202 a 1143 + 147 ¢ 9,06 +1,09 ¢ 17,02+ 1,36 b
F (%) 4727 + 371 a 20,98 + 1,70 ¢ 22,86 +1,88 ¢ 3599 + 2,10 b
B (%) 2513 + 220 a 2593 + 312 a 2823 +230a 2590 + 259 a
AR (%) 27,60 +4,35 ¢ 53,09 + 3,11 a 4891 +350 a 38,11 +£2,90 b

Mot = motilidade massal; Vig = vigor; MT = motilidade total; MP = motilidade progressiva;
VCL = velocidade curvilinear; VAP = velocidade do percurso médio; VSL = velocidade em
linha reta; LIN = linearidade; STR = retilinearidade; ALH = amplitude do deslocamento
lateral da cabeca; BCF = frequéncia de batimento flagelar cruzado; WOB = indice de
oscilacdo ou waobble; espermatozoides rapidos (RAP), médios (MED), lentos (LEN) e
estaticos (EST); HOST = teste hiposmatico; espermatozoides ndo—apoptéticas com membrana
plasmatica integra (A”/PI°), com apoptose inicial (A*/P1°); com apoptose tardia (A*/PI*), e em
necrose (A/P1); Viab = espermatozoides viaveis; espermatozoides nao—capacitados e sem
reacdo acrossomal (F), capacitados (B) e com reacdo acrossomal (AR). #>¢ Letras mintsculas

diferentes na mesma linha indicam diferencas entre extensores (P < 0,05).

1). Todos os extensores diferenciaram-se entre si (P < 0,05) quanto a porcentagem de
espermatozoides com membrana plasmatica funcional apresentando médias de valores
decrescentes progressivamente entre GO-20%, LS-2,0%, LS-1,0% e LS-0,5% (Tabela 2).
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Tabela 3. Meédias + erros padrbes dos pardmetros espermaticos no sémen de carneiros
submetidos a diferentes taxas de congelagéo.

Parametros Taxas de congelacédo

espermaticos 10 °C/min 20 °C/min 60 °C/min
Mot (%) 1191+ 256 b 17,66 + 2,88 a 16,58 £ 3,05 a
Vig (0-5) 150+ 015b 2,08 +£ 0,23 a 2,00+ 0,27 a
MT (%) 1862+ 2,26 a 2195+ 399 a 1845+ 342 a
MP (%) 6,56 + 1,57 a 796+ 2,22 a 6,26 £ 193 a
VCL (um/s) 184,72 + 8,98 a 168,75+ 9,99 a 17030+ 8,19 a
VAP (um/s) 114,74 + 835 a 111,81 +£10,94 ab 9751+ 1180 b
VSL (um/s) 101,59 + 10,62 a 102,48 + 10,35 a 88,29 + 10,84 a
LIN (%) 5595+ 525 a 59,49 + 337 a 5655+ 281 a
STR (%) 8697+ 512 b 90,86 £ 0,71 a 76,82 + 6,48 ¢
ALH (um) 255+ 0,29 a 2,73+ 0,13 a 250+ 0,30 a
BCF (H2) 2258 + 348 a 2749+ 180 a 2305+ 334 a
WOB (%) 5202+ 785 a 62,78 £ 459 a 51,46 + 6,86 a
RAP (%) 197+ 0,62 a 259+ 097 a 151+ 0,71 a
MED (%) 513+ 1,18 a 6,43+ 1,80 a 504+ 148 a
LEN (%) 13,69+ 1,46 a 1167+ 192 a 11,02+ 1,76 a
EST (%) 7922+ 215a 7943+ 439 a 8254+ 361 a
HOST (%) 562+ 143 a 6,33+ 1,94 a 558+ 1,67 a
A'IPI™ (%) 621+ 144 b 883+ 1,03 ab 11,09+ 2,05 a
A'IPI™ (%) 469 + 0,63 a 721+ 093 a 6,87 £ 0,90 a
ATIPIT (%) 69,19 + 6,26 a 62,70+ 570 b 58,07+ 7,23 b
AIPI™ (%) 1984 + 503 a 2117+ 504 a 2395+ 578 a
Viab (%) 1090+ 184 b 16,04 + 1,66 a 1796+ 193 a
F (%) 30,08+ 2,78 a 32,16 + 336 a 3161+ 502 a
B (%) 26,72+ 181 a 2708+ 242 a 2769+ 232 a
AR (%) 4320+ 2,37 a 40,76 + 410 a 40,70 + 553 a

Mot = motilidade massal; Vig = vigor; MT = motilidade total; MP = motilidade progressiva;
VCL = velocidade curvilinear; VAP = velocidade do percurso medio; VSL = velocidade em
linha reta; LIN = linearidade; STR = retilinearidade; ALH = amplitude do deslocamento
lateral da cabeca; BCF = frequéncia de batimento flagelar cruzado; WOB = indice de
oscilacdo ou waobble; espermatozoides rapidos (RAP), médios (MED), lentos (LEN) e
estaticos (EST); HOST = teste hiposmatico; espermatozoides ndo—apoptéticas com membrana
plasmatica integra (A”/PI°), com apoptose inicial (A*/P1°); com apoptose tardia (A*/PI*), e em
necrose (A/P1"); Viab = espermatozoides viaveis; espermatozoides nao—capacitados e sem
reacdo acrossomal (F), capacitados (B) e com reacdo acrossomal (AR). ¢ Letras mintsculas
diferentes na mesma linha indicam diferencas entre taxas de congelacdo (P < 0,05).

d. Viabilidade espermatica
O fator extensor teve efeito significativo (P < 0,05) ou altamente significativo (P <
0,0001) sobre as percentagens dos tipos de espermatozoides e da viabilidade espermatica
determinadas pela citometria de fluxo (Tabela 1). O GO-20% apresentou percentagens
maiores de espermatozoides ndo-apoptoticos com membrana plasmatica integra (A/PIY) e
viaveis (A/PI"+ A*/PI") em relacdo aos extensores LS-0,5%, LS-1,0% e LS-2,0% (P < 0,05).
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Figura 2. Efeitos das interacGes entre diferentes extensores a base de gema de ovo (GO) e
lecitina de soja (LS) e taxas de congelacdo sobre a motilidade massal (a) e vigor (b) dos
espermatozoides no sémen descongelado de carneiro. **¢ Letras minUsculas diferentes
indicam diferencas entre as interagdes (P < 0,05).
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Figura 3. Efeitos das interacGes dos diferentes extensores a base de gema de ovo (GO) e
lecitina de soja (LS) e taxas de congelacdo sobre os parametros da cinética espermatica

computadorizada: velocidades do percurso médio (VAP) e em

linha reta (VSL),

retilinearidade (STR) e linearidade (LIN). #P¢d€ | etras mindsculas diferentes indicam

diferencas entre as interac6es (P < 0,05).

Comparando-se apenas 0s extensores a base de lecitina de soja observou-se que o LS-
2,0% apresentou percentagens maiores de espermatozoides A/PI™ e viaveis em relacdo ao LS-
0,5% e LS-1,0% (P < 0,05), que ndo tiveram diferencas significativas entre si para estes
parametros (P > 0,05). Os espermatozoides em inicio de apoptose (A*/PI) foram mais
frequentes nos extensores LS-0,5% e LS-2,0% em relacdo ao LS-1,0% (P < 0,05). Entretanto,
as frequéncias deste tipo espermatico nos extensores a base de lecitina foram todas
semelhantes (P > 0,05) ao GO-20% que se posicionou de forma intermediaria entre 0s
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extensores quanto a este pardmetro. Foram encontradas percentagens menores de
espermatozoides com apoptose tardia (A*/P1") no GO-20% em relacdo aos demais extensores
(P < 0,05), j& 0 LS-2,0% apresentou menor valor deste pardmetro em rela¢do ao LS-0,5% e
LS-1,0% (P < 0,05), sendo que estes dois ultimos nao diferiram entre si (P > 0,05) (Tabela 2).

A maior percentagem de espermatozoides necroticos (A/P1™) foi encontrada no GO-
20% que diferiu dos demais extensores (P < 0,05). O LS-0,5% foi 0 que apresentou menor
percentagem de espermatozoides necroticos diferindo com todos os demais extensores (P <
0,05), enquanto o LS-2,0% e LS-1,0% n&o diferiram entre si na frequéncia deste tipo
espermatico (P > 0,05) (Tabela 2).

O fator taxa de congelacao teve forte efeito (P < 0,001 a P < 0,01) sobre as frequéncias
de alguns tipos de espermatozoides e da viabilidade espermatica (Tabela 1). Como pode ser
verificado na Tabela 3, maiores percentagens de espermatozoides A/PI" e viaveis foram
encontrados em 60 °C/min comparado a 10 °C/min (P < 0,05). A taxa de 20 °C/min né&o
diferiu de 60 °C/min para ambos os parametros (P > 0,05) e foi semelhante (P > 0,05) e maior
(P < 0,05 que 10 °C/min para a frequéncia de espermatozoides A/PI" e viaveis,
respectivamente. A maior percentagem de espermatozoides A*/PI™ foi obtida na taxa de
congelacdo 10 °C/min diferindo significativamente de 20 °C/min e 60 °C/min (P < 0,05),
sendo que estas duas ultimas taxas de congelagdo néo diferiram entre si (P > 0,05).

Em relacdo as andlises feitas por citometria de fluxo, a interacdo entre extensor e taxa
de congelacao teve efeito (P < 0,05) apenas sobre a percentagem de espermatozoides A/PI°
(Tabela 3). Na Figura 4 observa-se que a interacdo entre GO-20% e 60 °C/min foi a que
apresentou as maiores percentagens de espermatozoides A/PI- diferindo com todas as demais
interacdes (P < 0,05).
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Figura 4. Efeitos das interacGes entre os diferentes extensores a base de gema de ovo (GO) e
lecitina de soja (LS) e taxas de congelacdo sobre a percentagem de espermatozoides nao-
apoptdticos com membrana plasmatica integra (A/PI). #P¢d¢ | etras minGsculas diferentes
indicam diferenca (P < 0,05).

e. Capacitacdo e reacdo acrossomal espermaticas

Na Tabela 1 pode ser visto o resultado da andlise estatistica dos parametros que
avaliaram a capacitacdo e reacdo acrossomal dos espermatozoides. O fator 1, representado
pelo extensor, e a sua interacdo com o fator 2, representado pela taxa de congelacdo, tiveram
forte efeito (P < 0,001 a P < 0,01) sobre a percentagem de espermatozoides classificados
como ndo-capacitados (F) e com reacdo acrossomal (AR). Ja a taxa de congelacdo ndo afetou
nenhum parametro desta avaliacdo assim como 0s espermatozoides capacitados ndo foram
afetados por nenhum dos fatores testados nem pela interacéo entre eles (P > 0,05). Como pode
ser verificado na Tabela 2, as percentagens maiores de F e menores de AR foram encontradas
no GO-20% (P < 0,05). Entre os extensores a base de lecitina encontrou-se percentagens
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maiores de F e menores de AR no LS-2,0% que no LS-1,0% e LS-0,5% (P < 0,05), sendo que
estes dois Ultimos extensores ndo diferiram entre si (P > 0,05) para nenhum destes parametros.

Como observa-se na Figura 5 a interagdo entre GO-20% e 60 °C/min foi a que
apresentou a maior percentagem de espermatozoides classificados como F em relacdo a todas
as demais (P < 0,05). Dentre as interagdes com extensores a base de lecitina de soja aquelas
entre LS-2,0% e 10 e 20 °C/min apresentaram maior percentagem de espermatozoides
classificados como F em relagdo as interacGes entre LS-0,5% e 10, 20 e 60°C/min, e entre LS-
1,0% e 20 e 60 °C/min (P < 0,05), mas ndo diferiram da interacdo entre LS-1,0% e 10°C/min
(P > 0,05). A interacdo entre o extensor GO-20% e a taxa de congelacdo 60 °C/min
apresentou menores percentagens de espermatozoides classificados como AR em relacdo a
interacdo entre GO-20% e 10 °C/min (P < 0,05), ndo diferindo, entretanto, com as interacGes
entre GO-20% e 20 °C/min e entre LS-2,0% e 20 °C/min (P > 0,05). Dentre as interagdes com
extensores a base de lecitina de soja aquelas entre LS-2,0% e 10 e 20 °C/min apresentaram
menores valores de AR em relacdo a interacdo entre LS-0,5% e 60 °C/min (P < 0,05), mas ndo
diferiram com as interagGes entre LS-0,5% e 10 e 20 °C/min, e entre LS-1,0% e 10, 20 e 60
°C/min (P > 0,05).
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Figura 5. Efeitos das interacdes entre diferentes extensores a base de gema de ovo (GO) e
lecitina de soja (LS) e taxas de congelacdo sobre as percentagens de espermatozoides nao-
capacitados (F) e com reacdo acrossomal (AR). ¢4 | etras minGsculas diferentes indicam
diferenca (P < 0,05).

5.4. Discussao

Nas analises subjetivas de motilidade massal e vigor espermatico os extensores GO-
20% e LS-2,0% e as taxas de congelacdo moderada de 20 °C/min e rapida de 60 °C/min
apresentaram melhor desempenho. Também ao considerar-se apenas o extensor LS-1,0%
observou-se que a motilidade massal e o vigor espermaticos foram maiores nas taxas de
congelacdo de 60 °C/min e 20 °C/min em relacdo a de 10 °C/min.

NOs observamos que, de uma maneira geral, os extensores GO-20% e LS-2,0%
apresentaram melhores pardmetros cinéticos espermaticos analisados pelo sistema
computadorizado apds a descongelacdo, com maiores percentagens de espermatozoides com
motilidade total e progressiva, retilineos, lineares e com velocidade de média a rapida como
requerido na reproducdo. No sémen descongelado de carneiros da raca Zandi encontrou-se
resultados similares ao nosso estudo quanto aos valores dos parametros cinéticos analisados
pelo mesmo software (SCA®), quando foram usados os extensores gema de ovo a 20% e
lecitina de soja a 2,0% [46]. A Unica diferenca é que os autores obtiveram os melhores
resultados na maioria dos parametros cinéticos dos espermatozoides com o extensor a base de
lecitina de soja a uma concentragdo um pouco inferior a 1,5% [46].

Esta diferenga entre os resultados do nosso trabalho e aquele de [46] pode ter ocorrido
devido as diferencas nas concentracdes de glicerol dos extensores e das taxas de congelacdo
utilizadas entre os trabalhos, visto que tem sido demonstrado que a interagéo glicerol e taxas
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de congelacdo tem influéncia sobre a cinética dos espermatozoides [47]. O sémen da raca
Zandi foi diluido com um extensor que continha maior concentracao de glicerol (7%) quando
comparado ao de nosso trabalho (5%), e foi congelado com uma taxa de congelacdo gerada a
partir da exposi¢do do sémen a 5 cm acima do nivel de nitrogénio, similar ao que foi feita na
taxa de 20°C /min (4,5 cm) de nosso trabalho, mas diferindo com as taxas de 60°C/min (1,5
cm) e 10°C/min (7,5 cm).

Outros estudos com sémen de carneiros das ragas Zandi [42] e Zell [48] demostraram
que a lecitina de soja a 1,0% teve resultados similares ao da gema de ovo a 20% na
composicéo de extensores, ndo apresentando diferencas significativas nas analises pelo SCA®
da cinética dos espermatozoides ap6s a descongelacdo. Adicionalmente, amostras de sémen
de carneiros da raca Mehraban diluidas em extensores a base de lecitina de soja a 1,0% e
1,5%, suplementados com &cido hialurénico, ndo apresentaram diferencas significativas entre
si nos valores da cinética espermatica analisada pelo SCA® ap6s a descongelagéo [49].

Ainda contrariando parcialmente o que n6s encontramos, no sémen descongelando da
raca Bakhtiari a motilidade total foi significativamente maior nas amostras diluidas nos
extensores a base de lecitina de soja a 1,0% e gema de ovo a 20% em relagdo aos extensores
lecitina de soja a 1,5% e gema de ovo a 15% [16]. Em outro trabalho com sémen de carneiros
da raca Bakhtiari, os autores ndo observaram diferencas na motilidade total dos
espermatozoides apos descongelacdo entre as amostras diluidas no extensor a base de lectina
de soja a 1,0% e aquelas diluidas no extensor comercial Bioxcell a base de proteina vegetal
[50]. Adicionalmente o extensor a base de lecitina de soja a 1,0% no sémen de touros [21] e
homens [17] apresentou maior motilidade total quando comparado com extensores a base de
gema de ovo a 20%.

Neste trabalho os extensores GO-20% e LS-2,0% apresentaram efeitos similares sobre
a motilidade progressiva dos espermatozoides. Este mesmo parametro avaliado no sémen
descongelado da raca ovina Rahmani também foi semelhante entre os extensores a base de
lecitina de soja a 3,5% e de gema de ovo a 15% [51].

O valor do VCL no sémen de carneiros da raca Wr-zosowka apds a descongelacéo foi
maior quando foi utilizado o extensor a base de lecitina de soja a 1,5% comparado com outro
a base de gema de ovo a 20% [28]. J& no estudo com sémen descongelado de coelhos
observou-se maiores valores da VCL e SRT e menores da VAP e do WOB no extensor a base
de lecitina de soja a 1,5% em relacdo ao da gema de ovo a 18%, ndo diferindo na LIN [52].
Claro que devemos considerar que as diferencas entre os resultados obtidos no nosso trabalho
em relacdo aqueles da literatura podem ter como fonte as diferencas de composicdo entre 0s
extensores utilizados como base e nas diferencas genéticas entre racas e espécies utilizadas
como modelo experimental.

A taxa de congelacdo ndo afetou a maioria dos parametros cinéticos dos
espermatozoides analisados pelo SCA® os quais apresentaram valores médios altos. As
excecOes foram o VAP e SRT que foram diferentes entre as taxas de congelacdo lenta de 10
°C/min e rapida de 60 °C/min e foram, respectivamente, semelhantes e superiores na lenta em
relacdo a média de 20 °C/min. Comportamento maior do VAP similar a nosso estudo na taxa
lenta de 10 °C/min foi obtido no sémen descongelado de touros com a taxa de congelacdo
controlada de 15 °C/min (TK 4000®, Uberaba, Brazil) cujos valores foram superiores em
relacdo ao obtida da taxa de congelacdo de 19 °C/min (3 cm acima de NjL) [53], mas
contrariando relativamente ao nosso trabalho ja que o valor de VAP obtido na taxa média de
20 °C/min ndo teve diferenca com as taxas lentas e rapidas.

No sémen descongelado de galos a VAP dos espermatozoides nao foi afetada pelas
taxas de congelagcdo, diferindo dos nossos resultados, mas a STR apresentou um
comportamento similar onde foram obtidos maiores valores deste parametro na taxa de
congelacdo lenta em relacdo a répida que foram obtidas a 10 e 3 cm acima do nivel de NaL,
respectivamente [25]. No sémen descongelado de peixe da espécie Prochilodus magdalenae o
STR também apresentou comportamento semelhante ao observado em nosso trabalho com
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maiores médias na taxa de congelacéao lenta (8,2 °C/min de 4 °C a -80 °C) em relacédo a rapida
(29,9 °C/min de 4 °C a -80 °C) [54]. J& em outro estudo, também com sémen descongelado de
peixe da espécie Prochilodus lineatus, o comportamento do STR diferiu de nosso trabalho,
nédo apresentando diferencas entre as taxas de congelagdo de 15 °C/min e 35 °C/min [55].

A comparagdo com a literatura dos resultados da interacdo entre extensores a base de
lecitina de soja e taxas de congelacdo ndo é possivel de ser realizada j& que este é o primeiro
trabalho que estudou este tipo de interacdo, razdo pela qual sé é possivel comparar resultados
de outros autores que estudaram os fatores de forma isolada. Nas andlises dos efeitos das
interacdes entre os extensores e as taxas de congelagao sobre os parametros VAP, VSL, STR,
e LIN no6s observamos que os extensores GO-20% e LS-2,0% apresentaram um
comportamento similar quando submetido as diferentes taxas de congelacdo. O desempenho
mais proximo entre GO-20% e LS-2,0% possivelmente tenha sido consequéncia das
quantidades aproximadas de LDL que os dois extensores ofereceram as células espermaticas
em relacdo aquelas oferecidas pelo LS-0,5% e LS-1,0%, que tiveram um comportamento
irregular com comportamento quadratico, principalmente o LS-1,0% que apresentou valores
menores de VAP, VSL e SRT na taxa de congelagdo de 60 °C/min em relacéo a de 20 °C/min.

Neste trabalho o extensor a base de gema de ovo a 20% apresentou uma maior
integridade funcional da membrana plasmatica (HOST) dos espermatozoides, sendo
claramente superior em relacéo aos extensores a base de lecitina soja. No sémen descongelado
de cervos obtiveram-se maiores valores de HOST dos espermatozoides naquelas amostras que
foram diluidas no extensor a base de gema de ovo a 20% em relacdo ao extensor a 5% [56].
As diferencas podem ser atribuidas a uma maior protecdo na estabilidade da camada lipidica-
glicocalix e das proteinas e lipidios da superficie da membrana plasméatica dos
espermatozoides pela acdo da LDL, assim como pela sua quantidade oferecida pelo extensor a
base de gema de ovo [56,57].

A membrana plasmatica integra caracteriza-se pela manutencdo da camada lipidica-
glicocalix estavel proporcionando imunoprotecdo aos espermatozoides no trato da fémea e
habilidades de fertilizacdo pela interacdo dos lipidios e proteinas que a compdem [58].
Espermatozoides que apresentam externalizacdo da fosfatidilserina na membrana plasmatica,
que é caracteristica da célula danificada e com apoptose, sdo suscetiveis a fagocitose pelas
células de defesa no trato da fémea [59]. Tem sido demostrado que os distarbios sobre os
espermatozoides de carneiros originados na congelacao levam a perda de proteinas a exemplo
da proteina mitocondrial trifuncional (PMT), receptor de polipeptideo ativador de adenilato
ciclase hipofisario tipo 1 (PAC:) e a proteina de repeticdo de Anquirina, SAM contendo
dominio zipper de leucina basica 1 (ASZ1) envolvidos no metabolismo da motilidade,
capacitacdo, interacdo espermatozoides-odcitos e na fusdo destes gametas [60].

Nossos resultados das medias de espermatozoides com membrana integra néo-
apoptoticos (A/PI°) e viabilidade espermatica mostraram que 0s extensores a base de lecitina
de soja ndo conseguiram superar a capacidade do GO-20% de minimizar os danos da
congelacdo, diferenca que pode ser atribuida principalmente a acdo da LDL presentes na GO
[56,57]. Entretanto, dentre os extensores a base de lecitina de soja, percebeu-se uma
superioridade da maior concentracao (2,0%) em relacdo as menores (0,5 e 1,0%).

Diferentemente do que foi obtido no nosso trabalho, amostras de sémen de carneiros
da raca Zandi congeladas em extensores a base de gema de ovo a 20% e lecitina de soja a
2,0% ndo apresentaram diferencas nos valores médios de espermatozoides ndo-apoptéticos
com membrana plasmatica integra [46]. Outra divergéncia € que ambos extensores utilizados
pelos autores apresentaram menores valores deste tipo espermatico quando comparados aos
extensores a base de lecitina de soja a 1,0 e 1,5 % do nosso trabalho. Adicionalmente, o
extensor com 2,5% de lecitina de soja utilizado pelos autores ndo diferiu dos extensores com
1,0, 1,5 e 2,0%, mas foi superior aquele com gema de ovo a 20% do nosso trabalho [46].
Adicionalmente, na raga ovina Zell, o sémen descongelado apresentou médias similares de
espermatozoides com membrana plasmatica integra nas amostras diluidas em extensores a
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base de lecitina de soja a 1,0% e naquelas diluidas em extensor a base de gema de ovo a 20%,
suplementados com diferentes niveis de coenzima Q10 [48] contrariando relativamente ao
nosso trabalho, ja que nos obtivemos maiores valores de este tipo de células espermética no
extensor a base de gema de ovo a 20 % em relacéo aos encontrados nos extensores a base de
lecitina de sojaa 0,5, 1,0 e 2,0%.

Ao observar-se os efeitos das taxas de congelagédo de uma maneira geral, obtivemos
melhora das percentagens de espermatozoides ndo-apopt6ticos com membrana plasmaética
integra e da viabilidade nas taxas de congelagdo mais rapidas (20 e 60 °C/min) em relacdo a
mais lenta (10 °C/min). Resultados similares foram obtidos com taxas de congelacdo répidas,
de 30 °C/min e 50 °C/min em carneiros e porcos [23], de 100 °C/min em ratas [24], de 40
°C/min e 70 °C/min aproximadamente obtidas a 3 e 1 cm do nivel de nitrogénio liquido em
galos [25], as quais apresentaram melhor efeito na preservacéo das caracteristicas estruturais e
na viabilidade dos espermatozoides em relacdo a taxas de congelagdo mais lentas. Em adicdo,
6timas taxas de congelacdo entre 15 a 60 °C/min [61] e 30 °C/min [23] foram reportadas em
carneiros.

Espermatozoides de carneiros que mantém a membrana plasmatica integra depois da
congelacdo ndo perdem a energia indispensavel para 0s processos de fertilizagdo na forma de
seu contetdo de ATP que permanece semelhante aquele de espermatozoides do sémen in
natura [62]. E necessario destacar que a combinagdo positiva entre espermatozoides com
membrana plasmatica integra e ndo-capacitados incrementa a probabilidade de se obter
fertilidades altas in vivo, e pode ser usada como indicador da resisténcia e tempo de vida dos
espermatozoides no trato da fémea [63]. Espermatozoides da espécie ovina submetidos a taxas
de congelacdo rapidas na faixa da temperatura critica de -10 a -25 °C para a espécie [64]
apresentaram maior fertilidade significativa in vivo e in vitro em relacdo aqueles que foram
submetidos a taxas de congelacdo lentas, mostrando altas taxa de clivagem e producéo de
blastocistos manifestado na maior taxa de prenhez [61].

Para 0 sucesso da criopreservacdo com a manutencao da integridade e funcionalidade
das células dos mamiferos, a exemplo dos espermatozoides, algumas condi¢des devem ser
atendidas. As células devem ser suspensas em aditivos de protecdo com concentracdes altas o
suficiente para prevenir o chamado "efeito-solucdo” que pode ser provocado por uma taxa de
congelacdo lenta ocasionando prejuizo com a perda da integridade da membrana plasmatica.
As células devem ser congeladas em taxas ndo muito altas para evitar a cristalizacéo rapida a
nivel intracelular, o qual ndo permitiria a saida suficiente de agua [65]. Calculou-se que a
temperatura de cristalizagdo nos espermatozoides esta entre -20 °C e -40 °C [66] e que,
especificamente para os carneiros, o equilibrio osmotico estimado ocorre entre -20 °C e -30
°C, temperaturas em que as células ndo sofrem danos em nivel intracelular [67].

Além da integridade estrutural da célula espermatica [60] sdo requeridos
espermatozoides funcionais nao-capacitados em maior proporcao nas amostras de sémen para
seu uso na reproducdo assistida, a exemplo da inseminacgdo artificial por possuirem maior
longevidade, apresentando correlacao positiva alta com a fertilidade [47,68].

Considerando-se apenas o efeito do extensor, observou-se médias mais altas de
espermatozoides ndo-capacitados em primeiro lugar no GO-20% (47,27%) e em segundo
lugar no LS-2,0% (35,94%), as quais foram superiores as encontradas no sémen de carneiros
da raca Corriedade congelado em extensores a base de leite e gema de ovo a 5% (26,30%) e
no Bioexcell a base de lecitina de soja (28,50%) [47]. Estas médias de nosso trabalho também
foram superiores aquelas encontradas no sémen descongelado de carneiros da raca Santa Inés
submetido a0 mesmo extensor a base Glicina-gema de ovo-leite utilizado por nds sem adicdo
de nenhum antioxidante (13,50%) ou mesmo com adi¢do de catalase (14,30%) e trolox
(13,40%) pelos autores [69].

A interacéo entre 0 extensor GO-20% e a taxa de congelagdo 60 °C/min apresentou a
maior média de espermatozoides classificados como ndo-capacitados cujo valor foi
semelhante ao encontrado no sémen in natura de carneiros [43], assim como no sémen
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descongelado de touros [70]. A capacitacdo e a reacdo acrossomal dos espermatozoides sao
fendmenos naturais para a fertilizacdo que naturalmente devem ocorrer no trato da fémea
[71]. Entretanto, a criopreservagdo do sémen desencadeia e acelera estes processos de forma
artificial sendo que estes fendmenos estdo associados com a diminuigdo da longevidade e
sobrevivéncia dos espermatozoides descongelados, reduzindo a sua capacidade de fertilizagdo
no trato da fémea [72]. A criopreservacdo produz alteragdo estrutural na membrana plasmética
dos espermatozoides com perdas de compostos como o colesterol [73] e proteinas de
superficie que trazem consigo um aumento da permeabilidade da sua bicamada lipidica,
incrementando o fluxo do célcio (Ca®") dentro da célula que por sua vez ativa diversos
processos bioquimicos chegando a polimerizacéo e dispersdo da F-actina e consequentemente
na capacitacdo e reacdo acrossomal precoce dos espermatozoides [66]. Evidéncias tém
mostrado maior proporcdo de espermatozoides capacitados e com reagdo acrossomal no
sémen descongelado de carneiros em comparagdo do sémen in natura [74].

Nossos resultados demostraram que as amostras de sémen diluidas nos extensores a
base de lecitina de soja na concentracdo de 0,5 e 1,0% e congeladas em qualquer das taxas de
congelacdo estudadas apresentaram maiores quantidades de espermatozoides com prematura
reacdo acrossomal, evidenciando maior efeito negativo quando comparados com a interacao
entre 0 extensor a base de gema de ovo a 20% e as taxas de congelacdo 60 °C/min, a qual ndo
diferiu da interacdo entre o extensor a base de lecitina de soja a 2,0% e a taxa de congelagéo
20 °C/min para este tipo de célula espermatica. Estudo realizado por [49] utilizou o extensor a
base de lecitina de soja a 1,5% mas com acréscimo de acido hialurénico como antioxidante ao
sémen de carneiros da raca Mehraban, que foi submetido a uma taxa de congelacdo moderada
pela sua disposi¢do a 5 cm do nivel de NoL. Os autores apresentaram medias similares de
espermatozoides com reacdo acrossomal apds descongelacdo quando comparadas aquelas das
interacdes entre os extensores LS-2,0% e GO-20% e a taxa de congelacdo de 20 °C/min
obtidas no nosso estudo, mas apresentando medias superiores a interacdo entre GO-20% e a
taxa de 60 °C/min.

As divergéncias entre 0s nossos resultados e aqueles encontrados na literatura citadas
acima, quanto aos efeitos dos extensores sobre a cinética espermatica, viabilidade,
capacitacdo e reacdo acrossomal dos espermatozoides, possivelmente sejam devido aos
diversos fatores e suas interrelacfes envolvidas nos protocolos de criopreservacao, a exemplo
do fator raca (Zandi, Mehraban, Zell e Wr-zosdéwka), composicao dos meios extensores (Tris
sem/com adicdo de suplementos), concentragdes espermaticas por dose (50, 300, 400 e 600 x
10° espermatozoides/mL), taxas de congelagdo (5 cm a cima de nitrogénio, -70 °C), glicerol
(5%, 7%), entre outros fatores.

Cada extensor para congelacdo é composto por uma combinacdo e proporcao de
osmolitos penetrantes que estabilizam as proteinas intracelulares, reduzem a temperatura de
congelacdo no qual o gelo intracelular se forma impedindo o impacto negativo sobre a
estrutura dos espermatozoides. Além deles existem os osmolitos ndo penetrantes que atuam
como tampdes osmoticos para a protecdo ao ingurgitamento da célula durante a adicdo e
remocdo de crioprotetores [75]. Ciente disso é que se recomenda que o efeito da adicdo de
qualquer componente, a exemplo da lecitina de soja, seja testado para cada tipo de extensor e
protocolo de criopreservacdo do sémen, ja que a sua interacdo com cada elemento especifico
que compde a sua formula pode resultar em diferentes reacdes aos espermatozoides.

5.5. Conclusotes

O presente estudo evidenciou o efeito protetor dos extensores a base de lecitina de soja
a 2% e gema de ovo a 20% sobre a preservacdo da integridade da membrana plasmatica,
viabilidade e da cinética dos espermatozoides no sémen descongelado de carneiros. As taxas
de congelacédo rapidas de 60 °C/min e 20 °C/min apresentam o melhor efeito na preservacao
da estrutura da membrana plasmatica e da maior viabilidade dos espermatozoides. O extensor
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a base de gema ovo a 20% tem seu melhor desempenho quando o sémen é submetido a
velocidade de congelacdo de 60 °C/min. A concentracdo de 2% de lecitina de soja apresenta
melhor desempenho nos extensores a base deste componente em substituicdo a gema de ovo
independente da taxa de congelacdo utilizada para congelacdo do sémen de carneiros. A
interacdo que apresenta a melhor qualidade do sémen congelado de carneiros é aquela entre o
extensor a base de gema de ovo a 20% e a taxa de congelacdo de 60 °C/min por apresentar
maiores percentuais de espermatozoides com membrana plasmatica integra e ndo-capacitados
e menores com reacdo acrossomal ap6s a descongelacao.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Epocas do ano influenciam a qualidade de sémen de carneiros, sendo afetadas
negativamente em ambientes de estresse térmico alto, apresentando relagdo com indices
bioclimaticos, 0s quais podem ser usados no manejo e monitoramento do estresse ambiental
sobre o0s animais. Adicionalmente o estudo da interagdo de fatores envolvidos na
criopreservacdo de sémen ajuda a melhorar a capacidade de resisténcia dos espermatozoides
apos a descongelacdo, com a manutencdo estrutural e fisiologica a exemplo da integridade,
viabilidade e capacidade de fertilizacdo, acompanhado de boa qualidade cinética dos
espermatozoides. Estratégias consequentes podem ser alternativas para futuros estudos na
melhoria da reproducéo ovina.

7. ANEXOS
7.1 Preparo dos extensores a base de Gema de Ovo e Lecitina de Soja

Meio diluidor (Extensor) a base Glicina-Leite (GL) de Gonzales (1996)

Solucdo A
LT €1 | o1 1 - U 1,475¢
LT O 11 7 1 (o 10 (<o 1o [ o J R 3,125¢
e AQUAMITE Qe 47,37 mL
Solucdo B
B FTULOSE .o 3,157¢g
= AQUAMITE Qe 47,37 mL
Solucdo Mae
B SOMIUGAD A+B e 94,75 mL
=  Sulfato de Gentamicina (Gentrin 44 mg/mL-ourofing) ............c....cccoeene., 5,25 mL
Extensor Gema de Ovo a 20% (GO-20%b)
B SOMUGAO M ... 15 mL
B GEMA U OVO ...ttt ettt 10 mL
B OrvuS ES Paste (OEP).......ccoiiiiie ettt 0,20 mL
= Leite desnatado (11% - 0,8250) ....ccovvvreiiiieeiiiie e 7,5 mL
B GHICRIOL... s 2,5mL
m AQUAMITE Q. 19,8 mL

Total 50 mL
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Extensor Lecitina de Soja a 2,0% (LS-2,0%)

B SOUGAD MBE ... 15mL
B LeCitiNa de SOJa .. .cooueiiiieiiieee e 1,08 g
B OrvuS ES Paste (OEP) ... 0,20 mL
= Leite desnatado (11% - 0,8250) ....cccovviviiriiiiieiiie e 7,5mL
LT €1 [ o710 R 2,5mL
 AQUAMITE Qe 24,8 mL

Total 50 mL

Extensor Lecitina de Soja a 1,0% (LS-1,0%)

B SOUGAD MEE ... 15 mL
B LeCitiNA 08 SOJA .. .eeiiiiiiieiie e 0,54 g
B OrvuS ES Paste (OEP).....cooiiiiiiiiiie e 0,20 mL
= Leite desnatado (11% - 0,8250) ....cooveiiiiiiiiiiieiiiesiee e 7,5 mL
B GHICEIOL. .. 2,5mL
 AQUAMITE Qe 24,8 mL

Total 50 mL

Extensor Lecitina de Soja a 0,5% (L.S-0,5%)

1o | [V T T N - U PR URRPRR 15 mL
T - Tod 1 g F- o (IR0 - USSR 0,27 g
B OrvuS ES Paste (OEP).......cooiiiiiiecie ettt 0,20 mL
= Leite desnatado (11% - 0,8250) ....ecovvvreiiiiieiiiie e 7,5 mL
B GHCEIOL. .o 2,5 mL
= AQUAMITE Q. 24,8 mL

Total 50 mL

Observacdes:

1. O leite desnatado, usado na férmula do diluidor GGL, foi aquecido a 92-95 °C durante
10 minutos a fim de inativar os fatores toxicos e fragdes proteicas (Evans e Maxwell,
1990)

2. Os antibidticos da férmula original do diluidor de GGL de Gonzales (1996) foram
substituidos por sulfato de gentamicina (Souza et al., 2006)
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7.2 Preparo de solugdes para as analises espermaticas pds-descongelacéo
Solugdo de X-Cell®

FORMULA DO X-Cell®
I €1 [0 Tolo L o] o | - PR TSOUSRR 76,6 g
= Citrato de SOdio Bi-hidratado ...........ccccoveiiieiiiiiieccce e 14,3 g
= Bicarbonato de SOAI0........cccceeiuiiiiieiie et 2,60
B ED T A ettt 8,6
B ClOreto de POTASSIO ... .cccvvieiie ettt 250
B Sulfato de GENTAMICING. ... ..uuueeiiiiiiiiiiiiiiii b abbbabaeaaabaaasaaaaees 0,49

SOLUCAO DE X-Cell®
T )| .Y 4349
= AQUE Mili Q (GSP) veveeeeeerereieieeeeeeeeeee ettt e ettt 1000 mL

Obs.: - pH e Osmolaridade dao em torno de 6,89 e 274 mOsm/Kg, respectivamente;
- Armazenar a 5 °C.

Solucdo Estoque para Clortetraciclina (CTC): Gillan et al. (1997)

LT I 1 PSPPSRI 0,024 g
B NAC e 14,3 g
B L-Cisteina (SIgMa-7352) ...oeeiiiee e siee st 2,6 ¢
 AQUATE MIlIQ o 8,64

Obs.: - Ajustar o pH 7,8;
- Filtrar em filtro 2° de 0,22 um e estocar a 4 °C.

Solucédo de Trabalho de CTC: Gillan et al. (1997)
. S0lucao EStoque de CTC. ..ot 1000 pL
" CTC (IMM = SIgMA-CABBLY ..o eeeeeeeeee e erereenes 0,00075 g*
Obs.: - Preparar diariamente e estocar a 4 °C.
Solucédo de PBS: Barth & Oko (1989)

SOLUCAO ESTOQUE DE NaH2PO4



= NaH2PO4 (SIgmMa-S501L1).....ccciuieiiieiieeiie st 6,1256 g

B AQUAMILTEQ e 30 mL
SOLUCAO ESTOQUE DE Na2HPO4

B NAZHPOLZ e, 0,662 g

B AQUAMILTEQ e 70 mL

SOLUCAO FINAL DE PBS

= Solugdo Estoque de NaH2PO4........coiviiiiiiiiieiiciie e 30 mL
= Solugdo Estoque de NazHPO4.........ccoueiiiiiiiiiiiiiie e 70 mL
= NaCl (JT-Baker-3624-19) ......cccooiieiiiiieiiiesiee s 0,459

Obs.: - pH e osmolaridade préximos a 7,2 e 280 mOsm/kg, respectivamente;
- Armazenar a 5 °C.

Solucédo de Glutaraldeido a 0,2% (Barth & Oko, 1989)
= Solucdo de Glutaraldeido a 50% (Vetec — S0805) .......ccceevvveeriveeiiieennnnn. 0,4 mL
I S T (0 ) ISR 100 mL
Obs.: Armazenar a 5 °C.

7.3 Setup analise de sémen- Sperm Class Analyzer (SCA® Microptics, S.L. Versio 6.5,
Barcelona, Espanha)

Setup analise

Parametros para analises

Tamanho minimo da célula espermatica 30 um
Tamanho maximo da célula espermatica 70 um
Estatico VCL <20 pum/ segundo
Lento VCL >20 a 100< pm/segundo
Médio VCL >100 a 200< um/ segundo
Rapido VVCL >200 um/ segundo
Progressivos STR >80 %

Captura e analises das amostras
Cémara Basler modelo acA1300-200UC
Resolucéo 1,3 MP
Captura de imagem 203 frames/segundo
Selecdo do campo Manual

Temperatura de analises 37°C




