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“Um pouco de ciéncia nos afasta de Deus.
Muito, nos aproxima.”

Louis Pasteur
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Seja honesto assim mesmo.

O que vocé levou anos para construir, alguém pode destruir de uma hora para outra.
Construa assim mesmo.

Se vocé tem Paz e é Feliz, as pessoas podem sentir inveja.
Seja Feliz assim mesmo.

Dé ao mundo o melhor de vocé, mas isso pode nunca ser o bastante.
Dé o melhor de vocé assim mesmo.

Veja que, no final das contas, é entre vocé e DEUS.

Nunca foi entre vocé e as outras pessoas.”

Bem Aventurada Madre Teresa de Calcuta
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RESUMO

DIAS, Julio Cesar Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, marco de 2014. Avaliagao
sazonal de parametros fisiolégicos de reprodutores caprinos da raga alpina. Orientadora:
Cristina Mattos Veloso. Coorientadora: Rita Flavia Miranda de Oliveira Donzele.

Esse trabalho avaliou durante doze meses a capacidade adaptativa e as variacbes dos
parametros fisiolégicos e reprodutivos de quatro machos caprinos da raca Alpina, criados em
condicdes de clima tropical de altitude. A temperatura ambiente, a umidade relativa do ar e
a temperatura do globo negro, para o cédlculo do ITGU, foram coletadas em cinco momentos
do dia, trés vezes por semana, durante as quatro esta¢Ges climaticas anuais. A temperatura
ambiente maxima e minima, e a luminosidade foram registradas diariamente, enquanto as
avaliagBes seminais, hormonais, sanguineas, comportamentais, as frequéncias respiratoria e
cardiaca, e as temperaturas retal e superficial foram realizadas quinzenalmente. Houve
diferenca entre os valores médios da temperatura superficial, da frequéncia respiratdria, dos
hormonios e de alguns parametros hematoldgicos (proteina total e mondcitos) entre as
estacGes climaticas (P<0,05). No entanto, ndo foram observadas situacbes de estresse
térmico, com base nos parametros fisioldgicos que ficaram dentro da normalidade e do
esperado para espécie caprina. Houve diferenca (P<0,05) entre os valores médios mensais
do perimetro escrotal, volume testicular, volume e concentracdo do sémen fresco, vigor
espermatico do sémen descongelado, niveis séricos de testosterona, FSH e LH e alguns
comportamentos sexuais de cortejo e cépula. As variagdes anuais dos parametros testicular
e seminal podem ter sido determinadas pelas esta¢Bes reprodutiva e nao-reprodutiva,
principalmente, pela frequéncia de utilizacdo dos machos reprodutores. Os parametros
seminais durante todo o periodo experimental ficaram préximos ou superiores aos valores
recomendados pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA), ndo sendo observadas
diferencas durante o ano na motilidade progressiva e funcionalidade da membrana (teste
hiposmatico) para o sémen descongelado (P>0,05), permitindo inferir que o ambiente ndo
levou a alteragGes nas membranas plasmaticas espermdticas e diminuicdo da qualidade
seminal. No gel de poliacrilamida de 10% foram identificadas 22 bandas proteicas com pesos
moleculares de 25 a 181 kDa, enquanto no gel de 14%, foram identificados 16 bandas
proteicas com pesos moleculares de 5,7-165 kDa. Somente as fracdes proteicas de 5,7 e
34,3-34,5 kDa apresentaram um perfil varidvel com a sazonalidade reprodutiva da espécie

caprina, com aumento da producdo durante o periodo da estacdo reprodutiva. Nas andlises
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dos parametros bioquimicos, foi observado que as concentracdes do calcio, fosforo e
colesterol também apresentaram variagao sazonal durante o periodo experimental. No
entanto, as andlises da motilidade progressiva do semen fresco e descongelado, assim como
do teste hiposmoético no semen descongelado ndo apresentaram variacdao durante o periodo
experimental (P>0,05). Assim, conclui-se que os machos caprinos da raca Alpina, criados de
forma intensiva, mantém a homeotermia e grande adaptabilidade as condi¢cdes do clima
tropical de altitude. Além disso, as variacbes que ocorreram na quantidade e qualidade
seminal, no perfil hormonal e em alguns comportamentos sexuais, ndo devem ser
consideradas como um impedimento para utilizagdo dos machos caprinos da raga Alpina em
regioes de clima tropical de altitude durante todo o ano. Essas variacGes estdo relacionadas
a frequéncia de cobertura das fémeas e, ou, influéncia do fotoperiodo, e ndo levam a

alteracdes no sémen que possam comprometer a capacidade de fertilizacdo desses animais.
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ABSTRACT

DIAS, Julio Cesar Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, March, 2014. Seasonal
evaluation of physiological parameters of Alpine goats breeding. Adviser: Cristina Mattos
Veloso. Co-adviser: Rita Flavia Miranda de Oliveira Donzele.

This study evaluated twelve months the adaptive capacity and variations in physiological and
reproductive parameters four Alpine male goats raised in tropical climate of altitude. The
ambient temperature, relative humidity and black globe temperature, to calculate the BGHI,
were collected at five times of the day, three times for week, during the four annual seasons.
The maximum and minimum temperature and luminosity were recorded daily, while
seminal, hormonal, blood, behavioral assessments, respiratory and heart rates, and rectal
and surface temperatures were carried out fortnightly. There was difference between the
mean values of surface temperature, respiratory rate, hormones and some hematological
parameters (total protein and monocytes) between the seasons (P<0,05). However, no were
observed cases of heat stress, based on physiological parameters were within normal and
expected for goats. There was difference (P<0,05) between the monthly average scrotal
circumference, testicular volume, volume and concentration of fresh semen, sperm vigor of
the thawed semen, serum levels of testosterone, FSH and LH and some sexual behaviors of
courtship and copulation. Annual variations in testicular and seminal parameters may have
been determined by the reproductive and non-reproductive seasons, mainly by the
frequency of use of breeding males. The seminal parameters throughout the experimental
period were near or above those values recommended by the Brazilian College of Animal
Reproduction (CBRA), and no differences were observed during the progressive motility and
functionality of the membrane (hyposmotic test) for thawed semen (P>0,05), it can be
inferred that the environment has not led to changes in sperm plasma membranes and
decreased semen quality. At a 10% polyacrylamide gel were identified 22 protein bands with
molecular weights of 25-181 kDa, while the 14% gel were identified 16 protein bands with
molecular weights of 5.7 to 165 kDa. Just the protein fractions of 5.7 and 34.3 to 34.5 kDa
showed a varying profile with the reproductive seasonality of goats, with increased
production during the breeding season. In the analysis of biochemical parameters was
observed that the concentrations of calcium, phosphorus and cholesterol also showed
seasonal variation during the experimental period. However, analysis of the progressive

motility of fresh and thawed semen, as well as the hyposmotic test in thawed semen showed

Xiv



no change during the experimental period (P>0,05). Thus, it is concluded that the male goats
of the Alpine, reared intensively, keep homeothermy and great adaptability to the
conditions of the tropical climate of altitude. Furthermore, the changes that occurred in the
guantity and quality sperm, in the hormonal profile and some sexual behaviors, should not
be regarded as an impediment to the use of Alpine male goats in tropical altitude climate
throughout the year. These variations are related to the frequency of coverage of females,
or influence of photoperiod, and not lead to changes in the semen that may compromise the

fertilizing capacity of these animals.
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INTRODUGAO GERAL

A Caprinocultura brasileira, apesar de ser predominante na regidao nordeste (91,1% do
rebanho nacional), tem se expandido por todo territério nacional sendo um grande potencial
para o desenvolvimento sécio-econdmico do pais pela sua contribuicdo na producdo de carne,
leite e pele. Dos anos de 2003 a 2011, as regides centro-oeste, norte e sul aumentaram seus
rebanhos, respectivamente, em 10,2 %, 17,7 % e 66,6 % (ANUALPEC, 2013). No entanto, apesar
da demanda por produtos lacteos e carneos ter crescido o rétulo de “atividade de subsisténcia”
ainda é presente em algumas regides do Brasil. O padrdo extensivo de producdo e os baixos
niveis de tecnologias se somam a falta de organizacdo e integracdo da cadeia produtiva e, assim,
diminuem a produtividade e expressao da caprinocultura no mercado (XIMENES et al., 2009).

Para auxiliar no crescimento da producdo e buscar novos mercados para os produtos
lacteos e carneos se fazem necessario a utilizacdo de programas eficientes e praticos para a
multiplicacdo do rebanho com mérito genético. Sendo assim, os diversos segmentos da area
de Producdo Animal buscam encontrar através das Biotecnologias da Reproducdo o
aumento do numero de animais de elevada qualidade produtiva (FONSECA, 2006; PAULA et
al., 2008).

Dentre as racas mais utilizadas nos rebanhos leiteiros brasileiros, destacam-se as
importadas: Parda Alpina, dos Alpes franceses e suicos, e Saanen, da Suica. Essas racas,
originadas em regides de clima temperado, possuem estacionalidade reprodutiva controlada
pelo fotoperiodo, isto é, pelo nimero de horas de luz do dia, em ambientes com latitudes
maiores que 20° S (Centro-Sul do Brasil) (CORREA et al., 2009).

O ciclo anual do fotoperiodo é o principal fator responsdvel pelas alteracdes na
atividade reprodutiva, enquanto o clima (temperatura, umidade), o estado nutricional
(magreza ou obesidade), presenca ou auséncia de alimento e a interacdo social tém sido
considerados moduladores da sazonalidade reprodutiva (MILCZEWSKI, 2008). As alteracdes
na fisiologia reprodutiva ocorrem devido as mudancgas no eixo hipotdlamo-hipéfise-gobnadas
com a diminuicdo da producdao de melatonina durante os dias mais longos do ano
(primavera-verao), ou com seu aumento nos dias mais curtos (outono-inverno) (SOUSA et
al., 2008).

Nas fémeas, um dos principais entraves na producdo é a auséncia de ciclicidade
durante os periodos de maior luminosidade (primavera-verdo), porém ja foram criadas
alternativas como, horménio-terapia e programas de luz, que diminuem a “influéncia

negativa” desse fotoperiodo crescente. Entretanto, nos machos, apesar de n3ao ocorrer



auséncia de producdo espermatica em nenhuma época do ano, alguns produtores observam
baixa libido nos bodes, assim como, uma baixa qualidade e viabilidade do sémen caprino
para criopreservacao por parte dos pesquisadores, nos periodos de contra-estacdo. Assim,
mais estudos devem ser realizados com machos caprinos a fim de se obter maior eficiéncia
reprodutiva e econdémica dos rebanhos, com o aumento da produgao.

Nos rebanhos em que se utilizam monta controlada com programas de iluminacao
artificial ou aplicacdo de hormdnios nas fémeas durante a contra-estacdo, considera-se a
proporcao de um macho para cada cinquenta fémeas. Entretanto, as cabras geralmente sdo
penalizadas caso nao fiquem prenhes, desconsiderando-se a possivel ineficiéncia do macho.
Assim, independente do tamanho e sistema de producdo, a presenca de bodes em uma
propriedade com alteracGes no comportamento sexual ou na quantidade e qualidade de
sémen pode levar a diminuicdo da producdo de crias, com consequente impacto econémico
ao produtor devido a diminuicdo da producdo de leite e aumento dos custos (energia
elétrica, medicamentos, materiais de consumo e mdo de obra).

Ainda se deve considerar, as propriedades que utilizam da inseminacdo artificial (IA)
como base de seus programas reprodutivos ou como parte integrante de outras
biotecnologias da reproducdo (transferéncia de embrido, FIV, ICSI). Com a utilizacdo da IA,
pode-se realizar o melhoramento genético do rebanho com maior rapidez e eficiéncia,
introduzindo genes que elevardo a qualidade ou produtividade. Também pode ser utilizada
para preservar a genética de ragas nativas sob o risco de extingdo, como algumas
nordestinas, e de animais que ja tenham morrido ou ndo se encontram mais nas
propriedades. Porém, no Brasil e no mundo, a utilizagdo da IA na espécie caprina, ainda ndo
acontece no mesmo nivel que os bovinos.

Entre as diversas barreiras que levam a menor utilizacdo da técnica de IA em
caprinos, encontram-se, principalmente, as dificuldades no processo de preservagao do
sémen. As crioinjurias causadas nos espermatozdides congelados em nitrogénio liquido,
ainda levam a baixa qualidade espermdtica no descongelamento e resultados insatisfatorios
nos indices de concepgao (KARATZAS et al., 1997).

No plasma seminal, encontram-se substancias que tém a func¢do de nutrir, proteger e
preparar as células espermaticas para a fecundacdo. A andlise do perfil protéico durante as
variacbes do fotoperiodo pode mostrar a presenca de proteinas que auxiliam na
criopreservacao espermatica e que sdo produzidas somente em determinadas épocas do

ano. Algumas dessas proteinas, como as “proteinas de protecdo ao choque térmico”



(RSVP14 e RSVP20) relacionadas ao aumento da resisténcia dos espermatozdides ao
congelamento e a preservacdo da integridade da membrana, ja foram encontradas em
ovinos (PEREZ-PE et al., 2001; BARRIOS et al., 2005), porém necessita-se ainda de muitas
pesquisas com machos caprinos. Essas moléculas poderiam ser, posteriormente,
sintetizadas, natural ou artificialmente, e incluidas em diluentes utilizados no congelamento.
Portanto, o conhecimento da composi¢do bioquimica do plasma seminal caprino durante o
ano pode permitir o aperfeicoamento de tecnologias reprodutivas como a criopreservacao
do sémen em alta qualidade.

A partir dessas observacdes percebe-se a necessidade de se investir mais em
pesquisas com bodes de aptiddo leiteira para que aumentem a eficiéncia reprodutiva dos
rebanhos nacional. Com o conhecimento e analise da influéncia do fotoperiodo e outras
variaveis ambientais na reproducdo de machos caprinos leiteiros pode-se compreender
melhor a fisiologia do metabolismo e do comportamento sexual dessas racas, e assim,
auxiliar na melhoria do manejo reprodutivo, aumentar o nimero de crias e producdo

leiteira, e diminuir os custos e descartes de animais.
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[ ARTIGO DE REVISAO 1 ]

A SAZONALIDADE NA REPRODUGAO DOS MAMIFEROS: UMA REVISAO

Seasonality in mammalian reproduction: a review

Resumo: Alguns fatores relacionados ao ambiente externo influenciam direta ou
indiretamente os animais, fazendo com que eles apresentem caracteristicas especificas em
sua fisiologia reprodutiva. Dentre as varidveis ambientais, destaca-se o fotoperiodo diario,
gue permite classificar as espécies sazonais em animais de dia curto (pequenos ruminantes e
bubalinos) e de dia longo (equinos). Assim, nessas espécies o funcionamento do eixo
hipotdlamo-hipdfise-gonadal é modulado pela atuacdo da melatonina que é liberada em
concentragdes proporcionais a intensidade luminosa. A melatonina influencia a liberagao
direta do GnRH e indireta de gonadotrofinas (FSH e LH), assim como, influencia a
gametogénese, sintese de hormoénios sexuais e os comportamentos sexuais. O objetivo com
essa revisdo é abordar a influéncia do fotoperiodo na fisiologia reprodutiva, analisando os
efeitos do ritmo circadiano e os aspectos fisiolégicos da melatonina na regulacdo e

modulacdo da reproducdo animal.

Palavras-chave: fotoperiodo, gonadotrofinas, melatonina, ritmo circadiano.

Abstract: Some factors related to the external environment directly or indirectly influence
the animals, causing them to exhibit specific characteristics in their reproductive physiology.
Among the environmental variables, there is the daily photoperiod, which allows classifying
the seasonal species in short- day animals (buffaloes and small ruminants) and long-day
(horses). Thus, in these species the functioning of the hypothalamic-pituitary-gonadal axis is
modulated by the action of melatonin that is released in concentrations proportional to light
intensity. Melatonin influences the release direct of GnRH and indirect of gonadotropins
(FSH and LH), as well as gametogenesis influence, the synthesis of sex hormones and sexual
behavior. The aim of this review is to evaluate the influence of photoperiod on reproductive
physiology, analyzing the effects of circadian rhythm and the physiological aspects of

melatonin in the regulation and modulation of animal reproduction.

Key-words: circadian rhythm, gonadotropins, melatonin, photoperiod.



1. INTRODUCAO

Os mamiferos desenvolveram diferentes estratégias fisiolégicas que os permitem
manifestar suas estacdes reprodutivas em periodos especificos do ano, possibilitando o
nascimento de seus filhotes em épocas com maior disponibilidade de alimento e melhor
adaptacdo a temperatura (GOLDMAN, 2001; SMITH, 2012). Dessa forma, as espécies que sdo
influenciadas por variacdes ambientais sazonais apresentam durante o ano periodos que
possibilitam, ou ndo, a reproducdo, refletindo na gametogénese e manifestacdo de
comportamentos reprodutivos.

O ciclo anual do fotoperiodo foi identificado como o fator determinante para esse
fendmeno fisiolégico, porém ele sofre influéncia de alguns fatores moduladores como, a
temperatura ambiental, o estado nutricional dos animais, as interacdes sociais, a data do
parto e o periodo de lactacdo (NAGY et al., 2000; ROSA & BRYANT, 2003).

O estimulo fético captado pela retina permite que, por meio do eixo retina-
hipotdlamo-pineal, seja ativada ou ndo a via biossintética do hormoénio melatonina (SOUSA
et al., 2008). Dentre as varias funcbes desse neurotransmissor, destaca-se a regulacdo, ainda
ndo totalmente esclarecida do decapeptideo, hormoénio liberador de gonadotrofina (GnRH),
o qual induz a liberacdo dos hormonios foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH)
(FRUNGIERI et al., 2005; VANECEK, 1998). Os neur06nios que sintetizam e liberam o GnRH
encontram-se no hipotalamo, porém estudos recentes evidenciam a participacdo de outras
moléculas, como as kisspeptinas, na regulacdo do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal
(BERLINGUER et al., 2009).

A gametogénese e a sintese de hormonios sexuais que levam ao desenvolvimento de
caracteristicas fenotipicas e as manifestacdes sexuais secunddrias sdao ativadas pelos
horménios FSH e LH (TENA-SEMPERE & HUHTANIEMI, 2003). As espécies poliéstricas
sazonais, como 0s pequenos ruminantes, bubalinos e equinos, sdo sensiveis ao fotoperiodo
e os hormodnios sexuais sdo sintetizados e liberados pela adenohipéfise de acordo com as
variagOes de luminosidade durante o ano (BITTMAN et al., 1985; MALPAUX et al., 2001). Por
outro lado, as espécies poliéstricas continuas, como os bovinos, ndo sao influenciadas pela
luminosidade e a produgdo e secre¢do das gonadotrofinas ocorrem constantemente, de
acordo com o periodo do ciclo estral.

Aqguelas espécies em que a diminuicao do fotoperiodo e o aumento da concentragao
de melatonina na corrente sanguinea estimulam as suas atividades reprodutivas sdo

classificadas como espécies de dia curto, como as cabras e algumas racas de ovelha e



bufalas. No entanto, espécies como a equina, que tém suas atividades reprodutivas
estimuladas com o aumento da intensidade luminosa e, consequentemente, diminuicdo da
concentragdo de melatonina, sdo chamadas de espécies de dia longo (ROSA & BRYANT,
2003).

Assim, tem-se como objetivo com essa revisdo abordar a influéncia do fotoperiodo na
fisiologia reprodutiva, analisando os efeitos do ritmo circadiano e os aspectos fisioldgicos da

melatonina na regulacdo e modulacdo da reproducdo animal.

2. FOTOPERIODO E O RITMO CIRCADIANO
2.1 Influéncia do fotoperiodo na sazonalidade reprodutiva

Fotoperiodo é representado pelo comprimento de um dia e consiste no periodo de
duracdo da luz em um determinado local, tendo relagdo direta com a latitude e estacdo do
ano (ROCHA et al., 2011). Os animais que vivem sob grande variacOes de fotoperiodo
durante o ano podem apresentar sazonalidade nas suas fungOes fisioldgicas,
comportamentais e morfoldgicas (MALPAUX, 2006).

Essa variacdo fotoperiddica anual é diretamente proporcional a latitude e altitude da
regido, e o aumento da sua amplitude influencia diretamente a reproducdo dos animais
sazonais (ROSA & BRYANT, 2003). Dependendo da espécie e do seu tempo de gestacao, os
animais apresentam fases de atividade e quiescéncia reprodutiva, de forma alternada,
durante o ano. Assim, quanto mais préximo a Linha do Equador, menor e menos definida
serd a estacdo reprodutiva (MALPAUX, 2006).

Dentre outras condigdes ambientais varidveis que podem influenciar a
estacionalidade reprodutiva dos animais, encontram-se a sazonalidade da alimentagdo e do
clima, os quais possuem menores variagdes durante o ano em regides com menores
latitudes (MALPAUX, 2006). O ciclo anual de chuva influencia diretamente na disponibilidade
de alimento para a cria e a mae lactante, enquanto a temperatura ambiental tem relag¢ao
com a adaptacdo e sobrevivéncia do recém-nascido (ABECIA et al., 2012; VANECEK, 1998;
VIVIEN-ROELS & PEVET, 1983). No entanto, o comprimento da luminosidade diaria é o
agente sincronizante mais usado pelo organismo animal, pois, diferente das outras varidveis
ambientais, ele é constante entre os anos (KARSCH et al., 1984; MALPAUX, 2006).

Os equinos sdo considerados reprodutores com atividade reprodutiva em “dias
longos”, com inicio da estacdo reprodutiva na primavera, associada ao aumento da

incidéncia da luz solar, disponibilidade de alimento e temperatura durante os dias (NAGY et



al., 2000). Por outro lado, os caprinos e algumas racas de ovinos e bubalinos sdo comumente
classificados como reprodutores com atividade reprodutiva em “dias curtos”, pois iniciam a
atividade sexual em resposta a diminuicdo da luminosidade diaria (final do verdo e inicio do
outono) e entram em anestro reprodutivo no final do inverno (VANECEK, 1998; ROCHA et al.,
2011; ABECIA et al., 2012). Essas espécies sdo classificadas como poliéstricas estacionais ou
sazonais, pois apresentam ciclos estrais consecutivos somente durante a estacdo
reprodutiva das fémeas. Da mesma forma, a estacionalidade reprodutiva é também
evidente nos machos, os quais apresentam variacdo na quantidade e qualidade espermatica
(ORTAVANT et al.,, 1988), porém sem prejuizos a eficiéncia reprodutiva durante o ano
(AGUIRRE et al., 2007)

Os pequenos ruminantes que possuem suas origens em regides com latitudes entre
35 °N e 35 °S tém a tendéncia de se reproduzir em todas as épocas do ano, enquanto
aquelas de locais com latitudes superiores a 35 °S/N possuem esta¢do reprodutiva bem
definida (DYRMUNDSSON, 1978; AVDI et al., 2004; MALPAUX, 2006). As racas de origem
tropical e subtropical sdo consideradas ndo sazonais ou poliéstricas continuas e utilizam as
variaveis qualidade e disponibilidade de alimento como os direcionadores principais para a
estacdo reprodutiva (ROSA & BRYANT, 2003; AGUIRRE et al., 2007; ARROYO et al., 2007).
Assim, quanto maior a latitude da regido, maior a dependéncia do fotoperiodo e mais
restrito o periodo de atividade reprodutiva.

Durante a estagdo reprodutiva de cabras e ovelhas, ocorrem mudangas no
comportamento sexual, aumento da sintese dos hormoénios FSH e LH, e ciclos estrais
sucessivos. Nas fémeas, ocorre a sucessao de intervalos regulares do comportamento estral
e ovulagdo (17 a 21 dias), caso a prenhez ndo se desenvolva (ROSA & BRYANT, 2003). A
transicdo da fase de anestro para estacdo reprodutiva é gradual, com a ocorréncia de
pequenos ciclos reprodutivos, ja que o primeiro corpo lateo (CL) inicia seu regresso,
geralmente, de forma prematura (5-6 dias) apds sua formacgdo. Algumas discrepancias
podem ocorrer no inicio e no final da estacdo sexual quando algumas ovula¢des nao sdo
acompanhadas do comportamento de estro (ORTAVANT et al., 1988).

Convém lembrar que mesmo durante a fase de anestro, ocorrem crescimento e
regressao folicular, além da produgdo dos hormonios hipofisarios LH e FSH (GORDON, 1997).
No entanto, enquanto nao sao observados diferengas nas concentragdes plasmaticas do FSH
entre as estacdes reprodutivas (WALTON et al., 1977), na fase de anestro, a concentracao da

Progesterona (P4) permanece praticamente indetectdveis (’ANSON & LEGAN, 1988). O



mesmo ocorre com a frequéncia de liberacdo do LH, que na estacdo de anestro é menor que
na estacdo reprodutiva (THIERY & MARTIN, 1991).

As variacOes sazonais no comportamento e fisiologia do reprodutor ovino sdo menos
pronunciadas que na ovelha, porém é possivel observar altera¢cdes na atividade hormonal,
espermatogénese e peso testicular (LINCOLN & DAVIDSON, 1977; ORTAVANT et al., 1988).
Foi observado em machos da raca lle-de-France um aumento entre a estacdo de anestro e a
estacdo reprodutiva de aproximadamente 67 % do peso testicular e de 1x10° para 4,8x10°
espermatozoides/mL da produgdo espermatica (ORTAVANT et al., 1988). Lincoln & Davidson
(1977) trabalhando com reprodutores da raca Soay observaram que o inicio do aumento das
concentracOes de LH e FSH acontece 2-4 semanas apods a diminuicdo do fotoperiodo,
seguido por aumento nas concentra¢des plasmaticas de testosterona e aumento do peso
dos testiculos.

A atividade sexual no reprodutor ovino é normalmente estimulada pelo fotoperiodo
1-1,5 meses antes que em ovelhas. Assim, quando o periodo ciclico das fémeas se inicia, os
machos ja estabeleceram a atividade sexual. Essa sensibilidade diferenciada ao fotoperiodo
é importante, pois enquanto as ovelhas em anestro ovulam dentro de poucos dias apds o
inicio da estimulacdo hormonal, os carneiros necessitam de cerca de 45 dias para

estabelecer completamente a espermatogénese (ROSA & BRYANT, 2003).

2.2 Ritmo circadiano e a reprodugao em mamiferos

O ritmo circadiano é um ritmo bioldgico que persiste sob condigdes ambientes
constantes (claro, escuro, temperatura) com um periodo de duragdo préximo de 24 h. Dessa
forma, a persisténcia da ritmicidade mesmo em condi¢des que ndo apresentam variagao,
demonstra que o ritmo biolégico dos organismos é enddégeno e geneticamente determinado,
de forma independente do ambiente em que se encontram (KENNAWAY, 2005). No entanto,
a ritimicidade bioldgica dos organismos possui grande relagdio com a ritimicidade do
ambiente externo, uma vez que o ritmo circadiano pode ser ajustado pelo ambiente, agindo
sincronicamente com o mesmo (SOUSA et al., 2008).

Nos mamiferos, o responsavel por constituir os marcapassos geradores da
ritmicidade circadiana é uma estrutura hipotalamica denominada Nucleo Supraquiasmatico
(NSQ). Este reldgio central ou biolégico é uma concentrag¢do de neurdnios pareados e células
da glia no hipotdlamo anterior, adjacentes ao quiasma dptico e divididos pelo terceiro

ventriculo (RICHTER et al., 2004; KENNAWAY, 2005).



Por meio do NSQ o ritmo circadiano regula varios processos biolégicos e psicoldgicos
do organismo, como digestdo (GAUCHE et al., 2006), estado de vigilia e sono (FERNANDES,
2006), renovacdo celular (WARDIL, 2008), controle da temperatura (FERNANDES, 2006),
locomogado, ingestdao de agua (STEPHAN & ZUCKER, 1972), liberagao de corticosterona
(MOORE & EICHLER, 1972) e reproducao (ABECIA et al., 2012).

De acordo com o ciclo luz-escuro, a glandula pineal recebe sinais do sistema nervoso
para sintetizar e liberar a melatonina (CLARKE et al., 2009), e assim, prepara os organismos,
de forma fisiolégica ou comportamental, para as mudancas ambientais externas que
ocorrem ciclicamente (ARENDT, 1995; MARQUES & MENNA-BARRETO, 2003). Dentre as
varias funcOes deste transdutor fotobioldgico esta a modulacdo, nas espécies sazonais, do
eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal (HHG) (VANECEK, 1998; ROCHA et al., 2011), ou seja, a
regulacdo da fisiologia reprodutiva desses animais. Assim, a retirada ou denervacdo da
glandula pineal provocam a perda da capacidade de responder as fun¢des sazonais, embora
as respostas aos ritmos circadianos continuem (ARENDT, 1998; VANECEK, 1998).

Os mecanismos de acdo da melatonina na reproducdo de mamiferos ainda ndo estdo
totalmente esclarecidos. No entanto, sabe-se da sua influéncia na secrecdo de
gonadotrofinas (FSH e LH), na atividade das gonadas (gametogénese e sintese de esteroides)

e no comportamento sexual (MALPAUX et al., 2001; CLARKE et al., 2009).

3. OUTROS FATORES QUE INFLUENCIAM A SAZONALIDADE REPRODUTIVA

Além do fotoperiodo existem alguns fatores ambientais como, temperatura, nutrigao,
e interagdes sociais, que podem modular a estacao reprodutiva dos animais (NAGY et al.,
2000; ROSA & BRYANT, 2002).

As temperaturas ambientais maxima e minima podem estar relacionadas com o inicio
da atividade reprodutiva em éguas, como demonstrado por Guerin & Wang (1994), que
observaram durante anos que a primeira ovulacdo acontecia imediatamente apds as
mesmas sequéncias de temperaturas maxima e minima. Também foi observado que ovelhas
mantidas sob baixas temperaturas durante o verao iniciaram a atividade reprodutiva mais
cedo que aquelas mantidas em temperaturas ambientais tipicas da estacdo (GODLEY et al.,
1966). Assim, em condicbes de mesmo fotoperiodo, nutricio e manejo, a temperatura
ambiental tem um papel de inicializador do ritmo circadiano reprodutivo (NAGY, et al.,
2000).

Enquanto nas regides temperadas a estacdo reprodutiva tem como fator
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determinante o fotoperiodo e os outros fatores ambientais somente influenciam o inicio e a
duracdo da estacdo reprodutiva, nas regides tropicais a condicdo nutricional pode ser
responsavel por alguma aciclicidade sazonal (ROSA & BRYANT, 2003). Independente se a
espécie sofre influéncia do fotoperiodo ou ndo, a nutricdo é um dos principais fatores que
interfere diretamente ou indiretamente nas varias areas da reproducdo como, puberdade,
gametogénese, esteroidogénese, taxa de ovulacdo, parto, intervalo de partos e
sobrevivéncia embriondria (ROBINSON, 1996).

Nas espécies sazonais, de acordo com o periodo de gestacdo, a regulacdo da estacdo
reprodutiva por meios da nutricdo se faz com o objetivo dos seus filhotes nascerem em
épocas do ano com boa disponibilidade de alimento para eles e para suas maes que estardo
em lactacdo. Porém, o importante ndo é somente a ingestdo de energia, mas também a
gualidade da proteina da dieta disponivel (VAN NIEKERK & VAN NIEKERK, 1997). Assim, é
possivel que as datas de nascimentos de algumas espécies sofram variacbes naquelas
regioes em que a precipitacdo pluvial € muito varidvel (THIMONIER et al., 1986).

Além desses fatores, podem-se destacar ainda a lactacdo e a baixa condi¢do corporal
da m3e que influencia negativamente o retorno da ciclicidade ovariana e o momento da
primeira ovulacdo apos anestro sazonal (MALLAMPATI et al., 1971; BOUR et al., 1985), e as
relacdes de hierarquia e submissdo entre e dentro do mesmo sexo no rebanho que podem

influenciar as variaveis reprodutivas dos machos e fémeas (ROSA & BRYANT, 2002).

4. SINTESE DA MELATONINA

A melatonina, uma indolamina (N-acetil-5-metoxitriptamina) também conhecida
como hormonio marcador de escuro, é sintetizada, principalmente, pela glandula pineal na
auséncia de sinais luminosos (SOUSA et al., 2008). Também pode ser sintetizada de forma
ritmica diariamente pela retina (TOSINI & FUKUHARA, 2002), trato gastrointestinal
(MESSNER et al., 2001), células imunocompetentes (PONTES et al., 2006), e ovario (ITOH et
al., 1999). No entanto, a produgao extra-pineal tem agdo autdcrina ou pardcrina, enquanto a
maior concentracao plasmatica do hormonio se deve a sintese pela glandula pineal (STEFULJ
et al., 2001).

No hipotalamo estd localizado o Nucleo Supraquiasmatico (NSQ), que recebe de
forma ritmica e por meio dos neurotransmissores glutamato (DING et al., 1997) e PACAP
(pituitary adenylate cyclase-activating peptide) (HANNIBAL et al., 1997) os sinais captados

pelos fotorreceptores da retina (RICHTER et al., 2004). O sinal é primeiro convertido no
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nucleo paraventricular (NPV) do hipotdlamo (Figura 1), segue para a parte tordcica da
medula espinhal e volta para o ganglio cervical superior (GCS) (RICHTER et al., 2004). Assim,
pode-se concluir que lesdes no NSQ ocasionam o desaparecimento da maior parte da
melatonina circulante no organismo.

Durante a fase de escuro, as fibras pds-ganglionares simpaticas do GCS liberam
noradrenalina (NA) que interage com os receptores a; e B-adrenérgicos nas membranas
celulares dos pinealécitos da glandula pineal, ativando a expressdo génica de enzimas e a via
biossintética de melatonina (Figura 1) (KLEIN et al., 1997; SOUSA et al., 2008). Esse hormonio
é liberado em grandes quantidades no inicio da fase escura, sendo 100 vezes mais elevada

do que durante o dia (DRIJFHOUT et al., 1996).

Retina Pinealécito

Sintese Triptofano
RecepforI Protéica Y
B-adrenérgico

Adenilato
ciclase

N-acetilserotonina

i 5-hidroxitriptofano
] I’ *
SCN ; A NA \\ AMPc Serotonina
& / SCG \/\ NAT l
\

AMP

ASOMT

Acdes Melatonina

intracelulares

Receptor
a-adrenérgico

Fibras
pré-ganglionares

Cordao espinhal

Figura 1: desenho esquemadtico da sintese de melatonina. SCN: nucleo hipotalamico supraquiasmatico; PVN:
nucleo hipotalamico paraventricular; SCG: ganglio cervical superior; NA: noradrenalina; NAT (ou
AANAT): arilalkilamina-N-acetiltransferase; ASOMT: acetilserotonina O-metiltransferase.

Fonte: adaptado de Reiter (1994).

O aminoacido essencial triptofano é capturado na corrente sanguinea e por uma via

bioquimica é transformado em melatonina. Primeiramente ele é hidroxilado pela triptofano-
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5-hidroxilase (T-5-H) a 5 hidroxitriptofano, descarboxilado pela 5-hidroxitriptofano
descarboxilase (5-HDT) a 5-hidroxitripitamina (serotonina), acetilado pela arilalkilamina-N-
acetiltransfersare (AANAT ou NAT) a N-acetilserotonina e metilado a melatonina pela enzima
citosélica hidroxindol-O-metiltransferase (HIOMT), atualmente chamada acetilserotonina O-

metiltransferase (ASOMT) (Figura 1) (SIMONNEAUX & RIBELAYGA, 2003; REITER et al., 2009).

5. REGULAGAO, EXCREGAO, TRANSPORTE E METABOLISMO DA MELATONINA

A transformacdo de triptofano em serotonina ocorre tanto durante o dia quanto a
noite. No entanto, sao encontradas maiores concentragdes de serotonina na glandula pineal
durante o dia que durante a noite, devido a alta transformacdo noturna da serotonina em
melatonina (MALPAUX, 2006). Essa biotransformacdo e, consequentemente, aumento da
melatonina noturna é extinto ou substancialmente reduzido em animais mantidos em
constante luz (ARENDT, 1998; VANECEK, 1998).

A NA age nos receptores a; e PB-adrenérgicos na membrana plasmatica dos
pinealdcitos (Figura 1) (KLEIN, 1985), porém a ativacdo dos receptores B-adrenérgicos parece
ser o principal caminho pelo qual a NA estimula a biossintese de melatonina durante a fase
escura (MALPAUX, 2006). Os efeitos da NA nos receptores B-adrenérgicos sdo mediados via
a proteina G; ligada ao GTP, levando a uma ativagcdo da adenilato ciclase (AC), a qual
aumenta até 10 vezes as concentracdes do AMP ciclico (AMPc) (STRADA et al., 1972). O
maximo aumento no AMPc é alcangado quando os receptores a;-adrenérgico sdo ativados
no mesmo momento (VANECEK et al., 1985). Estimulagdo dos receptores aj-adrenérgico
sozinhos ndo tem efeito no acimulo de AMPc, mas causa grande aumento na concentragao
intracelular de ions calcio livre, Ca®*, e ativacdo da proteina quinase C (SCHOMERUS et al.,
1995).

Nos roedores, o AMPc ativa a proteina quinase dependente de AMPc, que se liga ao
DNA para ativar a sua transcricdo (BALER et al., 1999), e induzir um grande aumento na
expressdao do mRNA AANAT (GAUER et al.,, 1999). Na segunda metade da noite um
mecanismo de feedback negativo é responsavel pela diminuicdo na expressio do mRNA
AANAT. Isso ocorre por meio da ativacdo, via AMPc, de elementos que desligam a
transcricao de gene AANAT (DIAZ et al., 2003), e também, de mecanismos pds-transcricdo de
protedlise proteosomal que degradam a proteina AANAT (GASTEL et al., 1998). No entanto,
essa protedlise permite uma mudancga mais rapida da quantidade de proteina AANAT do que

os processos de transcricdo. Como consequéncia da exposicdo a luz, a sintese de melatonina
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diminui muito rapidamente porque a enzima é degradada com um intervalo de 3,5 minutos
(STEHLE et al., 2001).

A natureza considerada ciclica da melatonina (Figura 2) com concentracdes
plasmaticas de melatonina baixas durante o dia e altas durante a noite (ILLNEROVA et al.,
1984) e a ritmicidade da sua sintese sdo direcionadas, entdo, principalmente, pela atividade
da enzima AANAT. A expressao génica dessa enzima varia durante o dia, podendo aumentar
de 30 a 70 vezes a noite, assim como sua atividade noturna (mais de 100 vezes), enquanto a
enzima HIOMT aumenta somente 50% durante a noite. Assim, a enzima AANAT pode ser
considerada um limitante ou regulador da velocidade de sintese da melatonina na glandula
pineal (KLEIN et al., 1997; MALPAUX, 2006). No entanto, a atividade da enzima HIOMT
também ¢é regulada para auxiliar na modulacdo da secrecio de melatonina, porém,
diferentemente da AANAT, é em longo prazo (SIMONNEAUX & RIBELAYGA, 2003). Esta
regulacdo mais demorada é devido em parte pela alta estabilidade da proteina (meia vida >

24 horas) (SUGDEN et al., 1987).
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Figura 2: perfis de quarenta e oito horas de melatonina no soro de quatro bezerros que receberam 16E:8L, e
8E:16L.
Fonte: adaptado de Stanisiewski et al. (1988).

Contudo é importante destacar que o perfil de secre¢cdo noturno entre as espécies é
diferente (MALPAUX, 2006). Nas ovelhas, por exemplo, as concentracds de melatonina
alcangam um plat6é logo apods o inicio da noite (10 a 30 minutos), permanecendo elevado
durante toda a noite, e diminui logo antes ou préoximo do inicio da luz do dia (RAVAULT &
CHESNEAU, 1999). Ainda é possivel a variabilidade da secrec¢do entre animais da mesma

espécie, e isto esta relacionado ao tamanho da pineal e ao nimero de pinealdcitos que a
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glandula contém, e ndo a atividade de suas enzimas nas vias biossintéticas (GOMEZ-BRUNET
et al., 2002).

Devido a sua natureza lipofilica, a melatonina n3do é estocada e, logo apds a sintese
nos pinealécitos, é liberada sem nenhum mecanismo especifico, podendo se difundir
livremente pelas membranas celulares e atravessar facilmente a barreira hematocefdlica
(VANECEK, 1998; MALPAUX, 2006). Além disso, a maior parte da melatonina (60-80%) que
circula na corrente sanguinea estd ligada as proteinas plasmaticas albumina e al-
glicoproteina acida (KENNAWAY & VOULTSIOS, 2000). No entanto, a melatonina possui uma
meia-vida curta (20 minutos na ovelha) (ZARAZAGA et al.,, 1998), sendo metabolizada

principalmente, pela enzima hepatica melatonina 6-hidroxilase (SKENE et al., 2001).

6. LOCAL DE ACAO DA MELATONINA NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

A localizacdo de todos os sitios de acdo da melatonina é dificil, pois este horménio
influencia muitas fungdes fisioldgicas (ARENDT, 1995), além de existirem receptores de
melatonina de alta afinidade em uma grande variedade de tecidos no corpo (BITMMAN,

1993).

125 125

O desenvolvimento da sonda 2-("“’l)-iodomelatonina (*“’I-melatonina), um agonista
de alta afinidade, permitiu a identificacdo de possiveis alvos da melatonina dentro do eixo-
hipotdlamo-gonadal (HHG) (BITMMAN, 1993; MORGAN et al., 1994; MASSON-PEVET et al.,
1994). Entretanto, o numero e a natureza das estruturas identificadas variam
consideravelmente entre as espécies, e somente duas estruturas, a pars tuberalis (PT) da
hipéfise e, em menor grau, o NSQ, parecem apresentar receptores para melatonina em
guase todas as espécies (MALPAUX, 2006).

Todos 0s vasos sanguineos que transportam hormonios, como por exemplo, o GnRH,
do hipotdlamo para a adenohipéfise passam pela PT. Assim, como a PT estd em uma posi¢do
anatomica primordial, ela poderia influenciar a fungado hipotalamica-hipofisal, influenciando,
por exemplo, na liberacdo de LH (NAKAZAWA et al., 1991). No entanto, em ovelhas a
liberacdo de melatonina diretamente na PT n3ao modificou a secrecdao de LH, porém
microimplantes de melatonina colocados no hipotdlamo médio basal ou terceiro ventriculo
estimulou a liberacdo de LH (MALPAUX et al., 1993 e 1997). Assim, o hipotdlamo pode ser
considerado um importante alvo para a transducdo dos efeitos da melatonina no eixo

neuroendécrino reprodutivo (MALPAUX, 2006), ocorrendo na hipdfise somente um efeito

indireto.
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7. RECEPTORES DE MELATONINA

12|_melatonina permitiu identificar ndo sé os locais de acdo da

A utilizacdo da sonda
melatonina, mas também seus receptores. Inicialmente eles foram identificados como ML-1
e ML-2, baseando-se nas suas propriedades cinéticas e farmacoldgicas (DUBOCOVICH, 1995).

O sitio ligante ML-1 representa os receptores de melatonina de alta afinidade e foi
identificado como receptor acoplado a proteina G (G; e Gy) (MORGAN et al.,, 1994).
Posteriormente, foram identificados alguns subtipos dessa classe, mas somente dois,
chamados de MT1 e MT2, foram encontrados em mamiferos (MALPAUX, 2006), sendo o
primeiro mais comum no hipotdlamo e o segundo, na retina. J4 o ligante ML-2 apresenta
baixa afinidade pela melatonina (DUBOCOVICH, 1988), e atualmente é denominado receptor
de melatonina MT3, participando da protecdo da célula contra estresse oxidativo (NOSJEAN
et al., 2001).

Os receptores de alta afinidade (subtipos MT1 e MT2) estdo acoplados as proteinas G
PTX-sensivel (Gj) e PTX-insensiveis (Gg), e participam de diferentes acBes de ativagao e
bloqueio celulares ainda ndo totalmente compreendidas (BRYDON et al., 1999). Ambos
receptores estdo acoplados a proteina Gg;, a qual inibe a atividade da adenilato ciclase (AC),
reduz a producdo de AMPc e a ativacdo da proteina quinase A (PKA), e assim, diminui a
reposta celular. Ja a proteina Goq € a subunidade g, da proteina G, sdo capazes de ativar a
fosfolipase C (PLC), levando a um aumento de célcio e de diacilglicerol (DAG), os quais
desencadeiam respostas intracelulares como ativacdo de proteinas. A ativagdo dos
receptores MT2 podem ainda, modular a concentracdo de monofosfato de guanosina
(GMPc), e aumentar a atividade da proteina quinase C (PKC) por meio da possivel
estimulacdo da via PLC e DAG (MASANA & DUBOCOVICH, 2001).

Muitos fatores podem influenciar a regulacdo dos receptores de melatonina, entre
eles, o estagio de desenvolvimento do animal, o periodo do ano e a prépria presenga da
melatonina (MALPAUX, 2006). No entanto, em ovelhas acredita-se que ocorra somente a
expressao do receptor MT1, sugerindo que este subtipo é o principal responsavel pelo efeito

sazonal da melatonina na reproducdo nesta espécie (MIGAUD et al., 2005).

8. CONTROLE REPRODUTIVO DA MELATONINA
8.1 Padrao de secre¢dao do GnRH e gonadotrofinas na estagao reprodutiva e no anestro
A fertilidade em mamiferos se inicia na puberdade e é regulada por meio de

comunicag¢des neurais e hormonais entre o cérebro, hipdfise e gbnadas. O hormoénio GnRH,
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liberado pelo hipotdlamo de forma pulsatil nas terminacdes nervosas da eminéncia média

chega a glandula hipofisaria pelo do sistema porta hipofisario. Posteriormente, a

adenohipdfise direciona a sintese e secrecdo das gonadotrofinas, LH e FSH, que nas génadas

estimulardo a esteroidogénese e gametogénese (SMITH et al., 2009; TASSIGNY & COLLEDGE
2010; SMITH, 2012).

O padrao pulsatil da secrecdo de GnRH do cérebro determina o padrao de secrecdo
de LH na hipdfise, embora exista algum efeito modulatério dos esteroides sexuais
promovendo maior controle nos gonadotrofos (CLARKE & CUMMINS, 1984). A sintese e
secrecao de GnRH atinge o seu maximo no momento do feedback positivo do estrégeno que
antecede o pico pré-ovulatério de LH durante a estagao reprodutiva (Figura 3) (CLARKE,

1993). Assim, a frequéncia dos pulsos de GnRH/LH é determinante na fisiologia reprodutiva

7’
pois regula todo o desenvolvimento folicular no ciclo ovariano e condiciona vdrias
caracteristicas comportamentais.
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Figura 3: modelo do controle da estacdo reprodutiva na ovelha. E: estradiol; LH: hormonio luteinizante; P
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Fonte: adaptado de Karsch et al. (1980).
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A mudanca da “estacdo de reproducao” para a “estacdo de anestro” estd associada a
uma forte mudanca no sistema de neurossecrecdao hormonal, com a interrupcdo da secrecao
pulsatii de GnRH (BARRELL et al., 1992; ROBINSON et al., 1985). As secrecdes de
gonadotrofinas continuam ocorrendo, e, portanto, as ondas foliculares ndo sao
interrompidas apresentando periodos de crescimento e regressdao folicular nos ovarios
(SOUZA et al., 1997). No entanto, a baixa frequéncia de pulsos de GnRH e LH ndo é capaz de
manter o desenvolvimento folicular final e produzir a concentracdo de estrégeno necessaria
gue induza a onda preovulatéria de LH. Esse mecanismo é induzido pelo periodo de
feedback negativo do estrégeno (Figura 3) (LEGAN et al.,, 1977; KARSCH et al., 1980),
podendo ser observado concentra¢ées reduzidas de progesterona (P4), uma vez que ndo ha
ovulacdo e formacdo de corpo luteo (SOUZA et al., 1997).

Durante a fase de estacdo reprodutiva, a P4, é o principal inibidor da frequéncia
pulsatil de GnRH, sendo por isso que na sua auséncia é possivel ocorrer a onda preovulatéria
de LH. Na transicdo para o anestro, a ativacao do sistema neural inibitério pelos longos dias
do fotoperiodo permite que o estradiol se torne o principal esteroide que faz feedback
negativo, controlando a frequéncia pulsatil de GnRH. Apds a regressao do ultimo corpo luteo
da estacdo reprodutiva, a frequéncia pulsatil de GnRH e LH ndo ocorre. Sem o aumento da
secrecao de LH, ndo hd o crescimento final dos foliculos das ondas foliculares, e assim,
também ndo had o aumento do estradiol pré-ovulatério que iria induzir o pico de LH e
comportamento de estro (Figura 3) (GOODMAN & INSKEEP, 2006).

No outono, com a diminui¢dao do fotoperiodo e aumento da sintese de melatonina a
atividade do sistema neural inibitério diminui. Desse modo, na auséncia de P4, a secrecao
pulsatil de LH aumenta e estimula um aumento do estradiol, o qual desencadeia o pico de
LH, e a primeira ovulagdo da estacdao reprodutiva acontece (Figura 3) (GOODMAN &
INSKEEP, 2006)

Assim, a a¢ao negativa do estradiol na secre¢dao de LH ocorre por meio da redu¢do na
secre¢do pulsatil de GnRH ao invés de uma maior diminuicdo da resposta da hipdfise ao
GnRH (KARSCH et al., 1987, 1993; BARREL et al.,, 1992). No entanto, os mecanismos nas
diferentes espécies sazonais pelos quais as mudangas no fotoperiodo induzem diferentes
respostas no sistema de neurossecrecao do GnRH com o mesmo padrdo de secrecao de

estradiol continuam a ser estudados (ROSA & BRYANT, 2003).
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8.2 Interneurdnios como aferentes ao GnRH

Os neurdnios de mamiferos que sintetizam GnRH parecem nado ter receptores para
esteroides (HERBISON, 1995), mas sabe-se que existem varios neurdnios aferentes para os
neurénios GnRH que tém o potencial de receber e transmitir os sinais dos esteroides
(TILBROOK & CLARKE, 2001). Dessa forma, a sazonalidade reprodutiva pode ndo ser devido a
acOes e alteragdes diretas nos neurdnios de GnRH, apesar dos estudos de Xiong et al. (1997)
terem evidenciado que o fotoperiodo pode induzir alteracdes morfoldgicas nos corpos
celulares dos neurénios de GnRH.

Os efeitos fotoperidédicos da melatonina na sintese de GnRH sdo modulados pelo
feedback esteroidal e mediados por uma rede hipotalamica que possui diferentes
neurotransmissores, os quais fazem sinapse e regulam os neurénios que sintetizam o GnRH
(MALPAUX, 2006).

Esses interneurbnios que sintetizam neurotransmissores estdo localizados em
diferentes nucleos hipotaldmicos por motivos e fun¢des ainda ndo totalmente esclarecidas.
Na ovelha, foi descrito a presenca de mRNA de MT1 na area pré-mamilar, onde se localizam
0 nucleo arqueado caudal, a divisdo ventral do nucleo pré-mamilar e o nucleo ventral
tuberomamilar (SLIWOWSKA et al., 2004).

Os interneuronios dopaminérgicos (DA) estdo envolvidos em efeitos inibitdrios da
liberacdo de GnRH durante a fase de anestro em ovelhas (THIERY et al., 1995). O
neurotransmissor “dopamima” é derivado da tirosina pela a acdo das enzimas tirosina
hidroxilase (TH) e L-aminoacido aromatico descarboxilase (STANDAERT & GALANTER, 2009).
A eminéncia média apresenta grande quantidade de terminais DA, os quais formam contatos
sindpticos com os neurOnios que secretam GnRH (TILLET, 1995). Nesses terminais, a
melatonina inibe a atividade da TH, diminuindo a concentragdao desse neurotransmissor
inibitério (VIGUIE et al., 1996). Assim, a estimula¢do da secre¢do de LH pela administracdo
de melatonina causa uma redugdo paralela na atividade da TH, o que sugere fortemente que
o efeito do fotoperiodo na atividade dessa enzima é mediado pela melatonina (VIGUIE et al.,
1997).

A serotonina é outro neurotransmissor que também esta envolvido na inibicdo da
secrecdo do LH em ovelhas (MALPAUX, 2006), porém, tem uma funcdo particular na
refratariedade a dias curtos (WHISNANT & GOODMAN, 1990). Esse fendbmeno ocorre em
ovelhas que tenham sido expostas continuamente a dias curtos por no minimo 150 dias,

mostrando uma diminuicdo na secrecdo de LH, embora elas ainda estejam expostas ao
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comprimento de dia estimulatdrio. Assim, inicia-se o timing para cessar a estacdo
reprodutiva, em fotoperiodo natural (ROBINSON & KARSCH, 1984).

Ainda existem outros neurotransmissores que podem ser reguladores da secrecdo de
GnRH, como os peptideos opiddes enddgenos (TORTONESE, 1999) e os neuropeptideos Y
(DOBBINS et al., 2004). Por outro lado, o glutamato e o aspartato sao considerados
aminoacidos excitatérios, ou seja, induzem a liberacdo de GnRH/LH (BRANN & MARESH,
1994).

O momento da secre¢do e a concentragdo dos neurotransmissores excitatérios ou
inibitdrios sdo regulados internamente pelo fotoperiodo e substancias enddgenas, como os
hormonios sexuais. Desta forma, a presenca ou auséncia da melatonina poderia acarretar na
utilizacdo de varios fendtipos neuronais pelo organismo, determinando o perfil secretdrio

dos neuronios sintetizadores de GnRH (MALPAUX, 2006).

8.3 Secrecdo de melatonina e liberagdo de GnRH/LH sob influéncia de esteroides gonadais
na ovelha

Uma importante fun¢do dos esteroides gonadais € a sua interagcdao com a melatonina
e a regulacdo da estacdo reprodutiva nos animais sazonais. Existem fortes evidéncias que a
melatonina atua na area pré-mamilar para controlar mudancas no feedback negativo do
estradiol na transicdo da estacdo de anestro para estro (MALPAUX et al., 1998). Porém o
mecanismo exato pelo qual esses hormoénios alteram a fung¢dao hipotalamica e sexual dos
animais, com o circuito neural sendo ligado (fase de estro) e desligado (fase de anestro),
periodicamente, ainda nao esta esclarecido (GOODMAN & INSKEEP, 2006).

O modelo proposto para explicar esse mecanismo fisiolégico é baseado na
observacdo dos efeitos causados pelo anestésico pentobarbital, o qual aumenta a frequéncia
de pulsos de LH durante o anestro, mas ndo durante a estacdo reprodutiva (GOODMAN &
MEYER, 1984). Essa substancia diminui a atividade neuronal (BARKER & RANSOM, 1978),
sugerindo que durante o anestro, a frequéncia pulsatil de LH é realizada sob controle de uma
série de neurbnios inibitérios. Logo, ao diminuir a atividade desses neurdnios, o
pentobarbital permite o aumento da secrecao pulsatil de LH (GOODMAN & INSKEEP, 2006).

A partir dessa observacao foi criada a proposta de que os longos dias no anestro
pode ativar uma série de neurdnios sensitivos ao estradiol, os quais inibem a geracao de
pulsos de GnRH. Assim, o estradiol suprime a frequéncia de pulsos de GnRH pelo aumento

da atividade desses neurdnios. No entanto, a acao do estradiol é possivel somente na fase
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de anestro, quando os neurénios sensitivos estdo ativos. Durante a estacdo reprodutiva, o
sistema estd inativo para que o estradiol ndo possa inibir a frequéncia pulsatil de GnRH, e a
progesterona se torna o principal regulador da secrecdo pulsatil de GnRH (GOODMAN &
INSKEEP, 2006).

O grupo de neurdnios DA (A15) agrupados na base do cérebro, posterior ao quiasma
Optico, é estimulado pelo estradiol (GAYRARD et al., 1994; LEHMAN et al., 1996) e necessario
para o feedback negativo deste hormdnio sexual durante o anestro (HAVERN et al., 1994).
Existem evidéncias tanto anatomicas (GAYRARD et al.,, 1995) quanto farmacoldgicas
(BERTRAND et al., 1998) que os neurdnios A15 projetam-se caudamente para o hipotalamo
mediobasal e a eminéncia média (THIERY & MARTIN, 1991), onde eles inibem a frequéncia
pulsatil de GnRH (GOODMAN & INSKEEP, 2006). No entanto, os neurbnios A15 ndo possuem
receptores para estradiol (ERa ou ERB) (LEHMAN & KARSCH, 1993), e, portanto, sugere-se
gue tenham neuronios aferentes responsivos ao estradiol (GOODMAN & INSKEEP, 2006).

Alguns trabalhos mostraram possiveis neurdnios sensiveis ao estradiol nas areas pré-
Optica ventromedial (VmPOA) (STEFANOVIC et al., 2000) e retroquiasmatica (GALLEGOS-
SANCHEZ et al., 1997), contendo ERa e projetando prolongamentos neuronais para os A15.
A administracdo local de estradiol em ambas as areas inibe a frequéncia pulsatil de LH via
um sistema DA no anestro, porém n3o na estacdo reprodutiva (GALLEGOS-SANCHEZ et al.,
1997; HARDY et al., 2003). Os tipos de neurotransmissores que participam dessa sinapse
inibitéria ainda precisam ser investigados, mas ha dados preliminares que fazem supor

serem o 6xido nitrico (McMANUS et al., 2004) e o GABA (BOGUSZ et al., 2008).

8.4 A atuagao da melatonina nos ovarios

A acdo da melatonina na fisiologia ovariana pode ser analisada por dois aspectos. De
forma indireta, a melatonina influencia na secrecdao de GnRH/FSH/LH, os quais terdo a
funcdo de regular a esteroidogénese e gametogénese (SMITH et al., 2009; TASSIGNY &
COLLEDGE, 2010; SMITH, 2012). No entanto, esse horméOnio também pode atuar
diretamente nas células ovarianas regulando o crescimento e a atresia folicular, além da
esteroidogénese, maturacdo celular, ovulacdo e desenvolvimento embrionario (NAKAMURA
et al., 2003; SOARES JUNIOR et al., 2003; TANAVDE & MAITRA, 2003; KANG et al., 2009). Isso
foi confirmado por trabalhos que relataram a presenca de receptores para melatonina nos
foliculos ovarianos (LEE et al., 2001; SOARES JUNIOR et al., 2003).

A utilizacdo de melatonina exégena em camundongas permitiu maior protecao
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contra atresia folicular em estagios iniciais de desenvolvimento diante da radia¢do (KIM &
LEE, 2000). Ja nos foliculos que apresentam antro, foi observada a presenca de melatonina
no fluido folicular de foliculos pré-ovulatérios em concentracdes superiores as
concentracdes séricas (RONNBERG et al., 1990). Quando as concentra¢des de melatonina no
fluido folicular foram comparados a partir de amostras coletadas durante periodo de luz
(verao) e periodo de escuro (inverno), foi observado um ligeiro aumento nas amostras do
periodo de escuro. No entanto, ndo houve correlacdo entre as concentracées de melatonina
e o volume de liquido folicular, nem entre concentracdo de melatonina e de estradiol,
progesterona, testosterona e prolactina plasmatica (BRZEZINSKI et al., 1987; RONNBERG et
al., 1990).

Acreditava-se que a origem da melatonina no fluido folicular era exclusivamente
resultado da sua absorcdo da circulacdo sanguinea (TAMURA et al.,, 2009), porém,
atualmente, sabe-se que o préprio ovario auxilia na sintese da melatonina (ROCHA et al.,
2011). Como a enzima considerada limitante na sintese de melatonina (JOHNSTON et al.,
2004; LIU & BORIJIGIN, 2005), ASOMT, foi identificada nas células do cumulus dos foliculos
bovino, sugere-se que essas células sdo capazes de produzir melatonina (SALHAB et al.,
2013), sendo pouco provavel que isto seja uma caracteristica unicamente desta espécie. Isso
auxilia, na confirmacdo de que a melatonina do fluido folicular é derivada de mais de um
unico local (local e sistémico) (REITER et al., 2013).

Como em outros 6rgdos, algumas agdes da melatonina no ovario dependem dos
receptores convencionais de membrana (MT1 e MT2) e, possivelmente, de receptores
nucleares da superfamilia RZR/ROR, embora os dados sejam escassos. Esses receptores de
membrana foram especificamente localizados na granulosa e células luteais no ser humano
(NILES et al., 1999; EKMEKCIOGLU, 2006) e nas células foliculares antrais e do corpo luteo do
rato (SOARES JUNIOR et al.,, 2003). Além dessas acBes mediadas por receptores, a
melatonina influencia a fisiologia ovariana pela estimulacdo de enzimas antioxidantes que
eliminam radicais livres (TAN et al., 2007; REITER et al., 2009; TAMURA et al., 2012).

Analisando o fluido folicuar em seres humanos, as concentracde de melatonina
foram duas vezes maiores em grandes foliculos imediatamente antes da ovulagdo, em
comparac¢do com aqueles em foliculos antrais pequenos, imaturos (NAKAMURA et al., 2003).
Os autores sugeriram que as elevadas concentracdes de melatonina e seus metabdlicos
poderiam agir como antioxidantes potentes no fluido folicular no momento da ovulagdo. Isto

é porque o processo ovulatério tem sido comparado com a inflamacgdo, que estd associada
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com a produgdo elevada de radicais livres (ESPEY, 1994).

Os processos inflamatérios, como identificados no ovario no momento da ovulacao,
incluem o aumento da sintese de prostaglandinas e citocinas, aumento da ativacdo de
enzimas proteoliticas e elevada permeabilidade capilar, caracteristicas que estdo associados
com uma elevada producdo de espécies reativas de oxigénio prejudiciais (ROS)
(BRANNSTROM & ENSKOG, 2002; RICHARDS, 2005). Além disso, os macréfagos, leucdcitos e
células endoteliais vasculares, os quais estdo na vizinhanca de foliculos grandes
(BRANNSTROM & NORMAN, 1993) contribuem para a sintese de radicais livres, no momento
da ruptura do foliculo. Assim, nas células da teca, células da granulosa e no fluido folicular, a
melatonina estimularia enzimas, como, a superéxido dismutase (SOD), glutationa-peroxidase
(GPx) e catalase (CAT), que metabolizam os radicais livres para produtos menos tdxicos.
Desse modo, a melatonina protegeria o oécito do dano oxidativo durante a sua liberacdo do
ovario, assegurando assim um embrido e feto saudaveis (ROCHA et al., 2011; REITER et al.,
2013; TAMURA et al., 2013).

A influéncia da melatonina na esteroidogénese é relatada, principalmente, na
producdo de Progesterona (P4) nas células da granulosa de ratas (FISKE et al., 1984), vacas
(WEBLEY & LUCK, 1986) e ovelhas (BARATTA & TAMANINI, 1992), e também de outros
esteroides sexuais. O aumento da concentracdo de P4 no foliculo pré-ovulatério pode estar
envolvido no processo de ovulacdo e luteinizacao folicular (NAKAMURA et al., 2003). Além
disso, em humanos ja foi relatado que a melatonina pode agir na produc¢ado de P, em células
luteinicas (YIE et al., 1995), por meio do aumento da expressao de receptores para LH nestas
células (WOO et al., 2001).

A melatonina pode levar as células da granulosa a expressarem mRNA de receptores
para LH nessas células, influenciando na resposta folicular a esse horménio (WOO et al.,
2001). Também podem estimular essas células a sintetizar o fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1) e o fator de crescimento transformador B (TGF-B), que sdao
fatores de crescimento mitégeno, e assim, aumentar o desenvolvimento folicular
(SCHAEFFER & SIROTKIN, 1997). Ela também possui acdes antiapoptdticas, aumentando a
expressdao dos membros da familia Bcl2 que s3ao importantes para regular a degradacao
atrésica dos foliculos antrais (RATTS et al., 1995; HSU et al., 1996;), e diminuindo a a¢do das
Caspases, como a Casp3, que influenciam na atresia folicular (GUHA et al., 2007).

Dentre as fun¢bes da melatonina na reproducdo, existem ainda a sua possivel

atuacao na maturac¢do oocitaria final e no desenvolvimento embriondrio. A suplementacao
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dos meios de producdo de embrides in vitro (PIV) com melatonina, em suinos, permitiu
maior percentual de maturacdo oocitaria (KANG et al., 2009), e em roedores, maior
desenvolvimento de embrides (ISHIZUKA et al., 2000). Esse fato pode ocorrer devido a
possivel aceleracdo da maturacdo conduzida pelo hormoénio indutor de maturacdo (MIH)

(CHATTORAI et al., 2005).

9. CONSIDERAGOES FINAIS

O fotoperiodo é uma varidvel ambiental de grande importancia na fisiologia
reprodutiva e o seu correto controle pode permitir ganhos na producdo animal. Outros
fatores, como a nutricdo, temperaturas e interacdes sociais sdo considerados apenas como
moduladores da reproducdo. Dessa forma, é possivel utilizar as espécies sazonais de
interesse zootécnico em programas de iluminacdo artificial, permitindo um manejo
reprodutivo que leve a uma producdo de produtos de origem animal dessas espécies sem

periodicidade anual.
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[ ARTIGO DE REVISAO 2

A INFLUENCIA DO FOTOPERIODO NA REPRODUGCAO DO MACHO CAPRINO E OVINO

The influence of photoperiod on reproduction of male goat and ram

Resumo: Algumas espécies animais apresentam sazonalidade reprodutiva regulada
principalmente pelo fotoperiodo didrio, podendo ser modulada pelo clima e alimentacao.
Essa caracteristica fisioldgica é bem destacada e conhecida nas fémeas, onde acontece um
periodo de estacdo reprodutiva e outro de anestro. No entanto, nos machos de espécies
sazonais as variagdes reprodutivas ndo sao consideradas suficientes para impedir a
reproducdo ao longo do ano, porém deve-se considerar tais alteracdes em algumas praticas
zootécnicas e tomadas de decisdes. O objetivo com essa revisdo é abordar a influéncia do
fotoperiodo sobre a reproducdo dos machos caprinos e ovinos, e também, possiveis acées

da melatonina na conservacdo espermatica de forma direta e indireta.

Palavras-chave: gonadotrofinas, melatonina, ritmo circadiano, sazonalidade, testosterona

Abstract: Some animal species exhibit reproductive seasonality regulated mainly by the daily
photoperiod, may be modulated by climate and food. This physiological characteristic is well
known and prominent in females, where happens a period of breeding season and other
anestrus. However, in males of species seasonal the reproductive variations are not
considered sufficient to prevent reproduction throughout the year, but must consider such
changes in some husbandry practices and decision making. The aim of this review is to
evaluate the influence of photoperiod on reproduction of male goats and sheep, and also,

possible actions of melatonin on sperm conservation directly and indirectly.

Key-words: circadian rhythm, gonadotropins, melatonin, seasonality, testosterone.

1. INTRODUCAO

As espécies que apresentam um ciclo reprodutivo sazonal desenvolveram
alternativas fisioldgicas que permitem manifestar os periodos aptos a reprodugdo em
momentos do ano que permitirdo o nascimento de suas crias em épocas com melhor

disponibilidade de alimento e temperatura (GOLDMAN, 2001; SMITH, 2012). Assim, o
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periodo gestacional e algumas variacdes ambientais, como o periodo de chuvas, levam
alguns animais alterarem sua fisiologia, refletindo, principalmente, na gametogénese e
manifestacdo de comportamentos reprodutivos.

Muitos trabalhos ja foram realizados para analisar o comportamento reprodutivo
sazonal de algumas espécies, principalmente nos animais de producao (NAGY et al., 2000;
ROSA & BRYANT, 2003; ABECIA et al., 2012). Este fendbmeno ocorre, principalmente, pelo
fotoperiodo e alteracbes da duracdo do dia, e pode ser regulado por diversos fatores, tais
como temperatura, nutricdo, contato com o outro sexo, tempo e duragdo do parto e da
lactagdo (ROSA & BRYANT, 2003).

O principal horménio que regula a sazonalidade na reproducdao dos mamiferos é a
melatonina, porém os seus mecanismos de acdo na fisiologia reprodutiva ainda n3do estdo
totalmente esclarecidos (MALPAUX et al., 2001; CLARKE et al., 2009). Sabe-se, no entanto,
gue a sua sintese é maior durante os periodos de escuro, e assim, naqueles dias do ano onde
o fotoperiodo é decrescente, ou seja, o periodo de luminosidade durante o dia € menor,
ocorre maior sintese e liberacdo deste hormonio na corrente sanguinea pela glandula pineal
(MALPAUX, 2006). Além disso, alguns trabalhos ja mostraram a sintese desse hormoénio em
varias outros orgdos, inclusive naqueles relacionados a reproducdo, como os ovarios (ITOH
et al., 1999; TOSINI & FUKUHARA, 2002).

Essa regulacdo reprodutiva que a melatonina faz no organismo depende da sua
concentragdo na corrente sanguinea e varia entre as espécies sazonais. Aquelas
consideradas de “dias curtos”, como os pequenos ruminantes e bufalos, apresentam sua
estacdo reprodutiva no final do verdo, outono e inverno, quando o periodo de escuro
durante o dia é maior que o de luz, e assim, ocorre maior sintese de melatonina (ABECIA et
al., 2012). Ja os equinos, apresentam sua estacao reprodutiva durante a primavera e verao,
guando a luminosidade é maior, e ocorre menor sintese de melatonina, sendo chamados,
portanto, de reprodutores de “dias longos” (NAGY et al., 2000).

Durante a estacao reprodutiva, a melatonina pode realizar suas a¢des regulatérias na
reproducao, principalmente, de duas formas. A via principal é pela indugdao de uma maior
liberagdo do hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH) pelo hipotdlamo, e,
consequentemente, dos hormonios foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH) pela
adenohipdfise. Tanto o FSH quanto o LH, s3ao responsaveis pelo desenvolvimento, ativagao e
estimulo das génadas, que produzem os hormonios sexuais e desenvolvimento dos gametas

(MALPAUX et al., 2001; CLARKE et al., 2009). No entanto, a melatonina pode agir também

45



diretamente sobre os testiculos (LI et al., 1998), os espermatozoides (CASAOQ et al., 2012) e
plasma seminal (CASAO et al., 2010b), utilizando ou ndo seus receptores de membrana, para
auxiliar na melhor conservacao e qualidade espermatica.

Assim, tem-se como objetivo por meio desta revisdo mostrar a influéncia do
fotoperiodo sobre a reproducdo dos machos caprinos e ovinos, e também, possiveis acoes

da melatonina na conservacdo espermadtica de forma direta e indireta.

2. FOTOPERIODO E AVALIACAO ANDROLOGICA

Os estudos relacionados a sazonalidade reprodutiva em machos sdo essenciais para o
manejo e eficiéncia zootécnica da producdo a campo. Ao se conhecer o processo
reprodutivo sazonal de uma determinada espécie, pode-se fazer a correta escolha do
reprodutor para estacdao de monta de um rebanho, além de identificar as melhores técnicas
e periodos para a coleta e criopreservacdo do sémen utilizado nas biotecnologias
reprodutivas. Portanto, ao se compreender as varidveis reprodutivas dos animais sazonais
podem ser criadas alternativas para diminuir ou eliminar os periodos de montas restritas, e
aumentar a produgdo de produtos de origem animal/ano.

As caracteristicas sazonais de reproducdo se expressam com maior intensidade
naqueles animais com origem em regides de latitudes superiores a 35 °N ou 35 °S (AVDI et
al., 2004; SARLOS et al., 2013). No entanto, estas alteracdes sazonais s30 muito mais
delicadas em machos do que em fémeas, as quais apresentam um periodo de anestro
reprodutivo, enquanto a espermatogénese e atividade sexual sdo ininterruptas nos machos
(PELLETIER & ALMEIDA, 1987). Dentre as principais caracteristicas claramente observadas
nos machos estdo as mudangas no comportamento (libido), nas dimensdes testiculares
(massa e volume), na espermatogénese e secrecao hormonal (KAFI et al., 2004; ZAMIRI &
KHODAEI, 2005).

A espermatogénese é um processo sincronico e regular de diferencia¢do celular, pelo
qual uma espermatogbnia (2n), gradativamente, se diferencia em uma célula haploide
altamente especializada, o espermatozoide. A producdao espermatica acontece com a
liberacdao pulsatil de GnRH e a chegada subsequente de LH e FSH as células-alvo. O LH
estimula as células de Leydig a secretarem testosterona, que se difunde através da
membrana basal e regula as células de Sertoli e midides, as quais contém receptores
androgénicos. Uma alta concentracdo local de testosterona (50 a 100 vezes maior que no

plasma) é essencial para que se completem os estagios subsequentes da espermatogénese.
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O FSH estimula a producdo da proteina transportadora de andrégeno (ABP), que forma um
complexo com a testosterona. Esse complexo, ABP-T, é transportado com os
espermatozoides para dentro do epididimo, pois as células epiteliais do epididimo requerem
concentracdes relativamente altas de testosterona para uma boa atividade de maturacao

espermatica (GARDNER & HAFEZ, 2004).

2.1 Variagao do volume testicular e sazonalidade

As mudancas sazonais nas dimensdes testiculares sdo precedidas pela diminuicdo de
LH e aumento da secrecdo de FSH, como relatado em inumeras racas de ovinos (AVDI et al.,
2004; KAFI et al., 2004; DICKSON & SANFORD, 2005; BARKAWI et al., 2006). A principal razao
para o aumento do volume testicular na estacdo reprodutiva é a proliferacdo das células de
Sertoli, as quais sdo essenciais para fornecer suporte estrutural, nutricional e funcional para
a diferenciacdo e a proliferacdo das células germinativas (SHARPE et al., 2003). O processo
gue leva ao aumento do numero e da funcionalidade das células de Sertoli, ainda precisa ser
totalmente esclarecido, mas ja se sabe da necessidade do controle hormonal hipofisario
(ESCOTT et al., 2011/2), o qual é regulado pelo fotoperiodo como descrito anteriormente.

A analise do perfil hormonal de machos caprinos em uma regido com latitude 30° N
durante as quatro estacGes do ano, mostrou que no verdo, periodo que antecede a estacdo
reprodutiva, a concentracdo plasmatica de FSH (1,1 + 0,15 mIU/mL) foi maior que o de LH
(0,4 + 0,18 mIU/mL). Durante a estagdo reprodutiva, no outono, a concentragdo plasmatica
de LH (2,9 £ 0,16 mIU/mL) foi maior que o de FSH (0,4 + 0,13 mIU/mL) (BARKAWI et al.,
2006). O aumento anterior a estacdo reprodutiva de FSH pode ser um mecanismo fisiolégico
do organismo para aumentar o volume testicular e aumentar a producdo espermatica.
Durante a estacao reprodutiva, o aumento de LH pode ser devido a influéncia da melatonina
ativando um perfil predominantemente de pulsos de alta frequéncia de GnRH, que induz a
secrec¢ao de LH e ndo de FSH.

Os testiculos dos mamiferos podem ser divididos em duas areas principais, com
morfologia e fung¢bes distintas. A regido intertubular contém o tecido intersticial e é
composta por células conjuntivas e esteroidogénicas (de Leydig), vasos sanguineos e
linfaticos. Essa regido preenche os espacos entre os corddes sexuais ou tubulos seminiferos,
onde se encontram as células de Sertoli e as células germinativas em desenvolvimento
(GARDNER & HAFEZ, 2004). Barkawi et al. (2006) ao avaliarem a influéncia sazonal do

fotoperiodo na reprodugdo de carneiros, observaram que a area, a espessura do epitélio
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seminifero e o numero de camadas espermaticas na parede dos tubulos seminiferos na
estacdo reprodutiva (65,4 + 17,0 %; 53,0 um; e 5,6 + 0,55, respectivamente), foram maiores
gue as encontradas fora da fase de estacdo (49,8 + 7,9 %; 19 um; 2,5 + 0,58,
respectivamente). Por outro lado, a area ocupada pelo tecido intersticial na estacdo
reprodutiva foi menor (34,6 + 17,0 %) que a encontrada na estacdo ndo-reprodutiva (50,2 +
7,9 %). Essas alteracGes testiculares ocorrem para aumentar a producdo espermatica
durante a época de estacdo reprodutiva das fémeas, podendo ser necessario, no entanto, a
diminuicdo da area intersticial para um maior aumento da area produtora dos
espermatozoides.

Sarlés et al. (2013) mostraram que os aumentos das dimensdes testiculares em
carneiros foram substancialmente influenciadas pela esta¢do reprodutiva (r= 0,87). Por
consequéncia, o aumento do perimetro escrotal pode ter permitido a moderada correlacdo
negativa estabelecida com as anormalidades nas células espermaticas (r= -0,50) (SARLOS et
al., 2013). Portanto, é possivel que o maior espago/volume testicular na fase reprodutiva
permita um menor nimero de apoptoses celular, além de levar ao aumento do nimero das
células de Sertoli, que aumenta o aporte nutricional e estrutural das células germinativas.

Na tabela 1, alguns resultados de trabalhos com pequenos ruminantes sdo
apresentados mostrando as variagdes de alguns parametros reprodutivos, como o
perimetro. Ja na figura 1, pode-se observar a variagao na estrutura dos tubulos seminiferos

em hamsters, que sao animais considerados reprodutores de “dias longos”, expostos a dois

fotoperiodos (longo e curto).

Figura 1: epitélio dos tubulos seminiferos dos testiculos de hamsters expostos ao fotoperiodo longo (A) ou
curto (B). Os asteriscos indicam o limen do tubulo seminifero, setas apontam para células da linhagem
espermatogénica e pontas de seta apontam para tecido intersticial (hematoxilina-eosina; aumento de 40x).
Fonte: reproduzido de Boggio et al. (2013).

2.2 Tempo de reagao e sazonalidade

O tempo de reacdo (TR) do reprodutor é o periodo transcorrido desde a visualizacdo
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e contato com a fémea até a primeira ejaculacdo (CHENOWETH, 1981). E um parametro
muito utilizado para analisar o comportamento sexual do macho reprodutor. Em caprinos,
durante o TR pode se observar antes da cdpula ou ejaculacdo algumas outras caracteristicas
como, ato de cheirar e lamber a regido anogenital, reflexo de Flehmen, ato de bater e raspar
o casco no chdo, acotovelamento e escoiceamento da fémea, emissao de som caracteristico,
exteriorizacdo e retracdo da lingua, erecdo/exposicdo do pénis, reflexo de monta e montas
sem introducdo do pénis na vagina com posterior ejaculacdo (montas sem servico) (dados
pessoais).

Barkawi et al. (2006) observaram maior libido de bodes Zaraibi no outono (estagao
reprodutiva), com menor nimero de montas (1,7) e tempo de reacdo mais curto (21,4
segundos) que na contra-estacdo (2,4 e 87,4 segundos, respectivamente). Em carneiros
deslanados tropicais, também foi encontrado menor TR na estacdo reprodutiva (14,64
segundos) que fora dela (26,46 segundos) (AGUIRRE et al., 2007). Esse aumento da libido
pode ser devido a maior concentracdo de testosterona circulante, j3 que este hormoénio
além de ser responsavel pela eficiéncia da espermatogénese, também influencia na
manifestacdo das caracteristicas sexuais secundarias, como os feromonios. Além disso, a
testosterona esta em niveis mais elevados durante a estagcdo de monta e acompanha uma
tendéncia sazonal anual de sintese e secre¢do (SANTIAGO-MORENO et al., 2005; TODINI et
al., 2007).

2.3 Sintese de testosterona e sazonalidade

O hormoénio testosterona é quase que exclusivamente produzido pelas células de
Leydig (tecido intersticial), podendo também ser secretado pela regidao cortical da adrenal
(SIEGEL et al., 1992). Dentre as suas fun¢des reprodutivas, podem-se destacar a regulacao
das células de Sertoli estimulando os estadios finais da espermatogénese, o prolongamento
da vida util dos espermatozoides no epididimo, estimulo ao desenvolvimento dos 6rgaos
reprodutivos secundarios, e a manutencado das caracteristicas sexuais secundarias e da libido
do macho (GARDNER & HAFEZ, 2004). Segundo Odonnell et al. (1994), o desenvolvimento
das espermatides alongadas a partir das arredondadas é altamente dependente de
testosterona. Portanto, a testosterona estd diretamente envolvida em varios processos
reprodutivos e apresenta flutuacdes em suas concentracdes plasmaticas entre as estagdes

reprodutivas (SANTIAGO-MORENO et al., 2005; TODINI et al., 2007).
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Estudos realizados em carneiros mostraram que a sazonalidade do fotoperiodo
influencia fortemente a sintese de testosterona (r= 0,71), ou seja, a producdo de
testosterona é maior na estacdo reprodutiva (SARLOS et al., 2013). Porém, ainda nio se
sabe, se a baixa atividade na sua sintese fora da época da estacdo reprodutiva
(primavera/verdo) é devido somente a diminuicdo da concentracdo de gonadotrofinas por
influéncia do fotoperiodo (crescente), ou uma combinacdo de fatores fisioldgicos e
ambientais (fotoperiodo crescente+altas temperaturas) (BARBOSA et al., 1999).

Além dos dados apresentados na tabela 1, outros trabalhos também apresentam a
variacdo das concentracdes plasmaticas da testosterona durante o ano. Todini et al. (2007)
observaram nas racgas caprinas lonica, Garganica, Maltese e Red Syrian que a producdo de
testosterona (ng/mL) durante a estacdo reprodutiva foi maior (8,37 + 0,56; 9,12 + 0,43; 4,53
+ 0,43; 5,20 + 0,47, respectivamente) que na estacdo ndo reprodutiva (2,01 + 0,26; 1,77 +
0,20; 1,47 + 0,12; 2,93 + 0,46). Em Mufldo, uma raca de carneiro selvagem, a concentracao
plasmatica maxima de testosterona ocorreu durante o outono (estacdo reprodutiva),
enquanto em carneiros Merino, uma raca domesticada, a maior concentracdo de
testosterona circulante ocorreu durante o verdo (SANTIAGO-MORENO et al., 2005). As
diferengas entre ragas podem ser explicadas, de acordo com Lincoln et al. (1990), pelas
variacbes nos mecanismos neuroenddcrinos centrais amsnitir as informacdes do
fotoperiodo para o hipotadlamo, o qual controla a secrdedGnRH/LH. Contrariamente,
Roselli et al. (2002) afirmaram que variacfes nas coragigs de testosterona podem ser
devido mais como resultado de uma diferenca na receptividadienal do testiculo ao LH,

do que a sensibilidade do eixo hipotalamo-hipofise ou no metiadooperiférico e clearance

de testosterona.

Como foi descrito anteriormente, durante a estacdo reprodutiva ocorre um aumento
do volume e massa testicular que influenciam positivamente na sintese de testosterona.
Zamiri et al. (2010) e Sarlds et al. (2013) demonstraram correlacdo positiva entre a
concentracdo de testosterona plasmdtica e o perimetro escrotal (r= 0,58 e r= 0,62,
respectivamente). Além disso, também foi registrado correlacdo negativa entre a
testosterona e as anormalidades espermaticas (r= -0.43) (SARLOS et al. 2013), mostrando a
importancia deste hormoénio para a correta producdo das células espermaticas,
principalmente nas fases finais (ODONNELL et al. 1994). Assim, conclui-se que o aumento de

volume do testiculo na estacao reprodutiva, leva a uma maior secre¢ao de testosterona para
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Tabela 1- Influéncia da sazonalidade na circunferéncia testicular, concentracdo plasmatica de testosterona e alteracdes seminais de ovinos e caprinos

. TOTAL DE B
3 CIRCUNFERENCIA VOLUME ~ 9 p CELULAS MOTILIDADE
ESPECIE RA LATITUDE FASE TESTOSTERONA CONCENTRACAO (10°/mL CELULAS AUTOR
A TESTICULAR (cm) SEMINAL (mL) CAO (107/ml) (x10°) ANORMAIS (%) | (escala 0-100 %)
09g' Estagdo 31,77+0,26 19,76 + 1,96 (ng/mL) 0,91+0,05 5,75+0,25 5,41 +0,42 6,15+0,73 -
47°29'N )
Black Racka , SARLOS et al., 2013
(Hungria) | apestro 27,65 0,36 6,34 0,75 (ng/mL) 0,55 + 0,05 6,15 £0,24 3,44 £0,33 16,90 + 1,70 -
39°26'N | Estacdo 34,5 4,47 (nmol/mL) 1,60 4,84 - 9,2 84,9
Moghani ~ ZAMIRI et al., 2010
(Ird) Anestro 30,0 3.04 (nmol/mL) 0,93 3,44 - 14,2 69,3
Ovina
_ 29°50'N | Estacdo 33,3+1,4 6,2+1,2 (ng/mL) 1,3+0,3 - 46+1,7 - - KAFL; SAFDARIAN;
Persian Karakul . HASHEML. 2004
(Irg) Anestro 31,9412 4,1+1,3 (ng/mL) 1,0£0,2 . 4,3+1,05 - - :
18°37'N | Estacdo 30,90 + 0,12 8,68 + 0,44 (ng/mL) 0,86 + 0,02 4,40+0,16 3,37+0,17 - - AGUIRRE;
Pelibuey L. ORIHUELA;
(México) | Anestro 29,59 +0.32 6,03 + 0,65 (ng/mL) 0,73 +0,05 4,02£0,19 2,73+0,27 - - VAZQUEZ, 2007
i 51°46’ N | Estacdo 26,8 +0,31 - 0,87 +0,04 4,37+0,14 3,64 +0,14 13,65 + 0,62 79,71 +0,71 AHMAD: NOAKES,
Saanen Inglés Ingl 1696
(Inglaterra) | pnestro 23,2+0,22 - 0,40+ 0,01 5,51+0,21 2,22 40,13 16,32 1,15 72,70 + 1,47
40°37'N Estagdo - - 1,42 £ 0,04 3,50+0,09 4,92 +£0,18 8,9+0,14 64,04 £ 0,70 KARAGIANNIDIS;
Alpino J VARSAKELI;
(Grécia) | Apestro - - 1,09 + 0,04 3,77+0,10 4,11+0,20 11,9 0,20 55,11 +0,91 KARATZAS, 2000
40°37'N Estagdo - - 1,27 £ 0,04 3,42+0,09 4,37 £0,20 7,41+0,25 68,73 +£0,67 KARAGIANNIDIS;
Saanen L . VARSAKELI;
(Grécia) | Anestro - - 1,01+0,04 3,82+0,08 3,78+0,15 9,5+0,30 59,64 + 0,82 KARATZAS, 2000
Caprina
40°37'N Estagdo - - 1,18 £ 0,03 3.54+0,09 4,12+0,13 5,68+0,26 69,04 £ 0,56 KARAGIANNIDIS;
Damascus L. VARSAKELI;
(Grécia) | Apestro - - 1,00 £ 0,03 3,83 £0,09 3,73£0,14 7,21£0,33 61,20£0,61 KARATZAS, 2000
o cgr Estacdo - - 1,21 +0,02 3,35+ 0,06 4,06 + 0,09 5,55+ 0,23 89,36 + 0,88
. . 37°59’N
Murciano-Granadina h ROCA et al., 1992
(Espanha) | Apestro - - 0,88 + 0,02 4,73 £0,10 4,17 £0,15 6,80 + 0,33 89,30 + 0,83
Zaraibi 30°1U N Estacdo 25,4+0,22 8,2 £ 0,47 (ng/mL) 0,98 + 0,03 4,7+0,10 4,6+0,02 8,8+ 0,46 79,5+ 1,37 BARKAWI et al,
(Egito) | Anestro 26,2+0,34 2,6+0,56 (ng/mL) | 0,35+0,05 4,8+0,09 4,4+0,02 17,9+0,84 73,1425 2008
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permitir a perfeita producdo das células espermadticas, além do desenvolvimento das

caracteristicas sexuais secunddrias e comportamentais necessarias nesta fase.

2.4 Caracteristicas seminais e sazonalidade

Como pode ser observado de forma resumida na tabela 1, quanto maior a latitude da
regido onde foi realizado o experimento, maior é a variacdo dos parametros reprodutivos
entre a estacdo de reproducdo e estacdo nao-reprodutiva (AGUIRRE et al., 2007). Segundo
alguns autores, diferentemente das fémeas, a variacdo de muitos desses parametros
durante o ano ndo compromete a capacidade de fertilizacdo do macho (ROCA et al., 1992;
KARAGIANNIDIS et al., 2000; KAFI et al., 2004; AGUIRRE et al., 2007; SARLOS et al., 2013).

De acordo com os trabalhos apresentados, sémen de qualidade e quantidade
superior é coletado no final do verao e durante o outono (ROCA et al., 1992; KARAGIANNIDIS
et al., 2000; KAFI et al., 2004; BARKAWI et al.,, 2006). Segundo Sarlds et al. (2013) existe
correlacdo negativa entre a sazonalidade e anormalidades espermaticas (r = -0.55), ou seja,
durante o periodo de estacdo reprodutiva ocorrem menores indices de espermatozoides
defeituosos que comprometem a qualidade espermatica e sua eficiéncia de fertilizacdo.

Apesar das variagOes reprodutivas sazonais ndo serem consideradas suficientes para
impedir os carneiros de serem usados para a reproducdo ao longo do ano, deve-se
considerar tais alteracdes para algumas praticas zootécnicas e tomadas de decisGes. Por
apresentar melhor qualidade, Zamiri et al. (2010) recomendam o sémen de carneiro
produzido durante o outono (esta¢do) para se realizar o armazenamento (criopreservacao).
Durante a estagdo reprodutiva, também se pode fazer a correta selecao dos melhores
machos para fase de monta e coleta de sémen para inseminacao artificial (ROCA et al., 1992;
BARKAWI et al., 2006), sem condenar de forma equivocada os machos com menores indices
reprodutivos. Além disso, conhecer os parametros reprodutivos dos machos de cada raga
permite criar alternativas no manejo de animais em sistemas intensivos de cria¢ao, que
buscam, por exemplo, terem dois partos por ano em seus rebanhos (BARKAWI et al., 2006).

Portanto, de forma geral, os trabalhos apresentam resultados semelhantes quanto a
variagao sazonal da testosterona plasmatica e dos parametros androlégicos em pequenos
ruminantes, com a estacdo de monta sendo comum nas épocas de fotoperiodo decrescente

(final do verdo/outono) (Figura 2).
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Figura 2: médias mensais dos parametros androlégicos em carneiros da raca Chios e Daglic durante o ano.
Fonte: reproduzido de M. Glindogan (2007).

3. A MELATONINA NA REPRODUGAO DO MACHO

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) é sintetizada a partir do triptofano, e
secretada principalmente pela glandula pineal de mamiferos, mas existem vdrias estruturas
reprodutivas periféricas que a produzem provavelmente para seu préprio uso (ITOH et al.,
1999; TOSINI & FUKUHARA, 2002). Ainda se tem sugerido que as mitocondrias de todas as
células eucaridticas produzem melatonina (TAN et al., 2013). Obviamente, se esta hipdtese
for verdadeira, ndo haveria nenhuma célula no organismo que ndo sintetizasse esta
importante indolamina (REITER et al., 2013).

Esse hormonio sintetizado quase que exclusivamente durante a auséncia de luz é um
dos componentes essenciais na regulacdo reprodutiva dos animais sazonais, ja que todo o
eixo reprodutivo é positivamente ou negativamente influenciado pela melatonina (REITER et
al., 2013).

Os estudos relacionados aos efeitos benéficos da melatonina sobre os

espermatozoides ainda ndo mostraram claramente se eles ocorrem por acdes diretas no
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esperma ou consequéncia de uma alteracdo na funcdo do eixo HHG (REITER et al., 2013), ou
ambos os mecanismos. O fornecimento de melatonina exdégena a carneiros tem mostrado
aumento da frequéncia de liberacdo pulsatil de GnRH e, consequentemente, hormonio
luteinizante (LH), hormonio foliculo estimulante (FSH) e testosterona (WEBSTER et al., 1991;
LINCOLN & CLARKE, 1997; ROSA et al., 2000). Assim, a melhoria na qualidade do sémen pode
ser devido as acOes diretas da melatonina sobre os espermatozoides, por exemplo, como um
antioxidante, ou indiretas, com acdes mediadas pelo LH, FSH e, especialmente, a
testosterona. A presenca de melatonina no fluido seminal de carneiro se encontra em
concentracdes mais elevadas do que no soro sanguineo (CASAO et al., 2009), o que aumenta
a possibilidade da melatonina de ter a¢Ges diretas sobre os espermatozoides (REITER et al.,
2013).

Os receptores de membrana para melatonina, MT1 e MT2, foram identificados em
carneiros por imunocitoquimica agrupados em quase todas as areas do espermatozoide:
cabeca (regido equatorial e pds-acrossomal), pescoco ou peca conectora e regides da cauda
(CASAO et al., 2012). No entanto, a razdo para a distribuicdo heterogénea dos receptores de
melatonina ainda ndo foi decifrado (REITER et al., 2013). Esses receptores também foram
identificados nas células do epitélio epididimario, com densidade regulada pela testosterona
e hidrocortisona (LI et al., 1998; SHIU et al., 2000). Em ratos, a melatonina tem a fung¢do de
modular a proliferacdo da linhagem celular epididimaria (LI et al.,, 1999), que auxilia a
musculatura lisa na movimentag¢ao espermdtica nos ductos do epididimo (REITER et al.,
2013).

A vesicula seminal e préstata apresentaram mudangas no tamanho e fung¢dao em
animais que sdo classificados como reprodutores sazonais sensiveis ao fotoperiodo. No
entanto, essas mudancas sao secundarias as alteragGes na sintese e secre¢do de andrégenos

gue sdo regulados pela gonadotrofinas (REITER, 1975; CHAVES et al., 2012).

3.1 Melatonina como molécula antioxidante e protetora do DNA celular

A melatonina influencia, independente de receptores, a fisiologia reprodutiva do
macho estimulando enzimas antioxidantes, e também, sequestrando radicais livres (OH e
ONOQO)) que poderiam levar a danos e apoptose das células espermatica (RODRIGUEZ et al.,

2004; DU PLESSIS et al., 2010) (Figura 3).
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Figura 3: agGes da melatonina reduzindo radicais livres. A melatonina estimula muitas enzimas antioxidantes
incluindo a superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GRd) e
glutamilglicina ligase (GCL); e também, inibe enzimas pré-oxidativas como, oxido nitrico sintase
(NOS). O radical anion superéxido (0,"), perdxido de hidrogénio (H,0,) e radical hidroxila (-OH) s3o
referidos como espécies reativas de oxigénio (ROS), e o 6xido nitrico (NO) e anion peroxinitrito
(ONOOQ") sdo referidos como espécies reativas de nitrogénio (RNS).

Fonte: reproduzido de Reiter et al. (2013).

Quando a fungdo mitocondrial dos espermatozoides, como em qualquer outra célula,
estd comprometida, ocorre um vazamento dos elétrons da cadeia respiratéria levando a
excessiva producdo de radicais livres que danificam as organelas e os espermatozoides, que
eventualmente, sofrem apoptose (REITER et al., 2013). Shang et al. (2004) usando sémen
humano induziram a sintese de radicais livres, e verificaram o aumento na atividade da
succinato desidrogenase mitocondrial, a geracdao de ROS e a redugdao do potencial de
membrana mitocondrial. O grau de alteragdo de cada um destes parametros foi reduzido na
presenca de melatonina e os autores sugeriram a utilizagdo deste antioxidante em diluentes
seminais para proteger os espermatozoides de danos oxidativos.

Essas alteracbes danosas que prejudicam a funcionalidade espermdtica e a
fertilidade, muitas vezes ocorrem também por contaminantes ambientais (REITER et al.,
2013). Espermatozoides de ratos, retirados do epididimo, e incubados com mercurio
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apresentaram reducdo na motilidade e na atividade de enzimas antioxidantes, e aumento na
geracao de H,0, e produtos de peroxidacao lipidica. Quando coincubados com melatonina
(mercurio + melatonina) todas as mudancas induzidas pelo metal pesado foram revertidas
para os niveis encontrados em espermatozoides normais (RAO & GANGADHARAN, 2008).
Outra questdo ambiental sdo os pesticidas organofosforados utilizados em lavouras e que
podem levar a alteracdes no genoma celular. Roedores tratados com Diazinon, um pesticida
muito utilizado para controlar insetos em culturas de frutas e legumes, apresentaram
extensa ruptura do DNA e da cromatina em espermatozoides epididimarios. Porém, quando
a melatonina foi administrada antes do fornecimento do pesticida, os danos ao DNA foram
drasticamente diminuidos (SARABIA et al., 2009).

Os profissionais que trabalham em locais de altas altitudes, como pilotos de
aeronaves, estdo sempre submetidos a hipoxia, que pode danificar os espermatozoides
(TAMME et al., 2010), principalmente, os que estdo concentrados na cauda do epididimo
(KURCER et al., 2010). Uma vez que os efeitos danosos causados pela isquemia/reperfusio
sanguinea sdo principalmente uma consequéncia da geracdo excessiva de radicais livres, a
capacidade da melatonina de diminuir os danos dos espermatozoides no epididimo foi
atribuida a atividade de eliminagdo de radicais livres de forma direta (REITER et al., 2013).
Roedores expostos a altas altitudes (4500 m acima do nivel do mar) por 33 dias resultaram
em aumento de teratozoospermia (teratospermia), assim como, elevada peroxidacao lipidica
e danos ao DNA. A administragdo regular de melatonina em condi¢des de hipdxia amenizou
parcialmente as a¢Oes destrutivas do ambiente de baixo oxigénio (VARGAS et al., 2011).

Quando espermatozoides de humanos foram incubado com 2 mM de melatonina in
vitro, durante 120 min. e avaliados posteriormente, a percentagem de espermatozoides
moveis, com mobilidade progressiva e rapida foram todos elevadas (DU PLESSIS et al., 2010).
Estas alteragdes foram acompanhadas por um aumento na viabilidade do esperma analisado
por meio de sonda fluorescente lodeto de Propidio (IP), o qual passa pelas membranas
celulares de células lesionadas ou com metabolismo deficiente, corando o DNA. No mesmo
trabalho, a melatonina também reduziu as concentra¢des de éxido nitrico no esperma, mas
nado na geracao de ROS.

Na producgdo de “semen sexado”, os espermatozoides que carreiam os cromossomos
X e Y sdo separados por citometria de fluxo para produzir um sémen comercial que permite

0 nascimento de crias com o sexo desejado (JOHNSON, 2000). No entanto, a taxa de prenhez
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ao utilizar este tipo de sémen é menor que a aquela obtida ao se utilizar o sémen
convencional, pois o processo de sexagem, e também de criopreservacdo logo apods,
produzem muitos radicais livres que comprometem a funcionalidade do esperma (AGAWAL
& PROBAKARAN, 2005). Li et al. (2012) usaram melatonina como protetor do esperma de
bufalos Nili-Ravi durante o processo de sexagem. Eles concluiram que a melatonina no
diluidor de sémen, devido a sua capacidade de sequestrar efetivamente espécies reativas de
oxigénio, é altamente Util ao proteger os espermatozoides de bufalos durante a coloracédo,
classificacdo (processo de sexagem) e congelacdo. Eles também previram que
espermatozoides bubalinos tratados com melatonina teriam uma melhor capacidade de
fertilizacdo e taxas de prenhez aumentadas apds a transferéncia de embrides ou

inseminacao artificial.

3.2 Melatonina e conservag¢ao do sémen

A criopreservacao espermatica é realizada em vdrias espécies, porém o processo de
congelamento e descongelamento causam danos moleculares e prejudicam a capacidade
fertilizadora dos espermatozoides. A melatonina ja foi utilizada em varios trabalhos para
preservar a qualidade e viabilidade espermatica durante a estocagem.

Succu et al. (2011) adicionaram melatonina (em concentragdes de 0,001 a 1 mM) no
diluente de congelacdo de carneiros para determinar se a presenca da indolamina iria
diminuir os danos celulares e melhorar a qualidade dos espermatozoides apds o
descongelamento. Na concentragdo de 1 mM, a melatonina apresentou, apds o
descongelamento, as maiores porcentagens de espermatozoides médveis, de motilidade
progressiva, de espermatozoides com velocidade média rapida e média, altas concentragées
de ATP intracelular e maior integridade do DNA. Além disso, os odcitos fertilizados por
espermatozoides tratados com melatonina exibiram maiores taxas de clivagem do que
aqueles fertilizados por espermatozoides de carneiro congelados sem melatonina. Como a
criopreservacdo do sémen estd associada a producdo de elevadas concentragbes de
reagentes toxicos, incluindo ROS e RNS (ORTEGA FERRUSOLA et al., 2009), a melatonina
agiria como um antioxidante contribuindo para diminuir os danos contra o espermatozoide.

Além da adicdo de melatonina no diluente de criopreservag¢ao, também ja foram
utilizados em carneiros implantes subcutaneos de melatonina durante e fora da estacao

reprodutiva, e apds a coleta e criopreservacao, a qualidade do ejaculado foi avaliada (KAYA
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et al., 2001). Os resultados mostraram que a melatonina melhorou a viabilidade pds-
descongelamento durante a estacdo reprodutiva, e melhorou, em ambas as fases
reprodutivas, as taxas de acrossomos intactos. Assim, o sémen de carneiros tratados com
melatonina antecipadamente parecem ser mais bem conservados durante a criopreservacao
e criopreservadas (REITER et al., 2013).

Em suinos, a melatonina na concentracdo de 1 uM foi adicionada ao sémen com o
objetivo de aumentar a vida util do espermatozoide refrigerado (a 17 °C) (MARTIN-HILDAGO
et al., 2011). Apds os periodos de 1, 4 ou 7 dias, foram analisados os pardmetros referentes a
motilidade total e progressiva por analise computacional. Também foram analisados por
citometria fluxo, o estado de potencial de membrana mitocondrial com JC-1, a viabilidade
celular com IP, a fluidez da membrana (que inversamente se correlaciona com o grau de
peroxidacdo lipidica) (GARCIA et al., 1997) com M-540/YoPro-1, e o estado do acrossoma
com FITC-PNA/PI. No dia 7, o niumero de espermatozoides estdticos aumentou e a
percentagem de espermatozoides mdveis progressivos foi reduzida. As caracteristicas de
velocidade (velocidade curvilinea, a velocidade em linha reta, e a velocidade média de
precursor) foram elevadas pelo tratamento de melatonina. As medidas de citometria
documentaram que a melatonina aumentou a porcentagem de espermatozoides vidveis com
acrossoma intacto e uma porcentagem significativamente maior de espermatozoides

permanecendo viaveis durante o periodo de armazenamento de 7 dias.

3.3 Melatonina como redutora de apoptose

Casao et al. (2010c) investigou se o ejaculado de carneiro durante a estagao nao-
reprodutiva, incubado com melatonina nas concentragdes 1uM, 10 nM e 100 pM, reduziria a
apoptose espermatica e melhoraria a qualidade do sémen, ao avaliar a fertilizagao in vitro
(FIV). Os resultados ndo mostraram influéncia da melatonina nos parametros de motilidade
e de viabilidade espermatica, porém, na concentra¢do de 1 uM, a melatonina diminuiu a
capacitacdo e a translocacdo de fosfatidilserina (marcador utilizado para estudar o
fendbmeno apoptdtico). Por outro lado, a 100 pM melatonina aumentou a capacitagdo em
curto prazo, o que levou a elevadas taxas de fertilizagao e clivagem de odcitos na fertilizagao
in vitro.

Em equinos, a incubacdo a 37 °C por 3 horas, do sémen com melatonina (0, 50 pM,

100 pM, 200 pM ou 1 puM) mostrou reducdo nas alteragbes que estdo normalmente
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associados com apoptose (aumento da permeabilidade da membrana plasmatica e do baixo
potencial de membrana mitocondrial), além de baixas concentracbes de produtos de
peroxidacdo lipidica e uma maior fluidez (menos rigidez) das membranas plasmaticas dos
espermatozoides (SILVA et al.,, 2011). A peroxidacdo dos lipideos é considerada como um
grave risco durante a criopreservacao de esperma e a sua reducdo com a melatonina,
juntamente com os melhoramentos funcionais relacionados, é altamente notavel. Eles
concluiram que as acdes protetoras da melatonina foram uma consequéncia de suas acdes
diretas no sequestro de radicais livres e indiretas na estimulagao de enzimas antioxidantes
(provavelmente receptor-mediado).

Em trabalhos com sémen humano (ESPINO et al., 2010), a melatonina foi testada
guanto a sua capacidade para proteger os espermatozoides humanos da apoptose depois da
exposicdo a agentes toxicos. Apds a sua incorporacdao, a melatonina inibiu o aumento da
atividade das caspase-3 e caspase-9, que s3o essenciais para a realizacdo do processo
apoptotico, além de reduzir a externalizacdo da fosfatidilserina que é um dos primeiros
eventos da apoptose, e também dos niveis de radicais livres que podem levar a morte das
células. Assim, como as técnicas de reproducdo assistida induzem a producdo de radicais
livres e apoptose, e com base nos dados ja descobertos por outros pesquisadores, Espino et
al. (2010) também sugeriram a possibilidade de utilizacdo de melatonina como um
componente do meio de armazenamento para a preservacdo espermatica, devido as suas

atividades antioxidante e anti-apoptotica.

3.4 Melatonina como indutor da capacitacdo e hiperativacdo espermdtica e reacao
acrossomica

A capacitacdo espermadtica é um processo de modificacdo estrutural e funcional
necessario que o espermatozoide deve passar para obter a capacidade de fertilizar os
odcitos. Essas modificagcdes ocorrem ao nivel molecular da membrana plasmatica e resultam
em alteragcdes morfoldgicas (reacdo acrossdmica) e fisioldgicas (hiperativacdao do flagelo),
sendo todo o processo dependente de alteracdes da permeabilidade da membrana ligadas
ao transporte dos ions Ca’*. A reac3o acrossdmica é caracterizada pela fus3o entre a
membrana plasmatica e a acrossomal externa, resultando em formacao de vesiculas e
permitindo a liberacdo de enzimas do conteldo acrossémico (BENDAHMANE et al., 2001). Ja

a hiperativacdo, caracteriza-se por mudangas no padriao do batimento flagelar, fato que
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facilita a penetracdo dos espermatozoides através dos diversos envoltérios dos odcitos
(FUJINOKI et al., 2006).

A hiperativagao apdés a adicao de melatonina foi observada em espermatozoides de
suinos (MARTIN-HIDALGO et al., 2011) e de hamsters (FUJINOKI, 2008). A hiperatividade nos
estagios iniciais de armazenamento pode ter sido resultado de uma elevada sintese de ATP,
jd que a melatonina pode promover a eficiéncia do complexo mitocondrial e a producao de
ATP (MARTIN et al., 2000; MARTIN et al., 2002; LEON et al., 2004). Devido a sua elevada
solubilidade lipidica, a melatonina passa facilmente através do plasmalema de células e
entra nas mitocondrias (JOU et al.,, 2007). Algumas das acbGes da melatonina sobre a
motilidade do esperma também podem ter sido uma consequéncia de sua interacdo com a
calmodulina (POZO et al., 1997; BENITEZ-KING & ANTON-TAY, 1993) que, entre as suas varias
funcdes, influencia elementos do citoesqueleto, e assim, regula a motilidade dos
espermatozoides (REITER et al., 2013).

Fujinoki (2008) sugeriu que a melatonina produzida no ovario serviria como o agente
de ativacdo para os espermatozoides no trato reprodutivo feminino. No entanto, como a
melatonina é sintetizada em varios tecidos do tratro reprodutivo feminino, a fonte deste
hormonio que auxilia na hiperativacdo do esperma no Utero e, ou, tuba uterina permanece
indefinida (REITER et al., 2013). Fujinoki (2008) também descobriu que o tratamento de
esperma hamster com luzindol, um antagonista dos receptores de membrana da
melatonina, MT1/MT2, bloqueou a hiperativacdo, enquanto a incubagdo de espermatozoide
com dois diferentes antagonistas para MT2 ndao conseguiu alterar a resposta hiperativa.
Assim, pode-se pressupor que a acao da melatonina sobre a hiperatividade espermatica é
mediada pelo receptor MT1.

ApOds a capacitacdo, os espermatozoides estdo aptos a realizarem a fecundacgdo apds
se ligarem a Zona Pelucida que envolve o odécito. Casao et al. (2010) examinaram pelo Teste
de Ligacdo a Zona Pellucida a habilidade da melatonina em influenciar a fertilidade do
espermatozoide. Ao utilizarem o sémen de carneiros com e sem implantes de melatonina,
eles observaram maior facilidade de ligacdo do espermatozoide ao odcito do sémen de
animais que receberam melatonina. Além disso, ovelhas inseminadas com sémem de
doadores tratados com melatonina, exibiram uma melhoria na fertilidade e fecundidade.
Assim, os autores concluiram que o uso de melatonina poderia ser um meio eficaz para

melhorar a qualidade do espermatozoide e melhorar a sua capacidade fertilizadora.
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4. O PLASMA SEMINAL E A SAZONALIDADE

Em varias espécies, o plasma seminal (PS) contém fatores (ions ou proteinas) que
podem influenciar a viabilidade espermatica, como por exemplo, mantendo a motilidade
espermatica (GRAHAM, 1994) ou melhorando a sua viabilidade (ASHWORTH et al., 1994).
Alguns estudos ainda, demonstram a capacidade do PS de carneiros de reparar a integridade
da membrana dos espermatozoides que sofreram choque térmico (BARRIOS et al., 2000) e,
ou, de evitar crioinjurias (PEREZ-PE et al., 2001). Por outro lado, os efeitos prejudiciais do PS
na motilidade, viabilidade, e sobrevivéncia apdés o congelamento-descongelamento
(GRAHAM, 1994; PELLICER-RUBIO & COMBARNOUS, 1998) também tém sido relatados.
Estes resultados indicam que o PS é uma mistura complexa que contém uma grande
variedade de componentes que afetam a sobrevivéncia e motilidade dos espermatozoides
(DOMINGUEZ et al., 2008)

A composicao molecular do plasma seminal possui caracteristicas inerentes a cada
espécie, podendo diferir entre os tipos e a atua¢bes das proteinas espermaticas que nele se
encontram (SOUZA et al., 2009). Ainda se pode considerar a variagcdo sazonal nos niveis de
proteinas (DOMINGUEZ et al., 2008), aclicares (MATSUOKA et al., 2006) e ions (ZAMIRI &
KHODAEI, 2005).

Além dos componentes adquiridos de forma fisiolégica ou enddgena, o plasma
seminal pode ainda adquirir moléculas e, ou, estruturas do ambiente apds a sua ejaculacdo.
Azawi e Ismaeel (2012) observaram que houve um significativo efeito sazonal na contagem
bacteriana do sémen de carneiros, sendo maior no meio do verdao e no outono, ou seja, no
periodo da estagdo reprodutiva. Esses microrganismos podem prejudicar a qualidade do
sémen ejaculado, principalmente se for utilizado para criopreservagdao (AZAWI & ISMAEEL,
2012). Além de serem causas de doencgas, eles podem alterar o equilibrio osmético do meio,
produzir substancias toxicas aos espermatozoides, e diminuir os nutrientes destinados as
células espermaticas contidos nos meios de conservacgdo. As bactérias mais frequentemente
isoladas no sémen de carneiro sdo Escherichia coli, Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae,
Staphylococcus epidermis e Staphylococcus aureus (YANIZ et al., 2010). Como essas espécies
necessitam de uma temperatura 6tima para crescimento entre 25 e 45 °C, acredita-se que o
aumento da temperatura e de possiveis secre¢des uretrais na época da estagao, estimule o
crescimento bacteriano na mucosa do pénis (AZAWI & ISMAEEL, 2012).

A presenca ou auséncia de determinadas substdncias do plasma seminal que
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sustentam as células espermaticas, ou seja, mantém sua integridade funcional e fisioldgica,
podem influenciar na eficiéncia da fertilizacdo. Essas func¢des de auxilio e preservacao do
ambiente ideal para os espermatozoides sdo realizadas por essas substancias plasmaticas
tanto internamente, no armazenamento dos espermatozoides na cauda do epididimo,
guanto apés a ejaculacdo, através da criacdo de um microambiente favoravel para o
movimento de espermatozoides (EVANS & MAXWELL, 1987). Assim, as informacdes sobre a
variacdo sazonal da composicdo do plasma seminal podem ser utilizadas na producdo de
solugdes utilizadas como diluentes ou como meio de armazenamento de espermatozoides
(ZAMIRI et al., 2010).

Alguns ions, como, o Ca**, Na' e K ajudam estabelecer o equilibrio osmético do
plasma seminal, e também s3do elementos essenciais nos componentes de muitas enzimas
(ZAMIRI & KHODAEI, 2005). Portanto, a analise bioquimica do plasma seminal pode ser
importante para a avaliacdo da qualidade espermatica dos machos reprodutores. Zamiri et
al. (2010) observaram niveis mais baixos de K* e Na* no fluido seminal de carneiros na
contra-estacdo (72,7 e 70,2 mg/dL, respectivamente), que na estacdo reprodutiva (94,1 e
72,4 mg/dL, respectivamente). Ainda foi observado que a correlacio da percentagem de
espermatozoides vivos e da motilidade espermatica com o nivel seminal de K* (r= 0,61 e
0,49, respectivamente) e nivel de Na* (r= 0,48 e 0,34, respectivamente) foram positivas
(Zamiri et al., 2010). Assim, quanto maior a presenca destes elementos no plasma seminal,
possivelmente melhor serd a qualidade e viabilidade espermatica.

Diluentes seminais a base de gema de ovo ou leite para congelagdao de
espermatozoides usualmente contém glicose ou frutose. No sémen ejaculado, a frutose é o
maior sacarideo presente, e tem um papel no metabolismo do espermatozoide, o qual a
utiliza para producdo de adenosina trifosfato (ATP) (KAMP et al., 1996; RIGAU et al., 2001;
RIGAU et al., 2002). A frutose é sintetizada a partir da glicose sanguinea pelas glandulas
acessorias, que sao estimuladas pela testosterona (KUMAR & FAROOQ, 1994). O sémen de
Carneiros da raca Sulfock foi coletado durante o curso de um ano e as mudangas sazonais
nas concentracdes de frutose no plasma seminal, e de glicose e testosterona no plasma
sanguineo foram analisadas. A concentracao de frutose aumentou na estagao reprodutiva,
com o maximo em outubro (179,8 mg/dL) e o minimo na primavera (6,9 mg/dL). A
concentragdo plasmatica de glicose e testosterona em (79,3 mg/dL e 10,2 ng/mL) foi

também significantemente maior na estacdo reprodutiva do que na contra estacdo (52,1
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mg/dL e 1,8 ng/mL). Desta forma, a constatagdo de mudangas sazonais dos niveis de frutose
no plasma seminal durante o ano, pode auxiliar na determinacdo da apropriada
concentragao deste carboidrato a ser adicionada nos diluentes seminais (MATSUOKA et al.,
2006).

Um recente estudo (CASAO et al., 2010b) demonstrou também a presenca sazonal da
melatonina no plasma seminal de carneiros, e suas correlagdes positivas com os niveis de
testosterona e com a atividade de enzimas antioxidantes no mesmo fluido. O tratamento
com melatonina exdgena em carneiros durante a estacdo ndo reprodutiva modificou o perfil
do plasma seminal ao aumentar a melatonina enddgena, testosterona e 17B estradiol, e
também a presenga de enzimas antioxidantes como a glutadiona peroxidade e redutase
(CASAO et al., 2013). Assim, as diferencas sazonais na qualidade espermatica e na fertilidade
de carneiros pode ser devido a presenca de melatonina no plasma seminal agindo
diretamente nos espermatozoides (CASAO et al., 2010c) através da ligagdo com seus
receptores de membrana (CASAQ, 2012), ou variando a composicdo do plasma seminal.

Como relatado anteriormente, algumas funcdes do plasma seminal nem sempre
promovem a melhoria e conservacao das células espermaticas. Neste caso, ele pode afetar a
gualidade do sémen e a capacidade de fertilizacdo devido a atividade de alguns elementos
que o compoe (MAXWELL et al., 2007).

Em caprinos, o plasma seminal tem um efeito negativo sobre a sobrevivéncia dos
espermatozoides quando sao utilizados diluente a base de gema de ovo (ROY, 1957; IRITANI
& NISHIKAWA, 1963). Essa interferéncia é causado por uma enzima conhecida como
coaguladora de gema de ovo (EYCE), uma fosfolipase A secretada pelas glandulas
bulbouretral (IRITANI & NISHIKAWA, 1963). Essa enzima hidrolisa os triglicerideos das
membranas plasmdticas dos espermatozoides e as tornam mais fusogénica, induzindo assim
a reagdo acrossdmica (UPRETI et al., 1999). Além disso, ela também hidrolisa a lecitina da
gema do ovo em lisolecitina que é tdxica aos espermatozoides (PELLICER-RUBIO &
COMBARNOUS, 1998), e induz a condensa¢do da cromatina (SAWYER & BROWN, 1995).
Somado a isso, tem sido demonstrado que a atividade das glandulas sexuais acessdrias em
ruminantes aumenta durante a época de reproducdo (SANTIAGO-MORENO et al., 2005),
sendo uma caracteristica negativa para as células espermatica no processo de
criopreservagao durante este periodo.

Lavar amostras de sémen caprino antes do processo de congela¢do, no entanto, é um
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processo demorado e que pode danificar as células se realizado de forma inadequada.
Alguns trabalhos indicam que a remoc¢do do plasma seminal é necessario para maximizar a
motilidade e preservar a integridade acrossomal na descongelacdo (MEMON et al, 1985;
RITAR & SALAMON, 1991), enquanto outros relatam resultados positivos para o sémen
congelado sem passar pelo processo de lavagem (AZEREDO et al, 2001; RITAR & SALAMON,
1982). Coloma et al. (2010) ao remover o plasma seminal de bodes (Capra pyrenaica)
observou o efeito benéfico durante a época de fotoperiodo decrescente, mostrando que o
sémen caprino apresenta um aumento da atividade fosfolipase durante a época da estacdo
reprodutiva. Desta forma, os efeitos negativos da congelacdo-descongelacdo sobre a
gualidade espermatica (motilidade, integridade da membrana plasmatica e do acrossoma)
foram mais graves nas amostras de sémen ndo lavadas do que naquelas da qual foi
removido o plasma seminal.

No entanto, ao se analisar as possiveis funcbes e acdoes do plasma seminal, sera
observada a importancia da sua presenca, no que se diz respeito a conservacdo da qualidade
espermatica, principalmente, quando criopreservado.

Como descrito anteriormente, em paises de regides com clima temperado, a estacado
reprodutiva é determinada pelo fotoperiodo, o qual regula a secrecdo de gonadotrofinas, e
estas modulam as génadas dos animais sazonais. J& nas regifes tropicais e subtropicais, os
caprinos se reproduzem em todas as épocas do ano, pois ndao sofrem interferéncia do
fotoperiodo, porém os fatores ambientais, tais como alimentagao e temperatura, regulam os
periodos reprodutivos (MALPAUX, 2006). De Souza et al. (2009), ao estudarem o plasma
seminal de bodes da raga Alpina no Nordeste do Brasil, observaram que o sémen de melhor
qualidade e um grupo de proteinas de 13 kDa e 45 kDa foram encontrados somente no
periodo de alto indice pluviométrico. Assim, eles concluiram que o aumento das chuvas e,
consequentemente, de alimentos, estimularia a sintese de proteinas do PS que
influenciariam positivamente na qualidade do sémen.

Varias proteinas do plasma seminal sdo aderidas a superficie do esperma ejaculado
(METZ et al., 1990; DESNOYERS & MANJUNATH, 1992; AMANN et al., 1999), mantendo a
estabilidade da membrana plasmatica do espermatozoide até a capacitacao, que se inicia no
trato reprodutivo da fémea (CROSS, 1996) e é um pré-requisito para a fertilizacao
(DESNOYERS & MANJUNATH, 1992). Varios componentes do PS previnem e revertem danos

causados pelo choque térmico na membrana espermatica e melhoram a viabilidade e
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fertilidade do sémen congelado-descongelado (BARRIOS et al., 2000; BARRIOS et al., 2005;
FERNANDEZ-JUAN et al., 2006). Em bovinos, esse grupo de proteina é chamado de
“proteinas plasmaticas seminais bovinas” (BSP) ou (PDC-109), sendo as mais estudadas as
BSP A1/A2. Proteinas homdlogas as encontradas em bovinos foram descobertas em caprinos
(GSP 14/15 kDa) (VILLEMURE et al., 2003) e em ovinos (RSP 15) (BERGERON et al., 2005). A
possibilidade dessas proteinas, influenciadas pelo fotoperiodo, serem sintetizadas em
diferentes niveis durante o ano levou Dominguez et al. (2008) a realizarem um estudo onde
se incluiu o plasma seminal de diferentes épocas do ano de carneiros no diluente de
congelacdo, com o objetivo de se prevenir ou reverter os danos causados pelo choque
térmico durante o processo de criopreservacdo/descongelacdo. As proteinas do plasma
seminal que se ligam aos espermatozoides foram afetadas pela estacdo, uma vez que a
inclusdo do plasma seminal do outono (estacdo reprodutiva) aumentou a motilidade
espermatica, diferentemente dos plasmas seminais coletados na primavera ou verdao

(DOMINGUEZ et al., 2008).

5. CONSIDERAGOES FINAIS

A melatonina é um hormonio sintetizado principalmente durante o periodo de escuro
e pode influenciar na fisiologia reprodutiva do macho de forma direta ou indireta. Esse
hormoénio pode tanto regular a sintese de gonadotrofinas e estas agirem nos testiculos
estimulando a esteroidogénese e gametogénese, quanto pode agir diretamente nos érgaos
reprodutores e plasma seminal. A sintese de melatonina aumenta durante a estagao
reprodutiva dos caprinos e ovinos, a qual segue um padrdao sazonal anual regulada pelo
fotoperiodo. Apesar do volume seminal, da qualidade seminal e da concentragdo de
testosterona serem maiores na estagao reprodutiva (final do verdo e outono), os menores
valores destes parametros nas outras épocas do ano ndo sdo responsdveis por mudangas na
qualidade e quantidade do sémen que possam prejudicar a fertilizagdo. No entanto, o

conhecimento destas variagdes sazonais auxilia nas tomadas de decisGes zootécnicas.
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[ ARTIGO CIENTIFICO 1 |

Parametros fisiologicos de machos caprinos criados em condi¢des de clima tropical de
altitude

Physiological parameters of male goat raised under highland tropical climate conditions

Resumo: Esse trabalho avaliou durante doze meses a capacidade adaptativa e as variagGes
dos parametros fisiolégicos de quatro machos caprinos da raca Alpina criados em condic¢des
de clima tropical de altitude. A temperatura ambiente, a umidade relativa do ar e a
temperatura do globo negro, para o cédlculo do ITGU, foram coletadas em cinco momentos
do dia, trés vezes por semana, durante as quatro estacbes climdticas anuais.
Quinzenalmente, durante todo o periodo experimental, as frequéncias respiratdria e
cardiaca e as temperaturas retal e superficial dos animais foram medidas pela manh3, além
de coletas sanguineas para dosagem hormonal (cortisol, T3 e T4) e realizacdo do
hemograma. Houve diferenca entre os valores médios da temperatura superficial, da
frequéncia respiratdria, dos hormoénios e de alguns parametros hematoldgicos (proteina
total e mondcitos) entre as estacgdes climaticas (P<0,05). No entanto, ndo foram observadas
situacOes de estresse térmico, com base nos parametros fisioldgicos que ficaram dentro da
normalidade e do esperado para espécie caprina. Assim, conclui-se que os machos caprinos
da raca Alpina, criados de forma intensiva, mantém a homeotermia e grande adaptabilidade

as condig¢des do clima tropical de altitude.

Palavras-chave: bioclimatologia, cortisol, estresse por calor, ITGU, parametros clinicos,

tiroxina, triiodotironina, variaveis ambientais.

Abstract: This study evaluated twelve months the adaptive capacity and variations in
physiological parameters of four Alpine male goats in a tropical climate of altitude. The
ambient temperature, relative humidity and black globe temperature, to calculate the BGHI,
were collected at five times of the day, three times for week, during the four annual seasons.
Fortnightly, throughout the experimental period, respiratory and heart rates and rectal and
surface temperatures of the animals were measured in the morning, and blood samples for
hormonal dosage (cortisol, T3 and T4) and complete blood count. There was difference
between the mean values of surface temperature, respiratory rate, hormones and some
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hematological parameters (total protein and monocytes) between the seasons (P<0,05).
However, no were observed cases of heat stress, based on physiological parameters were
within normal and expected for goats. Thus, it is concluded that the male goats of the Alpine,
reared intensively, keep homeothermy and great adaptability to the conditions of the tropical

climate of altitude.

Keywords: BGHI, bioclimatology, clinical parameters, cortisol, environmental variables, heat

stress, thyroxine, trilodothyronine.

1. Introdugao

Os caprinos sdo considerados animais rusticos e com alta capacidade de adaptacdo as
variaveis climaticas. Porém quando sdo expostos a altas temperaturas ambientais, umidades
do ar e radiacdo solar, sofrem alteracdes no seu comportamento fisiolégico e produtivo
(BRASIL et al., 2000; SILVA et al., 2005).

Na maioria das vezes, a tolerancia e o grau de adaptabilidade dos animais ao estresse
por calor sdo determinados pelas medidas fisioldgicas da respiracdo, batimento cardiaco e
temperatura corporal (SILANIKOVE, 2000; MARAI et al., 2008; PEREIRA et al., 2011; SOUZA et
al., 2013). No entanto, o sistema sanguineo também poderia ser utilizado para avaliar a
relagdo entre os animais e o estresse por calor, tendo em vista que os mecanismos de perda
de calor envolvem diretamente o sangue (DELFINO et al., 2012). Dessa forma, é possivel que
ocorram alteragdes quantitativas e morfoldgicas nas células e no volume sanguineo dos
animais, podendo ser observadas nos valores de eritrograma e leucograma (IRIADAN, 2007).
Assim, sendo o sistema sanguineo sensivel as mudangas de temperatura, ele poderia ser
considerado um importante indicador das respostas fisiolégicas as situacOes de estresse
(DELFINO et al., 2012), complementando os outros parametros fisioldgicos.

Outros aspectos importantes a serem considerados quando se relacionam estresse
por calor e metabolismo animal sdao os hormonios triiodotironina (T3), tiroxina (T4) e
cortisol. A atividade da glandula tireoide esta diretamente relacionada ao metabdlico, e este
com a termogénese (COELHO et al., 2008). Dessa forma, o estresse por calor induz o
organismo a reduzir a concentracdao dos horménios tireoideanos com o objetivo de diminuir
a taxa de calor metabdlico (YOUSEF et al., 1967). Ja o cortisol, tem a fun¢do de conservar o
equilibrio interno do organismo e, por isso, quando ameacgado, o organismo desenvolve uma

resposta bioldgica de defesa, com uma hiperatividade do cértex da adrenal, aumentando
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seus hormoénios, a fim de restabelecer a homeostase (VASQUEZ & HERRERA, 2003).
Portanto, os hormonios T3, T4 e cortisol poderiam auxiliar, indiretamente, na verificacdo de
situacdes de estresse por calor.

A maioria das racas caprinas de aptidao leiteira criadas em paises tropicais tém sua
origem em regioes temperadas, e em um sistema de producdo, a adaptacdo e bem estar dos
animais no ambiente significa ndo s6 uma questao de sobrevivéncia, mas também de
eficiéncia produtiva e reprodutiva (FACANHA, 2013). Assim, o objetivo desse trabalho foi
avaliar durante doze meses a capacidade adaptativa e as variacbes dos pardametros
fisiolégicos de machos caprinos da raca Alpina, criados em condicdes de clima tropical de
altitude.

Todos os procedimentos de manuseio foram aprovados pelo Comité de Etica para
Uso de Animais do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa (processo
n? 32/2013) e foram realizados de acordo com os principios éticos da experimentacdo
animal, estabelecido pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal e com a legislacdo

vigente.

2. Material e Métodos
2.1 Local e periodo de realizagdo

Os animais foram alocados no Setor de Caprinocultura do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, localizado no municipio de Vigosa, Minas
Gerais, a 649 m de altitude, sob a latitude de 20°45'20"S e longitude 42°52’40" W,
temperatura média anual de 20,9°C, indice médio pluviométrico anual de 1.221 mm?® e clima
tropical de altitude do tipo Cwa (inverno seco e verao chuvoso), pela classificagao climatica
de Koeppen-Geiger. O periodo experimental foi de 12 meses (de mar¢o 2012 a margo de

2013), compreendendo as quatro estagdes do ano (outono, inverno, primavera e verao).

2.2 Animais, sistema de criagdo e alimentagéo

Foram selecionados quatro caprinos, machos inteiros, da raga Alpina, clinicamente
higidos e com idade de 3,4 £ 1,9 anos. Eles permaneceram sob condi¢des de iluminagao
natural e confinados em baias individuais cobertas, com area de exercicio descoberta
(soldrio) onde tinham acesso voluntdrio a radiacao solar. Os animais receberam alimentacao

volumosa, composta de silagem de milho, e concentrado proteico e energético, bem como
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sal mineral e dgua ad libitum, atendendo as exigéncias nutricionais da categoria de acordo
com o National Research Council — NRC (2007). Foi oferecida uma unica dieta durante todo o
experimento para eliminar possiveis interferéncias de ofertas oscilantes de alimentagdo nas

caracteristicas estudadas.

2.3 Paré@metros ambientais

Os dados climaticos de temperatura ambiente e umidade relativa do ar foram
obtidos por termohigrometro digital e a temperatura de globo negro utilizando-se um
termbmetro de globo negro, sendo as médias obtidas em cada estacdo climatica
apresentadas na Tabela 1. Esses aparelhos foram instalados a meia altura dos animais e os
dados coletados durante um ano, trés vezes por semana (segunda, quarta e sexta), em cinco
momentos durante o dia (7:00, 9:30, 12:00, 14:30 e 17:00). O indice para se avaliar o
conforto térmico dos animais foi o indice de temperatura de globo negro e umidade (ITGU)

(Tabela 1), calculado segundo a formula proposta por Buffington et al. (1981):

ITGU =Tgn + 0,36 Tpo + 41,5

Tgn = temperatura de globo negro (°C); e Tpo = temperatura em ponto de orvalho (°C).

2.4 Pardmetros fisiologicos dos animais
Os parametros fisioldgicos foram aferidos e coletados dentro das baias individuais,

quinzenalmente, as 7:00 da manha.

A) Temperaturas retal e superficial, frequéncias respiratéria e cardiaca:

A temperatura retal (°C) foi aferida com um termometro clinico veterinario, com
escala até 44°C, introduzido diretamente no reto do animal com o bulbo em contato com a
mucosa retal do animal durante dois minutos. A temperatura superficial (°C) foi a média
aritmética das temperaturas superficiais da costela, flanco e escroto, tomadas com um
termometro digital com infravermelho. A frequéncia respiratdria foi obtida pela observacao
direta dos movimentos do flanco do animal, durante um minuto, e o resultado expresso em
movimentos por minuto (mov min™). A frequéncia cardiaca foi medida por estetoscépio
flexivel (Rappaport Premium®), colocado diretamente na regido tordcica esquerda, a altura
do arco adrtico, durante um minuto, e o resultado expresso em movimentos em batimentos
por minuto (bat min™).
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B) Coleta de sangue para hemograma e determinacdo da concentracdo sérica de tiroxina
(T4), triiodotironina (T3) e cortisol:

As amostras de sangue foram coletadas apds as andlises dos parametros fisioldgicos,
guinzenalmente, as 7:00, por venopuncdo da jugular, em dois tubos vacutainers de 10 mL,
sendo um contendo heparina (tubo 1) e outro sem anticoagulante (tubo 2). No tubo, foi
rapidamente realizado o hemograma do animal (eritrograma e leucograma), enquanto o
tubo 2 foi imediatamente centrifugado a 1500 G, por 10 minutos, em temperatura
ambiente, e o soro sanguineo armazenado em tubos de polietilino de 2 mL a -20 °C. Os
ensaios para dosagem dos hormoénios (ng/mL) T4, T3 e cortisol foram realizados por
guimioluminescéncia, pela técnica imuno-enzimatica, utilizando os kits comerciais Beckman
Coulter® (Beckman Coulter, EUA), no aparelho Access® (Beckman Coulter, EUA), conforme as

especificacOes do fabricante.

Tabela 1 — Médias e erros padrdo da média da temperatura ambiente (°C), da umidade
relativa do ar (%) e do indice de temperatura de globo negro e umidade (ITGU)

nas esta¢des do ano no clima tropical de altitude (Vigosa, MG - Brasil)

Temperatura Ambiente (°C)

Periodo Manh3 Tarde
7:00 9:30 12:00 14:30 17:00
Outono 16,97 +0,39 20,53 +0,39 23,80+0,45 25,69+0,75 23,15+ 0,54
Inverno 13,87+0,45 18,73+0,48 23,66 +0,48 26,03+0,57 24,80 £ 0,62
Primavera 19,43+0,44 23,34+0,46 26,37+0,59 27,22+0,67 26,79 £ 0,73
Verdo 20,50+0,20 23,88+0,29 26,89 +0,44 28,35+0,53 27,40 +0,60
Umidade Relativa do Ar (%)
Periodo Manh3a Tarde
7:00 9:30 12:00 14:30 17:00
Outono 92+0,2 87+0,8 69+1,4 61+0,8 67+1,7
Inverno 89+0,4 7919 55+1,9 44 +£2,0 47 £0,7
Primavera 86+1,0 68+1,9 57+2,3 53+2,7 55+3,4
Verao 90+0,5 76+1,2 63+1,7 57+2,0 59+2,7
ITGU
Periodo Manh3a Tarde
7:00 9:30 12:00 14:30 17:00
Outono 64+0,5 69+0,5 72+0,6 75+0,3 72+0,9
Inverno 61+0,6 66 +0,5 71+0,5 73+0,6 72+2,5
Primavera 68+0,6 72+0,6 75+0,7 76 +0,8 76+1,1
Verdo 69+0,3 74+0,4 77+0,5 78+0,6 78+0,9
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2.5 Andlise Estatistica

Para andlise dos dados, foi utilizado o Statistical Analysis System (SAS, 2002). As
variaveis quantitativas foram avaliadas por andlise de variancia, considerando o efeito do
animal, utilizando o PROC GLM, as médias foram comparadas pelo teste de Ryan-Einot-
Gabriel-Welsh. As varidveis qualitativas foram avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis usando
o PROC NPARIWAY. As correlacbes entre as varidveis quantitativas foram avaliadas pela
correlacdo simples de Pearson, e entre as varidveis qualitativas pela correlacdo de Spearman
(PROC CORR). Os dados foram apresentados em média * erro-padrdao da média, e a

significancia adotada foi a = 0,05.

3. Resultados e discussao

Os valores de temperatura ambiental (°C) (Tabela 1) foram diferentes daqueles
registrados em trabalhos realizados em regides de clima tropical semiarido e mediterranico,
onde as médias, geralmente, foram superiores aos 30°C (SHINDE et al.,, 2002; DARCAN &
GUNEY, 2008; ROCHA et al., 2009; PEREIRA et al., 2011; SILVA et al., 2011). Considerando o
intervalo de 20 a 30°C, como o que compreende os valores de temperatura ambiente da
Zona de Conforto Térmico (ZCT) para caprinos (BAETA & SOUZA, 2010), pode-se inferir que
durante o periodo experimental os animais ndo foram expostos a estresse por calor. Alguns
valores da temperatura ambiente ficaram abaixo desse limite as 7:00 (outono, inverno e
primavera) e as 9:00 (inverno), no entanto ficaram dentro da faixa de modesto conforto
térmico (ZMCT) que é de -20 a 34°C para espécie caprina (BAETA & SOUZA, 2010). Assim,
nao houve sensacdo de frio ou calor pelos animais durante os periodos analisados.

A umidade relativa do ar (%) apresentou maiores valores no periodo da manha e um
decréscimo com o aumento da temperatura ambiente no decorrer do dia, conforme
observado por Shinde et al. (2002) e Rocha et al. (2009) que ao trabalharem com caprinos
leiteiros no semidrido encontraram valores médios de 90% e 30%, durante a manha e tarde,
respectivamente. Além da radiacdo solar e o vento, a temperatura ambiente e a umidade
relativa do ar sdo os principais fatores ambientais que determinam a ocorréncia de estresse
por calor nos animais (MEDEIROS et al., 1998; SOUZA et al., 2008), sobretudo se estiverem
elevados (NARDONE et al., 2006). Em regides de clima quente, onde a temperatura
ambiente geralmente é maior que a da superficie do corpo, a eliminagao de calor corporal

dos animais homeotérmicos por radiacdo, conducdo e conveccao fica prejudicada, sendo o
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principal processo de eliminagdao do excesso de calor a evaporagao. No entanto, sua
eficiéncia é prejudicada quando a umidade relativa do ar estd excessiva, uma vez que a
evapotranspiracdo é regulada pela umidade ambiental (MARAI et al., 2008).

Nesse trabalho, o aumento das temperaturas ambientais durante o dia, nas quatro
estacles climaticas, foi acompanhado por diminuicdo da umidade relativa do ar (Tabela 1).
Assim, o efeito negativo no mecanismo de eliminacdo de calor por evaporacao foi reduzido,
e também, a possibilidade de estresse por calor. Isso também foi observado por Martins
Junior et al. (2007), ao trabalharem com caprinos da raca Boer no semiarido.

Buffington et al. (1981) concluiram que em ambientes onde ocorre a exposi¢cdo dos
animais a radiacdo solar, o indice de temperatura de globo e umidade (ITGU) é o mais
preciso indicador de estresse por calor, permitindo avaliar o conforto térmico do ambiente
em que os animais estdo alojados. Observou-se que os ITGU apresentados na Tabela 1 foram
maiores nos periodos de primavera e verao, principalmente no periodo da tarde. Os valores
de ITGU ficaram abaixo daqueles registrados em regides de clima tropical semidrido, onde
nos periodos da manhd e tarde foram encontrados valores de ITGU acima de 77 e 82,
respectivamente (SILVA et al., 2006; ROCHA et al., 2009; PEREIRA et al., 2011; SILVA et al.,
2011; SOUZA et al., 2013). Segundo Baéta e Souza (2010), os valores de ITGU até 74 indicam
uma situacdo de conforto térmico, de 74 a 78 uma situacdo de alerta, de 79 a 84 uma
situacdo perigosa e superior a 84 uma situacdo de emergéncia. Dessa forma, os valores
obtidos nesse trabalho para ITGU ndo indicaram uma situacao de desconforto térmico, e
somente houve risco a homeotermia durante o periodo da tarde (situacdao de alerta),
principalmente nos periodos mais quentes do ano (primavera e verao), provavelmente
devido a maior incidéncia de radiagdo solar dentro dos apriscos.

Na Tabela 2, estdao apresentados os parametros fisioldgicos dos animais. Somente na
temperatura superficial e na frequéncia respiratéria foram observadas diferencas (P<0,05),
com médias superiores durante as estacdes climdticas com maiores temperaturas
ambientes. Segundo Kabuga & Agyemang (1992) e Abi Saab & Sleiman (1995), a frequéncia
respiratoria, a frequéncia cardiaca e, principalmente, a temperatura corporal (retal) podem
indicar se o animal estd passando por uma situagdo de estresse por calor. A influéncia do
calor nos parametros fisioldgicos pode levar ao aumento de 3,3% na temperatura retal e
194% na frequéncia respiratéria (McDOWELL, 1972).

Os animais homeotérmicos tém temperaturas corporais que variam nas diferentes
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partes do corpo em adaptacdo ao meio ambiente externo a fim de controlar e regular a
fisiologia animal. No entanto, a temperatura do nucleo corporal, que na espécie caprina é de

40°C, matem-se em nivel independente da variagdo ambiental (BAETA & SOUZA, 2010).

Tabela 2- Médias e erros padrdo da média dos parametros fisiolégicos de machos caprinos
da raca Alpina nas diferentes estacdes do ano no clima tropical de altitude (Vicosa,

MG — Brasil)
Parametro Fisioldgico
Periodo Temperatura corporal Frequéncia
Retal (°C) Superficial (°C) Respiratdria (mov min™®)  Cardiaca (bat min™)
Outono 38,09 +0,05° 28,06 £ 0,24 e 33,04 +2,72 ab 73,07 +2,85°
Inverno 37,35+0,04° 26,47 +0,49" 23,36 +2,04° 76,91 +£1,69°
Primavera 37,94 +0,06° 29,85 +0,29° 23,21 +1,28 b 77,29 +2,23°
Verao 38,05 +0,06° 29,32 +0,27° 38,50+6,05° 74,86 + 3,65°

Letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo testeRyan-Einot-Gabriel-Welsh (P<0,05).

Os animais homeotérmicos tém temperaturas corporais que variam nas diferentes
partes do corpo em adaptacdo ao meio ambiente externo a fim de controlar e regular a
fisiologia animal. No entanto, a temperatura do nucleo corporal, que na espécie caprina é de
40°C, matem-se em nivel independente da variagio ambiental (BAETA & SOUZA, 2010).

A temperatura retal média do caprino, em repouso e a sombra, é de 39,1 °C
(ROBERTSHAW, 2006), e acima de 42°C é considerada um risco para a saude e bem estar
animal (BROWN-BRANDL et al., 2003; MARAI et al., 2008). Nesse trabalho, as temperaturas
retais, nas quatro estacbes, além de ndo apresentarem diferencas entre si, nao
apresentaram indicios de estresse por calor, uma vez que estavam prdéximas a média
preconizada, assim como demonstrado por Pereira et al. (2011) e Souza et al. (2013), em
caprinos no clima tropical semidrido. Quando os animais estdo em temperaturas que
compdem a sua Zona de Conforto Térmico, eles mantém praticamente constantes as
temperaturas corporais, com minimo esforco dos mecanismos termorregulatérios (BAETA &
SOUZA, 2010). Segundo Hopkins et al. (1978), valores de temperatura retal préximos a
temperatura considerada normal para a espécie podem ser considerados como indice de
adaptabilidade.

Outro parametro importante na avaliacdo da dissipacao do calor é a temperatura
superficial (SANTOS et al., 2005). A temperatura superficial (°C) teve correlacdo (r= 0,65) com
a temperatura ambiente (°C) e, assim, apresentou maiores valores durante a primavera
(29,85 £ 0,29) e verdo (29,32 £ 0,27) (P<0,05), que foram as épocas mais quentes do periodo

experimental. Esses valores de temperatura superficial ficaram préximos aos registrados por
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Silva et al. (2006) e Souza et al. (2013), que foram de 29,50 e 29,47°C, respectivamente. Nos
mecanismos de eliminacdo do excesso de calor corporal, a evaporacdo pode ocorrer tanto
através da superficie do corpo do animal, pela evaporacao do suor liberado pelas glandulas
sudoriparas, quanto através da evaporacdo no aparelho respiratdrio, ao expirar o vapor
d’adgua juntamente com o ar (SILVA, 2000). Portanto, os maiores valores de temperatura
superficial, durante os periodos mais quentes do ano, demonstram a necessidade fisioldgica
dos animais de eliminar o calor interno para o ambiente, aumentando o fluxo sanguineo nos
tecidos periféricos e a producdo de suor pelas glandulas sudoriparas (LIGEIRO et al., 2006).
Além disso, quando ocorre um aumento da vasodilatacdo periférica, aumenta-se,
consequentemente, as perdas de calor sensiveis, como a radiacdo, conducdo e conveccao
(SILVA, 2000). Por outro lado, o menor valor de temperatura superficial (Tabela 2; P<0,05)
durante o inverno (26,47 + 0,49) evidencia a necessidade de maior retencdo de calor
corporal nessa estagdo, que apresenta menores temperaturas ambientais e valores de
umidade, o que favorece a perda de calor para o meio externo, nas formas sensiveis e
latentes.

No entanto, no caso dos caprinos, por possuirem um menor numero de glandulas
sudoriparas em relacdo aos bovinos, o0 mecanismo de evaporacdo pela respiracdo é mais
utilizado que a sudorese para dissipacdo do calor (ARRUDA et al.,, 1984). Em condicOes
normais, 20% das perdas de calor, nos ovinos, sdo realizadas pela respiracdo, e esse valor
aumenta para 60% quando os animais sao submetidos a temperaturas ambientais acima de
35°C (QUESADA et al., 2001), devido a queda da eficiéncia das perdas de calor sensivel por
diminuicdo do gradiente de temperatura entre a pele do animal e o ambiente (SILVA et al.,
2006). Os valores considerados normais de frequéncia respiratdria para a espécie caprina
sdo de 12 a 25 movimentos respiratérios/minuto (KOLB, 1984; REECE, 2006). Assim, quando
0s ruminantes apresentam frequéncia de 40-60, 60-80 ou 80-120 movimentos/minuto,
considera-se que estejam passando por uma situacao de estresse baixo, médio-alto ou alto,
respectivamente (SILANIKOVE, 2000).

Os dados apresentados na Tabela 2, mostram que as frequéncias respiratérias (mov
min™) dos animais n3o atingiram a faixa indicativa de estresse, sendo maiores somente no
verdo (38,50 + 6,05) e outono (33,04 + 2,72) (P<0,05), sendo préximas as observadas por
Souza et al. (2013) e inferiores as verificadas por Pereira et al. (2011), de 37,18 e 77,62,

respectivamente. Além disso, durante as estacdes de verdao e outono, foi observado que os
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valores de umidade estavam maiores (Tabela 1), o que dificulta a perda de calor através da
pele dos animais, levando esses a realizarem mais o processo de evaporacao pela respiracao.
Segundo Buffingon et al. (1981), a taxa de respiracdo estd diretamente relacionada ao ITGU,
podendo ser observado nesse trabalho, que um possivel desconforto ambiental (ITGU na
Tabela 1), principalmente no verdo, pode ter levado ao aumento da frequéncia respiratdria
(Tabela 2). Dessa forma, pode-se inferir que a frequéncia respiratdria dos animais variou
conforme a temperatura ambiental com objetivo de eliminar o calor interno excessivo
adquirido durante as estacdes mais quentes do ano e alcancar a homeotermia, fato também
observado por Martins Junior (2007). Segundo Baccari Junior (1986), animais como os desse
experimento, que apresentam menor aumento de temperatura retal e menor frequéncia
respiratdria, quando submetidos a altas temperaturas sdo considerados mais tolerantes ao
calor.

Os valores de frequéncia cardiaca ficaram dentro dos limites preconizados para a
espécie caprina (70 a 80 batimentos/minuto) (ERICKSON & DETWEILER, 2006) e n3o
apresentaram diferencas entre as estacOes climaticas, semelhante ao verificado por Souza et
al. (2008) e Salles (2010).

Na Tabela 3 estdo apresentados os valores médios (ng/mL) do cortisol, triidotironina

(T3) e tiroxina (T4) dos animais durante as quatro esta¢ées do ano.

Tabela 3 - Médias e erros padrdao da média das concentragdes séricas dos hormonios
cortisol, triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) de machos caprinos da raga Alpina nas
diferentes estagdes do ano no clima tropical de altitude (Vigcosa, MG — Brasil)

Parametro Fisioldgico

Periodo
Cortisol (ng/mL) T3 (ng/mL) T4 (ng/mL)
Outono 17,57 + 1,09° 0,58 + 0,02 61,61+2,62°
Inverno 13,11+ 1,05° 0,72 +0,03° 81,76 + 4,23°
Primavera 14,40 + 1,23 0,65+ 0,02° 74,73 £2,54°
Verdo 17,20+ 1,18° 0,56 + 0,01 © 61,57 +2,16°

Letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo testeRyan-Einot-Gabriel-Welsh (P<0,05).

Os valores do cortisol foram maiores durante o verdo, o outono e a primavera
(P<0,05) que foram as estacdes maiores valores de temperatura, umidade (Tabela 1) e
frequéncias respiratdrias (Tabela 2), porém, os valores registrados estdo dentro do intervalo
esperado para os pequenos ruminantes, que vai de 14 a 31 ng/mL (RADOSTITS et al., 2002).

Em situacdo de estresse, uma das primeiras reac¢des fisioldgicas dos animais é a ativacdo do
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eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal, liberando, na corrente sanguinea, glicocorticoides,
sobretudo o cortisol, que tém como funcdo principal regular e, ou, adaptar o metabolismo
interno (VASQUEZ & HERRERA, 2003; EILER, 2006). No estresse agudo, ocorre aumento das
concentracdes de cortisol sérico e, assim, aumento da degradacdo dos tecidos de reserva, a
fim de disponibilizar maior concentracdo de glicose para o coragdo, sistema nervoso e
musculo esquelético. Por outro lado, no estresse cronico, ocorre reducao da atividade do
eixo para diminuir a mobilizacdo excessiva dos tecidos e o efeito negativo sobre a producao
e reproducado animal (SCHIMIDT-NIELSEN, 2002).

Os valores das concentragdes séricas dos hormonios T4 e T3 também apresentaram
diferenca (P<0,05) entre as estacdes, porém ficaram proximos (T4) ou abaixo (T3) dos
valores médios esperados para pequenos ruminantes, que é de 79 ng/mL e 0,98 ng/mL,
respectivamente (ANDERSON et al., 1988). No verdo, quando as temperaturas ambientais
estdo mais altas, pode ser observado reducdo dos valores hormonais, enquanto no inverno
foi registrado aumento desses valores (P<0,05). Essa alteracdo sanguinea conforme as
estacGes climaticas também foi verificada por outros autores trabalhando com caprinos
(PRAKASH & RATHORE, 1991), ovinos (TAHA et al.,, 2000; ZAMIRI & KHODAEI, 2005) e
bovinos (RASOOLI et al., 2004). T3 e T4 sdo caracterizados por sua acdo calorigénica e
controlam a termogénese dos animais (EILER, 2006; COELHO et al., 2008) a fim de manter a
homeostase e temperatura interna constante. A resposta hormonal em uma possivel
situacdo de estresse por calor é a reducdo na sintese dos hormonios tireoidianos e, assim, a
diminuicdo do metabolismo e da producdo do calor interno (YOUSEF et al., 1967; EILER,
2006). Além disso, é possivel que a exposicao ao calor possa influenciar diretamente no eixo
hipotalamico-pituitdrio e permitir a redu¢ao na secrecao do TSH (TAL & SULMAN, 1973).

No entanto, os valores de frequéncia respiratdria e outros parametros fisioldgicos
(Tabela 2), dentro dos limites pré-estabelecidos e esperados para espécie caprina, mostram
que, apesar do aumento do hormonio indicador de estresse (cortisol) e das variagdes anuais
dos hormonios termogénicos (T3 e T4) nas estagGes climaticas, os animais conseguiram
dissipar o calor interno excessivo e alcancar a homeostase. Da mesma forma, o aumento de
T3 e T4 no inverno para aumentar e manter a temperatura corporal interna dentro dos
limites fisioldgicos foi eficiente.

Os valores de hematdcrito, proteina total sanguinea e leucograma, observados nos

machos caprinos da raca Alpina, nas diferentes estacbes do ano, no clima tropical de
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altitude, podem ser visualizados na Tabela 4.

Tabela 4 - Médias e erros padrao do hematécrito, proteina total e leucograma de machos
caprinos da raca Alpina nas diferentes estacbes do ano no clima tropical de
altitude (Vigosa, MG — Brasil)

Parametro Fisiolégico

Periodo - -
Hematdcrito (%) Proteina Total (g/dL) Leucdcitos (mm?3)
Outono 31,04 +0,94° 7,96 + 0,09 *° 6.189 + 201°
Inverno 31,25 +1,15° 7,81 £0,09 b 6.621+577°
Primavera 31,75+0,62° 8,20+0,12° 6.693 + 346°
Verdo 30,85 +1,00° 7,98 +0,12%° 5.771 +270°

Letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo testeRyan-Einot-Gabriel-Welsh (P<0,05).

Tabela 4 — Continuacao

Parametro Fisiolégico

Periodo Basdfilos (%) Eosindfilos (%) Neutréfilos (%) Linfécitos (%) Mondcitos (%)
Outono 0 4,39 +0,87° 47,19+2,09° 43,81+1,92® 3,31+0,40°
Inverno 0 5,75 +1,46° 44,08 +2,08° 44,17+1,95° 5,92 +0,95°
Primavera 0 4,18 +0,73° 46,04+ 1,61% 4550+1,69° 3,96+0,37°
Verdo 0 4,21+0,82° 50,04 +2,33° 41,58+1,92° 3,29+0,43°

Letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo testeRyan-Einot-Gabriel-Welsh (P<0,05).

A concentracdo de proteina total do plasma sanguineo foi maior que o valor de
referéncia (6,5-7,5 g/dL; REECE e SWENSON, 2006), principalmente, na primavera (P<0,05),
que foi um dos periodos de temperatura ambiente elevada (Tabela 1). Isso pode ter
ocasionado maior estado de desidratacao e, assim, maior concentracdo plasmatica proteica.

Os valores obtidos, nesse trabalho, para hematdcrito estdao de acordo com os valores
de referéncia, que s3o de 27 a 35% para a espécie caprina (BHARGAVA, 1980). O
hematdcrito é a porcentagem de eritrécitos em relagdo ao volume total de sangue (DELFINO
et al.,, 2012) e pode ser muito importante no diagndstico de estresse por calor. Além da
proteina total plasmdtica, o hematdcrito pode aumentar na desidratac¢do, devido a perda de
liquidos por meio dos mecanismos evaporativos de dissipacdo de calor (respiracdo e
sudorese) (LEE et al., 1974; SOUZA et. al. 2011). Nesse trabalho, o hematécrito apresentou
correlagdo com o cortisol (r= 0,26) e, portanto, poderia ser considerado como parametro
para indicar uma situacao de estresse por calor.

Na determinagao do valor do hematdcrito, leva-se em consideragdo ndo sé o volume
da hemadcia, mas também o seu nimero e, portanto, um acréscimo no numero de hemacias
pode levar, também, ao aumento do hematdcrito. Em uma situacao de estresse por calor
prolongado, a evaporac¢ao pulmonar acontece com maior intensidade e essa hiperventilacao
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cronica pode diminuir a tensdo de oxigénio no organismo, estimulando a eritropoiese na
medula éssea (REECE e SWENSON, 2006). Assim, em uma situacdo de estresse por calor
cronico, o numero de hemacias pode aumentar e, consequentemente, o hematécrito. Por
outro lado, alguns autores acreditam que o hematdécrito pode diminuir em uma situacdo de
estresse por calor prolongado devido, a reducdo do nimero de hemacias, em funcdo da
menor ingestdo de alimento (HERZ e STEINHAUT, 1978; BEZERRA et al., 2008; SOUZA et al.,
2008).

Os valores do leucograma, segundo Pugh (2004) e Reece e Swenson (2006), variam
de: 4.000 a 13.000 leucécitos/mm?3; 0 a 1% basodfilos; 1 a 5% eosindfilos; 0 a 2% bastonetes;
30 a 55% segmentados; 50 a 69% linfécitos; e 0 a 4% mondcitos. Souza et al. (2008),
trabalhando com caprinos de diferentes grupos genéticos, no semi-drido paraibano,
encontraram valores superiores para os leucocitos e linfocitos, e menores para os
segmentados e mondcitos. Segundo Broucek et al. (2009), em bovinos com estresse por
calor, ocorre aumento dos neutrdfilos (bastonetes e segmentados) e decréscimo dos
eosindfilos. No entanto, nesse trabalho, os valores médios obtidos nas diferentes estacGes
do ano ficaram dentro da faixa de normalidade, mesmo com os bastonetes (%) e mondcitos
(%) apresentando diferenca entre as estacdes (P<0,05).

A adaptacdo as diversas condicGes estressantes do ambiente pode levar a alteragGes
nos padroes hematoldgicos e hormonais dos animais (YOUSEF et al., 1967; IRIDIAN, 2007;
DELFINO et al.,, 2012), os quais poderiam ser utilizados, assim como as frequéncias
respiratoria e cardiaca, e a temperatura retal, como indicadores de estresse. A observacao
de alteragOes drasticas nesses parametros pode mostrar desequilibrio fisiolégico e menor
eficiéncia adaptativa (BROUCEK et al., 2009) dos animais.

Dessa forma, nao foram observadas, durante esse experimento, indicacdes
fisiolégicas de estresse térmico pelos animais, uma vez que os mecanismos fisiolégicos que
regulam a temperatura corporal foram eficientes durante o periodo experimental e
permitiram o equilibrio interno, observado principalmente, pelas temperaturas retal e
superficial e frequéncias respiratdria e cardiaca. Apesar de a raga Alpina ter origem em
regides de clima temperado, os dados observados nesse trabalho, utilizando caprinos em
sistema intensivo, demonstraram que houve uma adaptacao fisioldgica, e, ou, estrutural ao
clima tropical de altitude. No entanto, em situa¢cbes de pastejo, os parametros fisiolégicos

podem apresentar diferengas, pois outras varidveis climaticas como, a insolagdo direta,
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sombreamento e vento, podem alterar a fisiologia e a homeostasia dos animais.

5. Conclusao

Nas condicGes desse experimento, concluiu-se que, machos da raca Alpina
mantiveram a homeostase, durante as quatro estacbes do ano, apresentando seus
parametros fisioldgicos dentro da normalidade e do esperado para espécie caprina,
demonstrando assim, estarem fisiologicamente adaptados ao clima tropical de altitude

(Vigosa, MG — Brasil).
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[ ARTIGO CIENTIFICO 2 ]

Varia¢ao sazonal na atividade reprodutiva de caprinos criados em condigdes de clima
tropical de altitude
Season variation on reproductive activity of goat raised under highland tropical climate

conditions

Resumo: Esse trabalho analisou durante doze meses as variacbes anuais da biometria
testicular, da concentracdo dos hormonios sexuais, dos parametros do sémen fresco e
descongelado, e do comportamento sexual de machos caprinos da raca Alpina, criados em
condicbes de clima tropical de altitude. A temperatura ambiente maxima e minima, e a
luminosidade foram registradas diariamente, enquanto as avaliagdes seminais, hormonais e
comportamentais foram realizadas quinzenalmente. Houve diferenca (P<0,05) entre os
valores médios mensais do perimetro escrotal, volume testicular, volume e concentracao do
sémen fresco, vigor espermatico do sémen descongelado, niveis séricos de testosterona, FSH
e LH e alguns comportamentos sexuais de cortejo e copula. As variacdes anuais dos
parametros testicular e seminal podem ter sido determinadas pelas estacGes reprodutiva e
ndo-reprodutiva, principalmente, pela frequéncia de utilizacdo dos machos reprodutores. Os
parametros seminais durante todo o periodo experimental ficaram préximos ou superiores
aos valores recomendados pelo Colégio Brasileiro de Reproducdao Animal (CBRA), ndo sendo
observadas diferengas durante o ano na motilidade progressiva e funcionalidade da
membrana (teste hiposmdtico) para o sémen descongelado (P>0,05), permitindo inferir que
o ambiente ndo levou a alteragdes nas membranas plasmaticas espermaticas e diminuigdo
da qualidade seminal. Assim, as variagdes que ocorreram na quantidade e qualidade
seminal, no perfil hormonal e em alguns comportamentos sexuais, ndo devem ser
consideradas como um impedimento para utilizagdo dos machos caprinos da raga Alpina em
regides de clima tropical de altitude durante todo o ano. Essas variagdes estao relacionadas
a frequéncia de cobertura das fémeas e, ou, influéncia do fotoperiodo, e ndo levam a

alteragdes no sémen que possam comprometer a capacidade de fertilizagdo desses animais.

Palavras-chave: bioclimatologia, comportamento sexual, gonadotrofinas, qualidade seminal,

testosterona.
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Abstract: This study analyzed twelve months the annual variations of the testis, the
concentration of sex hormones, the parameters of fresh and thawed semen, and sexual
behavior of Alpine male goats raised in tropical climate of altitude. The maximum and
minimum temperature and luminosity were recorded daily, while seminal, hormonal and
behavioral assessments were carried out fortnightly. There was difference (P<0,05) between
the monthly average scrotal circumference, testicular volume, volume and concentration of
fresh semen, sperm vigor of the thawed semen, serum levels of testosterone, FSH and LH
and some sexual behaviors of courtship and copulation. Annual variations in testicular and
seminal parameters may have been determined by the reproductive and non-reproductive
seasons, mainly by the frequency of use of breeding males. The seminal parameters
throughout the experimental period were near or above those values recommended by the
Brazilian College of Animal Reproduction (CBRA), and no differences were observed during
the progressive motility and functionality of the membrane (hyposmotic test) for thawed
semen (P>0,05), it can be inferred that the environment has not led to changes in sperm
plasma membranes and decreased semen quality. Thus, the changes that occurred in the
guantity and quality sperm, in the hormonal profile and some sexual behaviors, should not
be regarded as an impediment to the use of Alpine male goats in tropical altitude climate
throughout the year. These variations are related to the frequency of coverage of females,
or influence of photoperiod, and not lead to changes in the semen that may compromise the

fertilizing capacity of these animals.

Keywords: bioclimatology, gonadotropins, semen quality, sexual behavior, testosterone.

1. Introducao

A sazonalidade reprodutiva é um mecanismo fisioldgico, utilizado por algumas
espécies, que permite a manifestacdo dos periodos aptos a reproducdo somente em
determinados momentos do ano, com o objetivo de terem suas crias em épocas com melhor
disponibilidade de alimento e temperatura (GOLDMAN, 2001). Esse fenémeno é
influenciado, principalmente, pelas variagdes anuais do fotoperiodo, as quais aumentam
proporcionalmente a latitude, permitindo que as esta¢des reprodutivas e nao-reprodutivas
sejam bem definidas entre as espécies sazonais. No entanto, nas regides tropicais, outros

fatores ambientais, tais como temperatura ambiente, umidade relativa do ar, distribuicdo de
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chuvas e nutricdo parecem, também, exercer efeitos na fisiologia reprodutiva dos animais
sazonais (ROSA & BRYANT, 2003).

As caracteristicas sazonais de reproducdo se expressam com maior intensidade nas
fémeas, as quais apresentam, de forma bem definida, um periodo em que estdo aptas a
reproducdo (estacdo reprodutiva) e outro ndo (estacdo ndo-reprodutiva ou contra-estacao)
(GOODMAN & INSKEEP, 2006), enquanto a espermatogénese e atividade sexual sdo
ininterruptas nos machos (PELLETIER & ALMEIDA, 1987). Dentre as principais caracteristicas
em que podem ser observadas alteragdes sazonais nos machos, encontram-se as mudangas
no comportamento sexual (libido), nas dimensdes testiculares, na espermatogénese e na
secrecao hormonal (KAFI et al., 2004; ZAMIRI et al. 2005).

Analisar a influéncia das variacbes ambientais nas racas de caprinos de aptidao
leiteira, como Alpina, Saanem e Anglo-Nubiana, é necessdrio uma vez que essas s3ao as
principais ragcas com origem em regibes temperadas que sdo exploradas em regides
tropicais. Em relacdo aos machos caprinos, o maior conhecimento de suas variacGes
reprodutivas, durante o ano, pode auxiliar nas praticas zootécnicas e nas tomadas de
decisdo nos criadouros. Assim, pode-se definir o periodo do ano em que o sémen apresenta
os melhores parametros para a sua criopreservacao (ZAMIRI et al., 2010), pode-se aumentar
os indices reprodutivos, com a adequacdo da proporcdo macho:fémea e, também, permitir
diminuicdo dos custos de manutencdo, com a redu¢cdo do numero de reprodutores da
propriedade (ROCA et al.,, 1992; BARKAWI et al., 2006). Além disso, os machos que
apresentarem melhor comportamento sexual, em condi¢des de temperatura elevada,
podem ser selecionados para o desenvolvimento de ragas adaptadas ao clima tropical
(PACHECO & QUIRINO, 2010).

O objetivo desse trabalho foi analisar as variagdes anuais da biometria testicular, dos
parametros seminais, da concentracdao de testosterona, FSH e LH, e do comportamento
sexual de machos caprinos da raga Alpina, criados em condi¢cdes de clima tropical de
altitude.

Todos os procedimentos de manuseio foram aprovados pelo Comité de Etica para
Uso de Animais do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa (processo
n? 32/2013) e foram realizados de acordo com os principios éticos da experimentagdo
animal, estabelecido pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal e com a legislacao

vigente.
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2. Material e métodos
2.1 Local e periodo de realizagéo

O experimento foi realizado no Setor de Caprinocultura do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Vicosa (UFV), localizado no municipio de Vigosa-MG
(20°45’20"S e longitude 42°52°40" W). O clima da regido é o tropical de altitude do tipo Cwa
(inverno seco e verdo chuvoso), pela classificacdo climdtica de Koeppen-Geiger, com
temperatura média de 20,9 °C e indice pluviométrico de 1.221 mm?>/ano. O periodo
experimental foi de 12 meses (de marco 2012 a fevereiro de 2013), compreendendo as
estacbes de outono (20 de margo a 20 de junho), inverno (21 de junho a 21 de setembro),

primavera (22 de setembro a 20 de dezembro) e verdo (21 de dezembro a 19 de margo).

2.2 Animais, sistema de criagdo e alimentag¢Go

Foram utilizados quatro caprinos machos inteiros da raca Alpina, clinicamente higidos
e com idade de 3,4 + 1,9 anos. Eles permaneceram sob iluminacdo natural, em baias
individuais, sendo utilizados nas coberturas das fémeas em estro do rebanho durante a
estacdo monta. Os animais receberam durante todo o periodo experimental, uma dieta
composta por silagem de milho e concentrado proteico e energético, bem como sal mineral
e agua ad libitum, atendendo as exigéncias nutricionais da categoria de acordo com o

National Research Council — NRC (2007).

2.3 Varidveis ambientais

Os valores referentes a luminosidade da regido onde foi realizado o experimento
foram adquiridos no Observatério Nacional (ON, 2013), e as temperaturas ambientais (°C)
maxima e minima foram aferidas todos os dias, sempre as 17:00, por meio de um
termohigrometro digital de maxima e minima (Incoterm®), instalado a meia altura dos

mesmos dos animais (Figura 1).

2.4 Determinagéo da concentracdio sérica de testosterona, FSH e LH
As amostras de sangue foram coletadas quinzenalmente, as 7:00, por venopuncao da
jugular, em tubos de 10 mL sem anticoagulante, os quais foram imediatamente

centrifugados a 1500 G, durante 10 minutos, e os soros sanguineos armazenados a -20 °C.
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Os ensaios para dosagem dos hormoénios testosterona (ng/mL), FSH (mUl/mL) e LH
((mUl/mL) foram realizados por quimioluminescéncia, pela técnica imuno-enzimatica,
utilizando os kits comerciais Beckman Coulter® (Beckman Coulter, EUA), no aparelho

Access® (Beckman Coulter, EUA), conforme as especificacdes do fabricante.
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Figura 1: variagdes mensais das temperaturas (°C) maximas e minimas, e luminosidade (h) durante o periodo
experimental (2012-2013) na regido de Vigosa, MG — Brasil (20°45’20"’S e 42°52°40”’W).

2.5 Perimetro escrotal e volume testicular

Os testiculos dos bodes foram mensurados, quinzenalmente, durante todo o periodo
experimental, com os animais em estagao, antes das coletas de sémen. Os testiculos foram
tracionados suavemente para a porgdo distal da bolsa escrotal e, em seguida, com uma fita
métrica flexivel, na regido mais larga longitudinalmente, foi aferido o perimetro escrotal
(cm). Nenhuma corregao foi feita para a espessura da pele escrotal. Com auxilio de um
paquimetro, foram mensuradas (cm) a largura (sentido médio-lateral) e o comprimento
(sentido dorso-ventral) de cada testiculo, excluindo a cabeca, o corpo e a cauda do
epididimo. Os volumes testiculares foram obtidos utilizando a férmula VT= 0,5236(CT)(LT)?,
de Bailey et al. (1998), em que VT= volume testicular, CT= comprimento testicular e LT=

largura testicular.

2.6 Comportamento sexual na cdpula
O comportamento sexual foi observado durante a coleta de sémen, sendo analisadas

as varidveis: tempo de reacdo (periodo entre a introducdo do bode na sala de coleta com
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observacdo da fémea em estro e a ejaculacdo na vagina artificial); ato de cheirar e lamber a
regido anogenital da fémea; reflexo de Flehmen; ato de bater e raspar o casco no chao;
acotovelamento e escoiceamento da fémea; emissdao de som caracteristico; exteriorizacao e
retracdo da lingua; erecdo/exposicdo do pénis; reflexo de monta (contracdo seguidas da
regido posterior do macho com ou sem exposicdo do pénis); nimero de falsas montas; e
interesse sexual apdés a monta (servico). Um servico foi definido como uma monta
acompanhada por introducdo do pénis na vagina artificial e ejaculacdo, caracterizada por um
impulso pélvico com a cabeca jogada para trds, seguido ou ndo por um curto periodo

durante o qual o bode ndo mostrou interesse pela fémea (periodo de refratariedade).

2.7 Coletas e avaliagGo seminal

As coletas de sémen dos animais foram realizadas quinzenalmente, sempre no
periodo da manh3d, durante todo o periodo experimental. Em um tronco de contencdo para
espécie caprina, fémeas em estro natural ou induzido, durante a estacdo ndo-reprodutiva,
foram utilizadas como manequins. O tipo de vagina artificial e 0 método de coleta de sémen
foram seguidos como previamente descrito por Evans & Maxwell (1987), utilizando agua a
40-42°C. O tubo de coleta era de plastico (15 mL), transparente, de fundo conico, graduado e
estava sob protecdo de luz com papel aluminio.

Foram realizadas duas coletas de cada animal, em um intervalo de dez minutos, e,
apds a formagao de um pool, o sémen foi levado, imediatamente, ao laboratério para
anadlise. Em todos os ejaculados, foram avaliados o volume (mL), o aspecto (1= cremoso; 2=
leitoso; 3= aquoso), a coloragdo (1= branca; 2= branca-amarelada; 3= amarelada), o
turbilhonamento ou movimento em massa (TUR, 0-5), a motilidade espermatica espermatica
progressiva (MOT, 0-100%), o vigor espermatico (VIG, 0-5), a concentragao
(espermatozoides/mL) e as patologias espermaticas. No tubo de coleta, foi verificado
macroscopicamente o volume, o aspecto e a coloragdo, imediatamente apds a coleta
conforme Ax et al. (2004). A avaliacdo do turbilhonamento foi realizada por meio da
deposicdo de uma gota de sémen (10 pL) em uma lamina pré-aquecida (37 °C), com
posterior observacdo em microscépio dptico de contraste de fase, em aumento de 100X,
classificando a amostra em uma escala de 0 a 5, admitindo-se zero como auséncia do
movimento em forma de onda e cinco como o valor maximo desse parametro. Para realizar

a avaliacdo da MOT e do VIG, foram homogeneizados 10 pL do sémen e 100 plL do diluente
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Botubov® (Botupharma) e retirada uma aliquota de 10 pL. A observacdo foi feita em
microscopio Optico com contraste de fase, em aumento de 200X, utilizando-se laminas e
laminulas pré-aquecidas (37°C). Para o parametro motilidade, foram atribuidas notas
percentuais subjetivas de 0 a 100% em relacdo a quantidade de espermatozoides modveis
totais, enquanto para o vigor, os valores de 0 a 5 foram atribuidos conforme a intensidade e
velocidade de movimentacdo. A concentracdo de espermatozdides no sémen coletado foi
determinada com auxilio da cdmara de Neubauer, apds diluicdo (1:200) da amostra,
enquanto a morfologia espermatica foi determinada por meio da avaliacdo de 100
espermatozoides em um microscépio Optico com contraste de fase (1000X), segundo os

critérios adotados por Blom (1973) quanto as anormalidades totais.

2.8) Resfriamento e congelamento do sémen

As amostras seminais foram diluidas em um meio comercial TRIS-gema de ovo
contendo glicerol (Botubov®, Botupharma), pré-aquecido (37°C), tendo uma concentracao
final de 2,00 x 10° espermatozoides/mL. Posteriormente, o sémen diluido foi acondicionado
em palhetas plasticas de 0,25 mL (IMV®), as quais foram mantidas em geladeira a
temperatura de 5°C, por trés horas. Apds o periodo de resfriacdo e equilibrio, as palhetas
foram congeladas em vapor de nitrogénio liquido, sendo as mesmas colocadas,
rapidamente, a altura de 5 cm do nitrogénio liquido, na posicdo horizontal, em uma grade
suporte de ago inox (Botupharma®), por 20 minutos. Apds esse periodo, as palhetas foram
imersas no nitrogénio e, em seguida, acondicionadas em raques identificadas para serem

armazenadas em botijao criogénico até a sua avaliagao.

2.9 Avaliagées do sémen descongelado

As palhetas foram descongeladas em banho-maria a 37°C, por 30 segundos, e o
conteudo transferido para um tubo plastico (Eppendorf®) de 1,5 mL, do qual foi retirada uma
aliquota de 10 uL para andlise dos parametros MOT e VIG, conforme descrito para o sémen
fresco. Para a realizacdo do Teste Hiposmotico, que avalia a funcionalidade da membrana
plasmatica, uma aliquota de 50 puL do sémen descongelado foi retirada e transferida para um
tubo plastico (Eppendorf®) de 1,5 mL, contendo 1 mL da solu¢do hiposmética (solugdo de
frutose a 100 mOsm/L), e em seguida, incubada em banho-maria a 37°C, por 30 minutos.

Apds o término da incubacdo, foram adicionados 500 pL de formol salino para posterior
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contagem de 100 células em microscépio Optico, com aumento de 1000X. Foram
considerados espermatozoides com membrana funcional aqueles que, durante a incubacao,

sofreram dobramento da cauda (BITTENCOURT et al., 2005).

2.5 Andlise estatistica

Para andlise dos dados, foi utilizado o Statistical Analysis System (SAS, 2002). As
variaveis quantitativas foram avaliadas por andlise de variancia, considerando o efeito do
animal, utilizando o PROC GLM. As médias foram comparadas pelo teste de Ryan-Einot-
Gabriel-Welsh. As varidveis qualitativas foram avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis, usando
o PROC NPAR1WAY. Os dados de comportamento sexual foram comparados entre a estacdo
reprodutiva (Marco a Agosto) e a ndo-reprodutiva (Setembro a Fevereiro) por meio do teste
exato de Fisher (PROC FREQ). As correlacdes entre as varidveis quantitativas foram avaliadas
pela correlacdo simples de Pearson, e entre as varidveis qualitativas pela correlacdo de
Spearman (PROC CORR). Os dados foram apresentados em média + erro-padrdo da média e

a significancia adotado foi a = 0.05.

3. Resultados e Discussao

A diferenca média de incidéncia de luz entre o0 més com maior (dezembro) e menor
(junho) luminosidade foi de 2,48 horas (Figura 1). Essa diferenca ocorre devido a localizacdo
da regido experimental no Hemisfério Sul do globo terrestre, o qual apresenta aumento da
incidéncia luminosa durante os periodos de primavera e verdao, enquanto sua diminuigdo
acontece no outono e inverno (ON, 2013). A espécie caprina e algumas ragas de ovinos sdo
consideradas poliéstricas estacionais de dia curto, pois as fémeas iniciam a atividade sexual
(estacdo de reprodugdo) em resposta a diminuicdo do comprimento do dia, enquanto seu
aumento leva ao término do periodo reprodutivo (estacdo ndo-reprodutiva) (ABECIA et al.,
2012). Na regidao onde foi realizada essa pesquisa, foi verificado que a estacdo reprodutiva
das fémeas ocorreu durante os meses de marco e agosto, compreendendo o final do verao,
outono e inicio do inverno.

Na Tabela 1 e na Figura 2, sdo apresentadas as variagdes mensais do perimetro
escrotal (cm) e do volume (mL) dos testiculos esquerdo e direito dos machos caprinos da
raca Alpina no clima tropical de altitude (Vigosa, MG — Brasil).

O perimetro escrotal (cm) apresentou correlagao positiva com a temperatura maxima
(r=0,48) e, assim, maiores medidas nos meses de setembro a fevereiro (P<0,05), os quais
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compreendem a primavera e o verdo (estacdo ndo-reprodutiva). Barkawi et al. (2006),
trabalhando no Egito (30° 1’ N), também encontraram valores de perimetro escrotal maiores
durante a primavera e verdo, enquanto Coloma et al. (2011) e Santiago-Moreno et al.
(2013), trabalhando em maiores latitudes (40° 25’ N - Espanha), encontraram maiores
valores no verdo e outono, coincidindo com a estacdo reprodutiva das fémeas. Também foi
verificado, nesse trabalho, um aumento gradativo nas medidas dos volumes testiculares
esquerdo e direito a partir de setembro (P<0,05), periodo do ano onde foi observado
auséncia de fémeas em estro.

Na Tabela 2 e Figura 3, sdo apresentadas as médias (+ S.E.) dos pardametros
macroscoépicos (volume, coloracdo e aspecto) e microscépicos (turbilhonamento, motilidade
espermatica progressiva retilinea, vigor espermatico, concentracdo e anormalidades
espermaticas totais) do sémen durante o periodo experimental. Em conjunto, essas
caracteristicas auxiliam na analise dos parametros seminais para processamento e utilizacdo
in vivo ou in vitro do mesmo.

O volume seminal de caprinos é, em média, 1,0 mL, variando de 0,5 a 1,2 mL (AX et
al., 2004). O volume médio obtido por Santos et al. (2006), para animais adultos da raca
Alpina, e o recomendado pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 1998) é de
0,8 mL. Karagiannidis et al. (2000), ao trabalharem com a raga Alpina, verificaram uma
diferenca no volume seminal de 0,33 mL entre as esta¢des de reproducdo (1,42 mL) e ndo-
reprodutiva (1,09 mL). Nesse trabalho, foi realizado um pool/ de duas coletas seminais
sucessivas, com intervalo de 10 minutos, e os menores valores de volume seminal foram
observados durante a estagao reprodutiva (Figura 3), com correlagdes médias de r=0,35 e r=
0,33, com o perimetro escrotal e volume testicular, respectivamente (P<0,05).

A coloragdo e o aspecto seminal ndo apresentaram diferencas entre as médias mensais
(P>0,05) e, segundo Mies Filho (1987) e Ax et al. (2004), quando analisadas de forma
conjunta, esses parametros podem ser indicadores da concentracdo espermatica em
ruminantes. A maior diluicdo seminal é devida a maior produc¢do de plasma seminal, que, na
espécie caprina, apresenta-se naturalmente mais amarelado (AX et al., 2004). Nesse
trabalho, observou-se que quanto mais intensa a coloracdo amarelada (mais plasma
seminal), maior é o aspecto aquoso (r= 0,40) e menor a concentracdo espermatica (r= -0,43)

do sémen coletado. Além disso, a observacdao da coloracdo espermatica pode auxiliar no
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Tabela 1 - VariagGes mensais das mensuragGes escrotal e testiculares de machos caprinos da raga Alpina no clima tropical de altitude (Vigosa, MG — Brasil) (Média * SE)

Periodo Perimetro Volume (mL)
escrotal (cm) Testiculo esquerdo Testiculo direito

Margo/12 30,8+0,6 162,9 + 15,4 ™ 155,1+13,7%
Abril/12 29,5+0,7°% 138,25 + 14,2%" 137,8+ 9,0
Maio/12 29,1+0,6°¢ 107,7 +13,2 ¢ 112,6 +9,9°¢
Junho/12 28,9+0,8° 124,5 + 15,4 % 125,8+12,0%
Julho/12 28,6+0,9° 99,3 +13,5" 111,0 + 12,0¢
Agosto/12 29,8+ 0,6 130,3 + 14,4 % 133,2+8,7%
Setembro/12 31,3+0,5* 151,5 + 19,5 161,0+ 7,8
Outubro/12 32,0405 % 170,4 + 20,6 170,0 + 10,3 ™
Novembro/12 32,5+0,5% 169,6 + 15,8 202,9+9,2°%
Dezembro/12 32,106 192,6 + 21,1 211,0+10,2°
Janeiro/13 32,1+04% 202,1+17,5% 233,7+9,9°

Fevereiro/13

329+0,3°

213,1+12,7°

199,5 + 10,4°°

Letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo testeRyan-Einot-Gabriel-Welsh (P<0,05).

Tabela 2 - VariagBes mensais dos parametros do sémen fresco e descongelado, coletado de machos caprinos da raga Alpina (Média + SE)

Sémen fresco Sémen descongelado

Periodo Coloragao Aspecto Concentragdo Anormalidades

Volume (mL) TUR(0-5) MOT (0-100 %)  VIG (0-5) o ) MOT (0-100 %)  VIG (0-5) HOST (%)

(1-3)* (1-3)** (x10” SPTZ/mL) totais

Margo/12 1,6+03 1,9+0,2 22+02 2,7+03 85,8 +1,5 3,4%0,2 32+04% 383+4,6 45,4 +2,4 34+01%® 42,9+46
Abril/12 1,2+0,2¢ 20+02 23+02 2,7+03 84,4 +1,8 33+0,1 2,7+05% 31,3+5,8 45,0+ 4,1 3,7+02%  44,4+5,8
Maio/12 1,9+0,3 "™ 20+02 2,1+0,1 3,4+03 85,0+1,9 3,8+0,1 2,3+02° 43,6+ 4,8 46,3 +3,9 38+01% 33,9+28
Junho/12 2,7+0,5% 1,602 1,6+02 3,4+03 83,8+1,6 3,8+0,1 2,5+04° 30,1£6,5 40,6 + 4,0 3,4+02%  42,6+5,.2
Julho/12 2,8+0,5% 1,6+0,2 20+00 29+03 80,7 £ 2,0 3,4+0,2 2,7+0,6% 40,6 5,9 41,4+ 6,0 32+02% 425+44
Agosto/12 1,8 +0,2" 1,502 19%02 3,1+03 84,6+1,38 36+0,1 35+04% 27,746 432+4,9 33:02°  412+6,0
Setembro/12 2,4+03™%  14+02 23%02 3,005 84,4+2,7 3,6+0,2 4,2 +0,8% 33,4+4,0 41,9+2,7 33+0,1° 38959
Outubro/12 2,9+0,3°% 1,6+0,2 21+0,1 33%0,3 82,5+28 3,5+0,2 45+0,7° 22,4+4,1 438 +3,8 32402 43,440
Novembro/12 3,2+0,3° 1,6+0,3 21+0,1 26+0,3 80,0+2,1 3,6+0,1 41+05% 32,3+4,4 35,6 +3,7 2,8+0,1° 37,3+5,1
Dezembro/12 3,1+0,3% 20+03 2,4+02 21+04 80,0 £2,5 3,3+0,2 3,7+0,7% 36,1+6,3 36,3+ 4,2 3,101 41,1+6,6
Janeiro/13 30+0,3% 20+02 21+0,1 25+03 79,6 £2,1 3,5+0,1 3,8+05% 39,3+4,6 41,7+3,0 33+01° 42,453
Fevereiro/13 2,4+02%¢  24+02 24+02 28%04 85,0 +2,5 3,7+0,2 3,1£05% 28,6 + 6,3 48,1+3,8 34+02%® 478+55

Letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo testeRyan-Einot-Gabriel-Welsh (P<0,05); *Colorag&es: 1 (branca), 2 (branca-amarelada) e 3 (amarelada); **Aspecto: 1 (cremoso), 2 (leitoso) e 3 (aquoso); TUR: turbilhonamento; MOTP: motilidade espermatica progressiva retilinea; VIG: vigor
espermatico; HOST: teste hiposmético
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Figura 2: variages mensais do perimetro escrotal (cm) e volume (mL) testicular de machos caprinos da raga
Alpina no clima tropical de altitude (Vigosa, MG — Brasil).
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Figura 3: variagdes mensais do volume (mL) e concentracdo (espermatozoide/mL) seminal de machos caprinos
da raca Alpina no clima tropical de altitude (Vigosa, MG — Brasil).

diagndstico de patologias no aparelho reprodutor masculino, a partir da presenca de sangue,

pus e urina no sémen recém-coletado (AX et al., 2004).
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O turbilhonamento ou movimento de massa (0-5), que ocorre no sémen fresco de
ruminantes, é caracterizado pelo movimento em forma de ondas e, nesse trabalho,
correlacionou-se positivamente com a motilidade (r= 0,62), o vigor (r= 0,55) e a
concentracdo espermatica (r= 0,38). As médias mensais ndo apresentaram diferencas,
durante esse experimento, e ficaram prdximas ao valor minimo recomendado pelo CBRA
(1998) e o verificado por Nunes et al. (1983), que foram de 3,0 e 3,5, respectivamente. Ainda
pode-se destacar as correlacbes negativas obtidas entre o turbilhonamento e outros
parametros seminais: volume (r= -0,20), aspecto (r= -0,33) e coloracdo (r= -0,41). Assim,
guanto maior a diluicdo, o aspecto aquoso e mais intensa a coloracdo amarelada, maior é
guantidade de plasma seminal em relacdo a quantidade de espermatozoide, e por isso,
menor o turbilhonamento.

A motilidade espermatica progressiva retilinea (MOT) ¢é representada pela
porcentagem total de espermatozoides mdveis de forma progressiva, enquanto o vigor
espermatico é a qualidade (intensidade) do movimento das células espermaticas (CASTELO
et al., 2008). Nesse trabalho, a motilidade progressiva (0-100 %) e o vigor (0-5) ndo
apresentaram diferencas (P>0,05) entre as médias mensais e ficaram dentro do
recomendado pelo CBRA (1998) para sémen fresco de caprinos, que é de 80% para
motilidade e 3 para vigor espermatico. O mesmo foi verificado por Coloma et al. (2011), que
também ndo observaram diferencas entre os meses avaliados, porém foram maiores que os
valores obtidos por Santiago-Moreno et al. (2013). A motilidade e o vigor espermatico sao os
principais e mais comuns parametros utilizados na avaliagdo seminal para predizer a
qualidade seminal, pois apresentam correlagao positiva com a fertilidade do sémen (CORREA
et al., 1997).

Assim como Aller et al. (2012), os valores médios mensais verificados nesse trabalho
para a concentracdo espermatica, durante o periodo experimental, estdo de acordo com
Castelo et al. (2008), que descreveram como normal uma concentragao variando de 2,5 - 5,0
x 10° espermatozoides/mL para caprinos. Esses valores também ficaram acima do minimo
recomendado pelo CBRA (1998), que é de 2 x 10° espermatozoides/mL.

A motilidade espermatica progressiva retilinia (0-100%; MOT) do sémen descongelado
nao apresentou diferenca (P<0,05) entre os valores médios mensais, variando de 36,3 a
48,1%. Diferentemente do vigor espermatico (0-5) que variou de 2,8 a 3,8 apds o

descongelamento (P>0,05). Os valores obtidos para esses parametros foram superiores aos
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verificados por Coloma et al. (2011), e também, acima do recomendado pelo CBRA (1998)
gue é de, no minimo, 30% para a motilidade e 2 para o vigor, e inferiores aos obtidos por
Bitencourt et al. (2005).

Os processos para a criopreservacdao seminal (diluicdo, congelamento e
descongelamento) sdo responsdveis por importantes lesdes nos espermatozoides,
principalmente, nas membranas plasmaticas (HOLT, 2000). As injurias que acontecem nas
células espermaticas decorrentes dos efeitos de temperatura e, ou, osmolaridade resultam
em diminuicdo de 50% da motilidade verificada no sémen fresco (AMMAN & PICKETT, 1987;
THOMAS et al.,, 1998), como observado nesse trabalho. Além disso, as mudancas morfo-
bioquimicas no sémen também podem alterar o metabolismo e a producdo de ATP nas
mitocondrias da peca intermediaria do espermatozoide e, assim, o vigor espermatico.

Dentre as varidveis ambientais, as altas temperaturas do ambiente sdo as que mais
podem influenciar na qualidade seminal, pois alteram o processo de maturacdo
epididimaria, comprometendo as estruturas da membrana plasmatica dos espermatozoides
(HUANG et al., 2000) e, assim, diminuindo a qualidade seminal apds o descongelamento. O
teste hiposmotico avalia a funcionalidade da membrana plasmatica do espermatozoide e
possui correlacdo positiva com o motilidade espermatica progressiva, como observado por
Martins et al. (2006) e Lodhi et al. (2008), que apresentaram r= 0,28 e r= 0,65,
respectivamente. Nesse trabalho, o teste hiposmodtico (HOST, %) do sémen descongelado
nao apresentou diferencas entre as médias mensais, e foi préximo ao verificado por Santos
et al. (2006) e superior aos obtidos por Bittencourt et al. (2005), 39 e 17%, respectivamente.
Assim, a auséncia de alteragGes significativas tanto nas médias de motilidade espermatica
progressiva, quanto no teste hiposmético durante todos os meses do ano, permite inferir
gue o ambiente ndo levou a alteracbes nas membranas plasmdticas espermadticas e
diminuicdo da qualidade seminal.

A morfologia espermdtica do sémen fresco foi resumida na Tabela 2 com a
apresentacdo das anormalidades totais observadas, porém nao foram observadas diferencas
entre os meses (P>0,05) durante o periodo experimental. No entanto, Coloma et al. (2011) e
Santiago-Moreno et al. (2013) verificaram diferencas durante o ano, com o outono e a
primavera apresentado a menor (30 e 24,1%) e a maior (80 e 61,5%) percentagem de
patologias espermaticas, respectivamente. Essa diferenca, pode ocorrer Segundo Sarlés et

al. (2013), pois existe uma correlacdo negativa entre a sazonalidade e anormalidades
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espermaticas (r=-0,55), ou seja, durante o periodo de estacdo reprodutiva ocorrem menores
indices de espermatozoides defeituosos que comprometem a qualidade espermatica e sua
eficiéncia de fertilizacdo. No entanto, esses trabalhos foram realizados em regides de
latitudes maiores (> 40°N) onde a sazonalidade do fotoperiodo tem grande influéncia na
fisiologia reprodutiva, diferentemente da regido onde foi realizado esse trabalho (20°S).

As caracteristicas sazonais de reproducdo se expressam com maior intensidade nas
racas caprinas, como a Alpina, que tém origem em regides de latitudes superiores a 35 °N ou
35 °S (AVDI et al., 2004; SARLOS et al., 2013). Esses animais de clima temperado apresentam
sua estacdo reprodutiva em periodos de menor intensidade luminosa, ou seja, durante o
final do verdo, outono e inverno (ABECIA et al., 2012). Nos machos, essas alteracdes
reprodutivas sdo mais sutis e ndo manifestam interrupcdo da gametogénese e atividade
sexual, como observado nas fémeas (PELLETIER & ALMEIDA, 1987).

Segundo Baril et al.,, (1993) os testiculos de um macho caprino adulto sdo
influenciados pela raca, estacdo do ano e estado nutricional. Nesse experimento foram
utilizados animais da mesma raca e a alimentacdo ndo sofreu alteracdo durante o periodo
experimental, sendo a Unica variavel utilizada o fotoperiodo que se modificou durante o ano
(Figura 1). A maioria dos parametros testiculares e seminais analisados ndo apresentaram
diferencas (P>0,05) entre os meses analisados, e, portanto, nos machos, a sazonalidade
reprodutiva influenciada pelo fotoperiodo nao foi observada com grande intensidade como
nas fémeas, as quais apresentaram manifestacdo de estro somente durante os meses de
margo a agosto. Assim, supde-se que as alteragdes observadas durante os meses de margo a
agosto (estagao reprodutiva), como a diminuicdo do perimetro escrotal, do volume testicular
e da concentragdo espermatica se devem ao aumento do nimero de coberturas realizadas
pelos reprodutores no rebanho durante esse periodo. No entanto, é possivel que o
fotoperiodo tenha influenciado as glandulas anexas, as quais sdo responsaveis pela
producao do plasma seminal e, assim, tenham ocorrido o aumento do volume seminal
durante a estagao reprodutiva e a diminuicdo da concentragdo espermatica nos meses maio
a junho (Figura 3).

No entanto, as altas temperaturas ambientais também podem influenciar nas
mudancas morfoldgicas e seminais dos reprodutores, ao aumentar os tubulos seminiferos, e
consequentemente, o volume e o perimetro escrotal (AMMAN, 1962). Nesse trabalho, as

temperaturas ambientais maximas foram maiores nos meses de setembro a fevereiro, que é

113



o periodo onde também se observou aumento no volume e concentragdo seminal, além do
perimetro escrotal e volume testicular (P<0,05). Esses animais, que tém sua origem em
regioes de clima temperado, podem ter adaptado sua fisiologia reprodutiva ao clima tropical
de altitude, e, assim, os valores de referéncia de alguns parametros, como o perimetro
escrotal, devem ser avaliados de forma diferenciada e conforme o ambiente em que vivem.

Conforme observado na Tabela 3 e Figura 4, as maiores concentracées plasmaticas
plasmaticas (P<0,05) de FSH e LH ocorreram em fevereiro e margo, e de testosterona de
fevereiro a abril, ou seja, periodos que compreendem o verdo e outono. As concentragcoes
desses hormonios podem ter sido influenciadas, principalmente, pelo fotoperiodo anual e
aproximacdo da estacdo reprodutiva dos caprinos na regido do experimento (latitude 20 °S)
que ocorreu de margo a agosto. Foi observado que tanto o LH quanto a testosterona
apresentaram correlacdo negativa com a luminosidade, ou seja, a diminuicdo do fotoperiodo
estimulou a sintese de LH e, consequentemente, de testosterona. Barkawi et al. (2006),
Zarazaga et al. (2009) e Coloma et al. (2011) ao trabalharem com caprinos em regides com
latitudes de 30 °N, 37 °N e 36 °N, respectivamente, também verificaram maiores valores
desses hormonios durante o final do verdo e outono, periodos que apresentam fotoperiodo
decrescente.

Tabela 3 - Variagbes mensais dos hormonios FSH (mUIl/mL), LH (mUl/mL), e testosterona
(ng/mL) de machos caprinos da raca Alpina no clima tropical de altitude (Vicosa,
MG - Brasil) (Média * SE)

Periodo FSH (mUl/mL) LH (mUl/mL) Testosterona (ng/mL)
Marco/12 0,45+ 0,16 *° 1,29 +0,42 %° 14,17 + 0,88°"
Abril/12 0,13+0,05° 0,40 + 0,24 16,95 + 0,65°
Maio/12 0,10+ 0,05 ° 0,37 0,25 9,54 + 1,43 "
Junho/12 0,16 + 0,07 ° 0,54 + 0,25 5,62 +1,01°%
Julho/12 0,07 +0,03° 0,38 + 0,25 3,46+1,25°¢
Agosto/12 0,14 +0,03° 0,23+0,10°¢ 2,03+0,24°¢
Setembro/12 0,06 + 0,02 ° 0,25+ 0,16 3,07+0,58 %
Outubro/12 0,10+ 0,04 ° 0,36+0,17 2,83+0,49°¢
Novembro/12 0,10+ 0,04 ° 0,41+0,20 " 4,75 + 1,34 ©
Dezembro/12 0,12+0,07° 0,32+0,20 " 3,89+1,26%
Janeiro/13 0,10+ 0,04 ° 0,35+ 0,15 " 10,22 + 1,83

Fevereiro/13

0,54+0,19°

1,64 +0,55°

14,37 +1,81°°

Letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo testeRyan-Einot-Gabriel-Welsh (P<0,05).

114



Testosterona (ng/mL), FSHe LH (mUIl/mL)
20,00 - 1,80
Estacdo reprodutiva Estacdo ndo-reprodutiva

18,00 - 1,60
_ 16,00 - 1,40
-
% 14,00 120 E
£12,00 5
= - 1,00 £
5 10,00 =
i = o
[7] - 0,80 S
+ 8,00 [ Testosterona (ng/mL)
o - 0,60 &
u 6,00 4 L —&—FSH (mUIl/mL)
- - 0,40

4,00 : —e—LH (mUl/mL)

2,00 - 0,20

0,00 . L 0,00

cQ ‘V'\} o”L 0:\' o'\} o‘x > o’w > o'\} o\:-,, s > o ? o{'b
S S I . S S SR S S
& & LS o7 & W & & &
& N S & ~ <
* =L & _:\o"‘a 82',‘“@ Voo
Periodo (meses)

Figura 4: variacdes mensais dos hormonios FSH (mUl/mL), LH (mUIl/mL), e testosterona (ng/mL) de machos
caprinos da raga Alpina no clima tropical de altitude (Vigosa, MG — Brasil).

Com a diminuicao do fotoperiodo a partir de janeiro (P<0,05) (Tabela 1; Figura 1),
provavelmente, a melatonina comecou a ser sintetizada em maior quantidade pela glandula
pineal (ABECIA et al., 2012). Na espécie caprina, esse hormonio induz o hipotalamo a
secrecao pulsatil do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH), o qual atua na hipdfise
anterior liberando maiores quantidades das gonadotrofinas FSH e LH (BRACKETT, 2006). Nos
testiculos, o FSH é responsavel pela funcionalidade das células de Sertoli, as quais se
localizam dentro dos tubulos seminiferos e fornecem suporte estrutural, nutricional e
funcional para a diferenciacdo e a proliferagdao das células germinativas (SHARPE et al., 2003;
BRACKETT, 2006). J4 o LH atua sobre as células de Leydig, as quais estao localizadas no
tecido intertubular e que tém como principal funcdo a sintese de andrégenos (GARDNER &
HAFEZ, 2004; BRACKETT, 2006). A testosterona é o principal hormdnio masculino e tem
como principais fungdes a estimulacdo dos estagios finais da espermatogénese, o
prolongamento da vida util dos espermatozoides no epididimo, e a estimulagdo do
desenvolvimento dos drgaos reprodutivos, das caracteristicas sexuais secundarias e da libido
(GARDNER & HAFEZ, 2004; BRACKETT, 2006).

O aumento da sintese dos hormonios hipofisarios e da testosterona ocorreu de
forma antecipada ao periodo de estacdo reprodutiva das fémeas (THIERY et al., 2002) que
acontece no final do verdo, outono e final do inverno (margo a agosto). Essa estimulacdo

precoce se inicia 1 a 1,5 meses antes que nas fémeas para que quando o periodo ciclico das
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fémeas se inicie, os machos ja tenham alcancado a atividade sexual e producao espermatica.
Essa sensibilidade diferenciada ao fotoperiodo é importante, pois enquanto as fémeas em
anestro ovulam dentro de poucos dias apds o inicio da estimulacdo hormonal, os machos
necessitam de cerca de 54 dias para concluir a espermatogénese (ROSA & BRYANT, 2003).

De acordo com Sharpe et al. (2003) e Barkawi et al. (2006), o aumento do volume
testicular, no periodo que antecede, e também, durante a estacdo reprodutiva, é devido ao
aumento da drea ocupada pelos tubulos seminiferos influenciado pelos hormoénios FSH e LH
gue sdo secretados com a diminuicdo do fotoperiodo, como observado por Coloma et al.
(2011) e Santiago-Moreno et al. (2013). Nesse trabalho, apesar da variacdo anual das
concentracdes dos hormonios hipofisarios e da testosterona (P<0,05), ndo foram observadas
alteracdes na qualidade seminal (Tabela 2; Figura 3) e no volume testicular (Tabela 1; Figura
2) relacionadas a esses hormonios, mas sim devido a maior ou menor utilizacdo dos
reprodutores em coberturas.

Salles (2010) relatou aumento nas concentra¢Ges de testosterona durante o periodo
do ano com maiores temperaturas ambiente, mas Coelho et al. (2008) mostraram que
machos caprinos em estresse por calor ndo apresentaram variagdo na concentragdo
plasmatica de testosterona. Segundo Barbosa et al. (1999) ainda ndo se sabe se as alteragOes
da sinteses hormonais sdao somente influenciadas pelo fotoperiodo ou uma combinagdo com
outros fatores ambientais (temperatura, umidade).

Na tabela 4, estdo apresentados os sinais fisiolégicos de comportamento sexual
durante a coleta de sémen dos machos caprinos nas estacdes reprodutiva e nao-
reprodutiva, e na Figura 5, o tempo de reacdao médio durante os mesmos periodos. Segundo
Chemineau et al. (1991), o comportamento sexual do macho adulto depende,
principalmente, das secre¢des hormonais, seguido da interagdes sociais. Por outro lado,
Azevédo et al. (2008) afirmam que a intensidade e frequéncia do comportamento sexual
masculino pode também ser influenciada por fatores ambientais, e ndo de forma exclusiva
pelos hormonios sexuais.

A real capacidade reprodutiva do macho pode ser indiretamente determinada pela
sua libido, que é o grau de interesse do macho em efetuar a cépula (CHENOWETH, 1981). De
acordo com a classificagdo de Chemineau et al. (1991), em pequenos ruminantes a libido
pode ser avaliada pelo do tempo de reac¢do (segundos), ou seja, tempo decorrente desde sua
apresentacdo a fémea até a ejaculacdo subsequente diante de uma fémea em estro, sendo

classificado em excelente (até 30 seg), boa (31 a 60 seg), regular (61 a 120 seg), sofrivel
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(acima de 120 seg). Assim como verificado por Souza et al. (2007), a libido dos animais nesse
experimento pode ser considerada boa tanto na estacdo reprodutiva, quanto na estacdo

nao-reprodutiva.

Tabela 4 - Frequéncia dos sinais fisioldgicos de comportamento sexual observados durante
as coletas de sémen, nas estacbes reprodutiva e ndo-reprodutiva, de machos
caprinos da raga Alpina no clima tropical de altitude (Vigosa, MG — Brasil) (Média

+ SE)
Periodos
Comportamentos Estagcdo Estacao
reprodutiva nao-reprodutiva
Ato de cheirar e lamber a regido anogenital da fémea 96,4 % (53/55)° 98,1 % (51/52) °
Reflexo de Flehmen 18,2 % (10/55)° 7,7 % (4/52)°

Ato de bater e raspar o casco no chdo
Acotovelamento e escoiceamento da fémea

32,7 % (18/55)°
12,7 % (7/55) °

15,4 % (8/52) "

)
9,6 % (5/52)°

Emissdo de som caracteristico 20,0 % (11/55)° 17,3 % (9/52)°
Exteriorizagdo e retracdo da lingua 52,7 % (29/55)° 26,9 % (14/52)°
Erecdo e exposi¢do do pénis 54,6 % (30/55)° 59,6 % (31/52)°
Reflexo de monta 76,4 % (42/55)° 40,4 % (21/52)°
Montas sem servico (ou falsa monta) 14,6 % (8/55)° 5,8% (3/52)°
Interesse sexual apds a monta (servigo) 47,3 % (26/55)° 42,3 % (22/52)°

Letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo testeRyan-Einot-Gabriel-Welsh (P<0,05).
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Figura 5: tempo de reacdo médio (seg.) durante a estacdo reprodutiva e ndo-reprodutiva de machos caprinos
da raca Alpina no clima tropical de altitude (Vigosa, MG — Brasil).
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Segundo Azevedo et al. (2008), em paises de clima tropical, a libido de pequenos
ruminantes em geral varia pouco, mas ela pode ser influenciada por varidveis ambientais,
como temperatura ambiente, pluviosidade, umidade relativa do ar e insolacdo, ou por
alteracdo da oferta de alimento. Godfrey et al. (1998) ao trabalharem com racas de ovinos
de clima temperado em condicbes de estresse por calor observaram que ndo houve
alteracdes do pardmetros comportamentais, demonstrando adaptabilidade das racas ao
clima tropical. Por outro lado, em regides de latitude temperada a atividade sexual é maior a
partir de outubro (outono) onde ha diminuicdo da luminosidade, e assim, estimulacdo do
macho com a sintese de andrégenos e da fémea com o reinicio do ciclo estral e producdo de
ferormoénios (BARKAWI et al., 2006; ZARAZAGA et al., 2009).

Segundo Chemineau et al. (1991), apds o macho identificar e se aproximar de uma
fémea, ele avalia a sua receptividade. Se a fémea estiver em estro (imobilidade) o macho
continua a sua sequéncia de comportamentos pré-coitais (cortejo) que culmina com a
copula. Nesse trabalho, o comportamento sexual mostrou variagcdo sazonal somente para os
atos de bater e raspar o casco no chdo, de exteriorizar e retrair a lingua, e do reflexo de
monta. Esses comportamentos podem ter sido mais frequentes durante a estacdo
reprodutiva devido ao maior estimulo causado pelos feromdnios de cabras em estro natural
nos machos, permitindo, assim, maiores excitacdes e atos de cortejo pré-copula. A presenca
da maioria dos comportamentos também durante a estacdo ndo-reprodutiva pode ser
devido aos animais jd estarem condicionados as pessoas, ao local e manejo da coleta
utilizando uma vagina artificial, ou por ja estarem adaptados ao clima tropical.

Assim, quanto maior a latitude da regido, maior serd a variacdo dos parametros
reprodutivos das espécies sazonais entre as estacdes de reproducdo e nao-reprodutiva
(AGUIRRE et al., 2007) devido a influéncia do fotoperiodo anual. Quando esses animais sao
explorados em regides tropicais algumas caracteristicas fisioldgicas sensiveis a diminui¢cdo do
fotoperiodo, como a sintese dos hormonios gonadotroéficos, podem permanecer. Porém,
como observado nesse trabalho, a aproximacao a Linha do Equador e, consequentemente, a
ocorréncia de menores variacdes de fotoperiodos durante o ano, nao levou a alteragdes
significativas na qualidade seminal. Sendo assim, poderia ser considerado que os animais
com origem em regides temperadas tém sua fisiologia reprodutiva adaptada ao clima
tropical. A ocorréncia de algumas variagdes na quantidade e qualidade seminal, no perfil

hormonal e em alguns comportamentos durante o cortejo e a cépula, ndo devem ser
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consideradas como impedimento para utilizagdo dos machos caprinos da raga Alpina no
manejo reprodutivo ao longo do ano. Da mesma forma que verificado em outros trabalhos
(ROCA et al., 1992; KARAGIANNIDIS et al., 2000; KAFI et al., 2004; AGUIRRE et al., 2007;
SARLOS et al., 2013), a variacdo de alguns parametros reprodutivos do macho caprino da
raca Alpina em clima tropical de altitude (Vicosa, MG — Brasil) durante o ano, nao

compromete a sua capacidade de fertilizacao.

4. Conclusao

A existéncia de variacdes mensais da biometria testicular, de alguns parametros
seminais (volume e concentracdo), da sintese dos hormoénios sexuais e do comportamento
sexual dos bodes Alpinos criados em condicdes de clima tropical, ndo devem ser considerada
como um impedimento para utilizacdo desses animais como reprodutores durante todo o
ano. Essas variacBes estdo correlacionadas a frequéncia de cobertura das fémeas e, ou,
influéncia do fotoperiodo, e ndo levam a alteracdes no sémen que possam comprometer a

capacidade de fertilizacdo desses animais.
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[ ARTIGO CIENTIFICO 3 |

VariagOes sazonais na composi¢cao do plasma seminal caprino

Seasonal variations in the composition of goat seminal plasma

Resumo: Esse trabalho avaliou as mudancas mensais no perfil proteico e bioquimico do
plasma seminal de bodes da raga Alpina criados em condicdes de clima tropical de altitude.
A avaliacdo da motilidade progressiva dos espermatozoides foi realizada no sémen fresco e
descongelado, enquanto a avaliacdo da funcionalidade da membrana (Teste Hiposmotico)
foi realizada apdés o descongelamento. Apds a avaliagdo do sémen coletado, ele foi
centrifugado e o plasma seminal congelado. No final do periodo experimental (12 meses) o
plasma seminal foi submetido a eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) de 10
e 14%, em paralelo com as andlises dos seus parametros bioquimicos. No gel de
poliacrilamida de 10% foram identificadas 22 bandas proteicas com pesos moleculares de 25
a 181 kDa, enquanto no gel de 14%, foram identificados 16 bandas proteicas com pesos
moleculares de 5,7-165 kDa. Somente as fracdes proteicas de 5,7 e 34,3-34,5 kDa
apresentaram um perfil varidvel com a sazonalidade reprodutiva da espécie caprina, com
aumento da producdo durante o periodo da estacdo reprodutiva. Nas analises dos
parametros bioquimicos, foi observado que as concentracdes do célcio, fésforo e colesterol
também apresentaram variacdo sazonal durante o periodo experimental. No entanto, as
anadlises da motilidade progressiva do semen fresco e descongelado, assim como do teste
hiposmdtico no semen descongelado ndo apresentaram variagdo durante o periodo
experimental (P>0,05). Estes resultados indicam que as mudangas no perfil proteico e
bioguimico do plasma seminal durante o ano, ndo alterou a qualidade do sémen fresco e

descongelado de caprinos da raga Alpina criados em condi¢des de clima tropical de altitude.

Palavras chaves: eletroforese, espermatozoide, macho caprino, minerais, proteinas.

Abstract: This study evaluated the monthly changes in the protein and biochemical profiles
of seminal plasma of Alpine goats bred in a tropical climate of altitude. The assessment of
progressive motility of spermatozoa was performed in fresh and thawed semen, while
evaluating the functionality of the membrane (hyposmotic test) was performed after

thawing. After evaluation of semen collected, it was centrifuged and frozen seminal plasma.
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At the end of the experimental period (12 months), the seminal plasma was subjected to
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) of 10 and 14%, parallel with the analysis
of their biochemical parameters. At a 10% polyacrylamide gel were identified 22 protein
bands with molecular weights of 25-181 kDa, while the 14% gel were identified 16 protein
bands with molecular weights of 5.7 to 165 kDa. Just the protein fractions of 5.7 and 34.3 to
34.5 kDa showed a varying profile with the reproductive seasonality of goats, with increased
production during the breeding season. In the analysis of biochemical parameters was
observed that the concentrations of calcium, phosphorus and cholesterol also showed
seasonal variation during the experimental period. However, analysis of the progressive
motility of fresh and thawed semen, as well as the hyposmotic test in thawed semen showed
no change during the experimental period (P>0,05). These results indicate that changes in
the protein and biochemical profiles of seminal plasma during the year did not alter the

quality of fresh and thawed semen of Alpine goats raised in tropical climate of altitude.

Keywords: electroforesis, male goat, minerals, proteins, sperm.

1. Introducgao

O plasma seminal é uma mistura complexa secretada pelos testiculos, epididimo e
glandulas sexuais acessorias, que pode influenciar a célula espermatica na sua morfologia e
congelabilidade (JOBIM et al., 2004), motilidade (VISON et al., 1996), capacita¢do, reacao
acrossdmica (ROLDAN & SHI, 2007), além da sua capacidade de fertilizagdo e o
desenvolvimento embrionario (MONACO et al., 2009). Além das a¢Ges diretamente ligadas a
regulacdo da fun¢do espermdtica, o plasma seminal também auxilia na protecao,
manutencdo e fornecimento de substratos metabolizaveis aos espermatozoides. Isso é
possivel, devido a sua a composicao molecular complexa e ainda pouco conhecida (YUE et
al., 2009) que varia entre as espécies (RODGER, 1975).

Os componentes organicos mais pesquisados no plasma seminal sdo as proteinas, das
quais muitas ja foram identificadas, isoladas e caracterizadas (JOBIM et al. 2009; MOURA et
al., 2011). A principal categoria de proteinas sdo aquelas secretadas pelas glandulas sexuais
acessoérias que se ligam a superficie (fosfolipidios) dos espermatozoides, modulam suas
fungdes fisioldgicas (MOURA et al., 2011) e preservam a membrana espermatica durante o
processo da congelamento seminal (JOBIM et., 2009). Essas proteinas sdo chamadas

coletivamente de BSP (Binder of Sperm Proteins) e ja foram identificadas em bovinos (JOBIM
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et al.,, 2004), caprinos (VILLEMURE et al., 2003), ovinos (JOBIM et al., 2005), equinos
(BRANDON et al., 1999) e suinos (SANZ et al., 1993). No entanto, outras proteinas também
podem estar envolvidas na protecdo das células espermaticas como antioxidantes
(SCHONECK et al., 1996), ou relacionadas ao processo de motilidade (BAAS et al., 1983),
maturacao e capacitacdo espermatica (SYLVESTER et al., 1991), e fertilizacdo (GONCALVES et
al., 2007).

Os outros compostos que podem ser destacados no plasma seminal sdo os minerais.
Eles sdo considerados como elementos essenciais ao sémen, pois além de manterem o
equilibrio eletrolitico do plasma, participam da capacitacdo e maturacdo espermatica
(VISCONTI et al.,, 1998) e de diversos processos metabdlicos agindo como cofatores
enzimaticos (CATUNDA et al., 2009) ou como ativadores/reguladores de proteinas (VISCONTI
et al., 1998).

No entanto, a estrutura do espermatozoide e o seu potencial de fertilizacdo depende
ndo sé das proteinas seminais e minerais, mas também de sua composicdo lipidica na
membrana plasmatica e no plasma seminal. O colesterol é o composto lipidico em maior
concentracdo no sémen ejaculado de mamiferos, porém é encontrado principalmente nas
membranas plasmaticas das células espermaticas (YEAGLE, 1993). Durante a maturacdo
espermatica, o epididimo sintetiza altas quantidades de colesterol, o qual é transportado
para as membranas plasmaticas, dando maior estabilidade e prote¢do contra o choque
térmico e osmoético (YANAGIMACHI, 1994), e apds a ejaculagdo, no trato reprodutivo da
fémea, é retirado da membrana permitindo que ocorra a capacita¢ao espermatica (VISCONTI
et al., 1998). Portanto, a morfologia espermatica, assim como, a sua viabilidade, maturagao,
funcdes e potencial de fertilizagdo dependem da composicao lipidica da membrana
plasmatica e do plasma seminal (BEER-LJUBIC et al., 2009).

Apesar da importancia do plasma seminal na fertilizagcdo, poucos estudos detalham a
presenca e as possiveis funcdes dos componentes do plasma seminal caprino nas estacdes
reprodutivas e nao-reprodutivas. Esses elementos, e principalmente as proteinas, poderiam
ser identificados como marcadores da capacidade reprodutiva do macho.

O conhecimento dos componentes bioquimicos do sémen pode auxiliar na
identificacdo de marcadores da capacidade reprodutiva do macho, permitindo assim, a
melhor avaliacao da fertilidade dos reprodutores e selecdao de bodes doadores de sémen.
Além disso, como a espécie caprina apresenta sazonalidade reprodutiva, trabalhos nessa

linha ajudam a definir a época do ano mais adequada para conservacdo do sémen, e
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também, desenvolver técnicas diagndsticas e terapéuticas na area de reproducdo animal.
Assim, o objetivo com este trabalho foi avaliar se ha variagdo sazonal anual dos
minerais cdlcio, fosforo e magnésio, das proteinas e do colesterol no plasma seminal de

caprinos da raca Alpina criados em condic¢Bes de clima tropical de altitude.

2. Material e métodos
2.1 Localizagéo e animais

O experimento foi realizado durante doze meses (mar¢o/2012 a fevereiro/2013) no
Setor de Caprinocultura do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vicosa
(20°45’S, 42°52’W), Brasil, sob condicGes de iluminacdo natural. O clima da regido é o de
tropical de altitude do tipo Cwa (inverno seco e verdo chuvoso), pela classificacdo climatica
de Koeppen-Geiger, com temperatura média de 20,9 °C e indice pluviométrico de 1.221
mm?3/ano. A amplitude do fotoperiodo foi de 13 horas e 50 minutos de luz para 10 horas e
50 minutos de escuridao no solsticio de verdao e 10 horas e 57 minutos de luz e 13 horas e 3
minutos de escuriddo no solsticio de inverno, havendo uma diferenca de 2 horas e 13
minutos entre o “dia mais longo” e o “dia mais curto” no periodo experimental (ON, 2013).
Nesta regido, a estacdo reprodutiva é de marco a julho (outono-inverno) (JAINUDEEN et
al.,2004; THOMPSON, 2006).

Quatro machos adultos da raca Parda Alpina com idade de 3,4 + 1,9 anos, e com
fertilidade comprovada por monta natural foram criados em baias individuais, recebendo
durante todo o periodo experimental a mesma alimentag¢ao volumosa composta de silagem
de milho e concentrado proteico e energético, bem como sal mineral e agua ad libitum,
atendendo as exigéncias nutricionais da categoria de acordo com o National Research

Council — NRC (2007).

2.2 Avaliagdo do sémen e preparagdo do plasma seminal

Os ejaculados de todos os animais foram coletados quinzenalmente com o auxilio de
uma vagina artificial sempre pela parte da manha (7-8 h), utilizando como manequim um
fémea em estro, totalizando no fim do periodo experimental 108 ejaculados. A avalia¢cao da
motilidade progressiva do semen e o teste hiposmotico para avaliagdao da funcionalidade da
membrana foram realizados de acordo com Yue et al. (2009) e Bittencourt et al. (2005),
respectivamente.

Apds a avaliacdo, o sémen foi centrifugado a 1500 x G, por 10 minutos, em
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temperatura ambiente, e em seguida, o sobrenadante foi centrifugado novamente nas
mesmas condicbes. Posteriormente, as amostras de plasma de cada animal e de cada coleta
foram acondicionadas em palhetas de plastico para congelacdo de sémem (0,25 mL; IMV®) e
armazenadas em nitrogénio liquido (-196 °C). No momento da avalicdo, as palhetas foram
descongeladas a 37 °C por dez segundos e separadas em doze tubos de polietileno de 2 mL.
Assim, cada tubo continha um pool de plasma seminal de todos animais coletados no

mesmo més.

2.3 Determinagdo das concentracdes de proteinas totais, minerais e hormdénios sexuais no
plasma seminal

Para a determinagdo das concentracdes (mg/dL) de Ca, P*®, Mg™, colesterol e
proteina total foram utilizado o método de calorimetria, com a utilizacdo de kits comerciais
da Invicto® (In Vitro Diagnéstica, Brasil) e um fotometro Humalyzer Primus® (Human

Diagnostics Worldwide, Alemanha), conforme as especificacdes do fabricante.

2.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

O SDS-PAGE foi realizado para determinar o pefil proteico durante doze meses e o
peso molecular das proteinas do plasma seminal de caprinos. As doze amostras do plasma
seminal foram submetidas ao SDS-PAGE de acordo com o método previamente descrito
(HAMES, 1981) usando géis de poliacrilamida (SDS-PAGE) de 10% e 14%. As amostras foram
misturadas a um tampdo de amostra contendo Tris base 0,1 M, SDS 4% (p/v), azul de
bromofenol 0,025% (p/v), glicerol 12% e B-mercaptoetanol 10%, e, aproximadamene, 30 ug
de proteina de cada amostra foi aplicada no gel. Foram produzidos dois géis para cada
concentragdo (10 % e 14%), os quais correram ao mesmo tempo em um sistema de
eletroforese Mini-PROTEAN® (BIO-RAD®, Richmond, USA), sendo o primeiro composto pelas
amostras dos meses que comp8dem o periodo de estagdo reprodutiva (margo a agosto), e o
segundo, composto pelas amostras que compdem o periodo de estacdo nao-reprodutiva
(setembro-fevereiro). Nos dois géis, foi adicionado ainda um marcador padrdo de peso
molecular Broad Range® (BIO-RAD, Richmond, USA) composto por miosina (200 kDa), B-
galactosidade (116,2 kDa), glicogénio fosforilase b (97,4 kDa), soro albumina bovina (BSA)
(66,2 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbonica (31 kDa), inibidor de tripsina de soja

(21,5 kDa), lisozima (14,4 kDa) e aprotinina (6,5 kDa).
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Apds a migracao eletroforética, os géis foram imersos em solucao fixadora contendo
acido acético glacial 10% (v/v) e metanol 50% (v/v), por trinta minutos. Posteriormente, eles
foram corados em solucdo contendo de sulfato de amonio 8%, acido fosférico 0,8% (v/v),
Coomassie Brilliant Blue G-250 0,08% e metanol 30% (v/v) por 40 minutos, e descorados em

solugdo contendo acido acético 5% (v/v) durante 72 horas.

2.5 Aquisi¢éio da imagem e andlise dos dados
As imagens dos géis foram analisadas para determinar o peso molecular das
proteinas seminais usando o programa computacional Quantity One® (version 4.6, Bio-Rad,

USA).

3. Resultados e discussao

Na Figura e Tabela 1, foram apresentados os pesos moleculares aproximados da
proteinas do plasma seminal de caprinos da raca Alpina durante o periodo experimental em
géis de poliacrilamida de 10 e 14%. A diferenca entre a distribuicdo e separacdo das bandas
eletroforéticas nos géis A-B e os géis C-D é devido as percentagens das malhas dos géis.
Assim, os géis de poliacrilamida de 10% (imagens A-B) separam e destacam com maior
nitidez as bandas de maior peso molecular, enquanto os géis de 14 % (imagens C-D) separam
aquelas de menor peso molecular.

Os resultados da avaliagao o plasma seminal mostram que um total de 22 bandas
protéicas foram identificadas nos géis de poliacrilamidade de 10% com pesos moleculares
entre 25,1 e 181,9 kDa, enquanto nos géis de 14% foram identificadas 16 bandas proteicas
com pesos moleculares entre 5,7 e e 165,2 kDa. As proteinas com peso molecular abaixo de
30 kDa foram minorias, diferentemente do verificado por Jobim et al. (2005) e Yue et al.
(2009) ao trabalharem com ovino. No entanto, os dados obtidos nesse trabalho
assemelham-se com os de Barrios et al. (2000), que trabalhando com ovinos verificaram 20
proteinas no plasma seminal, sendo a maioria abaixo de 70 kDa. Seguno Yue et al. (2009) as
diferencas encontradas nos pesos moleculares pode ser influéncia ndo sé da estacao

reprodutiva, mas também da raca e dos métodos de coleta e preparacao do plasma seminal.
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Figura 1: perfil eletroforético das

proteinas do plasma seminal de

caprinos durante doze meses em

(kDa) MAR ABR MAI JUN JuL AGO

gel de poliacrilamida-dodecil-
sulfato de sédio 10 e 14 % (SDS-
PAGE). A: gel 10% com os meses de
margo, abril, maio, junho, julho e
agosto; B: gel 10% com os de meses
setembro, outubro, novembro,
dezembro, janeiro e fevereiro; C:
gel 14% com os meses de margo,
abril, maio, junho, julho e agosto;
D: gel 14% com os meses de
setembro, outubro, novembro,
dezembro, janeiro e fevereiro. A
esquerda de cada imagem
encontram-se as proteinas com os
pesos moleculares (PM; kDa)

PM MESES D PM MESES conhecidos do marcador padrdo
(kpa)  MAR ABR MAI JUN JuL AGO (kDa) SET ouTt NOV DEZ JAN FEV Broad Range® (BIO-RAD, Richmond,
R 1 USA). Os géis SDS-PAGE foram
3 corados com Coomassie Brilliant

Blue R-250.

66120

Padrées de peso molecular Broad
bl Range® (BIO-RAD, Richmond, USA):
' miosina (200 KDa), B-galactosidade
(116,2 KDa), glicogénio fosforilase b
(97,4 KDa), soro albumina bovina
2 (BSA) (66,2 KDa), ovoalbumina (45
KDa), anidrase carbonica (31 KDa),
inibidor de tripsina de soja (21,5

KDa) e lisozima (14,4 KDa).




Tabela 1 - Perfil eletroforético das proteinas do plasma seminal de caprinos durante doze
meses em gel de poliacrilamida-dodecil-sulfato de sédio 10% (SDS-PAGE)

Géis SDS-PAGE 10 %
PM (kDa) MAR ABR MAI JUN JUL AGO PM(kDa) SET OUT NOV DEZ JAN FEV

176,4 + + + + + + 182,0 + + + + + +
163,7 + + + + + + 167,8 + + + + + +
153,3 + + + + + + 158,3 + + + + + +
135,3 + + + + + + 139,2 + + + + + +
113,2 ++ ++ ++ ++ ++ ++ 112,8 ++ ++ ++ ++ ++ ++
104,7 + + + + + + 107,1 + + + + + +
95,7 + + + + + + 97,2 e s = =
84,6 R s A = A = 86,2 e s = =
76,6 R s A = A = 78,6 e s = =
65,3 R s A = A = 65,8 e s = =
58,8 R s A = A = 60,4 T s = = = S
54,7 + + + + + + 55,4 + + + + + +
51,9 R S T s A = A = 53,3 +H o+
48,6 + + + + + + 48,6 + + + + + +
43,2 R S T s A = A = 43,3 +H o+
39,7 R S T s A = A = 39,8 +H o+
36,4 R S T s A = A = 36,4 +H o+
34,3 A = = S + + 34,5 + + + ++ o+t ++
30,9 + + + + + + 31,5 + + + + + +
29,8 S S = R = 30,1 +H o+
26,9 +H++ R 27,6 +H++ A
25,1 +H++ R 25,6 +H++ A

Tabela 2 - Perfil eletroforético das proteinas do plasma seminal de caprinos durante doze
meses em gel de poliacrilamida-dodecil-sulfato de sddio 14 % (SDS-PAGE)

Géis SDS-PAGE 14 %
PM (kDa) MAR ABR MAI JUN JUL AGO PM(kDa) SET OUT NOV DEZ JAN FEV

162,8 + + 165,2 + +
137,9 + + + + + + 140,2 + + + + + +
120,6 + + + + + + 119,2 + + + + + +
104,2 + + + + + + 106,6 + + + + + +
84,6 + + + + + + 87,4 + + + + + +
65,6 + + + + + + 65,9 + + + + + +
61,5 + + + + + + 61,7 + + + + + +
56,8 + + + + + + 57,3 + + + + + +
45,1 + + + + + + 46,1 + + + + + +
42,7 + + + + + + 43,0 + + + + + +
35,4 + + + + + + 35,4 + + + + + +
29,9 + + + + + + 29,9 + + + + + +
23,2t b b HE bR R 23,1+ R R bR R R
18,6 + + + + + + 18,8 + + + + + +
10,6  +HH+ HHHE HEEE HEEE R R 11,8  +H++ HHHE HHHE HEHE R
5,7 I R s = = 5,7 + + ++
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Na tabela 3, sdo apresentados a luminosidade (h) na regido de Vicosa/MG-Brasil
(20°45’20’S e 42°52’40"'W), as divisOes das estacdes sexuais entre os meses nessa regiao, os
valores de motilidade progressiva (0-100%) do sémen fresco e descongelado, e os valores do
teste hiposmético (%) do sémen descongelado.

Analisando as imagens da Figura 1, pode-se observar que todas as fragdes protéicas
identificadas sdo observadas durante todo o periodo experimental. No entanto, a banda de
peso molecular 5,7 kDa, que pode ser visualidada nas imagens C e D (Figura 1), apresentou
uma producdo irregular durante o ano, destacando-se durante o periodo de Estacdo
Reprodutiva (marco-agosto; Tabela 2). As proteinas decapacitantes possuem massa
molecular em torno de 5-10 kDa e evitam a capacitacdao espermatica causada precocemente
pelo congelamento dos espermatozoides, pois previnem o aumento da concentracdo de
calcio no interior dos espermatozoides (FLESCH & GADELLA, 2000). Para Jobim et al. (2003),
proteinas de baixa massa molecular (<15kDa) estdo envolvidas na manutencdo da
motilidade espermatica, e segundo Ashworth et al. (1994), o efeito protetor do plasma
seminal em ovinos é determinado pelas proteinas que possuem peso molecular de 5-10 kDa.

Nesse trabalho, foi identificada uma banda proteica de 10,6-11,8 kDa, podendo se
destacar a sua grande concentracdo durante todo o periodo experimental conforme a Figura
1 (Imagem C-D). Uma das proteinas responsaveis pela acdo protetora das células
espermaticas, destaca-se a proteina acida do fluido seminal (aSFP; 11-12 kDa), a qual possui
acdo antioxidante na peroxidagao lipidica da membrana plasmatica, e assim, preserva a
viabilidade dos espermatozoides (SCHONECK et al., 1996; JOBIM et al., 2003). Além disso, as
aSFP possuem um papel de “protecao” dos receptores dos espermatozoides que se ligam a
zona pelicida, e devem ser retirados da membrana plasmdtica antes da interagao dos
gametas (DOSTALOVA et al., 1994).

As bandas de peso molecular entre 18,6-18,8 e 23,1-23,2 kDa (Imagens C e D) podem
corresponder as proteinas ligadoras de fosfolipidios, coletivamente nomeadas de BSPs
(Binder of Sperm Proteins), as quais possuem peso molecular entre 15-17 kDa (BSP A1/A2) e
sdo encontradas no plasma seminal de reprodutores bovinos de alta congelabilidade (JOBIM
et al., 2004). Villemure et al. (2003) verificou quatro bandas protéicas homdlogas as BSPs no
semem caprinos com pesos moleculares de 14, 15, 20 e 22 kDa e as denominou de GSPs. As
BSPs sdo sintetizadas pelas glandulas acessdrias e, no momento da ejaculagao, se ligam aos

espermatozodides para posteriormente promover a capacitacdo com a retirada de colesterol
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Tabela 3 - Médias e desvio padrao da luminosidade (h), motilidade progressiva (0-100%) dos sémens fresco e congelado, na regidao de
Vigosa/MG-Brasil (20°45’20"S e 42°52’40" W), durante o periodo experimental (Médias + SE)

Luminosidade

Sémen fresco

Sémen descongelado

Periodo (20°45'20"S e 42°52'40" W) Estagdo Sexual® Motilidade (0-100 %) Motilidade (0-100 %) H'poiz)omo
Margo 12,23+ 0,03 Reprodutiva 85,8+ 1,49° 45,4 +2,42° 42,91+ 4,61°
Abril 11,63 £ 0,03 n Reprodutiva 84,4+ 1,75° 45,0+ 4,12° 44,43 +5,80°
Maio 11,15+ O,OZJ Reprodutiva 85,0+ 1,89° 46,3 +3,87° 33,88 +2,81°
Junho 10,91 £ 0,01I Reprodutiva 83,8+1,57° 40,6 +3,95° 42,57 +5,21°
Julho 11,05 +£0,02 k Reprodutiva 80,7 +2,02° 41,4+5,95° 42,50 +4,41°
Agosto 11,46 +0,03" Reprodutiva 84,6+1,79° 43,2+4,92° 41,22 +5,95°
Setembro 12,02 + 0,038 N3o-reprodutiva 84,4 +2,74° 41,9+2,66° 38,90 +5,91°
Outubro 12,62 +0,03°¢ N3o-reprodutiva 82,5+2,83° 43,8+3,75° 43,43 +3,98°
Novembro 13,14 +0,02°¢ N3o-reprodutiva 80,0+ 2,11° 356+3,71° 37,25 +5,09°
Dezembro 13,39 +0,00° N3o-reprodutiva 80,0+ 2,50° 36,3+4,20° 41,14 +6,62°
Janeiro 13,26 + 0,02° N3o-reprodutiva 79,6 + 2,08 ° 41,7 +2,97° 42,44 +5,31°
Fevereiro 12,80 + 0,03 ° N3o-reprodutiva 85,0+ 2,50° 48,1+3,77° 47,75 +5,50°

Letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo testeRyan-Einot-Gabriel-Welsh (P<0,05);

*Conforme Jainudeen et al. (2004), Thompson (2006) e obsevag&es do autor.

Tabela 4 - Médias mensais dos parametros bioquimicos e do perfil proteico do plasma seminal de caprinos da raga Parda Alpina durante doze meses

Estacdo reprodutiva

Estacdo ndo-reprodutiva

Parametros - -
MAR ABR JUN JUL AGO Média SET OUT  NOV DEZ JAN FEV Média
Ca*? (mg/dL) 14,1 15,1 15,4 14,2 10,1 14,0 11,8 10,9 10,7 11,5 13,4 14,2 12,1
P*® (mg/dL) 9,0 6,8 7,3 9,3 7,4 7,9 6,9 11,4 11,3 8,5 9,1 9,3 9,4
Mg* (mg/dL) 5,3 5,2 5,3 5,5 5,5 5,4 5,4 5,4 5,4 5,4 5,3 5,4 5,4
CLT (mg/dL) 41,0 42,0 49,0 60,0 58,0 49 55,0 76,0 77,0 650 59,0 54,0 64
PT (g/dL) 4,2 43 41 3,8 2,8 3,9 2,9 4,2 3,9 3,7 4,1 3,7 3,8

CLT: colesterol; PT: proteinas totais;
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e fosfolipidios da membrana plasmatica (THERIEN et al., 1999). Yue et al. (2009) e Rueda et
al. (2013) obtiveram correlacdo (r= 0,47 e r= 0,64, respectivamene) das banda protéicas 18,7
e 16,2 kDa do plasma seminal com viabilidade espermatica. Segundo Jobim et al. (2009) as
BSPs podem ainda proteger as propriedades da membrana espemadtica durante o processo
de criopreservacdo, auxiliando na recuperacao da permeabilidade da membrana plasmatica,
apos ser submetida ao choque pelo frio (BARRIOS et al., 2000).

Chacur & Machado Neto (2007) trabalhando com bovinos verificaram uma banda
protéica de 26 kDa durante o verdo, porém de acordo com os dados apresentados na Figura
1 (Imagens A-B) as bandas protéicas proximas a esse valor (25,1-26,9 kDa) observadas no
plasma seminal caprino foram presentes durante todo o periodo experimental. Essa banda
pode ser a proteina plostaglandina D sintase, classe lipocalina, de 25-26 kDa que foi
apontada como um indicador de baixa congelabilidade no semen bovino (JOBIM et al. 2009).
Yue et al. (2009) encontraram correlagées de r= - 0,535 e r= - 0,398 entre uma banda
protéica de 25,37 kDa e a motilidade e o pH espermatico ovino, respectivamente, sendo que
os autores lembram que proteinas que diminuiem os valores do pH seminal sdo prejudicias a
sobrevivéncia espermatica. Por outo lado, segundo alguns autores, a proteina clusterina
também possui peso molecular préximo a 25,35 kDa e seu efeito ndo seria prejudicial as
células espermaticas (PANKHURST et al., 1998). Essa proteina estaria responsavel pela
redistribuicdo lipidica na membrana plasmatica e, portanto, envolvida nos processos de
maturacao espermatica (SYLVESTER et al., 1991) e protecao na criopreservagao (JOBIM et
al., 2004).

A banda protéica de 34,3-34,5 kDa da mesma forma que a 5,7 kDa apresentou uma
producgdo irregular durante o ano, diminuindo sua concentragdao durante uma parte do
periodo nao-reprodutivo (agosto a outubro) (Figura 1; imagens A-B). No entanto, ndo se
observa auséncia completa dessa banda em nenhum més, mas apenas uma diminuicdo da
sua concentracdo, e consequentemente, menor visualizagdo de agosto a fevereiro (Tabela
2). As fragbes protéicas de 5,7 e 34,3-34,5 kDa parecem ser influenciadas pela sazonalidade
do fotoperiodo, o que poderia ter grande influéncia sobre a qualidade seminal durante o
ano. Porém, de acordo com os dados de motilidade progressiva tanto do sémen fresco
qguanto descongelado (Tabela 2), ndo se obervou alteracdes nesse parametro (P>0,05)
durante o periodo experimental.

Nas imagens A, B, C e D da Figura 1 pode-se observar a presenca das bandas

protéicas de 65,6-65,9 kDa, as quais podem corresponder a proteina albumina seminal que

136



possui peso molecular de 66 kDa. Para essa proteina sao atribuidas varias acdes no sémen,
como, estimulacdo da motilidade espermatica (BAAS et al., 1983), antioxidante como a aSFP
e auxilio a capacitacdo espermatica como as BSPs (THERIEN et al., 1999). A capacitacdo
espermatica é um processo essencial e necessdrio que os espermatozoides tém que passar
para fecundar os odcitos eficientemente. Dentre as proteinas do plasma seminal que estdo
relacionadas ao proceso de fertilizacdo destaca-se a osteopontina (OPN; 55 kDa), que na
imagem A-B da Figura 1, poderia ser considerada a banda protéica de 54,7-55,4 kDa. Ela
permite a interacdo do espermatozoide e odcito (GONCALVES et al., 2007), fertilizacdo e
desenvolvimento embriondrio (MOURA et al., 2006; MONACO et al., 2009)

A perda da integridade da membrana plasmatica do espermatozoide, principalmente
durante o processo de criopreservacdo e descongelamento, pode levar a uma queda da
motilidade espermatica (HOLT, 2000). Somado a isso, a sazonalidade reprodutiva pode
também interferir na sintese e liberacdo no plasma seminal das proteinas que tém a funcao
de proteger (SCHONECK et al., 1996), estimular (BAAS et al., 1983 ) e auxiliar as funcdes
espermaticas (GONCALVES et al., 2007). Segundo Correa et al. (1997), a motilidade e o vigor
sdo os principais e mais comuns parametros utilizados na avaliagdo androldgica para
predizer a qualidade seminal, pois apresentam correlacdo positiva com a fertilidade do
sémen (CORREA et al., 1997). De acordo com os dados da Tabela 3, a motilidade progressiva
do sémen fresco e descongelado ndo demonstrou diferenca (P>0,05) entre os meses, assim
como teste hiposmodtico apds o descongelamento, o qual avaliou funcionalidade da
membrana plasmatica. Assim, devido a sazonalidade ocorreram algumas mudangas no perfil
proteico do plasma seminal caprino, porém ndo houve registro de prejuizos da qualidade
tanto do sémen fresco quanto do descongelado (Tabela 3).

Os resultados dos parametros bioquimicos e do perfil protéico verificados no plasma
seminal de caprinos da raga Alpina durante doze meses estdo apresentados na Tabela 4.

O mineral em maior concentra¢do foi o cdlcio, seguido pelo fésforo e depois pelo
magnésio. Na Tabela 4, pode ser observado uma variagao sazonal do calcio durante o ano,
com maiores concentragdes durante a estagdao reprodutiva (margo-agosto) e menores
durante o anestro (setembro-fevereiro). Essa maior concentragdo durante a estagdo
reprodutiva das fémeas pode ser devido as diversas fun¢des que o calcio tém na fisiologia
reprodutiva, como por exemplo, na ativacdo de proteinas que participam do processo de
mobilizacdo de energia nas células espermaticas (POZZAN et al., 1994), e também na

capacitacdo e reagao acrossomal do espermatozoide que sdo processos essenciais para que
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ocorra a fertilizacdo (VISCONTI et al., 1998).

Nesse trabalho, o fésforo apresentou maior média durante a estacdo de anestro
(Tabela 4). A deficiéncia de fofosforo pode ocasionar infertilidade, pois este mineral
participa do metabolismo de carboidratos, lipideos, proteinas e acidos nucleicos (BACILA,
1980). Assim, a sua diminuicdo na concentracdo durante o periodo reprodutivo pode ser
devido a grande utilizacdo do fésforo nos processos metabdlicos durante esse periodo. Ja o
magnésio além de auxiliar na estabilidade da membrana espermatica (PINHEIRO et al.,
1996b), também atua como cofator enzimatico em diversas reacbes do metabolismo
energético e sintese de acidos nucleicos (CATUNDA et al., 2009), porém, manteve-se estavel
no plasma seminal durante todo o ano (Tabela 4).

Catunda et. al (2009) e Aguiar et al. (2013) trabalhando com caprinos criados em
clima tropical também verificaram maiores concentracoes de calcio em relacdo ao fosforo e
magnésio, porém ndo foi observada diferencas entre as esta¢des reprodutivas como neste
trabalho, mas sim entre as estacbes chuvosas e secas. Pinheiro et al. (1996b) também
sugerem que o indice pluviométrico pode influenciar o equilibrio eletrolitico do semen
caprino, correlacionando o periodo chuvoso e a producdo de pastagens em maior
guantidade e qualidade. Ja Rodrigues (1997) e Kaya et al. (2002) comentam que o método
de coleta (vagina artificial e eletroejaculador) e a frequéncia de coleta é que poderiam
influenciar nas variagdes bioquimicas do plasma seminal de caprinos e ovinos. No entanto,
nesse trabalho, a alimentagdao foi balanceada, controlada e padronizada durante todo o
periodo experimental, assim como todas as coletas seminais foram realizadas com uma
mesma metodologia, por meio de vagina artificial. Assim, pode-se inferir que as alteragcdes
dos parametros bioquimicos e do perfil proteico do plasma seminal de caprinos da raca
Alpina durante os doze meses do ano pode ter sido, em parte, devido a outros fatores
ambienteais, como temperatura ambiente, umidade relativa e, principalmente, fotoperiodo.

A dimunicdo das concentragdes do colesterol no plasma seminal (Tabela 4) durante a
estacdo reprodutiva também pode ser devido ao aumento da producdo e protecdo das
células espermaticas, que tendem a ter maior qualidade nesta periodo. O colesterol mantém
a estabilidade das membranas e é responsabel pela resisténcia da mesma ao choque pelo
frio conforme a razao colesterol:fosfolipidio existente. Assim, a concentracao de colesterol
nas membranas plasmaticas dos espermatozoides poderia estar maior que no meio (plasma
seminal), uma vez que algumas proteinas presentes no semen, como a clusterina, tém a

funcdo de transportar os lipidios e redistribui-los na membrana plasmatica (PANKHURST et

138



al., 1998; JOBIM et al., 2004)

Os valores de proteina total no plasma seminal durante a estacdo reprodutiva ndo
foram superiores verificados entre as esta¢des reprodutivas, assim como registrado por
Pinheiro et al. (1996a) e diferente dos dados apresentados por Aguiar et al. (2013). De
acordo com a Tabela 3 e Figura 1 (Imagnes C-D), a diminuicdo da presenca das proteinas de
baixo peso molecular no plasma seminal (5,6-5,7 kDa) pode ter contribuido para as menores
concentracOes protéicas do plasma nos meses de agosto e setembro. No entanto, como
descrito anteriormente, as mudancas no perfil proteico do plasma seminal caprino durante o

periodo experimental, ndo alterou a qualidade do sémen fresco e descongelado (Tabela 2).

4. Conclusao

Nos géis de poliacrilamidade de 10 e 14% foram identificadas, respectivamente, 22 e
16 bandas protéicas no plasma seminal, e somente aquelas de peso molecular 7,5 e 34,3-
34,5 kDa apresentaram sazonalidade e aumento da producdo durante o periodo da estacao
reprodutiva. As concentracdes do cdlcio, fosforo e colesterol também apresentaram
variacdo sazonal durante o periodo experimental. No entanto, as mudancas no perfil
proteico e bioquimico do plasma seminal durante o ano, ndo prejudicaram a qualidade do
sémen fresco e descongelado dos caprinos da raca Alpina criados em condi¢des de clima

tropical de altitude.
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CONCLUSOES GERAIS

O fotoperiodo é uma varidvel ambiental de grande importancia na fisiologia
reprodutiva e o seu correto controle pode permitir ganhos na producdo animal. Outros
fatores, como a nutricdo, temperaturas e interagdes sociais sdo considerados apenas como
moduladores da reproducdo. Dessa forma, é possivel utilizar as espécies sazonais de
interesse zootécnico em programas de iluminacdo artificial, permitindo um manejo
reprodutivo que leve a uma producdo de produtos de origem animal dessas espécies sem
periodicidade anual.

Os mecanismos fisioldgicos que sdo responsaveis pelas alteragdes enddcrinas,
reprodutivas e comportamentais nos animais sazonais conforme as variacées anuais do
fotoperiodo ainda ndo estdo totalmente esclarecidas. No entanto, sabe-se que a melatonina
€ um hormonio sintetizado principalmente durante o periodo de escuro e pode influenciar
na fisiologia reprodutiva desses animais de forma direta ou indireta. Esse hormonio pode
tanto regular a sintese de gonadotrofinas e estas agirem nos testiculos estimulando a
esteroidogénese e gametogénese, quanto pode agir diretamente nos érgdos reprodutores,
plasma seminal/espermatozoides e foliculos.

A sintese de melatonina aumenta durante a estacdo reprodutiva dos caprinos e
ovinos, a qual segue um padrdo sazonal anual regulada pelo fotoperiodo. Apesar do volume
seminal, da qualidade seminal e da concentracdo de testosterona serem maiores na estacao
reprodutiva (final do verdao e outono), os menores valores destes parametros nas outras
épocas do ano ndo sdo responsaveis por mudancas na qualidade e quantidade do sémen
gue possam prejudicar a fertilizacdo. No entanto, o conhecimento destas variagdes sazonais

auxilia nas tomadas de decisGes zootécnicas.
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