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Resumo

O presente trabalho teve como objectivo testar o efeito de 3 curvas de
congelacao diferentes sobre a integridade do acrossoma da ceélula espermatica de
caprinos. A colheita de sémen foi realizada nos Servi¢cos de Desenvolvimento Agrario
da Ilha Terceira (SDAT), tendo sido utilizados 3 bodes (2 de raca Saanen e 1 de raca
Alpina) com mais de 2 anos de idade. As recolhas (3 por cada animal) foram efectuadas
durante 0 més de Fevereiro de 2012, em 3 sessbes espacadas de aproximadamente 5
dias, seguindo um desenho factorial de medicdes repetidas. As recolhas foram sempre
efectuadas pela manha, com inicio por volta das 08:00 horas e em cada periodo de
colheita os bodes alternavam aleatoriamente. A colheita do sémen foi obtida com vagina
artificial, apos treino dos bodes, utilizando uma fémea com cio induzido. A inducéo
artificial do cio foi conseguida com uma injeccdo intramuscular de 250 g de benzoato
de estradiol diluido em 2 ml de éleo mineral, aplicada 24 a 48 horas antes do momento
necessario, seguida de uma nova injec¢ao passadas 24 horas na dose de 100 pg de modo
a garantir o prolongamento do cio pelas proximas 24 horas. No laboratério procedeu-se
a avaliacdo de caracteristicas seminais como o volume, a concentracdo espermatica e a
mobilidade massal. De seguida efectuou-se a contagem dos espermatozdides vivos e
mortos por citometria de fluxo e procedeu-se a congelagdo do sémen segundo as 3
curvas, que diferiam nas rampas de arrefecimento. As temperaturas das diferentes
curvas foram iguais, variando apenas a temperatura de arrefecimento na segunda rampa
(Curva A = 25 °C/min, Curva B = 35 °C/min e Curva C = 45 °C/min). Para testar a
influéncia das referidas curvas sobre a integridade do acrossoma recorreu-se novamente
ao citbmetro e determinou-se a percentagem de espermatozoides vivos e mortos e com o

acrossoma intacto ou danificado.
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As diferentes curvas ndo influenciaram significativamente a taxa de mortalidade
dos espermatozéides com acrossoma intacto (11,6 + 0,63 % spz Curva A, 11,36 + 0,63
% spz Curva B e 10,37 + 0,63 % spz Curva C) ou danificado (68,78 £+ 1,39 % spz Curva
A, 70,54 + 1,39 % spz Curva B e 70,96 * 1,39 % spz Curva C). No entanto observou-se
um efeito significativo dos bodes e dias de colheita nos quatro parametros estudados -
percentagem de espermatozoides vivos com o acrossoma intacto (VAIl) ou danificado
(VAD) e percentagem de espermatozdides mortos com o acrossoma intacto (MAI) ou
danificado (MAD). Relativamente a percentagem de espermatozoides VAI o bode 1
apresentou valores 50% inferiores aos bodes 2 e 3 (P<0.001) e o dia de colheita afectou
substancialmente este parametro (25,33 £ 0,66 % spz dia colheita 1, 18,40 £ 0,66 % spz
dia colheita 2 e 11,31 + 0,91 % spz dia colheita 3; P<0.01). A percentagem de
espermatozoides VAD diferiu significativamente entre o animal 1 e 2 (P=0,016) e entre
os dias de colheita 1 e 3 (P=0,032). No que se refere a percentagem de espermatozéides
mortos, os factores animal e dia de colheita também afectaram significativamente os
resultados. O bode 1 diferiu significativamentedos dos restantes na percentagem de
espermatozéides MAI. Também para este parametro, os dias de colheita 2 e 3
revelaram-se  significativamente diferentes (P=0,042). Na percentagem de
espermatozéides MAD o bode 1 diferiu dos bodes 2 e 3 (P<0,001). Neste parametro
verificaram-se diferengas significativas entre o dia 1 e os dias 2 (P=0,003) e 3

(P<0,001).

Os resultados deste ensaio permitiram concluir que as 3 curvas de congelacdo
estudadas ndo influenciaram significativamente as taxas de mortalidade dos
espermatozéides do sémen de caprino, sugerindo que qualquer delas se revelou eficaz
na congelacdo de sémen desta espécie. Verificou-se no entanto uma variagdo

significativa, quer entre animais quer entre dias de colheita, reafirmando estes factores
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como bastante influenciadores da variabilidade frequentemente observada das

capacidades fertilizantes do sémen congelado de caprino.



Abstrct

This study was aimed to test the effect of 3 different freezing curves on the
acrosome integrity of male goat sperm cell . The semen collection was performed at the
Departments of Agrarian Development of Terceira Island (SDAT), using 3 bucks (2
Saanen and 1 Alpine breed) aged more than 2 years . Collections (3 per animal) were
carried out during February 2012 in three sessions with 5 day-intervals, following a
factorial experimental design with repeated measures. The collections were always
made in the mornings, starting at around 08: 00 hours and during each collection period
the bucks alternated randomly. The semen was collected with an artificial vagina after
the bucks had been trained, with a female induced in heat. The artificial induction of
heat was achieved with an intramuscular injection of 250 pg of oestradiol benzoate
dissolved in 2 ml of mineral oil applied 24 to 48 hours prior to be necessary, followed
by a further injection applied 24 hours after, at a dose of 100 g in order to ensure the
continuation of the heat for the next 24 hours. In the laboratory, took place the
evaluation of seminal characteristics like volume, sperm concentration and massal
mobility. After the counting of live and dead sperm by flow cytometry, the procedures
followed with the freezing of semen according to the three curves, which differed in
ramp cooling. The temperatures of the different curves were similar, varying only in the
temperature of the second cooling ramp (Curve A =25 ° C/ min, Curve B=35°C/
min and Curve C = 45 ° C / min). To test the influence of the curves on the acrosome
integrity the cytometer was used again to determine the percentage of live and dead

spermatozoa and the acrosome integrety.

The different curves did not influence the mortality rate of sperm with intact

acrosome (11,6 £ 0,63 % spz Curve A, 11,36 £ 0,63 % spz Curve B e 10,37 £ 0,63 %



spz Curve C) or damagedo (68,78 = 1,39 % spz Curve A, 70,54 £ 1,39 % spz CurvaB e
70,96 £ 1,39 % spz Curva C). However there was a significant effect of bucks and
collection days in the four parameters studied - percentage of live sperm with intact
(VAI) or damaged (VAD) acrosome and percentage of dead sperm with intact (MAI) or
damaged (MAD) acrosome. Concerning the percentage of VAI sperm male goat 1
showed values 50% lower than goats 2 and 3 (P <0.001) and collection day substantially
affected this parameter (25.33 £ 0.66% SPZ collection day 1, 18.40 = 0.66% SPZ
collection day 2 and 11.31 + 0.91% SPZ collection day 3; P <0.01). The percentage of
sperm VAD differed significantly between animals 1 and 2 (P = 0.016) and between
collection days 1 and 3 (P = 0.032). Regarding the percentage of dead spermatozoa,
animal and collection day factors also significantly affected the results. Buck
1significantelly differed in the percentage of MAI spermatozoa. Also for this parameter,
the collection days 2 and 3 were significantly different (P = 0.042). In percentage of the
MAD spermatozoa buck 1 differed from bucks 2 and 3 (P <0.001). In this parameter,
there were significant differences between day 1 and day 2 (P = 0.003) and 3 (P
<0.001). The results of this experiment showed that the 3 freezing curves studied did
not significantly influence the mortality rates of male goat spermatozoa , suggesting that
any of them proved effective in freezing semen of this species. There was however a
significant variation between animals and between collection days, confirming these as
very influencing factors of the variability commonly observed in the fertilization ability

of male goat semen.
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I. Introducao

Nos ultimos anos tem-se verificado um aumento significativo do efectivo de
caprinos a nivel mundial devido ao seu acrescido valor economico e dos subprodutos
que dai advém. Contudo, apenas agora comega a ser notdrio o seu crescimento nos
Acores, 0 qual tem interesse econdmico para a regido. Neste contexto surge a
necessidade de recorrer a técnicas de melhoramento genético, nomeadamente a
inseminacao artificial de acordo com os objectivos de cada produtor. A aplicagéo das
biotecnologias reprodutivas repercute-se directamente no nimero de animais de elevada
qualidade na exploracéo, principalmente pela utilizagdo de inseminacdo artificial e de
transferéncia de embriGes. A aplicacdo destas técnicas associadas a inducdo e
sincronizagdo hormonal de estro e de ovulagdo permite a producdo de crias e leite fora
da época reprodutiva.

Apesar do recurso a inseminacgdo artificial com sémen congelado ndo ser
recente, ainda se verificam taxas de sucesso baixas. Isto deve-se ao facto do sémen
caprino apresentar diferentes caracteristicas em relacdo a outros ruminantes, como por
exemplo os bovinos. Nos pequenos ruminantes, e em particular na cabra, a inseminacgéo
artificial desenvolveu-se sobretudo a partir dos anos 70 (Ponsart et al., 2004). A
criopreservacdo de sémen de mamifero é um complexo processo que envolve o
equilibrio entre varios factores, afim de se obter resultados satisfatdrios. Apesar de todas
as células suportarem stresses fisicos semelhantes associados a estes processos, 0 sémen
de diferentes espécies varia na composicao, forma, tamanho e lipidos, os quais afectam
a criopreservacdo. A diferenga mais notoria e que alguns autores afirmam diminuir a
taxa de sobrevivéncia dos espermatozoides, aquando da congelagdo, é a presenca de

conteddo enzimatico proveniente das glandulas bulbo-uretrais, que se encontra no



plasma seminal. A enzima é a fosfolipase que hidrolisa a lecitina do diluidor a base de
gema de ovo, em &cidos gordos e lisolecitinas que afectam a viabilidade espermatica
(Gibbons, 2002). Para além deste facto durante o processo de criopreservacdo o
espermatozdide passa por mudangas estruturais nas membranas que resulta na
diminuigdo da fertilidade.

Neste contexto, o principal objectivo do presente trabalho é a criopreservacédo de
sémen de caprino sem a remocéao do plasma seminal e congela-lo segundo trés curvas
diferentes, de modo a testar a influéncia das mesmas sobre a integridade do acrossoma

da célula espermatica.



I1. Revisdo Bibliografica

2.1. Anatomia e Fisiologia do Aparelho Reprodutor do Bode

O sistema reprodutor masculino é uma série de 6rgaos directamente associados ao
processo reprodutivo. A sua principal funcdo é proporcionar que 0 gameta ou
espermatozéide masculino fecunde o 6vulo, sendo os principais 6rgaos agrupados em
trés categorias.

A primeira categoria € a producdo de espermatozdides e armazenamento. A
producdo ocorre nos testiculos, que estdo alojados no escroto, com temperatura
regulada, de onde os espermatozdides imaturos se deslocam para o epididimo, a fim de
desenvolvimento e armazenagem.

A segunda categoria sdo as glandulas que produzem o liquido ejaculatério, que
incluem as vesiculas seminais, a prostata e a glandula bulbouretral.

A terceira categoria € aquela utilizada para a coOpula e a deposicdo de
espermatozdides (esperma) que estava no macho; nesta categoria estdo o pénis, uretra e

canal deferente.

2.1.1. Testiculos

Os testiculos séo os principais 6rgdos do aparelho genital masculino, apresentam
duas funcbes essenciais: a espermatogenese e a producdo de hormonas. A
espermatogénese é o processo no qual ocorre a producédo de espermatozéides imaturos
com uma duragdo aproximada de 61 dias nos ruminantes. A producdo de hormonas
ocorre no processo designado por esteroidogenese, originando-se essencialmente

testosterona, progesterona e estrogénios. Os testiculos durante o seu desenvolvimento



fetal descem o canal inguinal até ao exterior da cavidade abdominal, onde s&o revestidos
pela bolsa escrotal. No escroto, os dois testiculos, assumem uma posicéo vertical e uma
forma ovoide, pesando cada um em média 50 a 300g, segundo a idade, a espécie, a raca,
a epoca reprodutiva e o estado nutricional do animal (Baril et al., 1993; Granados et al.,
2006). Os testiculos devem apresentar-se simétricos em forma e tamanho, el&sticos e
com uma consisténcia firme e mdvel a bolsa escrotal, a qual, nos adultos, atinge um
perimetro de 25cm (Leite-Browning, 2009).

Cada testiculo possui, o sistema sanguineo e nervoso independente. A temperatura
do testiculo é sempre inferior as restantes células do corpo do bode, e para que o
processo de espermatogénese ocorra em boas condigdes € necessario que a temperatura
dos testiculos se encontre ligeiramente abaixo da temperatura corporal, entre 4 a 7 graus
centigrados a menos. Para este facto contribuem essencialmente os testiculos e o
escroto. Esta termorregulacdo é efectuada através da sudacdo testicular, bem como
através do musculo cremaster. Estes musculos sdo uma espécie de bainhas musculares
que permitem a aproximacdo dos testiculos a entrada inguinal (Quittet, 1980; S&, 1990).
Do mesmo modo, quando a temperatura sobe quer por factores ambientais ou
patoldgicos, o escroto distende-se a0 maximo ficando os testiculos com maior
distanciamento da cavidade abdominal (Quittet, 1980; S&, 1990). Este fenémeno
permite a termorregulacéo, pois quando a temperatura exterior é elevada os testiculos
sdo colocados fora do corpo, aumentando a superficie de troca de calor e de irradiacéo,
permitindo com que haja um abaixamento da temperatural corporal interna (Quittet,
1980; S4a, 1990). No entanto, se a temperatura testicular atingir a do restante corpo, por
apenas algumas horas, o animal torna-se esteril cerca de 14 dias depois (Baril et al.,

1993).



Na pele escrotal existem ainda glandulas sudoriparas e receptores de temperatura
que permitem o arrefecimento dos testiculos por evaporagdo. A termorregulacao
também ¢é efectuada em fungdo da temperatura ambiente por aproximacdo ou
afastamento dos testiculos da cavidade abdominal, devido a contragdo ou relaxamento
dos musculos dartos, respectivamente. A proximidade dos testiculos é proporcionada
em simultaneo pelo masculo cremaster externo.

A existéncia de um sistema de vasos ao longo dos testiculos — plexo pampiniforme -
permite também arrefecer o sangue arterial que chega a estes por um mecanismo de
contracorrente. Para além, dos métodos de arrefecimento é importante o isolamento dos
mesmos, que também, pode ser feito pelos pélos que envolvem os testiculos

Cada um dos testiculos é revestido por tecido conjuntivo que forma uma espécie
de cépsula, composta por fibras colagéneas e elésticas de cor esbranquicada rodeada por
artérias e veias testiculares — tunica albuginea. Depois, desta tunica, encontra-se 0
parénquima testicular que apresenta uma cor amarelada e estd dividido em varios
I6bulos (Sousa, 2000). A visualizagdo destes lébulos € possivel através da seccdo de
cada um dos testiculos. Cada lébulo é composto por vérios tdbulos seminiferos, onde
ocorre a espermatogénese, e por tecido intersticial constituido por vasos sanguineos,
nervos e células de Leyding que segregam a testosterona sob o controlo da LH
hipofisaria (Baril et al., 1993). Os tubulos seminiferos ocupam aproximadamente 80 a
90 % do parénquima testicular nos ruminantes, tém entre 1500 a 7000 m de
comprimento total e cerca de 0,2 mm de didametro de limen que acumula e transporta o
esperma até a rede testicular — rete testis (Baril et al., 1993; Sousa, 2000).

Como foi referido anteriormente, os tubos seminiferos sdo compostos por células
espermatogénicas, ou seja por células germinativas que originam o esperma, e por

células de Sertoli, que garantem o suporte e a alimentacdo das primeiras, tal como a



libertagcdo dos espermatozoides maduros no limen do tubo seminifero, desempenhado
ainda fungdo enddcrina através da producdo de FSH, Inibina e a proteina de ligagdo aos

androgénios (Baril et al., 1993; Sousa, 2000).

2.1.1.1. Epididimo

O epididimo é um o6rgao formado por um so6 tubo alongado e completamente ligado
ao testiculo. E no epididimo que a rete testis desemboca e ocorre o transporte e
armazenamento dos espermatozoOides até a ejaculacdo, isto porque este Orgdo se
subdivide em trés zonas sucessivas e distintas: cabeca, corpo e cauda (Baril et al.,
1993). A cabeca do epididimo encontra-se na zona proximal do testiculo onde
desembocam os ductos eferentes, o corpo do epididimo compreende a zona entre a
cabeca e a zona distal do testiculo, onde se insere a cauda que liberta o seu fluido para
ducto deferente. O contorno da cauda pode ser identificado através da palpacdo da pele
do escroto (Evans e Maxmell, 1987; Meijer e Vlissingen,1993).

Os canais anteriormente referidos sdo de extrema importancia para desempenho
reprodutivo do animal, pois é nestes que ocorre a maturacdo, transporte e
armazenamento dos espermatozoides. O transporte € efectuado através dos canais
eferentes a medida que os espermatozdides se vao produzindo nos testiculos (Evans e
Maxwell, 1987). O transporte ao longo do epididimo pode demorar entre 10 a 14 dias,
consoante a actividade do epitélio ciliado dos ductos eferentes, das contracgdes
musculares e da frequéncia de ejaculacdo (Setchell, 1993; Garner e Hafez, 1993). E
durante o transporte que 0s espermatozoides sofrem a maturagdo e ganham capacidade
de mobilidade progressiva e de fertilizacdo do odcito (Garner e Hafez, 1993). O
armazenamento é efectuado na cauda do epididimo, onde se encontra cerca de 75% dos

espermatozéides epididimais (Evans e Maxwell, 1987; Ashdow e Hafez, 1993).



Segundo Amann (1987), os espermatozéides da cauda sdo mais férteis do que os do
corpo do epididimo, o que leva a pensar que na cauda adquirem uma maior capacidade
fertilizante.

Os vasos deferentes sdo um par de canais desde a extremidade distal da cauda do
epididimo. Depois de sair da cauda do epididimo segue até a zona proximal do testiculo,
onde se insere o corddo espermatico. No inicio, o vaso deferente, € suportado por dobras
do peritoneu, que passa ao longo do corddo espermatico, através do canal inguinal para
a regido pelvica, onde se funde com a uretra (O’Donnell et al., 2001). A extremidade do
ducto deferente apresenta uma zona mais ampla que se designa por ampola, a qual no
bode tem cerca de 6 a 7 cm de comprimento e 4 a 5 mm de didmetro (O’Donnell et al.,
2001).

A ampola tem uma camada espessa de musculos nas suas paredes que segregam 0s
constituintes do plasma seminal, servindo de depésito para armazenamento dos
espermatozdides antes e nos intervalos das ejaculaces (Sousa, 2000).

A uretra € um canal que se prolonga a partir da juncdo das ampolas até a
extremidade do pénis, servindo de ducto excretor para a urina e sémen. Este canal
possui duas porcOes: intra-abdominal e extra-abdominal. A porcdo intra-abdominal é
caracterizada por uma acentuada curva sigmoide, designada por S peniano, uma vez que
é accionada pelo musculo peniano. E a distensdo desta curva que, no momento da
copula, permite 0 aumento de tamanho do pénis, pelo consequente aumento da zona

extra-abdominal, e a respectiva introdugéo no aparelho genital feminino.



2.1.2. Glandulas Anexas

As glandulas anexas encontram-se ao longo da porgéo pélvica da uretra, com ductos
que permitem expulsar as suas excrecBes para o exterior através da uretra. Elas
compreendem as glandulas vesiculares, da prostata e bulbouretrais. Estas glandulas séo
responsaveis pela producédo de fluido seminal, que alimenta, serve de tampdo e fornece
outras substancias necessarias a motilidade e fertilidade dos espermatozdides (Leite-
Browning, 2009).

As glandulas vesiculares, também designadas por vesiculas seminais, sdo um par de
glandulas lobulares que facilmente se identificam devido a sua aparéncia nodular
(O’Donnell et al., 2001). A aparéncia de “cacho de uva” destas glandulas permite
acumular o esperma, sendo este o resultado da mistura dos espermatozéides com o
liquido excretado pela prostata (Sa, 1990). As glandulas vesiculares do bode apresentam
entre 2,5 a 4 cm de comprimento, 2 a 2,5 cm de largura e 1 a 1,5 cm de espessura
(Leite-Browning, 2009).

A proéstata € uma glandula Unica localizada em torno e ao longo da uretra e que
elimina as suas secrecOes através de varios ductos existentes na uretra, contribuindo
para 0 volume de sémen em todas as espécies (Sousa, 2000; Leite-Browning, 2009)
Apesar de pouco abundante a secrecdo da prostata € rica em aminoacidos e enzimas que
contribuem para aumentar a mobilidade dos espermatozdides (Sousa, 2000). As
secrecBes da prostata, também, séo ricas em ides inorganicos com sodio, cloro, calcio e
magnésio (Leite-Browning, 2009). Esta glandula é composta por duas partes, a pars
disseminata, composta por elementos glandulares ao longo da uretra, e o0 corpo situado
atras da entrada do ducto deferente. Os pequenos ruminantes apenas apresentam a pars
disseminata, sendo a glandula bilobulada e situada na zona dorsal da uretra. Nestes

animais, a prostata mede entre 3,5 a 4 cm de comprimento e 1 a 1,5 cm de largura.



As glandulas bulbouretrais ou de Cowper sdo em nimero de duas e encontram-se na
uretra junto a saida da pélvis (Leite-Browning, 2009). Estas glandulas sdo pequenas,
esféricas, compactas e envolvidas pelo musculo uretral (Sousa, 2000). Na zona proximal
0 musculo é esponjoso, pelo que ndo pode ser visualizado por via rectal. Cada glandula
tem um ducto que desemboca na parede dorsal da uretra. Nos pequenos ruminantes as

glandulas de Cowper medem 1cm de diametro, sendo no bode apenas tubular.

2.1.3. Pénis

O pénis € o oOrgdo copulador do macho, ou seja, permite com que oS
espermatozdides sejam depositados no interior do aparelho genital feminino. E
constituido pela uretra, pelo corpo espongiforme que envolve a uretra e pelo corpo
cavernoso (Ashdow e Hafez, 1993). Nos caprinos, como nos bovinos o tecido cavernoso
apesar de existente € muito pouco desenvolvido, sendo 0 aumento de volume do pénis
proporcionado pela distensao do “S” peniano.

O pénis do bode é revestido por tecido fibroso com veias pouco desenvolvidas que
Ihe conferem rigidez, inclusive na fase quiescente (Sousa, 2000). Apresenta um
prolongamento vermiforme que lhe permite distribuir de forma mais homogénea e
eficaz 0 sémen no tracto genital feminino. Também € enervado por fibras sensoriais,
particularmente na glande onde se encontra o apéndice vermiforme com 3 a 4 cm de
comprimento (Ribeiro, 1997). Este apéndice, também designado por filiforme e é a
continuagéo da uretra

A extremidade do pénis encontra-se alojada numa invaginacdo de pele designada
por prepacio. O prepucio tem como fungdo recobrir e proteger a glande do pénis.
Também tem glandulas tubulares que segregam uma substancia gorda, que facilita a

penetracdo do pénis no tracto reprodutor feminino aquando da copula (Sousa, 2000).



2.2. Sémen e Caracteristicas Seminais

O sémen é constituido pelo plasma seminal e pelos espermatozoides, variando a

sua composi¢do consoante as espécies.

2.2.1. Plasma Seminal

O plasma seminal constitui a parte liquida do sémen produzido nos testiculos, o
qual é segregado pelas glandulas vesiculares, epididimo, ductos deferentes, préstata e
glandulas bulbo-uretrais. Este fluido é isotonico e neutro, rico em numerosas
substancias organicas e inorganicas, como a fructose, acido ascérbico, inositol, sédio,
potéssio, célcio, fosfolipidos, prostaglandinas e proteinas que servem para proteger e
nutrir os espermatozoides (Maia, 2010). Para além destes compostos o plasma seminal é
constituido por 75% de &gua. A fructose é o aglUcar mais facilmente metabolizavel e
proporciona a maior fonte de energia que o0s espermatozoides recebem. Outros
compostos facilitam a penetracdo dos espermatozéides nas vias genitais, tais como
sorbitol, inositol, acido citrico, gliceril-fosforilcolina, fosfolipidos, prostaglandinas em
elevada concentracdo (>40u/ml) (Guerreiro, 2002).

O plasma seminal tem essencialmente trés funcfes, tais como transportar 0s
espermatozéides através do aparelho reprodutor, durante a ejaculagdo. Também
funciona como activador dos espermatozoéides, previamente imoveis e proporciona um
meio tamponizado e rico em nutrientes, garantido a sobrevivéncia dos mesmos depois

de depositados no aparelho reprodutor da fémea.
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2.2.2. Espermatozoides

Designam-se por espermatozdides os gametas masculinos produzidos nos tubos
seminiferos dos testiculos. S&o células complexas e altamente especializadas que devem
manter a integridade de todas ou parte das suas funcgdes para serem fecundantes. No
bode, 0 espermatozoide tem aproximadamente 60 um de comprimento, sendo formado
por trés zonas distintas: cabeca, peca intermediéria e cauda (Fig. 1).

E na cabeca que se encontra a informagdo genética transmitida a descendéncia,
uma vez que € nesta zona do espermatozoide que estd contido o ADN, uma pequena
quantidade de citoplasma e o acrossoma. Este Gltimo forma uma espécie de vesicula,
que contém enzimas hidroliticas fundamentais para a penetracdo do espermatozoide na
zona peldcida (Vidigal, 2008). O tamanho da cabega do espermatozdide pode variar
entre 8 a 10 um de comprimento, 4 um de largura e 1 um de espessura (Guerreiro,

2002).

Figura 1 - Partes Constituintes do Espermatozéide

Adaptado: Baril et al., 1993
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A peca intermediaria ou colo é a zona intermédia do espermatozdide que
estabelece a ligagéo entre a cabeca e a cauda.

A cauda ou, também designado por, flagelo é a pe¢a do espermatozéide que lhe
confere a locomogao. E este factor que nos permitir visualizar a motilidade espermatica
na presenca de fluidos (Vidigal, 2008). A cauda pode ser subdividida em trés zonas, as
quais sao designadas por pecga proximal, principal e terminal. A peca proximal é a parte
mais grossa do flagelo que se encontra junto ao colo. Esta peca encontra-se rodeada por
mitocdndrias, que conferem energia necessaria a locomogdo do espermatozéide. A peca
principal é a estrutura mais comprida e que contém a maior parte dos elementos
propulsores da cauda, sendo revestida por uma bainha fibrosa. Por ultimo, a peca
terminal que é mais curta do que as restantes, mas ndo menos importante uma vez que
tem a fungdo locomotora (Guerreiro, 2002; Maia, 2010).

Todas as caracteristicas estruturais do espermatozoide estdo focalizadas numa
Unica actividade funcional, ou seja, em assegurar a libertacdo do material genético

contido no nucleo para o ovocito, onde ocorre a fertilizagdo produzindo-se o zigoto.

2.3. Regulacdo Hormonal da Producéo de Semen

A puberdade nos bodes é atingida aos 6-7 meses de idade, contudo pode variar em
funcdo de diversos factores, tais como 0s niveis hormonais de testosterona e de
gonodotrofinas segregadas durante o periodo pré-puberdade; raca; nivel nutricional e
sobretudo pelas condi¢bes do meio ambiente. No entanto, alguns estudos demonstram
que o processo endocrino se inicia enquanto feto. Contudo, os niveis de testosterona
diminuem apds o nascimento, o que leva a crer que a testosterona fetal tem a ver com a

diferenciacéo sexual e com o crescimento dos 6rgdos sexuais no feto.
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A producdo de testosterona é controlada pelo cérebro, através do Complexo
Hipotalamo-Hipofise. Desta forma, o Hipotadlamo liberta GnRH a qual actua sobre o
I6bolo anterior da hipo6fise que por sua vez liberta duas hormonas para o sangue, que
levam a informacdao aos testiculos. S&o essas hormonas a Foliculo-Estimulina (FSH) e a
Luteinizante (LH). Com o inicio da puberdade ocorre um pronunciado aumento dos
niveis de testosterona, que estd relacionado com o padrdo de segregacdo da LH, que
estimula a segregacao directa de testosterona nas células de Leyding.

O inicio da puberdade é estabelecido por eventos que ocorrem ao nivel do sistema
nervoso central (SNC) e que contribuem para alterar o padrdo de segregacao
hipotaldmica de GnRH. Assim, o crescimento e a maturagéo testicular séo influenciados
por factores hormonais e possivelmente pelo sistema nervoso (Gonzélez, 2002).

A FSH estimula a producdo de receptores para gonodotrofinas no testiculo, e a
sua segregacdo € aumentada pelo crescimento testicular. Hormonas como a FSH, a
hormona de crescimento (GH) e prolactina (PRL) contribuem para induzir a resposta
testicular & accdo da LH. Estas hormonas aumentam no sangue durante o
desenvolvimento sexual. A medida que a puberdade vai sendo atingida os niveis de
testosterona aumentam de forma progressiva até a idade adulta.

De um modo geral, a puberdade é atingida por accdo de um mecanismo central
que activa a libertacdo de GnRH. Os centros hipotalamicos produtores de GnRH

proporcionam um estimulo primario para o inicio da maturagdo sexual.
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2.4. Espermatogénese

O inicio da producdo de espermatozoides representa apenas o final de um
processo complexo e com Vérias alteragdes. Estas tém inicio no periodo pré-natal,
quando as células germinativas primordiais migram da crista germinal e permanecem
nas gonadas algum tempo antes da diferenciacdo sexual. Os machos enquanto feto e
animais jovens tém os gondcitos contidos dentro de tubulos seminiferos. Estes
multiplicam-se depois do nascimento do animal e originam as espermatogénias. A
eficacia quantitativa da espermatogénese (Fig. 2) depende sobretudo da forma como as
divisdes ocorrem. As células originarias da Gltima divisdo das espermatogdnias sdo 0s
espermatdcitos primarios os quais por divisdo meidtica originam células filhas - os

espermatdcitos secundarios.

2.4.1. Espermatocitogénese

Como referido anteriormente, é a partir das espermatogonias (Fig. 2) que se
formam os espermatozoéides. Estas sdo células diploides com 60 cromossomas no bode.
As espermatogdnias consoante a sua morfologia e o seu estado de diferenciacdo podem
dividir-se em trés tipos: A, intermédio (In)e B (Sousa, 2000).

As espermatogdnias do tipo A por multiplicacdo mitotica originam duas células
filhas, sendo uma activa (Al) e outra de reserva (A0). As espermatogonias de reserva
permanecem latentes e servem para substituir outras, ou seja, em situacbes em que
ocorra danificacdo testicular por irradiacdo, toxicos, inflamacGes ou infecdes.
Contrariamente, as espermatogénias Al multiplicam-se por mitoses originando
espermatogonias do tipo A2, A3, A4, In e B. As diferentes populacdes de

espermatogonias permanecem ligadas por pontes intracelulares de 2 a 3 um de largura,
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separadas das células de Sertoli por espacos intracelulares de 0,2 um (Gonzélez, 2002;

Filho, 2006).
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Figura 2 - Esquema ilustrativo das etapas da Espermatogénese

Adaptado: http://embriologiaufpe.blogspot.pt/2010/09/espermatogenese-testiculo.html

As células do tipo B (2n) sofrem seis divisbes mitoticas sucessivas, originando
0s espermatdcitos primarios. Os espermatdcitos primarios, também designados por
auxacitos, sdo caracterizados por grandes células ovais, de nucleo visivel (Gonzaélez,
2002). Os espermatocitos primarios originam células tetraploides. Durante a profase, da

primeira meiose da espermatogénese, as celulas sofrem alteragdes nucleares, tais como,
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a troca de material genético entre cromatideos (crossing-over) e a disjuncdo dos
heterocromossomas X e Y (Sousa, 2000). Os espermatocitos primarios apos a meiose
dividem-se e originam os espermatécitos secundarios. Estes sdo caracterizados por
células diploides aos pares, as quais sofrem uma segunda meiose, ficando o0s
cromossomas em numero haploide. Na anafase os centrémeros dividem-se e 0s
cromatideos de cada par, depois de serem convertidos em cromossomas, separam-se,
passando para as diversas células filhas, designadas por espermatides (Baril et al.,

1993).

2.4.2. Espermiogenese

Define-se por espermiogénese o conjunto de alteragdes nucleares e
citoplasmaticas que ocorrem nas células espermétides e que, por sua vez, levam a
formacdo dos espermatozoéides. Esta etapa é fundamental, uma vez que é desta que
depende a qualidade dos espermatozoides.

O processo de espermiogénese € caracterizado por trés etapas principais. Na
primeira fase, inicia-se a formacdo da cabeca do espermatozoide, a qual tem origem a
partir do nacleo da espermatide. O acrossoma, existente na cabeca, contém grande
variedade de enzimas lisossomais, as quais sdo importantes na penetracdo da zona
pellcida do Gvulo, uma vez que este se forma a partir do aparelho de Golgi. De seguida
ocorrem alteragdes no nucleo do acrossoma, tais como o deslocamento do centro para a
periferia, condensacdo da cromatina e reducdo do volume nuclear. Estas alteracOes
coincidem com mudangas na cabeca do espermatozoéide. (Gonzalez, 2002). Por fim, um
dos centriolos migra da periferia para o centro do espermatozéide e o outro origina a
cauda. A cauda tem origem a partir de um vasto conjunto de alteragdes, que
compreendem, a formacdo do filamento axial, da peca intermédia, da peca principal e da
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bainha mitocondrial (Sousa, 2000; Gonzalez, 2002). O filamento axial € uma estrutura
similar aos cilios e flagelos, com um axonema de 9 tabulos pares periféricos e um par
de tdbulos centrais, todos formados por proteinas contrateis chamadas tubulina e
dineina, que séo similares a actina e miosina, unidas por pontes de nexina (Gonzalez,
2002).

A espermiogenese é finalizada com a libertacdo dos espermatozoéides imaturos
(espermatides) nos tabulos, como resultado da contracdo das células mioepetiliais dos
tibulos seminiferos. Esta etapa é designada por espermiagdo. Durante este processo
formam-se "corpos residuais” no citoplasma das células de Sertoli, como resultado da
actividade do complexo de Golgi e do reticulo endoplasmatico, sendo depois

fagocitados pelas préprias células de Sertoli (Gonzalez, 2002).

2.4.3. Ciclo Espermatogénico

O ciclo espermatogénico (Fig. 3), também designado por ciclo do epitélio
seminifero é o resultado de associagdes celulares da espermatogénese que aparecem ao
longo dos tubos seminiferos. Quando as associa¢fes celulares se repetem é estabelecido
um ciclo seminifero. Podem existir véarias associacdes celulares distintas dependendo da
espécie. Cada associagdo tem tipos distintos de células germinativas em varios estados,

determinados basicamente por diferencas morfoldgicas.

17



Testiculo em corte
\ ™ Canal deferente

Células
intersticiass

/
Testiculo

Espermatogonia
Espermatide

Espermatécito |
Espermatocito It
Espermatozdide

Tabulo semanifero

Corte atico de tubulo inifero

Figura 3 - Ciclo Espermatogenico.

Adaptado: http://embriologiaufpe.blogspot.pt/2010/09/espermatogenese-testiculo.html

A duracgdo de um ciclo seminifero é o tempo que decorre entre o aparecimento,

sucessivo, da mesma associacdo celular. H& uma relacdo entre a duragdo do ciclo

espermatogénico e a espermatogénese, isto ¢, a espermatogénese tem aproximadamente

quatro vezes a duracdo do ciclo espermatogénico, 0 que provoca associacdes

caracteristicas de células dentro de uma area de clonagem dos tubos seminiferos. Cada

espermatogonia substitui a célula mae e divide-se em intervalos de tempo caracteristicos

de cada espécie. Pressupde-se que esse intervalo no bode seja de 10 dias (Gonzalez,

2002).

O ciclo completo da espermatogénese, comecando na primeira divisdo

espermatogonial e terminando na libertacdo dos espermatozoides no limen do tubo

seminifero, tem a duracéo de 49 dias (Baril et al., 1993).
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2.5. Comportamento Sexual do Macho

O comportamento sexual é o conjunto de atitudes e iniciativas especificas que
desenvolvidas por dois elementos do sexo oposto induzem naturalmente a copula. Cada
uma das etapas que origina este, comportamento sexual, implica um estado
motivacional, comunicacdo entre parceiros e reacles fisioldgicas coordenadas estando
sujeito a factores genéticos, ambientais, nutricionais e hormonais (Vitaliano, 2011). No
comportamento sexual podem distinguir-se dois aspectos essenciais: 0 interesse na
aproximacdo a individuos do sexo oposto (libido) e a realiza¢do do acto sexual.

O comportamento sexual no macho compreende um conjunto complexo de
actividades que podem envolver uma reac¢do individual ou mudangas fisioldgicas, tais
como, a interaccdo entre dois ou mais individuos, cada um respondendo a actividade do
outro. De um modo generalizado e simplificado para que ocorra 0 comportamento é
necessario a existéncia de um estimulo (interno ou externo) que interaja com o sistema
nervoso (Vitaliano, 2011).

Nos caprinos, tal como nas outras espécies, o comportamento sexual é
proporcionado por factores intrinsecos e extrinsecos aos animais. Os factores intrinsecos
de maior énfase sdo 0s niveis de hormonas esteroides. Também é de salientar os
factores genéticos, uma vez que existem diferencas de libido entre racas e linhagens.

A primeira etapa caracteristica do comportamento reprodutivo € a procura e
identificacdo do parceiro, seguidas da corte, monta e por fim cépula (Fig. 4). Para que
estas caracteristicas sejam concretizadas € indispensadvel a capacidade sensorial,
nomeadamente do macho, permitindo-lhe assim uma avaliacdo do estado fisiologico da
fémea. Para que haja interagdo com o ambiente e entre 0s animais, estes socorrem-se

dos seus cinco sentidos (Sousa, 2000; Vitaliano, 2011)
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Figura 4 - Esquema do Comportamento Sexual nas Fases de Corte e Copula

Adaptado: Oliveira, 2009

Na procur e identificacdo da parceira por parte do macho é fundamental o olfacto,
sendo este o responsavel pelo desencadear do comportamento reprodutivo. Apds a
identificacdo da fémea em cio, que se caracteriza pelo inicio do cortejo, 0 macho
continua a testar a receptividade da fémea através de vérias tentativas de monta
(Vitaliano, 2011). As atitudes e actividades desenvolvidas pelo casal aquando do
comportamento reprodutivo resultam da resposta de certas substancias quimicas. Entre
estas substancias encontram-se as feromonas, fundamentais na comunicacdo entre
organismos da mesma espécie. A comunicacdo quimica estabelecida entre animais da
mesma espécie é semelhante ao sistema endocrino de um individuo. Os mensageiros
quimicos libertados pelos individuos actuam ao nivel de receptores especificos

desencadeando respostas comportamentais e/ou fisioldgicas. A diferenca existente entre
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feromonas e hormonas deve-se ao facto de estas ultimas serem libertadas no interior do
individuo influenciando deste modo o metabolismo do mesmo, enquanto que as
feromonas séo libertadas para o exterior influenciando outros individuos da mesma
espécie (Vitaliano, 2011). Desta forma, as feromonas permitem a comunicacdo pela
auséncia de sons e sinais visuais, mas sim pela existéncia de odores quimicos que séo
libertos no meio exterior, pela urina, fezes ou por via cutanea. As reac¢des que derivam
das feromonas sdo divididas em 30 grupos diferentes. As mais conhecidas sdo o
reconhecimento do parceiro sexual e parental, tal como, a marcacdo territorial e de
caminhos, existindo também reacGes de agregacao, dispersdo e organizacao hierarquica
dentro da comunidade e de alarme, que sdo libertas em situagéo de perigo (Vitaliano,
2011).

Segundo Kelliher (2007) nos mamiferos, os quimicos odoriferos que chegam a
cavidade nasal sdo detectados por receptores sensoriais localizados no epitélio olfactivo,
no sistema vomeronasal ou em ambos. Este 6rgdo encontra-se no interior da cavidade
nasal numa céapsula cartilaginosa, ligada por terminacdes nervosas ao hipotalamo
(Vitaliano, 2011). Depois de recebido o estimulo pelo 6rgéo, o impulso é conduzido aos
nervos vomeronasais seguindo para o cérebro, onde é activado o centro neuronal. E a
partir deste sinal que se desencadeiam sentimentos de prazer como o relacionamento
sexual, sendo a hipdfise estimulada e consequentemente as gonadas atraves de sinais
endocrinos (Vitaliano, 2011).

O 6rgdo vomeronasal apenas tem como funcao receber as feromonas e converter nas
respectivas emocdes e comportamentos, provocando respostas especificas de conduta e
desenvolvimento ou reproducdo no receptor (Vitaliano, 2011).

Nos caprinos, tal como na maioria das espécies, 0 comportamento sexual depende

essencialmente de dois factores; de factores internos, referidos anteriormente, como € o
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caso da taxa de hormonas esteroides e factores externos como a sazonalidade (Vitaliano,
2011).

O comportamento sexual do macho baseia-se essencialmente em dois factores: a
libido e a capacidade de servico. A libido é definida como o desejo que o macho tem de
montar e realizar a cOpula. Designa-se por capacidade de servico, a capacidade que o
macho apresenta ao montar e realizar a copula na fémea. Em primeiro lugar o
comportamento sexual de um macho adulto depende de secre¢cbes hormonais, e
seguidamente de eventos sociais. O desencadear do acto sexual resulta da interacgéo
destes dois factores, sendo o segundo factor o responsavel pelo desencadear do
primeiro. Factores externos como nutricdo ou clima, podem ainda interagir com 0s
factores endocrinos e sociais (Vitaliano, 2011).

Na época reprodutiva, a procura de parceira por parte do macho deve-se,
essencialmente, a existéncia de feromonas libertadas pelas fémeas, na altura de cio, e
pela motivacdo sexual e transmissdo de sinais acusticos e visuais.

Os comportamentos padrdo que induzem a copula séo a incitagdo sexual, fase de
cortejo, ereccdo, monta, introducdo do pénis, ejaculacdo, desmonta e fase refractaria.
Segundo Patifio (2002), o comportamento sexual do macho distingue-se em duas fases
principais: fase apetitiva (corte) e fase de consumacéo (copula).

Na corte, 0 macho aproxima-se da fémea lateralmente, adoptando uma postura com
a cabeca baixa e prolongada em continuidade com as costas e mantendo as orelhas
deitadas. De seguida, procede-se a identificacdo olfativa, onde o macho cheira e lambe a
regido anogenital da fémea. Na maioria dos casos o primeiro contacto directo entre 0s
individuos € o farejo ano-genital. Estes farejos sdo de curta duracdo e por vezes

repetidos entre comportamentos (Sousa, 2000).
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O acto de fungar permite ao macho inalar as feromonas libertadas pela fémea
através da urina, manifestando um reflexo olfactivo denominado por “Reflexo de
Flehmen”. Durante este reflexo (Fig. 4) o macho faz fortes inalagbes no ar com o
pescoco estendido, retrai o labio inferior e levanta o superior (Sousa, 2000; Vitaliano,
2011). Segundo O'Brien (1982), refere que este reflexo também pode ser desencadeado
quando o macho cheira a prdpria urina ou a urina de outros machos. Segundo Sousa
(2000), funcionalmente, o Flehmen parece estar relacionado com o transporte de
substancias volateis quimio-sensoriais da cavidade oral para o 6rgdo vomeronasal.

As aproximagdes ritualizadas do macho séo caracterizadas por varios movimentos a
volta da fémea acompanhados de pequenos toques com as patas dianteiras e com a
cabeca, principalmente nos quartos traseiros das fémeas, e pela vocalizagdo
exteriorizando e retraindo a lingua varias vezes seguidas (Sousa, 2000; Vitaliano, 2011).
Se 0 macho reconhece a falta de indicios de feromonas troca de fémea. O bode também
bate e raspa 0s cascos no chdo evidenciando a sua masculinidade. Todo este conjunto de
movimentos permite ao macho identificar se a fémea estd em cio, desencadeando a
reaccdo de encabritamento. Apds o cortejamento 0 macho alinha-se com a fémea,
seguindo-se o salto. O tempo de reaccdo, desde o primeiro contacto com a fémea ate a
copula, é muito curto (menos do que cinco minutos), podendo ocorrer durante esse
tempo falsos saltos por parte dos machos.

Caso 0 macho detecte que uma fémea se encontra na fase de proestro, faz varias
tentativas de monta, ficando o penis parcialmente erecto. No entanto, estas montas
geralmente ndo se realizam. Mas se a fémea se encontrar em cio a copula ocorre em
segundos, dependendo da receptividade da fémea e da eficacia e motivagdo do macho.
Alguns machos conseguem introduzir o pénis no primeiro salto, engquanto outros

necessitam de encontrar a posicéo ideal, sendo para isso necessario efectuarem varios
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saltos. A ejaculacdo, é caracterizada por uma contraccdo muscular intensa e pelo
levantar da cabeca, tendo uma duracdo de um segundo (Sousa, 2000). Apds a ejaculacao
0 macho desmonta de imediato, seguindo-se um periodo refractario ou de recuperacéo
pés-cépula no qual ndo manifesta motivacdo sexual (Sousa, 2000). A duracdo do
periodo refractario aumenta gradativamente ap0s sucessivas coberturas com a mesma

fémea (Vitaliano, 2011).

2.5.1. Factores que afectam o Comportamento Sexual dos Machos

O comportamento sexual do macho é influenciado pela experiéncia que cada
individuo possui, variando na mesma proporcdo a frequéncia e duracdo dos
comportamentos e a ejaculacdo. Estes critérios sdo utilizados para classificacdo e
selecdo de reprodutores. O comportamento sexual também é influenciado por factores
genéticos, fisiol6gicos e hormonais. Existem diferencas de libido entre racas, linhagens
e idades dos individuos. Os bodes das racas utilizadas para producdo de leite sdo mais
activos sexualmente do que os machos das racas de carne. No entanto, existe outro
factor que determina a libido do animal, sendo este o nivel de nutricdo a que é
submetido e as suas caracteristicas qualitativas.

O contacto prévio dos machos com as fémeas fornece-lhes pratica na execucdo da
copula e ajuda na desinibicdo de machos inexperientes. Segundo Stellflug e Lewis
(2007), a frequéncia e duracdo de cada comportamento depende de cada reprodutor e da
sua experiencia sexual prévia, servindo como critério de avaliacdo, classificagdo e
selecdo de reprodutores. A expressdo sexual do macho pode ainda ser influenciada por
factores fisioldgicos como a existéncia de problemas fisicos ou psiquicos, tais como
peeira, eczemas, problemas nas articulagfes e medo (Sousa, 2000). Os factores sociais
que mais desencadeiam apetite sexual no macho s&o a incorporacao de novas fémeas no
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efectivo e a presenca de outros machos na altura da cépula. A utilizacdo de estimulos
ndo especificos como choques eléctricos, alteracdo do local de recolha e troca de fémea
aumentam a frequéncia de ejaculacdo e diminuem o periodo refratario. A hierarquia
estabelecida no grupo pode influenciar a actividade sexual do macho quando varios
competem pela mesma fémea. Deste modo, o macho dominante efectua a maior parte
das copulas influenciando negativamente a actividade sexual dos restantes machos do
grupo: a obtencdo de um territorio, posicao social dominante, formacao de um parceiro,

por exemplo.

2.6. Sazonalidade

A maioria dos caprinos tem origem em paises temperados, 0 que se traduz numa
acentuada variacdo na sazonalidade reprodutiva. Segundo Delgadillo e Chemineau,
(1992), o decréscimo de horas de luz estimula a secrecdo de LH pela hipdfise, via
GnRH do hipotalamo, o que leva ao crescimento testicular e libertacdo de testosterona.
Deste modo, os caprinos sdo animais de dias curtos, ou seja, 0 seu periodo de actividade
sexual ocorre durante os dias de menor intensidade luminosa (8 horas de luz).
Contrariamente, os dias mais longos tém efeito inibitério sobre a actividade reprodutiva
dos caprinos (16 horas luz) (Dantas, 2009). Nas regides temperadas o fotoperiodo € um
factor decisivo, tendo grande influencia sobre as concentragcdes hormonais de LH, FSH,
testosterona e prolactina. A diminuicdo do fotoperiodo estimula a secrecdo de LH e
FSH pela hipofise, verificando-se consequentemente um aumento da actividade
testicular e da producéo testosterona. Quando os dias s@o longos ocorre uma diminuicéo

da secrecdo de gonodotrofinas e testoterona (Vitaliano, 2011).
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A percepcao da luz pela retina do olho desencadeia uma série de estimulos que
activam a adeno-hipofise e, consequentemente, a producdo e libertacdo de
gonodotrofinas. A luz é recebida por fotoreceptores que enviam uma série de
mensagens em cadeia a nivel neural até activar a glandula pineal, que converte o
estimulo neural em sinal hormonal. E este sinal hormonal que permite activar ou nio a
secrecdo de melatonina (Dantas, 2009). A gléandula pineal na auséncia de luz no meio
ambiente, produz a melatonina que, por sua vez, estimula o hipotadlamo, a hipofise e os
testiculos (ou os ovérios) ao retorno da actividade reprodutiva (Muniz, 2003). Existe
uma relacéo directamente proporcional entre a secrecdo de melatonina e a duragdo do
periodo nocturno, que podem ser indutivos ou supressivos. Sinais indutivos de
melatonina estimulam o ciclo hormonal reprodutivo, enquanto sinais supressivos inibem
(Karsch, 1984, Dantas, 2009).

A melatonina € uma hormona presente no organismo de todos os mamiferos,
sendo produzida e secretada durante a noite pela glandula pineal (Muniz, 2003; Dantas,
2009). A sintese da melatonina inicia-se a partir do triptofano, com a serotonina

acetilada a Nacetilserotonina, a qual € metilada, resultando na melatonina.

2.7. Recolha de Sémen em Caprinos

A qualidade com que é efectuada uma recolha de sémen é de extrema
importancia para o sucesso de um programa de inseminacao artificial. Uma boa recolha
de sémen engloba o processo de escolha e preparacdo dos animais com intervalos
adequados e dominio da técnica por parte do técnico.

Em caprinos, os métodos de recolha de sémen podem ser variados, tais como
excitacdo mecanica do pénis, colector vaginal, sendo contudo o método da

electoejaculacao e da vagina artificial o mais utilizado.
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2.7.1. Recolha por Electroejaculacéo

Existem diferentes tipos de estimuladores eléctricos. O de uso mais comum é de
uso rectal com um electrodo bipolar. Os estimuladores eléctricos apresentam uma
bateria com 10 a 15 volts. Segundo Evans e Maxwell (1987), quando o animal apresenta
0 recto seco é recomendado utilizar uma descarga de 15 volts. Recomenda-se que 0s
estimulos sejam aplicados a cada sete segundos com um aumento de 1 volt. A
ejaculagdo ocorre ap6s 4 a 7 estimulos (Muniz, 2003).

Este método apenas deve ser utilizado em machos reprodutores que ndo possam
ser treinados ou que se recusem saltar perante vagina artificial. No entanto, a aplicacéo
deste método faz com que aumente a quantidade de plasma seminal na recolha do
sémen. Durante a recolha, o bode pode estar de pé ou deitado de lado sobre uma mesa.
Antes da recolha deve-se proceder a limpeza da glande do pénis, e segurar na mesma
com uma gaze estéril para que o apéndice filiforme e a uretra fiquem dirigidos para o
interior do tubo de recolha e assim diminuir as percas de sémen. O volume do
ejaculado, pelo método de electroejaculacdo, é ligeiramente superior ao recolhido pelo
método de vagina artificial e com uma concentracdo espermatica mais baixa. (Muniz,
2003). A sonda rectal deve ser humedecida ou lubrificada com vaselina ou gel de
palpacdo rectal e introduzida no recto a uma profundidade de 15 a 20 cm, com cuidado
de modo a evitar lesGes, nomeadamente na mucosa intestinal (Guerreiro, 2002). O pénis
deve ser distendido de modo a endireitar a curva sigmoide e assim facilitar a sua
remoc¢do do prepucio. A glande do pénis deve ser, levemente, segurada para trds com
uma gaze estéril, de modo a que o apéndice filiforme e a uretra sejam dirigidos para
dentro do tubo de colheita antes da ejaculacdo, para diminuir a perda do sémen (Evans e
Maxwell, 1987; Muniz, 2003). A forma mais adequada é segurar no tubo com uma mao

e no pénis com a outra, para que seja possivel massajar o pénis para a frente entre os
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estimulos eléctricos (Evans e Maxwell, 1987). Apds a introducdo do electroejeculador,
no recto do animal, pressiona-se contra a pélvis, aplicando-se estimulos eléctricos curtos
com uma duracdo de 3-8 segundos e com intervalos entre descargas de 15 a 20
segundos (Evans e Maxwell, 1987; Guerreiro, 2002). Apo6s varios estimulos as
secrecBes das glandulas anexas fluem, seguindo-se o sémen. Quando se obtém
inicialmente uma grande quantidade de plasma seminal, este deve ser eliminado de
modo a garantir uma menor diluicdo do sémen. Ha uma variacao consideravel entre 0s
machos na quantidade de estimulo necesséria para produzir uma ejaculacéo satisfatéria
(Evans e Maxwell, 1987). No entanto, apesar das contrac¢Oes e desconforto muscular
provocado pelas descargas durante as recolhas é de salientar que ndo permanecem

lesdes no animal.

2.7.2. Recolha por Vagina Artificial

O método de recolha de sémen por vagina artificial € o mais utilizado em
caprinos, apesar de implicar o treino dos bodes para saltarem na cabra ou no manequim
e ejacularem dentro da vagina artificial.

A recolha por vagina artificial requer por parte do técnico vérias horas de
trabalho e deste modo alguma paciéncia. E preferivel comecar na época reprodutiva
(Verdo e Outono em ragas sazonais) e em animais jovens, assim que atingem a
puberdade. E importante que seja sempre a mesma pessoa a realizar o trabalho, desde do
treino dos animais até a futuras recolhas de sémen. Do mesmo modo, 0s animais devem
iniciar o treino no local onde futuramente serdo efectuadas as recolhas. Nos caprinos
recorre-se, por vezes, a caixas individuais que permitem a imobilizacdo da fémea e
consequentemente facilitam o método de recolha de sémen aquando do salto do macho
(Baril et al., 1993).
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Os manequins mecénicos podem tornar-se mais vantajosos do gque 0s vivos, na
medida em que proporcionam maior estabilidade aquando da recolha e previnem o
controlo de doencas entre os animais (Evans e Maxwell, 1987). Com manequins vivos €
necessario garantir que ndo ocorram movimentos laterais e para a frente, evitando
perdas de sémen.

E fundamental que no momento da recolha a fémea evidencie algum tipo de
comportamento caracteristico de manifestacdo de cio. As fémeas podem ser usadas
inteiras recorrendo ao cio natural ou induzido pela aplicagédo de tratamento hormonal.
Fémeas castradas podem ser igualmente utilizadas, recorrendo a aplicacéo de tratamento
hormonal para induzir o comportamento de cio. O comportamento de estro consegue-se
com 3, 2 ou apenas 1 injeccdo por semana de 100ug de benzoato de estradiol (Baril et
al., 1993).

A vagina artificial é uma imitacdo da vagina da fémea, apresentando as
condicBes necessarias a manutencdo da ereccdo e consequente ejaculacdo, ou seja
simulacdo das condi¢des térmicas e estimulacdo mecéanica (pressao) da vagina natural
(Muniz, 2003; Maia, 2010). As vaginas artificiais sdo semelhantes variando apenas no
comprimento e didmetro em funcdo da espécie alvo. A vagina de caprinos deve
compreender as seguintes medidas 15cm x 5.5cm. Devem ser feitas de borracha forte,
plastico ou outro material sintético, com boas propriedades de isolamento e

revestimento interior (Evans e Maxwell, 1987).

2.7.2.1. Preparacao da Vagina Artificial

Antes de se iniciar o processo de recolha o técnico deve verificar se 0 material
foi devidamente limpo na Gltima utilizacdo. A vagina deve ser totalmente desmontada

para que se possa desinfectar cada uma das pecas da mesma separadamente. Este
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processo deve ser efectuado depois de cada utilizacdo, lavando e enxaguando com agua
destilada.

E fundamental que a vagina artificial se encontre devidamente montada para
garantir a pressao e temperatura adequadas. Na montagem da vagina artificial, a manga
de borracha deve ser sempre maior que o tubo cilindrico rijo, de modo a garantir que
quando colocada no interior deste seja dobravel para o exterior do mesmo tubo,
permitindo assim formar um depdsito estanque para a agua, depois de devidamente
apertado por elasticos em ambas as extremidades do cilindro.

O técnico antes de efectuar a recolha de semen deve desinfectar a vagina
artificial enxaguando, todo o revestimento da mesma, com alcool a 70% em &gua
destilada e deixar secar. A vagina entre cada recolha deve estar limpa, seca e
esterilizada. De seguida, o revestimento € cheio até meio com &gua a 48-50°C por uma
torneira montada na parte lateral, com o auxilio de um funil ou de uma seringa (a agua
quente ajudard o excesso de alcool a evaporar). No entanto, deve-se ter cuidado para
que a agua ndo entre na manga de borracha, o que poderia causar a morte dos
espermatozéides. O ar insuflado para o interior da vagina deve ser numa quantidade que
permita a facil penetracdo do pénis. Depois de verificada a temperatura e a pressdo
encaixa-se no lado maior da vagina o tubo de borracha acoplado ao tubo graduado e
coloca-se dentro de uma capa isoladora, de modo a evitar oscilagfes de temperatura e
consequentes choque térmicos (Guerreiro, 2002). A pressédo ideal requerida por cada
macho apenas se pode saber por experiéncia (Evans e Maxwell, 1987). Por fim,
lubrifica-se a outra extremidade da vagina com gel estéril ou vaselina, de modo a
facilitar a penetracéo.

A temperatura da vagina artificial um pouco antes da recolha de semen deve

estar a 42-45°C e pode ser confirmada pela introducdo de um termometro estéril. Se a
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vagina estiver muito fria deve ser adicionada dgua mais quente do que a inicialmente
utilizada. Para evitar o choque térmico dos espermatozéides os tubos de recolha devem
estar aquecidos a 30-37°C. Nos climas mais frios, onde é dificil manter a temperatura da
vagina artificial nos 42-45°C, pode-se manté-la por um curto espaco de tempo dentro de

uma incubadora a 37°C, antes de enché-la de &gua (Evans e Maxwell, 1987)

2.7.2.2. Técnica de recolha com Vagina Artificial

A fémea na altura da recolha de sémen nao deve apresentar pélo comprido nem
sujidade na parte traseira. A recolha de sémen é feita com o técnico agachado no lado
direito da fémea, com a vagina artificial na sua méo direita junto ao flanco da fémea. A
vagina artificial na méo do técnico deve tomar uma posicao de 45°, dirigida para o pénis
do macho e ligeiramente inclinada para baixo (Evans e Maxwell, 1987; Sousa, 2000). O
tubo de recolha deve ser mantido parcialmente quente pela méo que o segura (Evans e
Maxwell, 1987).

O técnico deve estar atento, pois geralmente apo6s a entrada do macho na sala de
recolha inicia-se um comportamento de c6rte seguido quase de imediato por um salto
repentino (Evans e Maxwell, 1987). Aquando do salto o técnico deve desviar o pénis
com a méao esquerda para o interior da vagina artificial. Imediatamente apos a recolha o
tubo deve ser identificado e colocado em banho-maria a 30-33°C, evitando-se assim 0s
choques térmicos e as contaminacdes.

Deve ser dada especial atencdo aos habitos individuais de cada macho, de modo
a corrigi-los e prepara-lo para recolhas com vagina artificial. Assim, consegue-se
diminuir o nimero de saltos em falso e reduzir a frustragdo dos animais e do técnico. O
técnico também deve ter reflexos rapidos para ndo perder a ejaculagdo aquando da

montagem répida dos bodes.
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Ocasionalmente, pode observar-se nalguns bodes a ejaculagéo retardada. Neste
caso, 0 sémen ndo é expelido a partir do tracto genital durante o primeiro impulso, mas
apenas depois de o animal desmontar (Evans e Maxwell, 1987). Esta perturbacdo a nivel
do mecanismo ejaculatério pode ser causada pela flexdo do pénis durante a recolha ou
preparacdo incorrecta da vagina artificial. Machos muito excitaveis ou que foram
retirados e estimulados por muito tempo antes de montar podem levar a uma ejaculagéo
precoce.

A frequéncia com que o sémen pode ser colectado depende da idade, condicéo e
temperamento do animal. Os bodes podem ejacular 10 a 15 vezes ou mais num dia.
Quanto maior o numero de ejaculados, menor o volume e a concentracdo do sémen e,
consequentemente, o numero de espermatozdides por ejaculado. No entanto, um
programa de recolhas com 3 a 5 colheitas diarias durante 4 a 5 dias, separadas por 2 a 3
dias de repouso ndo devem causar uma redugédo acentuada na qualidade ou quantidade
de sémen (Evans e Maxwell, 1987). Nos bodes, é normal efectuar-se 2 a 3 recolhas
diarias em dias alternados. No entanto, € indispensavel que o intervalo entre recolhas
seja de meia a uma hora para obtencdo de um bom ejaculado, tanto em volume como

em concentracdo (Evans e Maxwell, 1987).

2.7.3. Seleccé@o dos Machos Dadores de Sémen

Na escolha dos machos dadores devem ser examinados os 6rgaos reprodutores,
nomeadamente o tamanho e a forma dos testiculos. A palpacdo pode ser feita no
escroto. Os testiculos devem ser firmes e elasticos, sem lesdes ou deformacdes, e
mover-se livremente no saco escrotal. As caudas do epididimo devem ser facilmente
palpaveis e com igual forma e tamanho. Se o epididimo inchar ou endurecer nalguma
zona devido a lesdo ou doenca pode suspeitar-se de epididimite (Maia, 2010). Também
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se deve ter em atencdo a integridade do ducto deferente, que deve ser duro e facilmente
palpavel. Por fim, deve ser analisado o prepucio, o pénis e, particularmente, o processo
uretral devem ser analisados no aparecimento de anomalias (Evans e Maxwell, 1987). O
processo uretral pode ser danificado aquando da tosquia (Evans e Maxwell, 1987).
Animais que tém defeitos como criptorquidia (testiculos que ndo desceram da cavidade
abdominal para o escroto), hipoplasia testicular (testiculos subdesenvolvidos),
spermiostasis (bloqueio dos canais do epididimo) ou varicocelo (dilatacdo veia
espermatica) devem ser excluidos do programa de inseminagdo. Por vezes na selec¢do
do macho é negligenciada a sua capacidade de salto e vigor sexual. Estes aspectos
podem ser observados aquando da exposicdo do macho perante a fémea em cio. A
dificuldade em efectuar o salto pode dever-se a traumas fisicos como artrite, pieira ou
lesBes no pénis. Também é influenciada pelo temperamento e conduta sexual do macho.
Em dltima andlise, é fundamental que o macho seleccionado produza sémen de boa

qualidade e quantidade.

2.7.4. Preparacdo dos Machos Dadores de Sémen

Os machos podem manifestar esterilidade transitéria devido a véarias condicdes
de stress, como por exemplo a temperatura ou humidade elevadas, a mudanca de
ambiente, de dieta entre outros factores. Deste modo, tratamentos para combater o stress
devem ser efectuados com antecedéncia de, pelo menos, 6 a 8 semanas antes do
programa de recolha (Maia, 2010). Deve observar-se se alguns procedimentos de rotina
sdo factores de stress para o animal, como por exemplo o corte de cascos. Também o
transporte dos animais é um factor causador de stress, pelo que deve ser efectuado com

alguma antecedéncia, para que seja possivel a adaptacdo a um novo ambiente e dieta.
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Tem sido demonstrado que a administracdo de concentrados com valores de
proteina altos pode aumentar a producao de espermatozoides (Evans e Maxwell, 1987).
Desta forma, a nutri¢cdo dos bodes deve ser melhorada 6-8 semanas antes da recolha de
sémen. Neste contexto, podera ser necessaria a separacdo dos animais para a
alimentacdo, o que lhe permitir4 tomar conhecimento com um novo espago. Um dos
suplementos alimentares utilizados nestas situacfes € o grdo de tremog¢o numa
quantidade de 500 a 750 g/animal/dia. Se o animal tiver a necessidade de se manter por
um periodo mais longo com uma alimentacdo diferenciada é aconselhavel seguir
recomendac0es dietéticas.

Um dos factores mais importantes no controlo da qualidade e quantidade de
sémen é a época em que se efectua a recolha. O sémen é de melhor qualidade quando
recolhido na época reprodutiva. Este factor é particularmente importante nas racas
sazonais. Deste modo, as recolhas de sémen devem ser planeadas de forma a
coincidirem com a época reprodutiva. No caso de o sémen ser necessario fora da época

reprodutiva deve ser armazenado congelado até a sua utilizacao.

2.7.5. Treino dos Machos Dadores de Sémen

O método de recolha de sémen mais adequado € a vagina artificial. Este método
de recolha exige que os animais dadores sejam treinados com 2 a 3 semanas antes de
iniciarem os programas de recolhas de sémen. Durante o periodo de treino o técnico
consegue determinar a qualidade do sémen, o que Ihe permite recorrer a bodes com
maior valorizagdo seminal antes de dar inicio ao programa de recolha propriamente dito.
Os machos depois de treinados para as recolhas de sémen podem ser utilizados em
recolhas mais espagadas no tempo, uma vez que reaprendem facilmente a ejacular na
vagina artificial (Evans e Maxwell, 1987).
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O treino consiste em desenvolver um efeito de reflexo condicionado no macho,
para que salte aquando da presenca da fémea e do técnico num ambiente confinado. Ao
mesmo tempo o técnico toma conhecimento individual do temperamento e
comportamento de cada um dos machos. Para que ocorra estimulagdo sexual por parte
do macho é fundamental estabelecer-se um contacto visual e o olfactivo com a fémea,
tal como a observacgéo de outros machos a saltarem.

O treino dos bodes dadores de sémen deve seguir 4 passos basicos. O primeiro
passo para dar inicio ao treino do animal para recolhas de sémen por vagina artificial
deve consistir na mobilizacdo do macho para o local onde habitualmente seréo feitas as
recolhas, por um periodo de 5 a 10 dias, de modo a que o animal tome conhecimento do
ambiente. O passo seguinte € a introdugdo de fémeas em cio para estimular o salto do
macho. Depois 0 macho deve ser acostumado a saltar com a fémea presa a uma manga
de recolha ou a um local destinado a mesma finalidade. Este passo deve sempre ser feito
na presenca do técnico. Se o macho € deixado sozinho com a fémea e ndo demonstra
nenhum interesse, deve ser retirado e reintroduzido novamente por curtos periodos de
tempo. Cada vez que o macho é colocado em contacto com a fémea recebe um novo
estimulo. Por fim, os machos que tém por habito saltar e cobrir a fémea devem ser
acostumados de imediato a ejacular no interior da vagina artificial.

O tempo necessario para treinar um bode dador de sémen depende do técnico,
bem como da experiencia sexual e temperamento dos animais. O manuseamento e
familiaridade a que os animais estdo acostumados com o0s humanos &€ um factor
importante. Exploragdes que tém os animais alojados em infraestruturas sdo mais faceis
de treinar uma vez que estdo familiarizados com o ambiente local. Normalmente, o0s
animais mais jovens sdo mais timidos do que os mais velhos, e os bodes tendem a ser

mais sensiveis a saltar na presenc¢a de humanos.
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O técnico deve ser uma pessoa paciente e gentil porque os animais em formagéo
sdo particularmente sensiveis a distraccdo ou a sustos provocados por técnicos
Impacientes e a presenca de outros animais como cées e estranhos. Um susto durante o
periodo de treino pode ter efeito inibitério prolongado no desempenho do animal. Os
técnicos devem observar as caracteristicas comportamentais de cada macho, de modo a
garantir que os animais mantém uma producdo de sémen de qualidade e quantidade

adequadas ap0s a recolha com vagina artificial.

2.8. Avaliacdo do Sémen

Apds a recolha de sémen, a quantidade e qualidade de cada ejaculado deve ser
cuidadosamente avaliada. O manuseio do sémen deve ser feito cuidadosamente para que
a viabilidade dos espermatozoides ndo seja afectada.

Existem varios factores que afectam a viabilidade dos espermatozéides apos a
recolna do sémen. Deve garantir-se que o sémen ndo € exposto a condi¢bes
desfavoraveis durante ou apés a recolha (Evans e Maxwell, 1987). E que ap0s a ultima
recolha todo material foi devidamente limpo, esterilizado, seco e quente a 30°C,
especialmente nos dias frios. Uma zona limpa pode ser transformada numa laboratério
de campo para que se proceda a manipulacdo e exame rapido do sémen. Esta area deve
conter uma mesa ou bancada e espago suficiente para o equipamento, tal como
microscopico, banho-maria, entre outras coisas.

Ap0s a recolha, o sémen deve ser colocado em banho-maria a 37°C. Do mesmo
modo, o material utilizado no processo de avaliacdo deve estar aquecido a 37°C. Para
isso, deve ser colocado sobre uma placa aquecedora ou numa estufa, diminuindo assim

as variagdes térmicas dos espermatozoides (Muniz, 2003).
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Os ejaculados dos bodes variam em quantidade e qualidade. A quantidade de
espermatozdides por ejaculado depende da concentracdo e volume de sémen. Os
pardmetros para avaliar a qualidade do sémen sdo a motilidade e a morfologia dos
espermatozdides. Estas caracteristicas, bem como a cor e o cheiro do sémen devem ser

analisados logo apos a recolha.

2.8.1. Avaliacdo Macroscopica

2.8.1.1. Cor, Cheiro e Aspecto do Sémen

A cor do sémen é o primeiro pardmetro a ser avaliado. A avaliagdo deve ser feita
por observacdo directa no tubo de recolha imediatamente a seguir a recolha de sémen
(Fig. 5). A cor normal do sémen de bode € branco-acinzentado a amarelado, variando
entre ejaculados do mesmo macho entre prata e branco (Maia, 2010). Se 0 sémen
apresentar uma tonalidade rosada podera indicar presenca de sangue, que pode ser
devido a lesbes do pénis durante a recolha (Muniz, 2003). As tonalidades cinza e
castanho sdo indicativas de contaminacdo ou alguma infeccdo no tracto reprodutivo
(Maia, 2010). Também podem ocorrer casos em que se observe a presenca de urina
através do odor. Esta possibilidade é evidente ap6s recolhas de sémen por
electroejaculacdo (Evans e Maxwell, 1987). Se existir urina no sémen este apresenta-se
mais diluido e consequentemente com uma coloragdo menos intensa (Guerreiro, 2002).
No que concerne ao aspecto deve variar de leitoso a cremoso (Quadro 1), eliminando-se
sempre 0 sémen aquoso ou turvo, dado que é indicativo de uma pequena concentragdo

espermatica (Muniz, 2003).
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Quadro 1 - Concentracdo Sémen Avaliado pela Consisténcia

N° spz (x10°)/m

Escala / Pontuagédo Consisténcia Média Desvio da Média
5 Densa e Cremosa 5.0 4.5-6.0
4 Cremosa 4.0 3.5-4.5
3 Pouco Cremosa 3.0 2.5-3.5
2 Leitoso 2.0 1.0-2.5
1 Turvo 0.7 0.3-1.0
0 Agquoso Insignificante

Fonte: Baril et al. (1993)

2.8.1.2. Volume do Ejaculado

A medic¢do do volume de sémen pode ser efectuada por leitura directa nos tubos
de recolha graduados (Fig. 5), ou de forma mais precisa com uma pipeta calibrada
(Evans e Maxwell, 1987; Baril et al., 1993). A leitura é feita excluindo a parte
espumosa que se forma na parte superior do tubo ap6s a colheita (Baril et al., 1993).
Quando a recolha de sémen é efectuada por vagina artificial o volume médio dos
ejaculados varia entre 1 a 1,5 ml dependendo da raca, idade, condi¢cdo do animal,
frequéncia com que sdo efectuadas as recolhas e da habilidade do técnico (Evans e
Maxwell, 1987; Baril et al., 1993). No entanto, segundo Traldi (1994) o normal de um
ejaculado de bode varia entre 0,5 a 2 ml de sémen, sendo caracterizado por uma

concentracdo espermatica de 1 a 5 biliGes de espermatozoides, com aspecto cremoso e

38



uma coloragdo branco-marmoérea. Animais mais jovens ou em mau estado,
nomeadamente sanitario, produzem volumes de ejaculado mais pequenos (Guerreiro,
2002). O volume do ejaculado diminui gradualmente com o numero de recolhas
sucessivas. No caso de a recolha de sémen ser efectuada por electroejaculacdo, o
volume de sémen depende da habilidade do técnico, bem como da capacidade de

resposta do macho.

Figura 5 - Avaliacao das Caracteristicas Seminais por Observagao Directa

Adaptado: Foto do autor
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2.8.2. Avaliacao Microscopica

2.8.2.1. Mobilidade

A avaliacdo do movimento de ondas é o teste mais simples que se efectua para
observar a motilidade do sémen fresco. A avaliagdo da motilidade pode ser efectuada de
duas formas distintas, pelas caracteristicas de movimento de onda do sémen ou pela
percentagem de espermatozoides progressivamente moveis na amostra. A avaliacdo da
percentagem de espermatozdides progressivamente moveis deve ser feita quando o

sémen é diluido, ou apds congelamento e descongelamento (Maia, 2010).

2.8.2.1.1. Caracteristicas dos Movimentos das Ondas

Quando observado ao microscopico o sémen do bode exibe movimentos
ondulatérios, que permitem determinar a mobilidade massal (Evans e Maxwell, 1987;
Sousa, 2000). A observacdo dos movimentos de onda deve ser imediata, uma vez que
decrescem rapidamente com o passar do tempo. Em alguns casos, decresce entre 15 a 20
segundos (Guerreiro, 2002). Técnicos experientes e com boa capacidade de visualizacao
conseguem observar no tubo de recolha a olho nu os movimentos de onda, no entanto é
indispensavel a sua observacao precisa ao microscopio. Para observacdo microscopica
coloca-se uma gota de semen puro numa lamina limpa e aquecida a 37°C sem lamela, a
uma ampliacdo baixa (40x ou 100x). Para garantir a temperatura da lamina aquando da
observacao recomenda-se utilizar a platina aquecedora.

Se 0 movimento de ondas ndo for observada, é efectuada uma estimativa da
motilidade dos espermatozoides sobre a energia dos movimentos de onda ou da sua
actividade em geral. Esta técnica é suficiente para determinar quais os ejaculados com

maior nimero de espermatozoides mortos e baixa mobilidade, mas no entanto nao
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permite determinar a percentagem de espermatozoides moveis e motilidade individuais

(Guerreiro, 2002) A avaliacdo geralmente é efectuada por um sistema de pontuagdo

numa escala de 0-5 (Quadro 2). Embora este método de avaliagdo seja subjectivo, com a

prética torna-se mais precisa a pontuacao atribuida a motilidade espermatica.

Apenas devem ser utilizadas para inseminagdo artificial as amostras que

obtiverem uma pontuacdo de 4 ou 5, de modo a ndo comprometer o0 sucesso da

inseminacéo (Sousa, 2000).

Quadro 2 - Determinacdo da Motilidade Massal

Escala / Pontuacao

Descrigdo dos Movimentos de Onda

Ondas muito rapidas e densas que se juntam formando

S um redemoinho (dificil determinar ondas isoladas).
90% ou mais de espermatozdides vivos.
4 Ondas réapidas e vigorosas, nao forma redemoinho.
70 a 85% de espermatozdides ativos.
3 Ondas de baixa amplitude e movimento lento.
45-65% de espermatozoides ativos.
2 Observam-se 0s movimentos espermaticos, mas nao
forma ondas.
20-40% de espermatozoides ativos.
1 Apenas movimento individual de poucos
espermatozoides.
+ 10% de espermatozoides Vivos.
0 Totalmente sem movimento.

Fonte: Chemineau et al. (1991)
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2.8.2.1.2. Proporcao Espermatozoides Maoveis

Este método € utilizado para amostras de sémen que foram diluidas e que podem
ter diminuido a motilidade apds o armazenamento. Nestes casos, deve recorrer-se a uma
ampliacdo maior (400x) para observar os espermatozoides individualmente. A fase de
aquecimento do microscopico deve estar ligada para garantir a temperatura 6ptima de
sobrevivéncia dos espermatozoides. O técnico deve observar 0s varios campos da
ldmina e avaliar de forma percentual os espermatozdides que sdo progressivamente
moveis e que apresentam movimentos rectilineos. Se a concentracdo espermatica for
elevada que ndo possibilite uma observacdo individual dos espermatozoides, deve
proceder-se a uma diluicdo gradual até conseguir-se um bom plano de visualizacdo dos
mesmos. No entanto, é de realcar que quanto menor for o factor de diluicdo, menor a
margem de erro em qualquer avaliacdo espermatica que se efectue.

Existem aparelhos mais sofisticados para determinar a motilidade do que os
anteriormente referidos. Estes podem, por exemplo, projectar a imagem do microscopio
numa tela e posteriormente utiliza-la como fotografia. Quando estas imagens sao
processadas por computador, estima-se de forma precisa 0 niumero de espermatozoides
moveis e 0s seus movimentos de onda. No entanto, este tipo de equipamento é caro e
ndo é movel. Na pratica, os métodos de avaliacdo acima descritos sdo suficientemente

adequados para programas de inseminacéo artificial em caprinos e ovinos.

2.8.2.2. Concentragéo

O objectivo da medicdo da concentracéo do ejaculado € determinar o nimero de
espermatozoéides por ml de sémen puro de modo a gastar o minimo de sémen possivel.
Apobs a determinacdo do volume e da concentracdo é possivel calcular o factor de
diluicdo do semen (Barril et al. , 1993; Sousa, 2000). A concentracdo espermatica varia
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geralmente entre 2 e 10 x 10° espermatozéides por ml de sémen ejaculado. Segundo
Gongalves et al. (2001), o valor normal encontra-se em torno dos 3 bilides/ml de
sémen. Mas segundo Evans e Maxwell, 1987, o semen de bode de boa qualidade
contém 25 a 5 x 10° espermatozoéides/ml. Existem vérias formas de medir a
concentragéo: visualizacdo directa da consisténcia do ejaculado, contagem exacta com
um hemocitémetro e medida da densidade déptima através de um espectrofotometro,

podendo ainda ser utilizado um contador ou electronico de particulas (Coulter).

2.8.2.2.1. Visualizag¢éo Directa da Consisténcia do Ejaculado

A apreciacdo visual directa da concentracdo espermatica (Fig. 5) é uma das
técnicas utilizadas por varios centros de inseminagdo. Esta pratica nem sempre é

recomendada uma vez que a apreciagdo € subjectiva.

2.8.2.2.2. Contagem exacta com um Hemocitémetro

A contagem exacta do nimero de espermatozéides através de hemocitometro é o
método mais preciso para determinar a concentracdo, se efectuado com rigor. O
principio desta medicdo é a contagem do nUmero exacto de células espermaéticas
presentes num determinado volume de uma solucéo de diluicdo conhecida. A maioria
dos hemocitometros é composta por duas grelhas. Cada uma € dividida em 16
quadrados maiores que se subdividem em outros 16 quadrados mais pequenos (Fig. 6)
com uma érea de 1/400 mm? A altura (distancia) entre a lamina e a lamela tem um
valor constante de 1/10 mm e o volume de 1/4000 mm® em cada quadrado pequeno

(Baril et al., 1993).
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0.05 mm. =

Figura 6 -"Grelha de Contagem do Hemocitdmetro

Adaptado: http://www.protocolosbiomed.com.br/page_19.html

Para se proceder a avaliacdo do sémen, este deve ser diluido numa solucédo
espermicida, por exemplo uma solugdo salina a 3% ou em soro fisiologico formilado
(Sousa, 2000). A diluicdo para ser precisa deve conter 0,01 ml de sémen puro misturado
em 4 ml de solucéo formilada salina (0,9% de cloreto de sodio e 0,1% de formaldeido
em agua destilada), para homogeneizar a solucdo. A preparacdo da camara de Neubauer
deve ser efectuada com o auxilio de uma pipeta. Para fixar melhor a lamela a Iamina,
deve colocar-se uma gota de agua em cada uma das laterais da lamela. A pipeta,
também, serve para colocar uma gota do sémen diluido, sem bolhas de ar, no bordo do
hemocitémetro, entre a Ildmina e a lamela. Assim, a gota espalhar-se por capilaridade na
camara de Neubauer. De seguida deixa-se repousar a placa para que haja sedimentagéo
dos espermatozoides no fundo da lamina (Baril et al., 1993). Por fim, coloca-se o
hemocitdmetro, cuidadosamente, no microscopio. Este deve conter um mecanismo de
precisdo que permita a visualizacdo em duas direccdes e contraste de fase.

No microscopio de contraste de fase, deve iniciar-se a observagdo a uma
poténcia baixa (40x ou 100x) de modo a detectar a grade de contagem, passando-se

posteriormente para uma ampliacdo mais elevada (400x) (Baril et al., 1993; Maia,
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2010). A contagem deve ser efectuada sobre o 5 quadrados maiores, numa linha
diagonal. Apenas se devem contar 0s espermatozdides que tém as cabecgas dentro dos
quadrados grandes, sendo assim eliminados 0s que apresentarem as cabecgas sobre a
linha do quadrado no sentido interior exterior (Sousa, 2000). A concentracdo
espermatica calcula-se pela soma da contagem diagonal dos 5quadrados maiores
multiplicando por 50 x 10° spz/ml. Esta técnica é muito precisa para determinacio da
concentracdo espermatica. No entanto, requer bastante tempo e paciéncia, e ndo deve
ser efectuada como método de rotina por um centro de inseminagéo artificial (Baril et

al., 1993).

2.8.2.2.3. Densidade Optima através de um Espectrofotometro

Existem varios modelos de colorimetros disponiveis (Evans e Maxwell, 1987),
no entanto o método mais rapido e eficaz para determinar a concentracdo espermatica é
a utilizacdo do espectofotdmetro. Esta técnica baseia-se na medi¢do da densidade
Optica, a um comprimento de onda de 550 namometros, de uma solucdo salina contendo
espermatozéides, com uma amostra "branca" sem espermatozdides. Se esta técnica for
utilizada de forma rotineira, € necessario obter uma curva de calibracdo utilizando 20 a
50 amostras de concentracdes diferentes de espermatozoides, a partir da contagem do
hemocitémetro (Baril et al., 1993).

A correlacdo e o declive da linha de regresséo séo calculados entre a densidade
Optica da amostra (x) e a sua concentragdo espermatica (y). Ou seja, quanto maior a
densidade espermatica menor o feixe de luz transmitido pela amostra (Baril et al., 1993;
Sousa, 2000). O coeficiente de correlacdo deve ser superior a 0,9 e o declive proximo de
1. Deste modo, um diagrama, ou a mesma formula podem ser utilizadas como método

de rotina.
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Nos carneiros o sémen diluido a uma taxa normal, apresenta uma relacdo inversa
entre a quantidade de luz transmitida e o nimero de espermatozoides da amostra. No
entanto, para os bodes a mesma situa¢do ndo ocorre devido a coloragcdo mais amarelada
do sémen devido ao plasma seminal que interfere na transmissdo da luz (Evans e
Maxwell, 1987). O colorimetro deve ser calibrado com 10 a 15 contagens efectuadas
pelo hemocitémetro, de modo a obter uma curva de calibracdo. Para a calibracéo,
deverdo ser utilizadas vérias amostras de sémen de diferentes concentracfes.. A
precisdo do colorimetro deve ser verificada ao longo do tempo através de comparagdes
com as contagens do hemocitometro. O sémen diluido 100x com uma solug&o salina de

0.9% possibilita uma leitura na gama mais sensivel do colorimetro.

2.8.2.3. Morfologia dos Espermatozoides

O exame morfoldgico dos espermatozoides é um teste detalhado que nos permite
avaliar a qualidade do sémen. Os ejaculados apresentam alguns espermatozoides
anormais, normalmente 5 a 10% (Evans e Maxwell, 1987; Maia, 2010). As amostras
com elevada percentagem de espermatozdides anormais, ou seja com valores superiores
a 20-25%, traduzem uma taxa de fertilidade baixa (Evans e Maxwell, 1987; Maia,
2010). A percentagem de espermatozdides anormais varia em funcdo da época do ano,
da temperatura ambiental, idade, nutricdo, doenca e qualquer factor causador de stress.
Durante a rotina de processamento de semen, ndo é realizada a avaliagdo morfoldgica de
cada ejaculado, devido ao tempo necessario para executad-la (Maia, 2010).
Normalmente, esta avaliagdo é feita durante o exame andrologico para seleccdo de
dadores e repetida mensalmente. O método mais utilizado para avaliacdo da morfologia
espermatica é microscopia de contraste fase e microscopia de campo claro, em amostras

submetidas a colorag&o.
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2.8.2.3.1. Percentagem de Espermatozoéides Vivos e Anomalias Morfoldgicas

O método mais utilizado para determinar a percentagem de espermatozoides
vivos e as suas anomalias morfoldgicas € por coloracdo diferencial. Estes métodos
dividem-se em vitais, se tiverem por finalidade determinar a percentagem de
espermatozdides vivos, e totais se, para além de determinarem a percentagem dos
espermatozdides vivos, avaliam as anomalias morfoldgicas (sousa, 2000).

Os espermatozoéides anormais sdo detectados em esfregacos e corados numa
lamina sendo possivel examinar cada ejaculado no campo durante um programa de
inseminacdo artificial. Contudo, € fundamental observar o sémen, previamente as
recolhas, se os animais foram recentemente introduzidos no local ou caso manifestem
outros sintomas de stress que possam afectar a qualidade do sémen. Também é
aconselhavel durante o decorrer do programa de inseminacéo a verificacdo periodica da
qualidade do sémen dos bodes dadores (Evans e Maxwell, 1987).

O método mais utilizado para determinar a percentagem de espermatozoides
vivos e normais é por coloracdo com eosina-nigrosina. Esta teste é baseado na
permeabilidade do acrossoma a eosina, ou seja, 0s espermatozdides mortos na altura da
coloracdo apresentam o acrossoma, total ou parcialmente, rosado ou vermelho (Baril et
al., 1993). Aparecem também espermatozodides parcialmente corados (apenas com
metade da cabecga corada), estes devem ser incluidos no nimero de mortos. Segundo
Maia (2010), alguns autores consideram estas células como moribundas ou que
morreram recentemente. Segundo Evans e Maxwell (1990), os reprodutores que
apresentarem mais de 20-30% dos espermatozdides mortos, e mais de 15-20%

anormais, ndo devem ser utilizados nos programas de inseminacéo artificial.
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Para aléem do método anteriormente referido, existem outras técnicas para
determinar a percentagem de espermatozdides vivos e normais, tais como o teste de azul
de bromofenol-nigrosina, azul de metileno, rosa Bengala, entre outros.

Para contabilizar a percentagem de espermatozoides vivos é necessario observar
diferentes campos na mesma lamina e contar no minimo 150 espermatozdides (Baril et
al., 1993). Apos estas contagens é possivel determinar as respectivas percentagens de

espermatozéides vivos e mortos.

2.8.2.3.1.1. Preparacéo do Esfregaco

Para uma observacdo adequada das preparacBes coloridas é fundamental que
esta seja bem executada. Na preparacdo do esfregaco deve utilizar-se uma lamina
previamente aquecida a 37°C. Coloca-se numas das extremidades da lamina 1 a 2 gotas
de corante e uma gota de sémen diluido separadamente. As gotas devem atingir a
mesma temperatura da lamina antes de se misturarem (Evans e Maxwell, 1987). As
gotas misturam-se com o auxilio de uma lamela ou lamina durante aproximadamente 10
segundos. De seguida estende-se a mistura ao longo da lamina, de modo a obter uma
pelicula fina sobre a mesma. Antes de se observar a amostra, a 400x, deve-se garantir
gue a mesma se encontra seca. Depois identifica-se a lamina com o nimero do animal.
O esfregaco pode ser conservado num ambiente seco ou dentro de um saco fechado e

etiquetado. Assim, a amostra conserva-se durante varios meses sem alteragdes.

2.8.2.3.1.2. Anomalias Morfolégicas

Como ja foi referido, anteriormente, a maioria dos ejaculados apresenta

espermatozdides anormais. Estas anomalias podem ser divididas em varias classes
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consoante 0 seu grau de deficiéncia. Na primeira classe estdo incluidos os
espermatozdides que adquiram anomalias aquando da espermatogénese. Na segunda 0s
espermatozéides que ganharam anomalias na passagem do epididimo, e na terceira
aqueles gque as suas anomalias ocorreram durante ou depois da ejaculacao.

Nas anomalias primarias incluem-se todos os espermatozdides que apresentam
cabeca, acrossoma, cauda e peca intermedidria com malformacdo. Na segunda e terceira
categoria estdo incluidas os espermatozOides que apresentam cabecas soltas, gota
citoplasmatica, caudas enroladas e separacdo do acrossoma (Baril et al., 1993; Sousa,
2000).

Os diferentes tipos de anomalia variam um pouco em fungdo da espécie animal
que se observa. Nos caprinos, tal como nos outros pequenos ruminantes, as anomalias
mais comuns sdo: espermatozdides sem cauda, com anomalias nas cabecas (com
acrossoma anormal, cabecas pequenas, estreitas, grandes ou largas), com deficiéncias na
cauda (enrolada, partida, entre outras), e com a presenca de gotas citoplasmaticas (Baril

etal., 1993).

2.8.2.4. Técnicas de Avaliacdo de Sémen in Vitro

Tradicionalmente, a avaliacdo de sémen baseia-se em parametros como o
volume, aspecto e determinagdo da concentragdo, que consiste na observacdo da
motilidade e morfologia espermética num microscépio de luz convencional. Contudo,
estes métodos ndo deixam de ser subjectivos. Nos Ultimos anos tem-se reunido esforgos
no sentido de melhorar a avaliagdo seminal, o que levou ao aparecimento de técnicas de
avaliacdo in vitro. Estas técnicas permitem um conhecimento mais detalhado de varias

caracteristicas espermaticas.
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A avaliagdo do sémen in vitro permite determinar a capacidade reprodutiva de
um macho como reprodutor, além de complementar informagfes obtidas durante a
realizacdo do exame clinico. Esta contribuicdo passa pela avaliacdo da funcgéo testicular,
epididiméria e de todo o sistema reprodutor do macho. Para além destes parametros, é
importante para determinar o grau de normalidade das células espermaticas antes de
serem processadas para 0 uso na inseminacéo artificial.

Uma das técnicas in vitro que tem tido maior desenvolvimento é a coloracdo
fluorescente que permite ter uma analise mais ampla da qualidade do sémen a varios
niveis, tais como ultra-estrutural, funcional e bioquimico (Vidigal, 2008; Batista, 2010).
Deste modo, muitas sondas fluorescentes tém sido utilizadas isoladamente ou em
combinacgdo para analisar a integridade e a viabilidade espermatica com o auxilio da
microscopia fluorescente (Batista 2010). No entanto, a analise microscdpica apenas
quantifica um pequeno numero de espermatozoides dentro de uma determinada
populagdo de células. Esta técnica associada a citometria de fluxo, permite que as
sondas fluorescentes efectuem uma medi¢do mais rapida aos atributos espermaticos em
larga escala (Batista, 2010).

A avaliacdo de sémen por microscopia de luz convencional tem sido, cada vez
mais, substituida pelos sistemas de analises computadorizadas. Estes sistemas permitem
obter informacdo mais detalhada sobre vérias caracteristicas da motilidade e da
morfometria. Recentemente, tém sido introduzidos testes para avaliar o grau pelo qual
0s espermatozoides sofrem stress oxidativo (Batista, 2010). Segundo Harrison e Vickers
(1990), adaptacbes as técnicas de coloragdo com sondas fluorescentes facilitam a
visualizacdo dos espermatozdides em microscéopio de epifluorescéncia e 0 aumento da
aplicabilidade da técnica a partir da adi¢do de concentragdes baixas de formaldeido para

imobilizacdo dos espermatozoides, durante a avaliagéo.
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2.8.2.4.1. Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo, permite a observacdo de determinadas caracteristicas das
células por um sistema de fluxo, permitindo a analise rapida, objectiva e quantitativa de
células em suspensdo Esta técnica envolve a andlise das propriedades Opticas (dispersdo
da luz e fluorescéncia) de particulas que fluem em uma suspenséo liquida, sendo esta
particularidade uma das principais diferencas existentes entre a citometria de fluxo e
outras técnicas de analise guantitativa, como por exemplo, a microespectrofotometria,
gue necessitam da fixacdo de particulas a uma superficie (ex: lamina).

Segundo Evenson et al. (1980), a adaptacdo do citometro de fluxo para avaliacdo
espermatica teve inicio no estudo da mensuracdo do contetdo de DNA, mas sua
aplicacdo para andlise espermatica tem aumentado consideravelmente nos ultimos 15
anos. A citometria de fluxo é uma ferramenta muito importante para a analise celular,
uma vez que permite determinar, em poucos minutos, dados sobre todas as
subpopulacdes celulares de uma amostra. Este factor torna o0 método de citometria de
fluxo ideal para a avaliacdo de populacGes heterogéneas, como de espermatozdides
(Batista e Guerra, 2010). Por microscopia Optica apenas se conseguem examinar,
normalmente, 200 células espermaticas, enquanto que por citometria de fluxo,
consegue-se examinar cerca de 30.000 espermatozoides em menos de um minuto. Este
sistema automatizado permite ter maior exactidao nos resultados e diminui¢do no tempo
de preparacdo requerido em outras técnicas fluorescentes. (Arruda et al., 2011). A
medicdo em fluxo permite andlises a alta velocidade (ex: 10° - 10° particulas por
segundo) e além disso, garante que as particulas analisadas sejam seleccionadas de toda
a populagéo, sem qualquer subjectividade associada.

A analise por citometria de fluxo é objectiva, tem um alto nivel de repetibilidade

experimental e possui a vantagem de estar apta a trabalhar com amostras de volume
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reduzido. Além disso, o citometro de fluxo tem a capacidade de detectar marcadores por
maltiplos fluorocromos associados a um Unico espermatozdéide, o que significa que mais
de um atributo espermatico pode ser avaliado simultaneamente. A citometria de fluxo
permite a observagdo de caracteristicas, como tamanho da célula, forma e complexidade
interna, assim como qualquer componente ou funcdo do espermatozéide que pode ser

detectado por um fluorocromo ou composto marcado com fluorescéncia.

2.8.2.4.1.1. Estrutura Bésica e Funcionamento de um Citdmetro de Fluxo

O citémetro de fluxo resultou da aplicacdo do conhecimento e técnicas, as quais
foram independentemente desenvolvidas, como a ciéncia da computacdo, tecnologia
laser, engenharia eléctrica, matematica, medicina, biologia, biotecnologia, biologia
molecular, producdo de anticorpos monoclonais, quimica organica e fisica.

A citometria de fluxo baseia-se no emprego de radiacdo laser, fluxo
hidrodinamico, Optica, substancias fluorescentes (fluorocromos), e recursos de
informatica. E utilizada para determinar algumas caracteristicas estruturais e funcionais
de particulas bioldgicas, tais como varios tipos de células, protozoarios, bactérias etc.
Esta tecnologia é usada para determinar componentes e propriedades de células e
organelos celulares que fluem numa suspenséo celular.

O funcionamento do citdmetro consiste, basicamente, em uma fonte de luz, um
sistema de fluxo celular, em componentes Opticos para diferenciar e seleccionar as
modificacbes de luz, em elementos electronicos para amplificar e processar o sinal
resultante e em um computador. Resumindo, € constituido por trés sistemas principais
designados por: sistema fluidico, sistema dptico e sistema electronico.

O sistema fluidico consiste na aspiracdo das células ou particulas de uma

suspensdo previamente preparada, forgando-as a passar uma de cada vez,
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sequencialmente, por uma camara especial (do inglés “flow cell”). Assim, as particulas
ficam envolvidas e centralizadas num fluxo continuo de liquido (do inglés “‘sheath
fluid”) sendo interceptadas por um feixe de laser. Uma vez interceptadas pela fonte de
iluminac&o, dois tipos de fendmenos fisicos ocorrem, dispersdo da luz e fluorescéncia,
fornecendo informacéo acerca da célula.

O sistema Optico, inicia-se com uma parte da luz que é dispersada (do inglés
“Scatter”) de acordo com as caracteristicas morfologicas e estruturais da célula. A
dispersdo da luz tem por base o principio fisico que explica que quando um raio de luz
choca contra uma particula altera a direccdo da luz no seu comprimento de onda. As
caracteristicas celulares que contribuem para a dispersdo da luz sdo o tamanho celular, o
nacleo, a membrana celular e o material granular do interior da célula (complexidade
celular). Além disso, também tem influéncia na luz dispersada a forma da célula e a sua
superficie lisa ou rugosa. No entanto, a luz ndo se dispersa de igual forma em todas as
direcgdes. Ou seja, a maioria é dispersa directamente para a frente. Sendo assim, a luz
que se dispersa frontalmente relaciona-se com o tamanho celular (do inglés “Forward
Scatter” FSC), enquanto que, a luz que se dispersa em angulo recto (do inglés “Side
Scatter” SSC) esta relacionada com a densidade celular e com a granularidade da célula,
ndo tendo correlacdo com o tamanho. Corantes fluorescentes especificos (fluorocromos)
sdo utilizados para observar os componentes celulares que se deseja. Assim, as células
previamente coradas com fluorocromos, uma vez excitadas pelo laser, emitem luz de
acordo com as suas caracteristicas fluorescentes e sdo utilizadas para examinar aspectos
bioquimicos, biofisicos e moleculares das células.

Por fim, o sistema electrénico é responsavel por converter o sinal optico num

sinal electrénico que, posteriormente, serd analisado por um computador.
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2.8.2.4.1.2. Processamento das amostras

Para se proceder a leitura da amostra no citometro é fundamental que esta seja
uma suspensdo. Algumas amostras necessitam de uma desagregacdo mais ou menos
intensa, por meio de tratamentos mecanicos e enzimaticos. Também se deve ter em
conta que a temperatura e 0 armazenamento podem ter efeito sobre a viabilidade celular

alterando desta forma as populacdes celulares.

2.8.2.4.1.3. Compostos Fluorescentes mais utilizados para a Citometria de

Fluxo

A utilizagdo de sondas fluorescentes, também designadas de fluorocromos, na
citometria de fluxo, é fundamental para o desenvolvimento desta técnica. As sondas
fluorescentes sdo um método muito sensivel para obter informacao acerca da estrutura,
funcdo e viabilidade das particulas que se deseja analisar por citometria de fluxo.

E importante nio esquecer que quando se utiliza mais do que uma sonda
fluorescente, estas devem ter espectros de emissdo diferentes para que se possam
quantificar de forma separada. No entanto, ha situacdes em que os fluorocromos tém
espectros de emissdes que se sobrepdem, obtendo-se por isso resultados ambiguos. Por
esta razdo, 0s citdbmetros possuem um sistema informatico de compensacdo ou
subtraccédo de sinal. No entanto, é dificil predizer teoricamente o grau de compensacao,
devendo este ser ajustado individualmente.

Os compostos fluorescentes podem marcar 0S componentes estruturais e
funcionais de interesse de diferentes formas, tais como: ligando-se especificamente a
esses componentes celulares (sdo exemplos os fluorocromos que marcam os acidos
nucleicos de cadeia dupla, proteinas ou lipidos). Também podem distribuir-se num
compartimento celular especifico (exemplo, no nucleo, mitocéndrias ou vactolos); num
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compartimento especifico sub-celular em funcdo do seu estado funcional (o
compartimento mitocondrial é um exemplo tipico) e ser utilizados ligados a anticorpos
ou lectinas conjugados com outros fluorocromos (a fluoresceina e a ficoeritrina, sdo
exemplos de dois fluorocromos muito usados para este efeito). Também séo utilizados
como uma ndo marcacdo, ou seja, Como marcagdo negativa. Por exemplo a exclusdo do
iodeto de propidio (PI) permite avaliar a integridade da membrana.

O primeiro fluorocromo a ser utilizado como marcador foi o FITC. Este é uma
molécula pequena, com uma importante afinidade para as proteinas. Por outro lado o
FITC é excitado com o azul (488 nm). No entanto, apresenta alguns inconvenientes
relacionados com a quantificacdo. Ha que ter em conta, que uma molécula de FITC nédo
é somente excitavel pela luz do laser sendo também pela luz que provem de uma
molécula de fluorocromo que se encontre muito proxima.

Para estudos de &cidos nucleicos, os fluorocromos mais empregues séo o lodeto
de Propidio , o Bromio de Etidio, o Laranja de Acridina, o Hoechst 33342, o Laranja de
Tiazol, a Mitramicina e a Cromomicina A3. Os dois primeiros sdo excitados a
comprimentos de onda de 488 nm e unem-se de forma estequiométrica ao ADN de
cadeia dupla onde se intercalam entre a dupla hélice. O Laranja de Acridina apresenta o
inconveniente de unir-se ao material plastico criando interferéncias em medicGes
posteriores. O Hoechst e a Cromomicina A3 unem-se de forma especifica aos pares de

adenina/timina e citosina/guanina, respectivamente.

2.8.2.4.1.4. AplicacOes da Citometria de Fluxo

A aplicacédo da citometria de fluxo é ampla devido a possibilidade do estudo das
populagbes e subpopulacdes celulares e de componentes intracitoplasméaticos e
nucleares. Com a citometria de fluxo € possivel analisar o contedo de ADN e ARN,

definir em que posicdo do ciclo celular a célula se encontra, analisar cromossomas,
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determinar células cancerigenas que apresentem alteragdes na sua taxa normal de ADN
e células que se encontrem em processo de morte celular programada (apoptose) ou em

processo de morte celular acidental (necrose).

2.8.2.4.2. Analises Esperméticas Computadorizadas

As analises espermaticas segundo o método convencional de microscopia de luz
podem ser influenciados pelo observador, bem como necessitarem de mais tempo para
preparacdo das amostras e respectiva andlise, resultando num nimero espermatozéides
mais baixo para avaliacdo. Deste modo, segundo Batista e Guerra (2010), nos Gltimos
anos, foram desenvolvidas técnicas para avaliar 0s mesmos atributos espermaticos por
sistemas automatizados de alta tecnologia.

O sistema CASA (Computer Assisted Semen Analysis), foi desenvolvido a
meados dos anos 80 e proposto como uma ferramenta que poderia substituir a avaliacdo
subjetiva e aperfeicoar a rotina laboratorial. Isto por ser um método mais preciso e
rapido, relativamente a concentracdo, morfologia e qualidade do movimento das células
espermaticas (Silva et al., 2009). Este tipo de sistema tem a capacidade de produzir
informacdo acerca da cinética espermatica, com a utilizacdo de campos de video
contendo imagens de espermatozdides electronicamente digitalizados, bem como a
determinacdo da posicao central de cada cabega espermaética. Os pardmetros fornecidos
por este equipamento sdo: motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP),
linearidade (LIN), retilinearidade (STR) e indice de oscilacdo ou wobble (WOB),
expressos em percentual; velocidade curvilinear (VCL), velocidade em linha recta
(VSL) e velocidade média do percurso (VAP), expressos em um/s; frequéncia de

batimento flagelar cruzado (BCF), expresso em Hertz; amplitude do deslocamento
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lateral da cabeca do espermatozdide (ALH), expresso em micrometros (Silva et al.,
2009; Batista e Guerra, 2010).

Apesar da quantidade de informac&o que este método nos transmite, nao é facil
maximizar a sua utilizacdo dado o elevado custo de aquisdo do equipamentos. Deste
modo, apenas algumas clinicas especializadas ou instituicGes de pesquisa adquirem este
equipamento Silva et al., 2009. Segundo Matos et al. (2008), as diferengas estruturais
da célula espermética entre as espécies estudadas sdo outros factores que determina
limitacGes na expansdo do sistema CASA, uma vez que se faz necessario fornecer ao
programa informacges especificas de cada célula espermética, como tamanho celular,
por exemplo, para a eficécia dos resultados. No entanto, segundo Silva et al. (2009) o
interesse por este sistema tem vindo a aumentar devido a crescente quantidade de
estudos que se tém efectuado desde 0 ano 1987 na fisiologia espermatica.

O registo dos dados quantitativos obtidos pelo sistema CASA permite a deteccao
de stbitas mudancas na cinética espermatica. Deste modo, é possivel melhorar o uso de
novas amostras de criopreservacdo, refrigeracdo, bem como de sémen fresco em relacdo
aos tratamentos laboratoriais, como diluidores, crioprotectores, entre outros. Baseado
nisto, tem sido sugerido que os procedimentos de congelagéo e descongelacdo reduzem
a cinética dos espermatozoides caprinos, mensurados objectivamente por métodos

computadorizados (Batista e Guerra, 2010).
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2.9. Processamento e Conservacao do Sémen

Apos a recolha e avaliacdo do sémen, este pode ser utilizado de trés formas
distintas: fresco, quer seja puro ou diluido, refrigerado ou congelado. Consoante a forma
de aplicacdo do sémen, deve escolher-se o diluidor e efectuar-se a respectiva dilui¢ao

antes da sua utilizagdo.

2.9.1. Diluicdo do Sémen

O principal objectivo da diluicdo de sémen € conseguir maior nimero de doses
para inseminacdo artificial. Caso contrario, apenas se conseguira cobrir uma fémea por
monta natural, a partir da mesma dosagem de sémen, uma vez que quando um bode
cobre uma fémea apesar de depositado um grande nimero de espermatozoides apenas
sdo aproveitados 100 a 140 milhGes, ou seja, agqueles que conseguem atravessar o
cérvix. Deste modo, o limite minimo para se obter uma taxa de concepcao aceitavel é de
100 milhGes de espermatozdides por cada dose inseminante (Guerreiro, 2002; Maia,
2010). A diluicdo além de permitir obter a partir de um mesmo ejaculado varias doses
inseminantes, confere aos espermatozoides condicdes de ordem bioldgica,
proporcionando aos espermatozoides nutrientes e pH adequado e favorecendo um

ambiente isotonico.

2.9.1.1. Diluidores

Existem varios tipos de diluidores para caprinos, compostos com diferentes
ingredientes. No entanto, um bom diluidor deve conter as seguintes propriedades:
fornecer nutrientes aos espermatozoides; ter capacidade tampdo, para prevenir as
mudangas de pH; proporcionar um ambiente isotonico, ou seja, promover a
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osmolaridade igual a do plasma seminal; proteger o espermatozoide do choque térmico
durante a refrigeracdo, bem como protege-lo das lesdes causadas na membrana
plasmética durante a congelacéo e descongelacdo e controlar a proliferagdo microbiana.
Ou seja, criar um ambiente que garanta que o espermatozdide ndo sofre alteraces, e
deste modo promova uma boa taxa de fertilidade ap6s a inseminacgdo (Maia, 2010).

Os meios mais utilizados para efectuar a diluigdo do sémen caprino sdo de dois
tipos: sintéticos ou naturais. Os diluentes sintéticos, mais utilizados, para diluicdo de
sémen de bode, para inseminacdo vaginal ou cervical, contém como tamp&o o tris ou o
citrato, a glucose ou a fructose como fonte de energia, e a gema do ovo para proteger a
membrana dos espermatozoides contra o frio. No entanto, para os caprinos os diluidores
devem apresentar uma percentagem de gema de ovo mais baixa, de modo a garantir que
ndo ocorra nenhuma reacgdo enzimatica. Isto porque, o plasma seminal do bode contém
uma enzima que coagula com a gema do ovo. Nesta espécie, existem enzimas no plasma
seminal que actuam sobre os fosfolipidos do diluidor, formando reac¢des bioquimicas
que libertam compostos toxicos para os espermatozoOides (Baril et al., 1993). A
concentracdo desta enzima varia consoante 0 macho, sendo mais elevado no semen que
se obtém por electroejaculacgéo.

O diluidor natural, de mais facil utilizacdo sobretudo em condi¢bes de campo
(sémen fresco), é o leite de vaca, que pode ser utilizado inteiro, desnatado ou em po,
devendo a quantidade de gema de ovo ser limitada (Baril et al., 1993; Guerreiro, 2002).
O diluidor deve ser reconstituido sempre que se efectue inseminacéo artificial. O leite
UHT também pode ser utilizado e apresenta propriedades que permitem uma melhor

conservacao do sémen.
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2.9.1.2. Método de Diluicao

A diluicdo do sémen deve ser feita 0 mais rapido possivel. O diluidor e o sémen
devem ser colocados no banho-maria a 30-33°C, devendo permanecer a esta
temperatura na altura da diluicdo (Maia, 2010). O diluidor deve ser colocado antes do
sémen, porque a adicdo do diluidor mais frio que o sémen pode provocar choques
térmicos que se traduzem numa reducdo da fertilidade. A adicdo do diluidor deve,
também, ser sempre efectuada lentamente sobre o sémen, de modo a garantir que 0s
espermatozdides ndo sofrem alteracfes e consequentemente diminuem a sua motilidade.
Depois de adicionado o diluidor ao sémen procede-se a sua agitacdo, de modo a
homogeneizar a solucdo, e observa-se ao microscopio para comprovar o0 grau de

motilidade dos espermatozéides (Evans e Maxwell, 1987)

2.9.1.3. Volume de Sémen e Numero de Espermatozoides utilizados para

Inseminacéao Artificial

Um grande numero de inseminagfes artificiais praticadas no mundo, em
particular na espécie ovina na europa central e de leste, sdo realizadas com sémen nao
diluido nos minutos que se seguem a recolha do mesmo (Baril et al., 1993). Este
método tem bons resultados na fertilidade, mas requer a presenca dos machos junto das
fémeas a serem inseminadas. Num centro de inseminagdo a diluicdo de sémen é
necessaria, sendo esta dependente do tipo de inseminacdo e do numero de doses
inseminantes necessarias. Assim, para caprinos os volumes de sémen recomendados
para inseminacdo vaginal, cervical e intra-uterina (para cada corno) sdo
respectivamente, 0,30-0,50 ml, 0,05-0,20 ml e 0,05-0,10 ml (Evans e Maxwell, 1987

Guerreiro, 2002).
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Para a inseminacdo artificial em caprinos € necessaria uma dose de sémen com
maior quantidade de espermatozoides do que em bovinos, devido a anatomia do sistema
reprodutor da fémea. Cada dose de sémen deve conter pelo entre 100 a 200 milhdes de
espermatozéides por ml (Muniz, 2003; Mascarenhas e Simdes, 2005). Segundo Corteel
e Leboeuf (1990), ndo h& qualquer vantagem sobre a fertilidade quando o nimero de
espermatozdides € superior a 200 milhdes por dose. Estes autores aconselham o uso de
60 milhdes de espermatozoides nas cabras de raca Saanen e 100 milhGes nas de raca

Alpina.

2.9.1.4. Conservacdo do Sémen

A conservacdo do sémen permite prolongar a capacidade de fertilizacdo dos
espermatozdides, bem como reduzir ou impedir reaccGes metabdlicas. O sémen pode ser
conservado liquido ou congelado. O processo de conservacdo do sémen liquido é feito
por arrefecimento até 4-5°C, e é relativamente simples de se efectuar podendo o mesmo
ser utilizado na propria exploracdo. O processo de congelacdo é mais complexo e

dispendioso.

2.9.1.4.1. Sémen Refrigerado

O sémen pode ser conservado recorrendo ao seu arrefecimento desde a sua
temperatura ambiente (temperatura da diluicdo) até 4-5°C ou 15°C, sendo a sua
viabilidade maxima de 48 horas (Guerreiro, 2002; Muniz, 2003). Alguns autores
referem periodos de conservacdo de 24 horas, mas segundo Mascarenhas e Simdes

(2005) os indices de fertilidade das cabras inseminadas decrescem rapidamente a partir
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das 6 horas a +4°C. Segundo estes autores, a refrigeracdo permite manter a capacidade
fecundante do sémen apenas durante um periodo de 4 a 6 horas.

O diluidor pode ser de gema de ovo-tris-fructose, gema de ovo-glucose-citrato
ou leite de vaca (leite inteiro aquecido, leite em pd reconstruido ou leite UHT). Estes
diluidores conferem protec¢do aos espermatozdides contra os choques térmicos durante
o arrefecimento. Para evitar o crescimento microbiano deve adicionar-se 1000 Ul de
penicilina sddica e 1 mg de sulfato de estreptomicina, por cada mililitro de diluidor
(Guerreiro, 2002).

O arrefecimento do sémen pode fazer-se no frigorifico (4-5°C) ou em qualquer
recipiente isolado hermeticamente que contenha gelo. Em qualquer uma das situagdes o
ritmo de arrefecimento deve ser regulado pelo tamanho do recipiente e pela quantidade
de &gua que envolve os tubos de sémen. Este processo tem uma duracdo meédia de 1-1,5
horas, periodo durante o qual a descida da temperatura deve ocorrer de forma gradual. E
fundamental que a descida de temperatura, entre os 18 e os 5°C, ocorra lenta e
progressivamente, porque caso contrario, ocorrem choques térmicos aos quais 0S
espermatozéides sdo altamente sensiveis. Depois de atingidos os 5°C é fundamental
que se mantenha esta temperatura durante 0 armazenamento e transporte dos
espermatozdides.

Segundo Traldi (1994), o sémen deve ser transportado numa garrafa térmica
cheia de gelo, com as palhinhas envolvidas em algod&o para evitar o contacto directo
com o gelo. A inseminagdo com sémen refrigerado deve ter uma diluicdo de nove partes
de diluidor para uma de sémen, isto &, para 13,5 ml de diluidor deve adicionar-se 1,5 ml
de sémen. Esta seria a quantidade adequada para inseminar 30 fémeas com uma dose de

0,5 ml de sémen.
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A escolha do diluidor é fundamental para a preservacdo dos espermatozoides,
ndo podendo ser tdxico, de baixo custo, preparacdo facil e com pH e pressdo osmoética
compativel com a sua sobrevivéncia. Segundo Traldi (1994), o sémen fresco e
refrigerado apresenta maior fertilidade quando a inseminacdo é transperitoneal. Por fim,

a dose de semen deve ser aquecida a 37°C durante 10 segundos antes da sua aplicagéo.

2.9.1.4.2. Sémen Congelado

A conservacdo do sémen congelado é efectuada a -196°C em azoto liquido.
Deste modo, € possivel conservar o sémen por um periodo de tempo mais largo, sem
alterar a capacidade fecundante, uma vez que o metabolismo do espermatozdide para a
esta temperatura. Contudo, a falta do azoto liquido, mesmo que por poucas horas, pode
resultar na destruicdo completa de um banco de sémen.

Os diluidores para congelacdo de sémen devem ter as mesmas caracteristicas dos
utilizados para sémen fresco e refrigerado, ou seja, devem proteger 0s espermatozoides
das mudancas de pH e toxicidade. Além de conter uma fonte de energia, um agente para
proteger a célula do choque térmico durante o arrefecimento e um agente crioprotector
para proteger 0s espermatozoides dos danos causados na membrana plasmatica durante
a congelacdo. Os diluidores mais utilizados para a criopreservacdo de sémen tém,
normalmente, como constituintes 0s seguintes compostos: leite desnatado, glicose, agua
bi-destilada, penicilina G sbédica e sulfato de estreptomicina. Alguns autores,
recomendam a gema de ovo por ser rica em fosfolipidos, o que protege o0s
espermatozéides do choque térmico a temperaturas abaixo dos 0°C. No entanto, como ja
foi referido anteriormente os fosfolipidos em contacto com as enzimas do plasma
seminal desencadeiam reacgdes bioquimicas que libertam compostos téxicos para 0s

espermatozéides. Para contrariar este facto, alguns autores sugerem a lavagem do sémen
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para remover o plasma seminal. Esta lavagem deve ser feita com o sémen a temperatura
ambiente e centrifugado a 600 x G durante 10 minutos numa proporgéo de 1:9 em
citrato de sodio a 3% a 37°C (Muniz, 2003). Caso ndo se remova o plasma seminal por
lavagem do sémen, a percentagem de gema de ovo no diluidor ndo deve exceder os 2%.
No entanto, segundo Ferrari et al. (1998), um diluidor a base de tris com apenas 1,5%
tem efeito tdxico sobre os espermatozdides. Como crioprotector utiliza-se normalmente
o glicerol.

Cada ejaculado permite criopreservar em média 10 a 40 doses de sémen
dependendo da quantidade do mesmo e dos espermatozdides por dose. Segundo
Mascarenhas e Simd@es (2005), no sémen congelado, os indices de fertilidade obtidos
sdo ligeiramente mais baixos que os obtidos com sémen refrigerado, devendo o nimero
de espermatozdides por dose ser de 125 milhdes.

A congelacdo de sémen pode ser efectuada de duas formas distintas: por

congelagdo convencional ou automatizada

2.9.1.4.2.1. Congelagédo Covencional

A congelacdo segundo o método convencional é feita de duas formas, sendo
estas a congelacdo horizontal ou vertical.

A congelacdo horizontal é feita numa caixa de esferovite que serve de cdmara de
congelacdo. Esta deve ter, no seu interior, um suporte para colocar as palhinhas na
posicao horizontal. O suporte deve estar colocado a 20 cm de altura do fundo da caixa e
0 azoto liquido a 15 cm. A altura de 5 cm do azoto liquido as palhinhas atingem
temperaturas de -70 a -80°C, devendo permanecer assim por 15 minutos. De seguida

devem ser submersas no azoto liquido (-196°C) por 5 minutos (Betini et al., 1998).
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A congelacdo vertical é efectuada segundo o método desenvolvido por Souza e
Mies Filho em 1986. Este método baseia-se na utilizacdo de uma caixa de madeira
perfurada no centro, de forma cilindrica com 9,5cm de didmetro, e com um suporte para
colocar as palhinhas na posicéo vertical. O suporte é formado por um cilindro de tela
metélica de 8,5cm de didmetro e 11,5cm de altura, uma parte superior e outra inferior,
constituidas por placas perfuradas de aco inoxidavel para permitirem a passagem das
palhinhas. Sob a placa inferior, é colocada uma tela fina de apoio para as palhinhas e
uma estrutura de arame em forma de alga na parte superior, de modo a facilitar o
manuseamento. Posteriormente, coloca-se o sémen no cilindro, e por sua vez, na caixa
de congelacdo, a altura de 5 cm da superficie do azoto liquido, durante 15 minutos, a -
70 a -80°C. De seguida mergulha-se o sémen no azoto liquido (-196°C) durante 5

minutos (Betini et al., 1998; Muniz, 2003).

2.9.1.4.2.2. Congelagdo Automatizada

A congelacdo pode ser feita usando uma maquina de congelacdo automatica,
onde a reducdo da temperatura ocorre automaticamente e de forma controlada.

A congelacdo automatica foi descrita pela primeira vez em 1973 por Almquist e
Wiggins, sendo posteriormente estudada de forma mais aprofundada em 1979 por
Landa e Almquist (Gonzalez, 2004). Estes autores concluiram que a congelacdo de
grande numero de palhinhas ndo afecta a integridade do acrossoma e a motilidade pds-
descongelacdo, comparativamente as congelagdes de sémen feita nos vapores de azoto
liquido. Na congelacdo programada as palhinhas ficam distribuidas em diferentes niveis,
0 que contribui para variagdes na taxa de congelacdo individual de cada palhinha dentro

de cada ciclo de congelacdo (Gonzalez, 2004).
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2.9.1.5. Crioprotectores

O processo de congelacdo requer a utilizacdo de agentes crioprotectores em
quase todos os sistemas bioldgicos. A primeira referéncia de crioprotectores data de
1908, utilizada por Maxinov em células de plantas. Este utilizou uma solucdo contendo
glicerol e observou que as células das plantas sobreviviam a uma congelacdo a -22°C
(Bittencourt, 2006). Estes agentes devem ser adicionados aos diluidores, de modo a
garantir a sobrevivéncia dos espermatozdides durante o processo de congelacdo e
descongelacdo. Os crioprotectores podem ser divididos em dois tipos: intracelulares e
extracelulares

Os crioprotectoes sdo classificados como intracelulares ou penetrantes, quando
exercem ac¢do protectora no interior da célula. E extracelulares ou ndo penetrantes,

guando actuam no exterior da célula.

2.9.1.5.1. Crioprotectores Intracelulares

Os crioprotectores penetrantes (CP) sdo substancias ou farmacos que diminuem
as lesdes de origem quimica ou mecanica causadas pela a congelacdo. Um crioprotector
ideal deve possuir as seguintes caracteristicas fisico-quimicas: baixo peso molecular,
alta solubilidade em meio aquoso e principalmente uma baixa toxicidade celular. Estes
crioprotectores possuem estruturas que Ihes permitem fazer ligacdes de hidrogénio com
as moleculas de agua, diminuindo a formacdo de cristais de gelo e o seu tamanho bem
como a concentracdo de solutos nos meios extra e intracelulares. Estas ligagdes também
auxiliam na estabilizacdo da estrutura quaternaria das proteinas da membrana evitando a
desidratacdo. A caracteristica mais importante que todos 0s crioprotetores devem

apresentar € a capacidade de se ligarem a molécula de agua (Gonzalez, 2004).
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Em 1987 Ashwood-Smith sugeriu diferentes componentes como agentes
crioprotetores para congelamento de sémen. Estes foram alcoois como etanol,
etilenoglicol, glicerol, metanol e polietilenoglicol, e também as amidas, como a
acetamida, formamida, lactamida, e o dimetilsulfoxido (DMSO) (Gonzalez, 2004). O
uso de crioprotetores para os quais as células tém alta permeabilidade resulta numa boa
sobrevivéncia celular.

De entre os crioprotectores referidos anteriormente o glicerol € o CP utilizado
com maior frequéncia na congelacdo de sémen caprino, tendo accdo a nivel intra e
extracelular na proteccdo das estruturas celulares. A capacidade protectora do glicerol
deve-se a sua propriedade coligativa ou de ligacdo com a agua, ao aumento de volume
de canais de solventes descongelados, a diluicdo de altas concentracBes de sais e
diminuicdo da pressao osmotica do meio (Bittencourt, 2006)

Outros crioprotectores de rapida penetracdo, como o etilenoglicol, propanodiol e
o0 DMSO tém menores pesos moleculares que o glicerol, e agem protegendo o
espermatozdide provavelmente, através do mesmo mecanismo que o glicerol

(Bittencourt, 2006)

2.9.1.5.2. Crioprotectores Extracelulares

Os crioprotectores extracelulares aumentam a osmolaridade do meio
extracelular, permitindo a passagem da agua do interior da célula espermatica para o
meio extracelular impedindo a formacdo de cristais de gelo no seu interior durante o
processo de congelagdo. Os crioprotectores ndo penetrantes sdo compostos com alto
peso molecular como acUcares, lipoproteinas da gema do ovo, proteinas do leite,
albumina sérica bovina (BSA) e em alguns casos aminoacidos. Sdo exemplo dos

acucares a frutose, trealose, lactose, manose, rafinose, e polimeros sintéticos como a
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polivinilpirrolidona, metilcelulose e amido (Gonzalez, 2004; Bittencourt, 2006). Outros
dois compostos que também evidenciam caracteristicas crioprotectoras sdo a glicina
betaina e a prolina, por estabilizarem a membrana plasmatica e provavelmente
manterem a hidratagdo das suas proteinas.

A gema do ovo é um dos crioprotectores mais utilizados para proteger a
membrana espermética, nomeadamente nos caprinos. As lipoproteinas de baixa
densidade da gema do ovo, especificamente os fosfolipidos, tém sido determinadas
como componentes indispensaveis a preservacdo e proteccdo do espermatozoide.
Segundo Watson (1995), a gema do ovo é o composto que melhor protege o
espermatozéide do choque térmico, e consequentemente previne que a cauda se dobre e
ndo afecte a motilidade espermaética.

Para além dos agentes crioprotectores, podem ser adicionadas outras substancias
ao meio de congelacdo, sendo estas ionicas ou ndo. Estas substancias contribuem para
manter a osmolaridade e o pH (tampdo), podendo ainda ser adicionados antibiéticos e

enzimas.
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I11. Material e Métodos

3.1. Recolha de Sémen

A recolha de sémen foi realizada nos Servigos de Desenvolvimento Agrario da
Ilha Terceira (SDAT), sendo utilizados 3 bodes (2 de raca Saanen e 1 de raca Alpina)
com mais de 2 anos de idade. As recolhas (3 por cada animal) foram efectuadas durante
0 més de Fevereiro de 2012, em 3 sessOes espagadas de aproximadamente 5 dias,
seguindo o desenho factorial de medicGes repetidas. O espagamento entre sessdes de
recolha teve como objectivo garantir o normal restabelecimento da producdo

espermatica.

A colheita do sémen foi obtida com vagina artificial, apds os bodes terem sido
treinados durante cerca de 3 semanas, utilizando uma fémea com cio induzido. A
inducdo artificial foi conseguida com uma injec¢do intramuscular de 250 pg de
benzoato de estradiol diluido em 2,5 ml de 6leo mineral aplicada 48 horas antes da hora
prevista para a recolha. Apds esta injeccdo era feito o despisto do cio, que ocorria
normalmente entre as 16 e 36 horas. Vinte e quatro horas ap6s o aparecimento do cio
era injectado novamente benzoato de estradiol numa dose de 100 pug (em 1 ml de dleo

mineral).

As recolhas foram sempre efectuadas pela manha com inicio por volta das 08:00
horas e em cada periodo de recolhas os bode alternavam aleatoriamente. A vagina
artificial utilizada continha no seu interior &gua aquecida a 48-50 °C e era colocada uma
pequena quantidade de gel a entrada da mesma, de modo a facilitar a penetracdo. Para
evitar o choque térmico dos espermatozoides 0s tubos de recolha eram aquecidos a 33-
37°C. O transporte do sémen para o laboratdrio era feito numa caixa térmica com agua a

30-33°C, de modo a garantir a sua integridade.
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3.2. Avaliacdo do Sémen

O sémen era rapidamente transportado até ao laboratorio, e imediatamente ap0s
a sua chegada é colocado em banho-maria a 36°C, procedendo-se depois & sua
avaliacdo. As caracteristicas seminais avaliadas foram o volume, a concentracdo e a

mobilidade massal.

3.2.1. Cor e Consisténcia

Estas caracteristicas foram avaliadas subjectivamente por observacdo directa
logo apos a colheita de sémen. A cor do sémen pode variar de animal para animal e em
funcdo dos elementos anormais que possa conter. A consisténcia indica-nos, de um
modo geral, se a concentracdo espermatica é baixa ou alta, ou seja, um ejeculado com
uma aparéncia mais aquosa serd indicativo de uma baixa concentracdo de

espermatozdides.

3.2.2. Volume

O volume foi avaliado por micropipetagem, imediatamente a seguir as recolha,

de modo a garantir maior exactidao.

3.2.3. Mobilidade Massal

Esta avaliacdo foi efectuada o mais rapido possivel, uma vez que o decréscimo
dos movimentos é acentuado com o passar do tempo. Deste modo, colocou-se uma gota
de 5 pl de sémen puro numa lamina previamente aquecida a 37°C, na estufa, tendo sido
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observada no microscépio optico com uma ampliacdo de 100x. Avaliou-se o vigor dos

movimentos de onda, em varios campos, de acordo com o descrito no Quadro 2.

3.2.4. Concentracgdo Espermatica

A concentragdo foi determinada por contagem através da cAmara de Neubauer,
preparando uma solucdo para a mesma. A solucéo resultou da diluicdo de 10 pl de
sémen puro com 990 pl de &gua destilada (diluigdo1:100). Nos casos onde ndo era
possivel efectuar a contagem devido a concentracdo espermatica a diluicdo era de
1:1000. Apo6s a homogeneizacdo da solucdo, preparou-se a camara de Neubauer,
colocando-se 5 pl de agua destilada em cada um dos lados da lamina para fixar a
lamela, e posteriormente 10 ul da solucdo anterior, no centro e bordo da lamela, de
modo a permitir a descida por capilaridade. Depois deixou-se repousar a placa para que
ocorresse a sedimentacao dos espermatozoides no fundo da lamina. Por fim, colocou-se
0 hemocitometro cuidadosamente no microscopio e visualizou-se numa ampliacdo de

400x. A contagem foi efectuada diagonalmente nos 5 quadrados maiores.

3.2.5. Percentagem de Espermatozoides Vivos no Sémen Fresco

Antes da congelacdo do sémen e ap0os o processo de diluicdo para enchimento
das palhinhas, procedeu-se a contagem dos espermatozoides vivos por citometria de
fluxo. Para isso preparou-se uma solugdo com 20 ul de sémen e 160 ul de PBS, da qual
se retirou 5 pl (50x10° spz/ml) e se adicionou 495 pl de solucéo para o citémetro. Esta
ultima solucdo foi preparada com 4 ml de PBS e, dois marcadores fluorescentes, sendo
estes 0 Pl e 0 SYBR-14, com 10 e 4 pl respectivamente. De seguida, colocou-se a

solucdo 15 minutos no escuro, e posteriormente no citometro para avaliacao.
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3.2.6. Percentagem de Espermatozoéides Vivos e Integridade do
Acrossoma no Sémen apos Descongelacéo

Para determinar a percentagem de espermatozdides vivos e com 0 acrossoma
intacto foi utilizado novamente o citdbmetro. Primeiramente, descongelou-se as
palhinhas (uma por cada amostra) em banho-maria a 37°C durante 30 segundos. De
seguida colocaram-se na estufa a 37°C trés tubos devidamente identificados para cada
dose de sémen. Um destes tubos servia para colocar a amostra de semen, outro para

proceder a diluicdo e o ultimo para levar ao citdbmetro para a avaliacéo.

A diluicdo foi feita num tubo eppendorf com 10 pl de sémen em 990 ul de PBS.
Depois retirou-se 295 pl desta solucdo e adicionou-se 6 pul de PI (0,5 mg/ml) e 20 ul de
FITC-PSA, incubando-se de seguida na estufa a 37°C durante 10 minutos. Por fim,

colocou-se 600 pl de PBS e avaliou-se no citometro.

3.3. Diluicdo do Sémen

As amostras de sémen foram diluidas de forma a obter-se uma concentracdo
final de 400 x 10° spz/ml. O diluidor utilizado foi & base de tris-gema ovo e preparado
apenas numa fraccao. Para isso adicionou-se 0s seguintes compostos: 375 mM de Tris,
124 mM de acido citrico, 41,6 mM de glucose, 9% (V/V) de gema ovo e 5% (V/V) de

glicerol devendo-se obter um pH de 6,8.
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3.4. Congelacédo do Sémen

Ap0s a diluicdo e enchimento das palhinhas, procedeu-se ao seu arrefecimento.
Estas foram cuidadosamente colocadas numa caixa de isopor no frigorifico (4°C)
durante 2 horas e 30 minutos. A congelacdo de sémen foi efectuada com um aparelho
automatico, designado como IceCub. As palhinhas foram colocadas no interior deste
aparelho num suporte horizontal, onde se procedeu a congelagdo segundo 3 curvas, cada
uma com trés rampas de arrefecimento. As temperaturas das diferentes curvas foram

iguais, variando apenas a temperatura de arrefecimento na segunda rampa (Quadro 3).

Quadro 3 - Curvas de Congelacdo com respectivas Rampas e Temperaturas de

Arrefecimento

Curva Rampa °C arrefecimento
1 -4a-5°C 4 °C/min
A 2 -5a-110°C 25 °C/min
3 -110a-140°C 35 °C/min
1 -4a-5°C 4 °C/min
B 2 -5a-110°C 35 °C/min
3 -110a-140°C 45 °C/min
1 -4a-5°C 4 °C/min
C 2 -5a-110°C 45 °C/min
3 -110a-140°C 35 °C/min
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3.5. Analise Estatistica

O ensaio foi delineado segundo um desenho factorial de medicGes repetidas (3
curvas de congelacdo x 3 bodes x 3 dias de colheita de sémen). Os dados foram assim
tratados de acordo com este modelo recorrendo-se a ANOVA factorial de medicdes
repetidas considerando-se a curva de congelagdo ¢ o bode como “between subjects
factors” e o dia de colheita como “within subjects variable”. Relativamente a
comparagdo das medias dos parametros do sémen avaliados macroscopicamente
recorreu-se & ANOVA simples. Sempre que a ANOVA detectava diferengas
significativas dentro das varidveis estudadas, seguia-se um teste de comparacdes
maltiplas (LSD) para identificar essas diferencas. Todos os valores percentuais foram
previamente transformados segundo a formula P’ = arcosen VP em que P representa o
valor original. Contudo, nos quadros apresentados ao longo do texto os valores referidos

sd0 sempre 0s originais.
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V. Resultados

4.1. Avaliacdo Macroscopica do Sémen

A primeira avaliacdo foi efectuada visualmente, imediatamente apds as recolhas
de sémen, no tubo de recolha, tendo sido avaliados a cor, a consisténcia e o volume.
Posteriormente, procedeu-se a observacdo microscopica no laboratério onde se avaliou

a motibilidade massal sendo classificada de acordo com Quadro 2.

Pela observacdo directa foi possivel perceber que o sémen do bode O (raca
Saanen) deveria ser eliminado do ensaio dada a sua cor e consisténcia, mas de modo a
comprovar a qualidade do mesmo procedeu-se a observagdo microscépica da motilidade
massal. O sémen apresentava uma cor amarelada intensa e uma consisténcia bastante
aquosa, o que segundo o Quadro 1 foi classificado com 0 valores numa escala de 0 a 5.
Quanto a motilidade também foi atribuida a mesma classificacdo, dada a percentagem
muito reduzida de espermatozéides vivos em 50% das recolhas de sémen (5% spz
vivos). Contudo, € de salientar que a motilidade foi aumentando gradualmente com as
colheitas, tendo sido atribuida uma classificacdo de 2 valores a uma amostra que tinha
20% spz vivos apesar de ndo apresentarem movimentos de onda, e outra com 3 valores,
uma vez que a amostra apresentava movimentos de onda de baixa amplitude e

movimento lento.

Os restantes trés animais dadores foram selecionados para proceder a congelagéo
de sémen, dado que as suas caracteristicas seminais obtiveram uma classificacdo
normal. Quanto a coloragdo das doses de sémen recolhidas, estas variaram entre branco,
branco acinzentado a amarelado. A consisténcia variou entre densa e cremosa (5

valores), cremosa (4 valores) e pouco cremosa (3 valores), segundo o Quadro 1.

75



Relativamente ao volume do sémen (Quadro 4) os bodes 1 e 2 apresentaram valores
muito semelhantes tendo o bode 3 apresentado um valor médio 20% superior sem,

contudo, atingir o nivel de significancia estatistica.

4.2 . Avaliacdo Microscopica do Sémen

4.2.1. Avaliacéo da Motilidade Massal

Na motilidade observaram-se classificagcbes de 4 e 5 valores, uma vez que oS
movimentos de onda obtidos variaram entre 60 e mais de 80% spz vivos. Ainda com o
sémen fresco procedeu-se a uma avaliagdo mais detalhada por citometria de fluxo, de
modo a determinar a percentagem de espermatozdides vivos e mortos em cada uma das
amostras de sémen. Embora ndo se tenha procedido a congelacdo do sémen do bode 0,
no ejaculado que se obteve 60% de motilidade massal, avaliou-se a viabilidade
espermatica, de modo a comprovar que a eliminacdo deste bode para dador de sémen
tinha sido uma boa opcdo. Deste modo, p6de-se constatar que a viabilidade do mesmo
era muito reduzida, sendo a percentagem de espermatozdides vivos de apenas 28,63%.
Nos restantes animais observaram-se taxas de sobrevivéncia mais elevadas, sendo o
reprodutor 3 0 que obteve melhores resultados com 42,39 + 8,54% de spz vivos (Quadro
4). Também ¢é de salientar que este foi 0 animal que obteve melhor volume de ejaculado
(V=0,89 = 0,07 ml; P>0,05 ; Quadro 4). Contrariamente, o bode que apresentou menor
percentagem de espermatozdides vivos foi o que produziu menor volume espermatico e

maior concentracdo de spz (5,08 x 10° spz/ml; P>0,05; Quadro 4).
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4.2.2. Concentracdo do Sémen

O bode 2 foi o que apresentou menor concentracdo espermética sendo
ultrapassado em cerca de 50% pelo bode 3 e em 150% pelo bode 1( 2,05x10°, 2,98x10°
e 5,08x10%spz/ml, respectivamente). O sémen do animal 1, contudo, apresentou a menor
motilidade e a menor percentagem de espermatozoides vivos como se pode observar no
Quadro 4. As diferencas ndo atingiram, porém, o nivel de significancia estatistica

provavelmente devida ao reduzido nimero de réplicas (n= 3).

Quadro 4 — Médias e Erro Padrdo dos parametros avaliados no sémen fresco dos

diferentes bodes. As diferencas observadas ndo foram estatisticamente significativas.

Concentracao
Bode Volume (ml) Motilidade % SPZ vivos % SPZ mortos
(x10%spz/ml)

1 0,72 +0,28 5,08+£138 73,3+6,67 30,97+16,08 69,03+ 16,08
2 0,75+ 0,08 205+0,34 86,25+2,25 42,32+5,66 57,68 +5,66

3 0,89 + 0,07 298+090 775+250 42,39+8,54 57,61+38,53
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4.4. Avaliacéo por Citometria de Fluxo

4.4.1. Determinacdo da Relacdo entre Espermatozdides Vivos e Mortos

Antes de se proceder a congelacdo determinou-se a percentagem de
espermatozdides vivos, de modo a comprovar que a mesma poderia avancar. Foram
congelados os ejaculados que apresentaram mais de 30% dos espermatozoides Vvivos.
As taxas de mortalidade espermética foram superiores a 50%, tendo variado entre

69,03% (+ 16,08) para 0 bode 1 e 57,61% (+ 8,53) para o bode 3 (Quadro 4)

4.4.2. Determinacdo da Integridade do Acrossoma

O sémen foi avaliado ap6s a sua descongelacdo de modo a verificar qual a
influencia das curvas de congelacdo utilizadas na sobrevivéncia dos espermatozéides e
consequentemente na sua capacidade fecundante. O Quadro 5 apresenta os valores
percentuais da conjugacdo do estado de vida (vivos ou mortos) e da integridade do
acrossoma (intacto ou danificado) dos espermatozdides apds descongelacdo em funcgédo
do tipo de curva de congelacdo utilizada bem como dos efeitos dos bodes e das datas de

recolha do sémen.

Ap0s a descongelacdo apenas se obtiveram em média 18,78% (z 1,95, n= 27) de
espermatozoides vivos, dos quais 94,36% (£ 1,67, n=27) tinham o0 acrossoma intacto e
apenas 5,64% (+ 1,67, n=27) apresentavam o acrossoma danificado. A analise
estatistica dos dados relativos as percentagens de spz vivos e com acrossoma intacto
apos descongelacdo revelou um efeito significativo do bode e do dia de colheita.
Relativamente ao tipo de curva de congelacdo as pequenas diferencas observadas nao se

revelaram estatisticamente significativas (P= 0,63) sugerindo auséncia de efeito deste
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factor. O animal que apresentou maior percentagem de espermatozoides vivos com 0
acrossoma intacto (% spz VAI) foi o bode 2 com 23,10 + 0,86% (P<0,03), sendo a
curva A (19,14 + 0,86 % spz VAI) a que apresentou melhores resultados e as colheitas
do primeiro dia (25,33 + 0,66 % spz VAI) com valores significativos para este
parametro (P<0,002). Quanto a percentagem de espermatozdides vivos mas com o
acrossoma danificado (% spz VAD) o bode 1 teve 0,55 + 0,044 % spz (P=0,016) , com
valores mais altos para a curva C (0,49 + 0,044 % spz VAD) e para o dia de colheita 3

(0,59 + 0,08 % spz VAD; P=0,032).

No total, a percentagem de espermatoz6ides mortos (81,22 + 1,95, n= 27) ap6s
a descongelacdo foi superior a percentagem de espermatozoides vivos (18,78 + 1,95,
n= 27), dos quais 14,04% (£ 1,28, n=27) apresentavam 0 acrossoma intacto e 85,96%
(£ 1,28, n=27) o acrossoma danificado. Relativamente a percentagem de
espermatozéides mortos mas com o acrossoma intacto (% spz MAI) o bode 3 foi 0 que
apresentou valores mais altos com 14,16 + 0,63% (P<0,01) e com um nivel de
significancia de P=0,042 para o dia de colheita 3. No que concerne a percentagem de
espermatozéides mortos mas com o acrossoma danificado (% spz MAD) o bode 1 foi o
que obteve maior contagem (82,84 + 1,39% spz MAD; P<0,01), sendo a curva C a mais
afectada. Também no terceiro dia de recolha de sémen a percentagem de
espermatozéides mortos com o acrossoma danificado foi mais elevada (P=0,003) como

se pode comprovar no Quadro 5.
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Quadro 5 - Média e Erro Padrédo das percentagens dos spz vivos com acrossoma intacto

(% spz VAI); vivos com acrossoma danificado (% spz VAD); mortos com

acrossoma intacto(% spz MAI) e mortos com acrossoma danificado (% spz

MAD).
Curva % spz VAI % spz VAD % spz MAI % spz MAD
A 19,14+0,86 044+004 1164+063 68,78+1,39
B 17,72+0,86 0,38+004  11,36+0,63 70,54 +1,39
C 18,18+0,86 0,49+004  10,37+0,63 70,96 + 1,39
Bode
1 10,91 +0,86° 0,55+0,04° 564+0,63 82,84 +1,39°
5 23,10 £ 0,86°° 0,31+ 0,04° 13,57 +0,63" 63,01+ 1,39™
3 20,96 +0,86° (045+004 1416+063° 64,43 +1,39°
Dia Colheita
1 2533+0,66° 0,33+0,03" 1102+087 6331+1,13"
9 18,40+0,66° (404003 912+043" 72,09+0,64™
3 11,31+0,91° 059+0,08° 13,23+0,82° 74,87 +1,39°
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4.5. Sémen Fresco vs Semen Descongelado

Apols a obtengdo dos dados para a viabilidade do sémen em fresco e
descongelado, procedeu-se a comparacdo do mesmo tendo em consideragdo as

percentagens de espermatozdides vivos e mortos como se pode observar no Quadro 6.

O animal que apresentou maior percentagem de espermatozdides vivos no
sémen fresco foi 0 bode 3 (42,39 £ 8,54 % spz vivos). No entanto, apos descongelacéo o
sémen que obteve melhores resultados foi o bode 2 (23,42 *+ 2,14 % spz vivos). Deste
modo o0 sémen que teve maior percentagem de espermatozoides mortos, quer em fresco
quer apds descongelacdo foi o bode 1 com 69,03 + 16,08 e 88,49 + 5,86%

respectivamente.

Se tivermos em consideracdo o dia em que foi efectuada a recolha de sémen o
primeiro dia foi 0 que se obteve maior percentagem de espermatozoides vivos antes

(54,74 + 6,39 % spz vivos) e depois (25,66 + 2,02 % spz vivos) da congelagéo.
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Quadro 6 - Percentagem de espermatozoéides vivos (% spz Vivos) vs mortos (% spz

Mortos) no sémen fresco e descongelado em funcdo do bode e do dia de colheita.

% spz Vivos

% spz Mortos

Sémen Fresco

Sémen Descongelado

Sémen Fresco

Sémen Descongelado

Bode
1 30,97 +16,08 11,52 +5,87 69,03+ 16,08 88,49 +5,86
2 42,32 £ 5,66 23,42+ 2,14 57,68 £ 5,66 76,57 2,14
3 42,39 £ 8,54 21,41 +£7,52 57,61 + 8,53 78,59 £ 7,52
Dia Colheita
1 54,74 + 6,39 25,66 + 2,02 45,26 + 6,39 74,34 £ 2,02
2 25,49 + 6,07 18,79 + 5,61 74,51 + 6,06 81,21 £ 5,62
3 3545+10,40 1190+7,3 64,55+ 10,40 88,10 +7,29
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V. Discussao

Este trabalho teve por objectivo testar a influéncia de trés curvas [(Curva
A = 25°C/min; Curva B = 35°C/min; e Curva C = 45°C/min)] de congelacdo de sémen
de bode na percentagem de espermatozdides vivos, mortos bem como na integridade do
acrossoma apoés a descongelacdo. Para isso, um total de trés bodes reprodutores foram
sujeitos a recolha de sémen s trés vezes tendo o sémen sido dividido, em cada uma das
recolhas, em trés partes iguais para congelacédo, perfazendo um total de 27 amostras. A
recolha de sémen foi efectuada segundo o método de vagina artificial. A diluicdo de
sémen para congelacéo foi efectuada de acordo com o protocolo utilizado por Atessahin
et al. (2008) com Tris e gema de ovo. Neste estudo ndo se procedeu a lavagem do
sémen e aplicou-se uma percentagem de gema de ovo de 9%. Este facto contraria
alguma da literatura existente acerca da interacdo entre as enzimas do plasma seminal e
lipases da gema de ovo. Segundo Evans & Maxwell (1987), quando se utilizam meios
sintéticos para diluir sémen de bode, a reaccdo de coagulacdo ndo ocorre se a
percentagem de gema de ovo apés a diluicdo ndo for superior a 2%. Estudos mais
recentes demonstraram que a presenca de plasma seminal e de gema de ovo sdo
importantes na sobrevivéncia dos espermatozoéides, tendo Chauhan e Anand (1990)
observado que a congelacdo de sémen com um diluidor a base de tris-gema de ovo, sem
remocao do plasma seminal, produz elevadas taxas de fertilidade. Azerédo et al. (2001)
concluiram que a remocdo do plasma seminal pode ser prejudicial a congelacdo de
sémen caprino, uma vez que a percentagem de espermatozoides com membranas
plasmaticas integras e de motilidade espermética diminuam ap6s a centrifugacdo do
plasma seminal. Viana et al. (2006), observaram que ap0s a centrifugacdo do semen
houve uma brusca reducdo da motilidade e do vigor espermatico, com um aumento de

patologias no acrossoma dos espermatozéides em diferentes diluidores, o que nédo se
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verificou com as amostras que ndo foram centrifugadas. Souza et al. (2008) também
verificaram que a percentagem de patologias no acrossoma aumentou logo apos a

centrifugacdo.

No sémen fresco procedeu-se & avaliagdo de pardmetros como a motilidade, de
modo a selecionar os machos dadores. O animal com melhores resultados para a
motilidade e menor volume de plasma seminal foi o bode 2 o que se traduziu numa
maior percentagem de espermatozoOides vivos com acrossoma intacto apos a
descongelacdo. Este facto estd de acordo com os resultados obtidos por Betini et al.
(1998), o qual descreve que, possivelmente, os espermatozdides se sedimentam na
extremidade inferior das palhinhas durante o processo de congelacdo na vertical. Este
processo promove a separacdo do sémen do meio diluidor, reduzindo os efeitos toxicos
das fosfolipases sobre as células espermaéticas, além de uma menor alteragcdo osmotica,
causando menores lesGes sobre a membrana espermaética (Correa et al., 1996). A
reducdo do volume seminal indica-nos uma menor secrecdo das glandulas acessorias,
que se traduz na auséncia ou diminuicdo de alguns constituintes, como proteinas do
plasma seminal (Santos e Simplicio, 2000). Souza et al., 2008, descreveram que estas
revestem o espermatozoide sendo consideradas como factores de capacitacao
espermatica ou inibidores da capacitacdo, actuando na superficie do espermatozodide,
protegendo ou estabilizando a membrana plasmatica, evitando, assim, a reagdo
acrossémica precoce.

As diferentes curvas de congelagdo utilizadas (A, B e C) ndo apresentaram
diferengas significativas na integridade acrossomica, nos quatro parametros estudados
(VAI, VAD, MAI e MAD). Bag et al. (2001) efectuaram um estudo semelhante com
carneiros como dadores de sémen, tendo utilizando uma taxa de congelacdo de

25°C/min mas com temperaturas iniciais diferentes. Pelo teste de termoresisténcia a
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temperatura inicial de congelagdo de -125°C conferiu maior capacidade de
criopreservacao aos espermatozoides do que as temperaturas iniciais a -25°C ou -75°C
(P<0,05). Contudo, Maia (2010) afirma que as palhinhas expostas a temperaturas entre -
75 e -125 °C ndo afeta a sobrevivéncia do espermatozdide ovino, apesar do de caprino
ser menos tolerante. Nos caprinos, geralmente é recomendada a exposi¢éo das palhinhas
a uma temperatura de -75 °C. Barbas et al. (2006), também utilizaram duas curvas de
congelagdo com diferentes temperaturas na segunda rampa em sémen de carneiro
colhido ao longo do ano, obtendo um valor significativamente superior (P<0,001) na
curva A com maior numero de espermatozdides normais nas épocas de Verdo e Outono.
Com o processo de arrefecimento a funcéo das proteinas é afectada, como por exemplo
0s canais de célcio, 0 que aumenta a permeabilidade da membrana e consequentemente
cria desordem nas reacgBes acrossomicas. Embora causem infertilidade, os danos
acrossémicos ndo interferem na motilidade, e sdo distribuidos igualmente entre a
populacdo de espermatozoides moveis e imoveis (Santos, 2001). No entanto, segundo
Bittencourt (2006) taxas de arrefecimento rapidas de 30°C até temperaturas inferiores a
10 °C promovem uma queda progressiva da motilidade espermatica e de acrossomas
intactos antes da congelacdo e uma reducdo na percentagem de células com motilidade
pos-descongelacdo. No presente trabalho a temperatura de arrefecimento foi igual nas
trés curvas, alterando-se apenas a temperatura de congelacao a partir dos -5°C. Contudo,
como ja foi referido, os resultados das diferentes curvas ndo se diferenciaram
significativamente, apesar de segundo (Snoeck, 2003) ser ideal uma curva de
congelacdo lenta, de modo a permitir que os espermatozdides se desidratem e, rapida o
suficiente para evitar que os espermatozoides fiquem expostos, por muito tempo, a altas

concentracgdes de soluto.
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No que concerne a avaliacdo dos espermatozdides vivos com 0 acrossoma
intacto verificaram-se diferencas significativas entre os bodes (P < 0,001). O teste de
comparagGes mdaltiplas e permitiu verificar que as diferengcas apenas ndo foram
significativas entre os bodes 2 e 3.. O mesmo se pOde observar nos dias de recolha de
sémen com um nivel de significancia de P<0,002. Também se obtiveram resultados
significativos (P=0,016) entre os bodes 1 (0,55 + 0,04% spz VAD) e 2 (0,31+ 0,04%
spz VAD). Os resultados obtidos no bode 2 vdo de encontro ao estudo de Daskin e
Tekin (1996) que verificaram uma maior taxa de motilidade e uma menor percentagem
de danos no acrossoma pos-descongelacdo para o sémen congelado sem centrifugacao,
em meio com gema de ovo, que para as amostras congeladas em meio sem gema de ovo
(19% e 33% para motilidade e danos no acrossoma, respectivamente). No bode 2
obteve-se uma motilidade de 86,25% + 2,25 e nos espermatozéides vivos e mortos com
0 acrossoma danificado um total de 0,31%= 0,04 e 63,01% + 1,39 respectivamente,
como se pode observar no Quadro 5. No primeiro e terceiro dia de recolhas de sémen
obteve-se valores de 0,33 + 0,03% e 0,59 £ 0,08% (P<0,032), respectivamente nos spz
vivos com o acrossoma danificado. Gonzalez (2004) fez um ensaio com sémen de
bovino utilizando diferentes técnicas de congelacdo e consequentemente diferentes
taxas de congelacdo ndo obtendo nos seus resultados diferencas significativas nos
parametros estudados, entre os quais a integridade do acrossoma. Neste trabalho a
percentagem de espermatozdides vivos com o0 acrossoma intacto (Quadro 5), foram
inferiores as obtidas por Tasseron et al. (1977) que utilizando sémen de carneiro,
observaram taxas da ordem dos 40% (deteccdo feita por meio de microscopia de luz), e
de 70% (detectados por meio de microscopia electronica). As diferencas deverdo dever-
se 0 efeito conjugado do bode e dia de colheita. Também Santos (2001) logo apés a

descongelacdo de semen encontrou taxas elevadas (43% a 46%) de danos no acrossoma.
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O factor bode teve influéncia na percentagem de espermatozdides mortos
(P<0,001). Em relagdo ao factor dia de colheita observou-se que apenas houve
diferencas significativas (P <0,05) entre os dias 2 (9,12% = 0,43) e 3 (13,23% = 0,82)
na percentagem de spz mortos. Segundo Oettlé (1986), a maioria das lesGes
espermaticas no acrossoma ocorrem durante o processo de dilui¢do, arrefecimento ou
como resultado do periodo de equilibrio a que é submetido o sémen. Deste modo é
importante que se optimize o processamento inicial do sémen, fazendo com que a
grande maioria de espermatozdides chegue ao processo de congelacdo-descongelacao
sem alteracbes no acrossoma e, assim, com maiores possibilidades de sobreviverem
ilesos ao processo de congelacdo. Neste contexto, Rovay (2006), realizou um ensaio
para verificar o efeito de diferentes protocolos de arrefecimento sobre criopreservacao
do sémen caprino e avaliacdo das caracteristicas morfoldgicas do sémen, ndo tendo

encontrado diferencas significativas apds o processo de criopreservacao.
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V1. Conclusoes e Perspectivas Futuras

Este estudo teve como principal objectivo avaliar o efeito de 3 diferentes curvas
de congelagéo na taxa de mortalidade, com ou sem danificacdo do acrossoma, dos
espermatozdéides de sémen caprino. Os resultados foram muito semelhantes para as 3
curvas tendo as diferengas, da ordem dos 2 a 3%, ndo se revelado estatisticamente
significativas. Embora o nimero de réplicas (9) parecesse razoavel no inicio do ensaio,
veio a verificar-se uma variabilidade relativamente elevada (coeficiente de variacdo da
ordem dos 14%) motivada fundamentalmente pelo efeito significativo do bode e do dia
de colheita. Por outro lado, a detec¢do de uma acentuada influéncia quer do animal quer
do dia de colheita do sémen, podera ser um alerta para a necessidade de ser redobrada a
atencdo a dar a estes dois factores. Conjuntamente, os resultados do presente trabalho
parecem sugerir a auséncia de qualquer efeito das curvas de congelacdo testadas sobre a

taxa de mortalidade pds-descongelacdo do sémen de caprino.

Considerando que a distingdo das curvas de congelacdo testadas apenas incidiu
na segunda rampa de arrefecimento, e de uma forma pouco acentuada (diferenca de 10°
C da temperatura), sugere-se testar futuramente curvas com diferencas de arrefecimento

mais amplas e/ou aplicadas a diferentes rampas.
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Quadro 8.1. Analise de variancia relativa aos parametros do sémen fresco (volume,
concentragao e motilidade

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups ,062 2 ,031 ,397 ,685
Volume Within Groups ,627 8 ,078

Total ,689 10

Between Groups 16,131 2 8,066 4,241 ,056
Concentracdo  Within Groups 15,214 8 1,902

Total 31,345 10

Between Groups 312,311 2 156,155 3,104 ,100
Motilidade Within Groups 402,417 8 50,302

Total 714,727 10

Quadro 8.2. Média e Erro Padrao dos espermatozoides vivos com acrossoma intacto e
danificado

Spz vivos e Acrossoma Intacto Spz vivos e Acrossoma

Danificado * Bode

Bode Spz vivos e Spz vivos e
Acrossoma Acrossoma
Intacto Danificado
Mean 95,0758 4,9241
N 9 9
1
Std. Deviation 7,80262 7,80265
Std. Error of Mean 2,60087 2,60088
Mean 97,2211 2,7788
N 10 10
2 Std. Deviation 2,38595 2,38580
Std. Error of Mean , 75450 , 75446
Mean 89,9946 10,0055
N 8 8
3 Std. Deviation 12,99390 12,99375
Std. Error of Mean 4,59404 4,59398
Mean 94,3648 5,6351
N 27 27
Total
Std. Deviation 8,68042 8,68039
Std. Error of Mean 1,67055 1,67054
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Quadro 8.3. Média e Erro Padrdo dos espermatozoides vivos com acrossoma intacto e

danificado

Spz mortos e Acrossoma Intacto Spz mortos e Acrossoma

Danificado * Bode

Bode Spz mortos e Spz mortos e
Acrossoma Acrossoma
Intacto Danificado
Mean 15,0358 84,9642
N 9 9
1
Std. Deviation 7,10195 7,10195
Std. Error of Mean 2,36732 2,36732
Mean 13,8576 86,1424
N 10 10
2 Std. Deviation 5,06297 5,06297
Std. Error of Mean 1,60105 1,60105
Mean 13,1485 86,8515
N 8 8
3 Std. Deviation 8,43113 8,43113
Std. Error of Mean 2,98086 2,98086
Mean 14,0402 85,9598
N 27 27
Total
Std. Deviation 6,64312 6,64312
Std. Error of Mean 1,27847 1,27847
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Média e Erro Padrao das percentagens dos spz vivos com
acrossoma intacto (%o spz MAI)

Quadro 8.4. Média e Erro Padrédo das percentagens dos spz vivos com acrossoma
intacto (% spz MAI) das diferentes curvas de congelacao

Estimates
Measure: MEASURE 1
Curva Mean Std. Error 95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
A 19,140 ,856 16,765 21,515
B 17,718 ,856 15,343 20,093
18,178 ,856 15,803 20,553

Quadro 8.5. Média e Erro Padrdo das percentagens dos spz vivos com acrossoma
intacto (% spz MAI) dos bodes

Estimates
Measure: MEASURE_1
Bode Mean Std. Error 95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
10,971 ,856 8,596 13,346
23,104 ,856 20,729 25,480
20,960 ,856 18,585 23,335

Quadro 8.6. Média e Erro Padrdo das percentagens dos spz vivos com acrossoma
intacto (% spz MAI) no dia da colheita

Estimates
Measure: MEASURE 1
DiaColheita Mean Std. Error 95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
1 25,331 ,658 23,504 27,158
2 18,397 ,664 16,553 20,240
3 11,308 ,905 8,794 13,822
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Média e Erro Padrao das percentagens dos spz vivos com
acrossoma danificado (% spz MAI)

Quadro 8.7. Média e Erro Padréo das percentagens dos spz vivos com acrossoma
danificado (% spz MAI) das diferentes curvas de congelacéo

Estimates
Measure: MEASURE_1
Curva Mean Std. Error 95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
A 442 ,044 ,321 ,563
B ,383 ,044 ,263 ,504
,490 ,044 ,369 ,611

Quadro 8.8. Média e Erro Padrdo das percentagens dos spz vivos com acrossoma
danificado (% spz MAI) dos bodes

Estimates
Measure: MEASURE_1
Bode Mean Std. Error 95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
,551 ,044 ,430 ,672
313 ,044 ,193 434
451 ,044 ,330 ,572

Quadro 8.9. Média e Erro Padrdo das percentagens dos spz vivos com acrossoma
danificado (% spz MAI) no dia da colheita

Estimates
Measure: MEASURE 1
DiaColheita Mean Std. Error 95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
1 ,332 ,026 ,260 ,404
2 ,396 ,027 319 472
3 ,588 ,076 ,376 ,800
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Média e Erro Padrao das percentagens dos spz mortos com
acrossoma intacto (%o spz MAI)

Quadro 8.10. Média e Erro Padrdo das percentagens dos spz mortos com acrossoma
intacto (% spz MAI) das diferentes curvas de congelacao

Estimates
Measure: MEASURE_1
Curva Mean Std. Error 95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
A 11,641 ,627 9,901 13,381
B 11,363 ,627 9,624 13,103
10,369 ,627 8,629 12,109

Quadro 8.11. Média e Erro Padréo das percentagens dos spz mortos com acrossoma
intacto (% spz MAI) dos bodes

Estimates
Measure: MEASURE_1
Bode Mean Std. Error 95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
5,642 ,627 3,903 7,382
2 13,567 ,627 11,827 15,306
3 14,164 ,627 12,425 15,904

Quadro 8.12. Média e Erro Padréo das percentagens dos spz mortos com acrossoma
intacto (% spz MAI) no dia da colheita

Estimates
Measure: MEASURE 1
DiaColheita Mean Std. Error 95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
1 11,024 ,866 8,620 13,429
2 9,120 429 7,929 10,311
3 13,229 ,818 10,957 15,501
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Média e Erro Padrao das percentagens dos spz mortos com
acrossoma danificado ( % spz MAD)

Quadro 8.13. Média e Erro Padréo das percentagens dos spz mortos com acrossoma
danificado (% spz MAD) das diferentes curvas de congelacao

Estimates
Measure: MEASURE_1
Curva Mean Std. Error 95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
A 68,776 1,392 64,910 72,641
B 70,537 1,392 66,672 74,402
70,962 1,392 67,097 74,827

Quadro 8.14. Média e Erro Padrdo das percentagens dos spz mortos com acrossoma
danificado (% spz MAD) dos bodes

Estimates
Measure: MEASURE 1
Bode Mean Std. Error 95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
82,837 1,392 78,972 86,702
2 63,012 1,392 59,147 66,877
3 64,426 1,392 60,560 68,291

Quadro 8.15. Média e Erro Padréo das percentagens dos spz mortos com acrossoma
danificado (% spz MAD) no dia da colheita

Estimates
Measure: MEASURE 1
DiaColheita Mean Std. Error 95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
1 63,313 1,125 60,189 66,438
2 72,087 ,635 70,323 73,850
3 74,874 1,389 71,017 78,732
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Analise de variancia e testes de comparacdes multiplas
relativa a percentagem de spz vivos e com acrossoma intacto

Quadro 8.16. ANOVA de factores independentes

Tests of Between-Subjects Effects

Measure: MEASURE_1

Transformed Variable: Average

Source Type Ill Sum of df Mean Square F Sig.
Squares

Intercept 15788,089 1 15788,089 6083,499 ,000

Curva 2,675 2 1,337 ,515 ,632

Bode 581,024 2 290,512 111,941 ,000

Error 10,381 4 2,595

Quadro 8.17. Teste de comparacdes multiplas para os bodes

Pairwise Comparisons

Measure: MEASURE_1

() Bode (J) Bode Mean Std. Error Sig.” 95% Confidence Interval for
Difference (I-J) Difference”
Lower Bound Upper Bound
2 -10,848" , 759 ,000 -12,956 -8,739
! 3 -8,353" , 759 ,000 -10,462 -6,245
1 10,848’ , 759 ,000 8,739 12,956
2 3 2,494’ 759 ,030 386 4,603
1 8,353 759 ,000 6,245 10,462
° 2 2,494 759 ,030 -4,603 -,386

Based on estimated marginal means

*. The mean difference is significant at the ,05 level.

b. Adjustment for multiple comparisons: Least Significant Difference (equivalent to no adjustments).
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Quadro 8.18. Quadro 1.3. ANOVA para dia de colheita

Measure: MEASURE 1

Tests of Within-Subjects Effects

Source Type Il Sum of df Mean Square F Sig.
Squares
Sphericity Assumed 710,222 2 355,111 154,466 ,000
Greenhouse-Geisser 710,222 1,536 462,288 154,466 ,000
DiaColheita
Huynh-Feldt 710,222 2,000 355,111 154,466 ,000
Lower-bound 710,222 1,000 710,222 154,466 ,000
Sphericity Assumed 64,435 4 16,109 7,007 ,010
Greenhouse-Geisser 64,435 3,073 20,971 7,007 ,021
DiaColheita * Curva
Huynh-Feldt 64,435 4,000 16,109 7,007 ,010
Lower-bound 64,435 2,000 32,218 7,007 ,049
Sphericity Assumed 594,242 4 148,560 64,621 ,000
Greenhouse-Geisser 594,242 3,073 193,398 64,621 ,000
DiaColheita * Bode
Huynh-Feldt 594,242 4,000 148,560 64,621 ,000
Lower-bound 594,242 2,000 297,121 64,621 ,001
Sphericity Assumed 18,392 8 2,299
Greenhouse-Geisser 18,392 6,145 2,993
Error(DiaColheita)
Huynh-Feldt 18,392 8,000 2,299
Lower-bound 18,392 4,000 4,598

Quadro 8.19. Teste de comparacdes multiplas para o dia de colheita

Measure: MEASURE 1

Pairwise Comparisons

(I) DiaColheita  (J) DiaColheita Mean Difference | Std. Error Sig.b 95% Confidence Interval for
(1-3) Difference”
Lower Bound Upper Bound
2 5,326 ,759 ,002 3,218 7,433
' 3 12,517 845 ,000 10,170 14,864
1 -5,326 , 759 ,002 -7,433 -3,218
2 3 7,191 ,492 ,000 5,826 8,556
1 12,517 845 ,000 -14,864 -10,170
° 2 7,191 492 ,000 -8,556 -5,826

Based on estimated marginal means

*. The mean difference is significant at the ,05 level.

b. Adjustment for multiple comparisons: Least Significant Difference (equivalent to no adjustments).
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Analise de variancia e testes de comparacdes multiplas
relativa a percentagem de spz vivos e com acrossoma
danificado

Quadro 8.20. ANOVA de factores independentes

Tests of Between-Subjects Effects

Measure: MEASURE_1

Transformed Variable: Average

Source Type Il Sum of df Mean Square F Sig.
Squares

Intercept 368,890 1 368,890 | 1321,802 ,000

Curva 1,237 2 ,618 2,215 ,225

Bode 4,753 2 2,377 8,515 ,036

Error 1,116 4 ,279

Quadro 8.21. Teste de compara¢des multiplas para os bodes

Pairwise Comparisons

Measure: MEASURE 1

(I) Bode (J) Bode Mean Std. Error Sig.” 95% Confidence Interval for
Difference (I-J) Difference”
Lower Bound Upper Bound
2 1,006 ,249 ,016 314 1,697
! 3 ,319 ,249 ,270 -,373 1,010
1 -1,006 ,249 ,016 -1,697 -,314
2 3 -,687 ,249 ,051 -1,378 ,005
1 -,319 ,249 ,270 -1,010 373
° 2 ,687 ,249 ,051 -,005 1,378

Based on estimated marginal means

*. The mean difference is significant at the ,05 level.

b. Adjustment for multiple comparisons: Least Significant Difference (equivalent to no adjustments).
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Quadro 8.22. ANOVA para dia de colheita

Tests of Within-Subjects Effects
Measure: MEASURE 1

Source Type Il Sum of df Mean Square F Sig.
Squares
Sphericity Assumed 5,265 2 2,633 7,250 ,016
Greenhouse-Geisser 5,265 1,681 3,132 7,250 ,023
DiaColheita
Huynh-Feldt 5,265 2,000 2,633 7,250 ,016
Lower-bound 5,265 1,000 5,265 7,250 ,055
Sphericity Assumed 2,267 4 ,567 1,561 274
) ) Greenhouse-Geisser 2,267 3,363 674 1,561 ,286
DiaColheita * Curva
Huynh-Feldt 2,267 4,000 ,567 1,561 274
Lower-bound 2,267 2,000 1,134 1,561 ,315
Sphericity Assumed 2,622 4 ,655 1,805 221
Greenhouse-Geisser 2,622 3,363 , 780 1,805 ,237
DiaColheita * Bode
Huynh-Feldt 2,622 4,000 ,655 1,805 ,221
Lower-bound 2,622 2,000 1,311 1,805 ,276
Sphericity Assumed 2,905 8 ,363
Greenhouse-Geisser 2,905 6,725 ,432
Error(DiaColheita)
Huynh-Feldt 2,905 8,000 ,363
Lower-bound 2,905 4,000 , 7126

Quadro 8.23. Teste de comparacdes multiplas para o dia de colheita

Pairwise Comparisons
Measure: MEASURE 1

(I) DiaColheita  (J) DiaColheita Mean Difference | Std. Error Sig.” 95% Confidence Interval for
(1-9) Difference”
Lower Bound Upper Bound
2 -,304 ,216 ,232 -,905 ,296
! 3 -1,051" ,325 ,032 -1,953 -,149
1 ,304 ,216 ,232 -,296 ,905
2 3 -, 747 ,300 ,067 -1,578 ,085
1 1,051 ,325 ,032 ,149 1,953
: 2 147 ,300 ,067 -,085 1,578

Based on estimated marginal means
*. The mean difference is significant at the ,05 level.

b. Adjustment for multiple comparisons: Least Significant Difference (equivalent to no adjustments).
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Analise de variancia e testes de comparacdes multiplas
relativa a percentagem de spz mortos e com acrossoma
intacto

Quadro 8.24. ANOVA de factores independentes

Tests of Between-Subjects Effects

Measure: MEASURE_1

Transformed Variable: Average

Source Type Il Sum of df Mean Square F Sig.
Squares

Intercept 9647,316 1 9647,316 | 4578,484 ,000

Curva 4,528 2 2,264 1,074 423

Bode 411,621 2 205,811 97,675 ,000

Error 8,428 4 2,107

Quadro 8.25. Teste de comparacdes multiplas para os bodes

Pairwise Comparisons

Measure: MEASURE 1

(I) Bode (J) Bode Mean Std. Error Sig.” 95% Confidence Interval for
Difference (I-J) Difference”
Lower Bound Upper Bound
2 -8,171 ,684 ,000 -10,071 -6,271
! 3 -8,390° ,684 ,000 -10,290 -6,490
1 8,171 ,684 ,000 6,271 10,071
2 3 -,219 ,684 , 765 -2,119 1,681
1 8,390 ,684 ,000 6,490 10,290
° 2 ,219 ,684 , 765 -1,681 2,119

Based on estimated marginal means

*. The mean difference is significant at the ,05 level.

b. Adjustment for multiple comparisons: Least Significant Difference (equivalent to no adjustments).
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Quadro 8.26. ANOVA para dia de colheita

Measure: MEASURE 1

Tests of Within-Subjects Effects

Source Type Il Sum of df Mean Square F Sig.
Squares
Sphericity Assumed 41,649 2 20,825 4,602 ,047
Greenhouse-Geisser 41,649 1,944 21,428 4,602 ,049
DiaColheita
Huynh-Feldt 41,649 2,000 20,825 4,602 ,047
Lower-bound 41,649 1,000 41,649 4,602 ,099
Sphericity Assumed 3,594 4 ,898 , 199 ,932
Greenhouse-Geisser 3,594 3,887 ,925 , 199 ,929
DiaColheita * Curva
Huynh-Feldt 3,594 4,000 ,898 ,199 ,932
Lower-bound 3,594 2,000 1,797 ,199 ,828
Sphericity Assumed 201,106 4 50,277 11,110 ,002
Greenhouse-Geisser 201,106 3,887 51,734 11,110 ,003
DiaColheita * Bode
Huynh-Feldt 201,106 4,000 50,277 11,110 ,002
Lower-bound 201,106 2,000 100,553 11,110 ,023
Sphericity Assumed 36,202 8 4,525
Greenhouse-Geisser 36,202 7,775 4,656
Error(DiaColheita)
Huynh-Feldt 36,202 8,000 4,525
Lower-bound 36,202 4,000 9,051

Quadro 8.27. Teste de comparacdes mdltiplas para o dia de colheita

Measure: MEASURE 1

Pairwise Comparisons

(I) DiaColheita  (J) DiaColheita Mean Difference | Std. Error Sig.b 95% Confidence Interval for
(1-9) Difference”
Lower Bound Upper Bound
2 2,063 1,071 ,126 -,910 5,037
! 3 -,904 ,923 ,383 -3,466 1,658
5 1 -2,063 1,071 ,126 -5,037 ,910
3 -2,968 1,009 ,042 -5,769 -,166
1 ,904 ,923 ,383 -1,658 3,466
° 2 2,968 1,009 ,042 ,166 5,769

Based on estimated marginal means

*. The mean difference is significant at the ,05 level.

b. Adjustment for multiple comparisons: Least Significant Difference (equivalent to no adjustments).
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Analise de variancia e testes de comparacdes multiplas
relativa a percentagem de spz mortos e com acrossoma

danificado

Quadro 8.28. ANOVA de factores independentes

Tests of Between-Subjects Effects

Measure: MEASURE_1

Transformed Variable: Avera

Source Type Il Sum of df Mean Square F Sig.
Squares

Intercept 89428,672 1 89428,672| 15237,973 ,000

Curva 9,126 2 4,563 J77 ,519

Bode 1109,990 2 554,995 94,567 ,000

Error 23,475 4 5,869

Quadro 8.29. Teste de comparacdes multiplas para os bodes

Pairwise Comparisons

Measure: MEASURE 1

() Bode (J) Bode Mean Std. Error Sig.b 95% Confidence Interval for
Difference (I-J) Difference”
Lower Bound Upper Bound
2 14,026 1,142 ,000 10,855 17,196
! 3 13,133 1,142 ,000 9,963 16,304
1 -14,026 1,142 ,000 -17,196 -10,855
2 3 -,892 1,142 478 -4,063 2,278
1 -13,133" 1,142 ,000 -16,304 -9,963
° 2 ,892 1,142 478 -2,278 4,063

Based on estimated marginal means

*. The mean difference is significant at the ,05 level.

b. Adjustment for multiple comparisons: Least Significant Difference (equivalent to no adjustments).
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Quadro 8.30. ANOVA para dia de colheita

Measure: MEASURE 1

Tests of Within-Subjects Effects

Source Type Il Sum of df Mean Square F Sig.
Squares
Sphericity Assumed 339,086 2 169,543 56,327 ,000
Greenhouse-Geisser 339,086 1,390 243,958 56,327 ,000
DiaColheita
Huynh-Feldt 339,086 2,000 169,543 56,327 ,000
Lower-bound 339,086 1,000 339,086 56,327 ,002
Sphericity Assumed 55,046 4 13,761 4572 ,032
Greenhouse-Geisser 55,046 2,780 19,802 4572 ,061
DiaColheita * Curva
Huynh-Feldt 55,046 4,000 13,761 4,572 ,032
Lower-bound 55,046 2,000 27,523 4,572 ,093
Sphericity Assumed 420,020 4 105,005 34,886 ,000
Greenhouse-Geisser 420,020 2,780 151,093 34,886 ,001
DiaColheita * Bode
Huynh-Feldt 420,020 4,000 105,005 34,886 ,000
Lower-bound 420,020 2,000 210,010 34,886 ,003
Sphericity Assumed 24,080 8 3,010
Greenhouse-Geisser 24,080 5,560 4,331
Error(DiaColheita)
Huynh-Feldt 24,080 8,000 3,010
Lower-bound 24,080 4,000 6,020

Quadro 8.31. Teste de compara¢des multiplas para o dia de colheita

Measure: MEASURE 1

Pairwise Comparisons

(I) DiaColheita  (J) DiaColheita Mean Difference | Std. Error Sig.b 95% Confidence Interval for
(1-3) Difference”
Lower Bound Upper Bound
2 -5,816° ,902 ,003 -8,320 -3,311
' 3 -8,489' /483 ,000 -9,831 -7,147
5 1 5,816 ,902 ,003 3,311 8,320
3 -2,673 ,979 ,052 -5,392 ,046
1 8,489’ /483 ,000 7,147 9,831
° 2 2,673 ,979 ,052 -,046 5,392

Based on estimated marginal means

*. The mean difference is significant at the ,05 level.

b. Adjustment for multiple comparisons: Least Significant Difference (equivalent to no adjustments).
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