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Deus...

“A fé é o firme fundamento das coisas que se esperam, e a prova das coisas que

’

ndo se vem”.
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compreensao, persisténcia. O passageiro se oferece, apresenta atrativos.
Assim sdao os caminhos do bem e do mal.
Tenha coragem na escolha.
Todo sacrificio na estrada do bem produz luz e alegria que nunca se extinguem.
(Lourival Lopes— Sementes de Felicidade)

A minha mée Silionisia Ferreira Santos e a0 meu pai Ailton
Cardoso Santos, pelas demonstragdes de amor, confianga, dignidade,
perseveranca € justica, dedico toda a minha vida.
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RESUMO

SANTOS, Anselmo Domingos Ferreira Santos, M. S., Universidade Federal
de Vigosa, marco de 2001. Caracteristicas reprodutivas e congelamento
do sémen de reprodutores das racas Alpina e Saanen submetidos ao
manejo de fotoperiodo. Orientador: Ciro Alexandre Alves Torres.
Conselheiros: Eduardo Paulino da Costa e Jos¢ Domingos Guimaraes.

O objetivo deste estudo foi comparar as caracteristicas reprodutivas de
machos caprinos das racas Alpina e Saanen, apds tratamento com luz
artificial. Foram utilizados oito animais (quatro de cada raga) adultos (58
meses) ¢ jovens (11,7 meses). Foram utilizados dois periodos: Periodo 1 —
primeiros 15 dias; e Periodo 2 — 16° até 40° dia. Apds o tratamento
fotoperiodico, registraram-se: comportamento sexual, perimetro escrotal (PE),
caracteristicas seminais e congelamento do sémen por meio do Teste de
Termo-resisténcia (TTR), Teste Hiposmodtico (HOST) e integridade do
acrossoma, a cada 48 horas. Animais jovens apresentaram menor tempo de
reagcdo (27 s) que adultos (62 s; P < 0,05). O PE diferiu entre idades dos
animais (P < 0,05) e os animais jovens da raca Saanen tiveram maior PE que
os jovens da Raca Alpina (28,7 cm versus 27,3 cm; P < 0,05). Observouse
aumento médio de 01 cm no PE (30,53 ¢cm no periodo 1 para 31,53 cm no
periodo 2) em todos os grupos estudados (P < 0,05). Animais da raca Alpina
apresentaram melhor qualidade seminal de ejaculado que os da Saanen, e
animais jovens apresentaram caracteristicas seminais superiores aos adultos (P
< 0,05): motilidade (87,5% % 7,5 e 84,7% + 7.5 para Alpina e, 85,0% + 7,7 ¢
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73,6% % 11,9 para Saanen), turbilhonamento (4,5 + 0,6 ¢ 3,9 + 0,6 para
Alpina e, 4,5 = 0,5 ¢ 2,6 £ 1,3 para Saanen), vigor (4,9 £ 0,3 ¢ 4,9 + 0,3 para
Alpina e, 4,8 £ 0,5 ¢ 4,5 £ 0,7 para Saanen) e defeitos maiores (4,9 = 2,6 ¢ 7,2
*+ 4,2 para Alpina e, 6,5 £ 5,0 e 17,4 + 17,5 para Saanen). Os animais da raca
Alpina apresentaram melhor congelamento do sémen que os da raca Saanen, e
os jovens foram superiores aos adultos no teste de TTR (P < 0,05). O estresse
térmico afetou a integridade da membrana espermatica (P < 0,05). Os animais
jovens tiveram menor perda de integridade da membrana plasmatica seminal
que os adultos (10,7% e 17,9%, respectivamente), apds o descongelamento (P
< 0,05). O tratamento de luz artificial foi eficiente no restabelecimento da
atividade reprodutiva dos animais. Os animais da raca Saanen foram mais
sensiveis aos efeitos da estagdo do ano e ao fotoperiodo que os da raga Alpina,
e os animais jovens tiveram melhor qualidade e congelamento seminal que os

adultos fora da estagdo reprodutiva.



ABSTRACT

SANTOS, Anselmo Domingos Ferreira Santos, M. S., Universidade Federal
de Vicosa, March, 2001. Reproductive features and freezability of
semen of males goat of Alpine and Saanen bred after artificial light
treatment. Adviser: Ciro Alexandre Alves Torres. Committee members:
Eduardo Paulino da Costa and José Domingos Guimaraes.

The objective of this study was to compare reproductive features of two bred
male goats, Alpine (n=4) and Saanen (n=4), after artificial light treatment in two
periods: period 1 (first 15 days) and period 2 (16 to 40 days). Young (11.7
months, n=4) and adults (58 months, n=4). After light treatment, sexual behavior,
scrotal perimeter (PE), seminal features and freezability of semen by means of,
thermo-resistance  (TTR), hypoosmotic ~ swelling (HOST) and acrossomal
integrity test at each 48 h. Young animals showed lower time (27.0 s) than adults
(62.0 s; P < 0.05). The PE differed between ages (P < 0.05) and the young
Saanen had bigger PE than the young Alpine (28.7 cm versus 27.3 cm; P < 0.05).
The PE increased from 30.53 c¢cm in period 1 to 31.53 cm in period 2 in all groups
(P < 0.05). Alpine bucks had better seminal quality than Saanen bucks, and
young animals presented superior seminal featwes than adults (P < 0.05):
motility (87.5% £ 7.5 and 84.7% % 7.5 for Alpine, and 85.0% % 7.7 and 73.6% =+
11.9 for Saanen), mass movement (4.5 £ 0.6 and 3.9 + 0.6 for Alpine, and 4.5 +
0.5 and 2.6 *+ 1.3 for Saanen), vigor (4.9 + 0.3 and 4.9 + 0.3 for Alpine, and 4.8
0.5 and 4.5 = 0.7 for Saanen) and major defects (4.9 + 2.6 and 7.2 + 4.2 for

Alpine, and 6.5 *+ 5.0 and 17.4 % 17.5 for Saanen). Alpine breed semen presented



better freezability than Saanen, and young were superior than adults in TTR (P <
0.05). Heat stress affected membrane integrity of spermatozoa (P < 0.05). After
freezing-thawing, membrane integrity decreased less intensively in young than in
adult animals (10.7 and 17.9%, respectively) (P < 0.05). Artificial light treatment
was efficient to reestablish reproductive activity. Saanen bucks were more
sensible to effects of season and photoperiod than Alpine bucks, and young
animals had better quality and freezability than adults out of the reproductive

S€ason.



1. INTRODUCAO

A caprinocultura brasileira é explorada, principalmente, na regido
Nordeste (88,4%), onde assume importante papel na geracdo de renda
(MOREIRA et al, 2000). Nos ultimos anos, a atividade tem crescido
bastante, mas ainda possui baixos indices de produtividade e, dessa forma, a
aquisicdo de animais geneticamente superiores, com sémen de qualidade
comprovada, torna-se uma alternativa vidvel para incrementar a produgdo
dos rebanhos (BECKER-SILVA et al., 2000).

A inseminacdo artificial (IA) em caprinos no Brasil ainda permanece
num estadio incipiente de adogdo, principalmente pela insuficiéncia de
metodologias adequadas de congelamento de sémen (MACHADO, 1991).

O e¢jaculado caprino apresenta particularidades que o diferencia do
sémen de outros ruminantes domésticos (SIMPLICIO ¢ MACHADO,
1989), por isso, inimeras pesquisas tém sido realizadas na 4area de
criopreservagdo, com o objetivo de se estabelecer protocolos de
congelamento que permitam a obtencdo de sémen de alta viabilidade ap6s o
descongelamento e, assim, atingir altas taxas de fertilidade no rebanho.

O macho caprino apresenta estacionalidade reprodutiva e diversas
varidveis devem ser consideradas no processo de criopreservacdo de sémen,
tais como: raga, idade, caracteristicas seminais, sazonalidade reprodutiva

(fotoperiodo), latitude, etc.



Os caprinos, tanto os machos quanto as fémeas, principalmente os de
origem européia, ndo se reproduzem durante os meses de mar¢co a julho nos
seus paises de origem (DINIZ, 1980). No macho, pesquisas sobre o
comportamento sexual mostraram variagdes estacionais acentuada, no que
diz respeito ao nimero de saltos semanais (secrecdo de androgenos), e a
qualidade dos ejaculados (diminuicdo do volume do sémen e aumento da
concentracdo em espermatozoides). Segundo KARATZAS et al. (1997), a
amplitude dessas variagdes estd em fungdo da raga e da latitude, diferindo
de pais para pais, exceto nos da regido equatorial.

As variagdes estacionais entre ragas sao importantes pois o macho da
raga Bder, por exemplo, produz trés vezes mais espermatozoides que o da
raga Zambiana (Igboeli, 1974, citado por NUNES, 1982).

O conhecimento do comportamento sexual associado & variagdes na
produ¢do e congelamento espermatico, no periodo pods-puberal, permitirdo
determinar a melhor época e idade de reprodu¢do do macho caprino,
possibilitando a sua melhor utilizacao (MAIA e VIEIRA, 1992).

Objetivowrse estudar os machos caprinos das ragas Alpina e Saanen,
de duas idades diferentes, ap6s o manejo de fotoperiodo, no fim do inverno
e inicio da primavera, quanto ao comportamento sexual, perimetro escrotal,

sémen e seu congelamento.



2. REVISAO DE LITERATURA

O inicio da maturidade sexual pode exercer grande influéncia na
eficiéncia reprodutiva de um animal, € o conhecimento das caracteristicas
da puberdade e do desenvolvimento sexual precoce sdo critérios
importantes na selec@o dos reprodutores (BECKER-SILVA et al. 2000).

A puberdade em caprinos ¢ precoce, mas a eficiéncia reprodutiva
plena s6 ¢ atingida apds algumas semanas. Nessa fase, os testiculos ainda se
encontram em desenvolvimento e, embora a espermatogénese se assemelhe
a do animal adulto, sua atividade espermatogénica plena s6 ¢ atingida mais
tarde (AHMAD e NOAKES, 1996).

Em caprinos da raga Moxotd, a puberdade foi considerada como o
surgimento do primeiro espermatozoide no sémen ejaculado, € ocorreu com
4,7 meses de idade. Da puberdade em diante, as caracteristicas seminais,
tais como o volume, a concentragdo, o vigor € a porcentagem de
espermatozoides moéveis aumentam, mesmo apos o animal ter alcancado a
idade da maturidade sexual, que ¢ atingida de quatro a oito meses de idade
(TRALDI, 1983), e para as ragas Saanen e Alpina ¢ de 5,8 meses (AHMAD
e NOAKES, 1996). O sémen de animais puberes apresenta qualidade
regular, quando comparada aquela de animais adultos. No periodo pds-
puberal, o aspecto do ejaculado, que a principio ¢ aquoso ou turvo, torna-se

leitoso; o volume, a concentracdo e a motilidade espermatica aumentam



gradativamente, acompanhados de wum aumento na porcentagem de
espermatozodides vivos e morfologicamente normais (TRALDI, 1983).

VILAR FILHO et al. (1993a) examinaram as caracteristicas
testiculares de caprinos das ragas Alpina, Anglo Nubiana e Canindé criados
na regido semi-arida do estado da Paraiba, com idade variando entre nove e
67 meses, € encontraram para a raca Alpina: perimetro escrotal de 25,8 cm,
volume de 367,2 mL e comprimento de 74 cm; Raga Anglo Nubiana:
perimetro escrotal de 25,3 cm, volume de 385,0 mL, e comprimento de 7,75
cm; e para a raca Canindé: 23,9 cm, volume de 270,0 mL, e comprimento
de 7,3 cm.

BECKER-SILVA et al. (2000) avaliaram o peso corporal, perimetro
e volume escrotal, a liberacdo prepucial e as caracteristicas seminais de
machos da raga Saanen do nascimento at¢ 12 meses de idade. Aos trés
meses de idade, 77,8 % dos animais tinham completa liberagdo prepucial, e
aos quatro meses, todos tinham completado a liberagcdo prepucial. Nenhum
macho apresentou espermatozdides no ejaculado aos trés meses de idade;
23,1% deles ejacularam espermatozoides vivos aos quatro; € aos sete
meses, a motilidade espermdtica foi de 70,0%. O tamanho do testiculo
aumentou pouco antes de espermatozdides vivos serem encontrados no
ejaculado, e teve maior correlacio com o peso corporal (r = 0,92) que com a
idade (r = 0,84). Por outro lado, a motilidade espermdtica teve maior
correlagdio com a idade (r = 0,55) que com o peso corporal (r = 0,45) ou
perimetro escrotal.

O comportamento sexual ¢ indispensavel a preservacdo das espécies
e consta do conjunto de iniciativas e atitudes que implicam na realizagdo da
copula e nos posteriores fenomenos de fecundacao (HAFEZ, 1987).

Conforme CHENOWETH (1981), a libido pode ser definida como a
disposicdo e avidez do macho para montar e copular a fémea, ¢ o
comportamento de monta definido como as atividades do macho, antes,
durante e apOs o coito. Estas caracteristicas podem ser influenciadas por
fatores genéticos, estacdo do ano, raca, niveis hormonais (andrdgenos),

sanidade, manejo, dominancia e idade, entre outros.
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A fertilidade de um rebanho estd diretamente relacionada ao numero
de fémeas servidas (MACHADO et al., 1994) e as interagdes entre machos
e fémeas exercem importante fungdo no estimulo e na manutengdo do
comportamento sexual, em ambos 0s sexos. A presenca permanente (ou
auséncia) de outros animais, do mesmo ou de sexo oposto, pode modificar a
meédio ou longo prazo a habilidade reprodutiva dos machos (SIGNORET et
al., 1990).

Os componentes pré-coitais da libido no bode, que ajudam a testar a
receptividade da fémea para o ato sexual, sdo: cheirar o perineo da fémea,
cortejar com a pata, flémen, expor a lingua varias vezes, emitir sons de tons
graves, expor o pénis, urinar sobre si mesmo e realizar falsas montas
(FRASER, 1980).

Nos estadios iniciais da sexualidade, os caprinos ndo fazem
diferenciagdo sexual e montam nos companheiros ou lateralmente nas
fémeas, sem erecdo ou protusio do pénis, tentam manter contatos
urogenitais, cheiram a vulva das fémeas e o prepucio dos machos. Com a
evolucdo da sexualidade, ocorre a liberagdo do preplcio e os animais
passam a praticar a masturbagdo, além de distinguir as fémeas dos machos.
Na puberdade, os animais ja realizam o cortejo caracteristico do macho
adulto, tem eregdo e concluem a copula (ELWISHY e ELSAWAF, 1971).

A performance sexual de machos caprinos pode ser aumentada se se
deixar que observem o cortejo € a copula de outros machos (desafio), antes
de serem colocados com fémeas em estro (PRICE et al., 1985). De acordo
com PRICE et al. (1998), machos caprinos estimulados sexualmente
mostraram 11,1 montas sem ejaculacdo, 3,1 montas com ejaculagdo e 5,1
montas por ejaculagao.

MACHADO et al. (1994) compararam trés métodos de avaliagdo do
desejo sexual e da habilidade para o servico de 20 bodes jovens. Nos testes
competitivos, usaram fémeas em estro (CSE) ou fora do estro (CSN), e no
teste individual (CSI) usaram fémeas em estro. A estimulagdo visual prévia

foi positiva para os bodes, mas ndo influenciou o tempo de reacdo. Todavia,
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o nimero de montas atingido nos testes competitivos foi superior ao do
teste individual.

O pré-requisito para a normalidade reprodutiva do macho ¢ a
producdo continua e a quantidade adequada de espermatozoides
funcionalmente normais que ¢ obtida por meio da regulacdo hormonal. A
testosterona ¢ importante para o desenvolvimento € a manutengdo da
espermatogénese e pelas caracteristicas sexuais secunddrias do macho
(STABENFELDT e EDQVIST, 1988).

A secregdo de testosterona pelas células de Leydig ¢ estimulada pelo
LH (hormodnio luteinizante), e as concentracoes séricas de LH e testosterona
flutuam consideravelmente ao longo do periodo de 24 h e, em bodes,
aumentam com a diminuicdo do comprimento do dia (MUDUULI et al.,
1979; RITAR, 1991). Assim, a atividade reprodutiva estd relacionada a
redugdo no numero de horas de luz, por meio de seus efeitos sobre o
hipotdlamo e a glandula pineal, levando ao aumento na amplitude e na
freqiiéncia de liberagdio do LH, culminando em maior produgdo
(MUDUULI et al, 1979; STABENFELDT e EDQVIST; 1988;
DELGADILLO e CHEMINEAU, 1992).

Em machos caprinos, a concentragdo sérica de testosterona aumentou
na metade do verdo e manteve-se alta at¢ o inicio do inverno. A atividade
da inibina no plasma seminal, o numero de espermatozoides e as
concentragdes séricas de FSH, LH e testosterona mudaram com a estagdo
do ano. A atividade da inibina reduziu no outono e tendeu a aumentar no
inverno, enquanto o numero de espermatozoides comecou a aumentar no
outono. O FSH, LH e testosterona séricos atingiram o pico um més apos o
solisticio de verao (MIYAMOTO et al., 1987).

DELGADILLO e CHEMINEAU (1992) estudaram se as rapidas
alteracoes entre dias longos e curtos eliminavam a variagdo sazonal na
atividade do eixo hipotdlamo-hipofise-testiculo em machos caprinos das
ragas Saanen e Alpina durante o ano. A freqiiéncia de pulsos de LH variou
com o comprimento do dia e essa freqii€éncia foi maior nos dias longos que

nos dias curtos, quando submetidos a um més de dias longos alternado com
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um més de dias curtos, e essa freqiiéncia foi maior nos dias curtos que nos
dias longos, quando expostos a dois meses de dias longos alternados com
dois meses de dias curtos. A secre¢do de testosterona também variou com o
comprimento do dia, acompanhando as mudangas nas freqiiéncias de pulsos
de LH.

A testosterona também ¢ importante para o desenvolvimento e a
manutencdo da libido, além da atividade secretoria dos oOrgdos acessorios
masculinos e do desenvolvimento das caracteristicas corporais associadas
com o fenotipo masculino.

A termorregulacdo € um mecanismo de extrema importdncia para os
animais  homeotérmicos, regulados via integragdo de  mecanismos
neurofisiologicos, que atuam na producdo e dissipacdo de calor
(ROBINSON, 1993). Temperaturas corpéreas elevadas, durante o periodo
de altas temperaturas ambientais, levam a degeneracdo testicular e reduzem
a porcentagem de espermatozoides normais no ejaculado (KARABINUS et
al., 1997).

Diversos relatos mostram as influéncias estacionais sobre o volume,
a concentragdo, a motilidade e a morfologia espermatica, mas existem
divergéncias quanto & estagdes em que se observam oOs maiores € O0S
menores valores. Tanto nas regides tropicais quanto nas temperadas,
observam-se ejaculados com baixa motilidade e alta porcentagem de células
defeituosas, durante os periodos de verdo (KUMEDIAKA et al, 1981,
SEKONI e GUSTAFSSON, 1987).

O reflexo da temperatura na qualidade do ejaculado pode ser
verificado em diversos momentos, dependendo da fase da espermatogénese
que foi afetada. Assim, se o estresse térmico ocorreu no final da
espermatogénese  ou  durante a  maturagdo  epididimaria,  haverd
comprometimento na condensacdo do DNA, sem modificagio na
morfologia dos espermatozdides ja formados (VOGLER et al., 1993).

McNITT e FIRST (1970) citaram que, embora ndo seja observado
nenhum efeito no volume ou na produgdo de gel no ejaculado de suinos, o

estresse térmico diminui a motilidade espermatica e aumenta a porcentagem
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de patologia seminal e acrossomas anormais, o que foi corroborado pelos
resultados de WETTERMAN e DESJARDINS (1979) ao encontrar que o
estresse caldrico suprimiu a maturagdo do espermatozoide com subseqiiente
diminui¢ao da producao e qualidade seminal.

KUMI-DIAKA et al. (1981) avaliaram mudancas na qualidade
espermatica relacionada com as estagdes do ano de cinco touros de origem
européia (Bos taurus) e cinco de origem indiana (Bos indicus) e nao
observaram variagdo estacional na concentracdo, porcentagem de células
vivas e anormalidades espermaticas nos touros indianos, porém os touros
europeus  apresentaram  significante  flutuagdo  estacional com  baixa
concentragdo, elevada anormalidade espermatica, e baixa porcentagem de
espermatozoides vivos durante os periodos quentes.

HUANG et al. (2000) avaliaram a concentragdo de proteina do
choque térmico (HSP70) no sémen de suinos durante a estagdo quente e
fria, comparando com as caracteristicas seminais, € observaram que,
durante os meses quentes, houve uma diminuigdo da concentragdo de
HSP70, acompanhada pelo aumento na porcentagem de anormalidades
espermaticas, sugerindo que a menor concentragdo de HSP70 no calor pode
estar associada com a qualidade seminal.

Segundo BUFFIGTON et al. (1977), o indice mais preciso para se
medir o conforto térmico de animais é o Indice de Temperatura de Globo
Negro ¢ Umidade (ITGU), obtido a partir do indice de temperatura e
umidade, pela insercdo da temperatura de globo negro em substituigdo a
temperatura de bulbo seco. O ITGU engloba, em tUnico valor, os efeitos da
temperatura de bulbo seco, velocidade do ar, umidade relativa e radiac@o.

Conforme CURTIS (1983) e MULLER (1989), até o indice de 74 ou
zona de conforto térmico, a temperatura corporal se mantém constante, com
o minimo de esforco do sistema termorregulador, onde ndo existe sensagdo
de frio ou de calor e, o animal tem seu metabolismo normal. Na Zona de
Alerta, comecam a atuar os primeiros mecanismos de termorregulagdo,
como a vasodilatagdo, o suor e a taquipinéia, buscando a diminui¢do do

isolamento corporal, favorecendo a dissipacdo do calor e, também, a busca



da sombra, pisos frios, lugares molhados, isolamento dos companheiros, e a
temperatura corporal ¢ a produgdo de calor permanecem constantes. Na
Zona de Perigo, os mecanismos termorregulatorios se intensificam e o
animal busca reduzir seu metabolismo pela diminuicdo da atividade da
tiredide, produzindo menor quantidade de tiroxina e, conseqiientemente,
pela diminuicdo do apetite (anorexia e hipoalimentacdo), e pelo consumo
das reservas corporais. O nivel de calor tende a aumentar e, como resultado,
hd uma diminuicdo da sintese protéica, mesmo que o animal ainda
mantenha sua homeotermia.

A estacdo do ano, pelas mudangas fotoperiddicas, interfere na
atividade espermatogénica de bodes, com diminuigdo quantitativa e
qualitativa na produgdo e na fertilidade do s€men, demonstrando minima
porcentagem de motilidade e vigor dos espermatozoides durante a
primavera ¢ o verdo (estacdo de anestro das cabras) (DELGADILLO et al.,
1991; DELGADILLO et al., 1999). Todavia, ROCA et al. (1992) avaliaram
as anormalidades sazonais do sémen de machos caprinos da regido
Mediterranea e verificaram todos os tipos de anormalidades espermaticas,
sendo que a gota protoplasmatica proximal e os danos acrossomais foram as
predominantes. A pior qualidade seminal foi observada durante o inverno e
na primavera, € se relacionou tanto ao comprimento do dia como a
concomitante diminuicdo do tamanho testicular neste periodo (ROCA et al.,
1991).

TULI e HOLTZ (1995) estudaram a influéncia da estacdo na
porcentagem de espermatozoides moéveis e vivos pré e pos-congelamento
em machos da raca Boer, e observaram que o sémen congelado no inverno
teve maior propor¢cdo de espermatozoides moéveis (45%) e vivos (49%) que
o sémen congelado na primavera (29 e 32%).

Em estudos realizados na Grécia, ZYGOGIANNIS et al. (1989)
obtiveram taxa de 72,7% de nascimentos com sémen fresco de bodes da
raca Parda Alpina, coletado no final da estagdo nao reprodutiva, e
STAMATIADIS (1990) nd3o encontrou variagdo sazonal durante o ano

sobre as caracteristicas do sémen de bodes Alpinos, embora o sémen de
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qualidade superior tenha sido coletado de junho e setembro (periodo
reprodutivo), e concluiu que o sémen de bodes Alpinos ¢ apto para
inseminagao artificial durante todo o ano. Entretanto, KOUTSOURIS e
ELEFTHERIOU (1990) observaram variagdo sazonal na produgdo de
sémen de bodes das racas Saanen e nativas, com diminuicdo da producdo
durante a primavera e aumento no outono.

KARATZAS et al. (1997) avaliando a fertilidade do sémen fresco e
congelado de bodes das ragas Parda Alpina, Saanen e Damasco, coletados
fora da estagdo reprodutiva, concluiram que esses sémens podem ser
utilizados com sucesso fora da estagdo reprodutiva.  Finalizando,
KARAGIANNIDIS et al. (2000), estudando as caracteristicas seminais de
bodes das ragas Parda Alpina, Saanen e Damasco e o efeito da variagdo
sazonal na qualidade de seus semens, encontraram variacdo sazonal em
quantidade (volume, concentracdo e numero total de espermatozoides por
ejaculado) e qualidade (porcentagem de espermatozdides moveis,
porcentagem de anormalidades e taxa de motilidade progressiva), € o sémen
de melhor qualidade foi aquele produzido durante a estagdo de cobertura
(final do verdo e outono). Entretanto, as magnitudes desses efeitos sazonais
nao limitaram o uso dos bodes para reproducdo durante todo o ano.

DELGADILLO et al. (1992), utilizando trés grupos de machos
caprinos das ragas Saanen e Parda Alpina, analisaram se alteragdes bruscas
entre dias longos e curtos eliminariam a variagdo sazonal da atividade
espermatogénica. Como resultado, a eliminacdo da variagdo fotoperiodica
sazonal na qualidade do s€émen aumentou a producao de 69,0% e 54,7% de
doses congeladas e a fertilidade seminal ndo mostrou diferenca.

O sémen ¢ geralmente coletado por meio de vagina artificial, na
presenca de uma fémea em estro e, menos freqiientemente, por
eletrogjaculacdo. Este ultimo método produz ejaculado de maior volume e
menor concentragdo que o primeiro, mas sem interferéncia na motilidade do
espermatozdide (AKUSU et al, 1984). Como o plasma seminal tem

demonstrado ser prejudicial ao processo de congelamento de sémen caprino



(NUNES, 1982; LEBOEUF et al., 2000), o método de eletro-ejaculagdo ndo
¢ o indicado para as coletas.

A porcentagem de espermatozdides moéveis e a motilidade individual
progressiva sdo 0s pardmetros mais comumente usados para medir a
qualidade do sémen. A motilidade individual progressiva se refere ao vigor
ou intensidade de movimentacdo linear dos espermatozoides, que ¢ avaliada
em escala de 0-5, onde zero corresponde a imobilidade total e cinco, a
maxima movimentacdo progressiva, conforme Corteel (1981), citado por
MAIA e VIEIRA (1992).

Coletas de sémen de caprinos no inicio do periodo pos-puberal (204
dias ou na 8 semana apés inicio da puberdade) demonstraram melhoria no
volume, na concentragdo, na motilidade individual progressiva do sémen,
apesar da elevada porcentagem de espermatozoides anormais (69,4%)
(MAIA ¢ VIEIRA, 1992).

VILAR FILHO et al. (1993b), avaliando as caracteristicas fisicas e
morfologicas do sémen das ragas Alpina encontraram volume de 0,66 mL,
motilidade de 50,7%, turbilhonamento de 2,27, concentragio de 2,47 x 10°
espermatozoides / mm’, e uma concentracio total de 1,69 x 10’
espermatozoides. E, KARATZAS et al. (1997), avaliando as caracteristicas
seminais dos machos das racas Alpinas e Saanen, dentro e fora da estagdo
reprodutiva, encontraram volume de 1,3 e 1,1 e 0,6 e 0,7 mL, concentracao
de 3,6 e32¢e¢47¢e44x 10° / mL, nimero de espermatozoides totais de 4,7
e 3,7 e 3,01 e 3,3 x 10’ espermatozoides e porcentagem de espermatozoides
moveis de 60,0 e 65,8 e 48,0 e 59,4%, respectivamente.

FRESNO et al. (2000) estudaram as caracteristicas seminais de
bodes da raga Canaria, com idade variando entre 1 ¢ 3 anos, € encontraram:
volume de 1,67 mL, concentracio de 4,33 x 10° espermatozdides / mL,
concentragio total de 7,32 * 2,92 x 10° espermatozodides, turbilhonamento
de 4,05 £ 0,22, porcentagem de espermatozoides moveis de 74,7 e vigor de
3,83. Nao foram encontradas diferengas entre as principais caracteristicas
seminais durante o periodo estudado, que compreendeu duas estagdes

(primavera e verdo).



No bode, a remocao do plasma seminal, imediatamente apds a coleta,
aumenta a porcentagem de células vivas e a motilidade durante preservagio
em diluentes a base de gema de ovo ou leite, mas com qualidade inferior a
encontrada para o sémen obtido do epididimo, indicando a presenga no
plasma seminal de um componente prejudicial para a criopreservacao
(LEBOEUF et al., 2000).

AAMDAL et al. (1965) verificaram a presenga de uma enzima no
plasma seminal, conhecida por “fator coagulante da gema de ovo” ou
lecitinase ou fosfolipase A, que causava a imobilidade dos espermatozodides.
Essas enzimas catalisavam a hidrolise da lecitina da gema de ovo em é&cidos
graxos e lisolecitinas, sendo as ultimas as responsdveis pela toxicidade aos
espermatozoides (AZAWI e AL-DAHASH, 1993 ¢ MENDEZ et al., 1994).
A presenca da fosfolipase A no plasma seminal de caprinos ¢ desfavoravel
ao congelamento, e sua remocdo por meio de centrifugacdo do sémen
melhora a sobrevivéncia dos espermatozoides pos-descongelamento (TULI
e HOLTZ, 1994; SIMPLICIO e MACHADO, 1989).

Diluentes a base de leite-gema, possivelmente, provocavam declinio
acentuado na motilidade espermatica, por causa dos componentes
desconhecidos do leite, que interagem com enzimas secretadas pelas
glandulas bulbouretrais no plasma seminal de caprinos (AZAWI e AL-
DAHASH, 1993). A diminuicdo da sobrevivéncia dos espermatozdides
durante o congelamento em diluentes com leite ¢ proveniente de uma fracdo
protéica, também da glandula bulbo-uretral de bodes, denominada SBUIIL,
que interage com os constituintes do diluente, inibindo, fortemente, a
motilidade do espermatozdide. O componente glandular responsavel por
esse efeito tem sido identificado como uma lipase triacilglicerol
(PELLICER, 1995). Recentemente, o componente da SBUIII, em bodes, foi
identificado como proteina N-glicosii monomérica, que promove a
diminui¢do na porcentagem de espermatozdides moveis, deterioragdo na
qualidade dos movimentos, lesio no acrossoma e morte celular de
espermatozoides do epididimo, diluidos em leite desnatado (PELLICER,
1995).



O plasma seminal produzido fora da estacdo reprodutiva foi mais
prejudicial a motilidade e sobrevivéncia dos espermatozoides retirados do
epididimo e mantidos em diluentes a base de leite desnatado, que o plasma
seminal produzido dentro da estagdo reprodutiva.

Para TULI e HOLTZ (1994), a libera¢do da enzima glutamato
oxaloacetato transaminase (GOT) no plasma extracelular tem sido usada
como indicativo de danos de membrana das células espermaticas, existindo
uma correlagdo negativa entre a liberagdo de GOT e a motilidade
progressiva, durante o pré e o pds-congelamento do s€men.

Os ejaculados coletados dentro da estagdo reprodutiva contém mais
plasma seminal que aqueles obtidos fora da estagdo reprodutiva,
verificando-se alta correlagdo negativa entre o volume do plasma seminal
no ejaculado e a porcentagem de células moveis apds o descongelamento. A
porcentagem de c€lulas moveis apoés o descongelamento foi proporcional a
concentragdo de células espermaticas e inversamente proporcional ao
volume inicial do ejaculado (CORTEEL e LEBOEUF, 1987). A lavagem
do sémen em solugdo fisiologica aumentou a porcentagem de
espermatozoides modveis e a motilidade antes e apo6s o congelamento
(CORTEEL, 1974).

O processo de preservacdio de s€men, particularmente no estado
congelado, causa danos ultra-estruturais, bioquimicos e funcionais aos
espermatozdides, resultando na redugdo da motilidade, wviabilidade,
dificultando o  transporte no  trato  reprodutivo  feminino e,
conseqiientemente, prejudicando a fertilidade (LEBOEUF et al., 2000).
Esses danos sdo atribuidos a ruptura da membrana causada pela formacdo
de cristais de gelo intracelular, que ocorre durante o processo de
congelamento, ou por efeitos osmoticos ou for¢as mecanicas do gelo
extracelular durante o lento resfriamento (MAZUR, 1984), e pela perda da
atividade da enzima superoxido dismutase, seguindo a criopreservacao,
expondo os espermatozoides aos danos peroxidativos (Alvares e Storey,

1992, citados por AITKEN, 1995).



O problema da criopreservacdo ndo estd na habilidade de os
espermatozoides se manterem viaveis a —196°C (temperatura em que ndo ha
reagdes bioquimicas nem energia térmica dentro das células), mas sim em
suportar os danos que ocorrem durante o congelamento e o
descongelamento, principalmente ao passar pela zona de temperatura
critica, entre —15°C e — 60°C. Nesta faixa de temperatura, ocorrem
fendmenos oriundos do processo de resfriamento, tais como: formagdo de
cristais intra e extracelular, desidratacio ¢ distorcdo da membrana
plasmatica (ANGOLA, 1994).

O teste de termorresisténcia ¢ utilizado para avaliar o comportamento
dos espermatozoides incubados a 37°C, por meio da avaliagio da
motilidade e do vigor, depois de determinado tempo e, dessa forma,
predizer a fertilidade seminal (BARNABE et al, 1981). Nesse sentido,
varios autores passaram a preconizd-lo como prova habitual para a
avaliagdo da integridade espermatica, ap6s o processamento do sémen
(OLAR et al, 1989). Assim, o sémen ¢ submetido a condi¢cdes de
temperatura  semelhantes a do trato genital feminino para alcangar e
penetrar no ovocito (AMANN, 1989), dando uma idéia de resisténcia
(longevidade) do sémen no pds-inseminacdo (BARNABE et al., 1981).

O teste hiposmédtico (HOST) foi originalmente elaborado para uso
com espermatozoides humanos, avaliando-se a atividade bioquimica da
membrana espermatica intacta (JEYENDRAN et al, 1984). Esse teste se
baseia na observacdo de que um espermatozdide, com uma membrana
celular integra, se colocado em solucao hiposmotica permite a passagem da
agua pela membrana celular at¢ o restabelecimento do equilibrio entre os
fluidos extra e intracelulares. Assim, a célula aumenta de volume e a
membrana que cobre a cauda do espermatozodide se expande, causando um
dobramento do flagelo (HOSSAIN et al. 1998), uma vez que os filamentos
do axonema da cauda estio intimamente relacionados com a membrana
plasmatica. A membrana plasmatica da regido da cauda dos

espermatozdides apresenta maior susceptibilidade a condi¢cdes hiposmoticas
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e, por isso, nota-se o edema celular (JEYENDRAN et al, 1984
JEYENDRAN et al., 1992).

SODERQUIST et al. (1997) avaliaram a integridade da membrana
espermatica de ovinos por meio do HOST. Sob microscopia de contraste de
fase (x1000) foram contados 200 espermatozoides, encontrando-se 65,7%
de caudas dobradas.

ROTA et al. (2000) correlacionaram os resultados do HOST com a
capacidade fertilizante in vitro do sémen congelado de cinco touros. Foi
encontrada uma porcentagem de 43,8% (variando de 18,1% até 59,8%) de
caudas dobradas apos o descongelamento do sémen. Entretanto, as andlises
mostraram diferenga entre os touros quanto a habilidade em responder ao
HOST, em cada fase de preparagdo do sémen, apesar de ndo ter havido
diferenca na fertilidade in vitro entre os touros. Provavelmente, outras
varidveis podem estar implicadas no potencial de fertilidade, além da
funcionalidade da membrana, especialmente sob condi¢des in vitro.

KUMI-DIAKA (1993), trabalhando com sémen canino, recomendou
a incubag¢do durante 45 minutos em solugdo de frutose com osmolaridade de
60 mOsmol, e encontraram 77,7% de espermatozdides com a cauda
enrolada nas amostras de sémen fresco, 78,7% apds o resfriamento por 24
h, a 5°C, e 56,7% apds o descongelamento, obtendo-se alta correlagdo entre
o HOST e a motilidade espermatica, que pode ser explicada pelo fato de a
motilidade ser parcialmente dependente da integridade da membrana
plasmética.

O acrossoma mamifero ¢ uma bolsa ou capuz cefalico contendo no
seu interior enzimas (lisossomas) essenciais para a fecundacdo do ovocito,
derivado do complexo de Golgi e se localiza na porgdo anterior do nucleo
espermatico (CROSS e MEIZEL, 1989). A integridade acrossdmica ¢
considerada uma caracteristica seminal importante (DE LEEUW et al,
1991).

TASSERON et al. (1977) observaram danos acrossomais em
espermatozoides de carneiros, durante todos os estddios de congelamento

(diluigdo, resfriamento, e congelamento) e descongelamento, resultando em
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dano cumulativo de cerca de 40%, detectado por meio de microscopia de
luz, e de cerca de 70% detectado por meio de microscopia eletronica.
Embora cause infertilidade, os danos acrossdmicos ndo interferem na
motilidade, e s3o distribuidos igualmente entre a populacdo de
espermatozoides moéveis e imoveis. SODERQUIST et al. (1997), avaliando
a integridade acrossomal de espermatozoides congelados e descongelados a
35°C pela adicdo de uma aliquota de sémen em formol salino, encontraram

um total de 67,6% de acrossomas intactos.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local e animais experimentais

O experimento foi realizado no Setor de Caprinocultura do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vicosa, Vigosa,
Minas Gerais, situada a 20°45'20" latitude S e 42°52'40" W Gr, altitude
média de 752,5m, temperatura média anual de 20,9°C, indice pluviométrico
anual de 1.203mm e clima do tipo Cwa (inverno seco e verdo chuvoso),
pela classificagdo de Koeppen (Fonte: CETEC).

O periodo experimental foi de julho a novembro de 2000, quando os
animais se encontravam no periodo de estagdo nao-reprodutiva. Foram
selecionados, como doadores de sémen, oito reprodutores adultos,
clinicamente sadios, sendo quatro machos da raga Alpina — PO e quatro da
raga Saanen, de duas idades diferentes.

A idade média dos animais jovens e adultos, de ambas as ragas,
encontram-se na Tabela 1. Houve diferenga (P < 0,05) entre idade dentro de
ragas, portanto, foi possivel fazer um estudo comparativo entre grupos
isolados sobre as caracteristicas reprodutivas dependentes dos fatores raca e
idade, bem como as suas interagdes, sob os mais variados aspectos, no que
tange a fertilidade do macho caprino fora da estagao reprodutiva.

Neste experimento, a idade média dos animais jovens foi de 11,7
meses, quando j4 podem ser considerados maduros sexualmente. Esta idade
precoce permite reduzir o intervalo de geragdes nos programas de
melhoramento genético e aumentar o nimero de descendentes de um

reprodutor.

Tabela 1- Idade média dos animais das racas Alpina e Saanen
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Alpina Saanen

Jovens b b
12,4 +1,5 11,0+ 0,0
(meses)

Adultos
65,0 +0,0° 51,1 +£2,0°
(meses)

* ° Médias seguidas pela mesma letra sobrescrita na mesma coluna ndo diferem entre si, Teste F (P

<0,05).

Todos os animais foram manejados em baias individuais. A dieta foi
constituida de 50% de silagem de milho, 30% de milho desintegrado com
palha e sabugo + 5% de uréia, e 20% de polpa citrica, obtendo-se um valor
nutricional de 1,47% de energia liquida (mcal), 11,68% de proteina bruta,
30,88% de fibra detergente neutro, 0,53 % de célcio e 0,24% de fosforo. O
total de consumo estimado foi de 1,5 kg de matéria seca ou 2,9 kg de
matéria natural.

O sal mineral e &gua foram fomecidos ad [libitum. O controle

sanitario dos animais foi realizado periodicamente.

3.2. Fotoperiodo artificial

Os animais foram submetidos a tratamento de fotoperiodo artificial,
de acordo com o procedimento preconizado por DELGADILLO et al.
(1992), iniciado no dia I de julho € com término em 30 de agosto de 2000,
totalizando 60 dias. Um timer foi programado para acender as lampadas
mistas (220 W) das baias, das 17 & 20 e das 4 & 7 h, de forma que os
animais permanecessem diariamente 16 h no claro e 8 h no escuro.

A avaliacdo das caracteristicas reprodutivas dos machos iniciou apos
o final do tratamento de fotoperiodo artificial e foi dividido em dois
periodos: Periodo 1, que comegou em 31 de agosto até 15 de setembro; e
Periodo 2, que foi de 16 de setembro até¢ 10 de outubro de 2000.

3.3. Mensuracoes ambientais



Em uma baia, localizada no centro da instalagdio onde ficavam
alojados os reprodutores, foram colocados a uma altura média de 70 cm do
chdo: termometro de bulbo seco e de bulbo umido, termometro de maxima
e minima e termdmetro de globo negro.Termdmetros de bulbo seco e de
bulbo tmido e um termOmetro de maxima e minima também foram
colocados a sombra, proximo da instalacdo, e um termdmetro de globo
negro ficou exposto ao sol.

As mensuragdes térmicas (termometro de bulbo seco e de bulbo
umido e globo negro) foram realizadas de cinco em cinco dias, e a cada
duas horas, no periodo de 12h (das 6 & 18 h). As temperaturas maximas e
minimas foram tomadas diariamente & 8 h.

O indice para a mensuragio do conforto térmico foi o ITGU (indice
de Temperatura de Globo e Umidade) que, segundo BUFFINGTON et al.
(1977), ¢ o mais preciso para se medir o conforto térmico de animais, que
foi obtido segundo a equacao:

ITGU =0,72 (Tgn + Tbu) + 40,6

sendo

Tgn = temperatura de globo negro, °C; e

Tbu = temperatura de bulbo umido, °C.

Os valores de ITGU que definiram a situacdo de conforto dos
caprinos foram os mesmos utilizados para bovinos, onde até 74 significou
zona de conforto térmico; de 74 a 78, uma situagdo de alerta (desconforto);
de 79 a 84, uma situagdo perigosa (estresse moderado) e acima de 84
emergéncia (estresse severo).

Os wvalores encontrados para o ITGU durante os dois periodos

experimentais sao apresentados na Figura 1.
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Figura 1 - Indices de ITGU obtidos nos dois periodos experimentais.
Periodo 1 equivale aos primeiros 15 dias ou até¢ a quinta coleta de

sémen. O periodo 2 compreende do 16> dia até o 40° dia.

Como observado na Figura 1, no periodo 1, os animais se
encontravam dentro da faixa de conforto térmico até aproximadamente 12
h, entrando na faixa de Alerta apos este horario, mas nunca o excedendo
(faixa de perigo). No periodo 2, os animais ja se encontravam na faixa de
Alerta desde aproximadamente 10 h, permanecendo nessa faixa por
aproximadamente duas horas, e entdo passavam para a faixa de Perigo,
onde permaneciam por aproximadamente seis horas, até retornarem para a
faixa de Alerta, onde ainda continuavam sob estresse térmico.

Embora os animais tenham ficado vérias horas do dia sob estresse
térmico no periodo 1 (aproximadamente cinco horas), o resto do dia (horas)
pode ter sido suficiente para compensa-lo, em termos de perda de calor e
consumo de alimentos. Todavia, no periodo 2, a exposicdo ao estresse
térmico aconteceu de forma mais intensa € por um tempo maior (acima de

oito horas), podendo levar a alteracdes fisiologicas que podem ndo ter sido



compensadas no resto do dia, o que corrobora os achados de BORGES
(1999).
O aumento nos indices de ITGU foi provocado, principalmente, pelo

aumento na temperatura ambiente no decorrer do estudo (Figura 2).
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Figura 2 - Variagdo da temperatura maxima ambiente durante o periodo
experimental. Perfodo 1 vai até a quinta coleta. O periodo 2 vai

da sexta até a 12° coleta.

A média da temperatura méaxima ambiente obtida durante o periodo
experimental foi de 25,5 * 2,2°C no Periodo 1 (até a 5 coleta) e 27,8 £
1,6°C no Periodo 2 (a partir da 6* coleta). Entretanto, observowse um
acentuado aumento na temperatura, de 22,5°C no inicio do experimento
para 29,3°C no periodo 2. A temperatura média do ambiente observada no
periodo 2 pode ter sido estressante para os animais, e ter interferido na

homeotermia e, conseqiientemente, na espermatogénese.

3.4. Biometria testicular e comportamento sexual

As mensuragdes do perimetro escrotal (cm) foram realizadas antes

das coletas de sémen, por um mesmo técnico, na por¢do de maior didmetro



do escroto, utilizando-se uma fita métrica milimetrada especifica para
mensuracao testicular.

O comportamento sexual foi avaliado pela medida do tempo de
reagdo (periodo de tempo de liberagio do bode para monta até a 1°
ejaculacdo) e pelo registro do numero de saltos durante o tempo de reacdo.
Padrdoes de comportamento como cortejo com a pata, reflexo de flémen,
exposicoes da lingua e do pénis também foram registradas durante as fases
de tempo de reag¢do, em todos os dias de coleta de sémen, e foram expressas
em forma de intensidade, sendo: + (manifestagdo suave) quando o animal
apresentou até dois padroes de comportamento por curto espago de tempo
até o ejaculado, ++ (manifestacdo moderada) quando o animal apresentou
acima de dois padrdes de comportamento por curto espago de tempo até o
gjaculado, e +++ (manifestacdo intensa) quando o animal apresentou um ou
mais padroes de comportamento por longo periodo de tempo até o

ejaculado.

3.5. Coleta e avaliacido do sémen para exame fisico

As coletas de sémen foram realizadas trés vezes por semana, em dias
alternados, das 07:00 & 10:00 h, pelo método da vagina artificial com agua
aquecida entre 42°C e 44°C, tendo como manequim uma fémea em estro,
induzida pela aplicacdo de 1,0 mg de benzoato de estradiol (Estrogin -
Farmavet) no primeiro dia e 0,5 mg sempre que a fémea ficava menos
receptiva a0 macho. Para cada dia de coleta, utilizaram-se dois machos de
cada raga e de idades similares, alternando-se a ordem de coleta dos animais
para evitar o efeito da estimulagdo visual sobre as caracteristicas seminais €
comportamentais (PRICE et al, 1985; SIGNORET et al, 1990). O
ejaculado foi coletado em tubos graduados, protegidos da luz solar com
papel laminado, e acondicionados em isopor, a fim de manter a temperatura
do recipiente em 37°C durante a coleta.

Ap6és a coleta, o sémen foi enviado para o laboratorio de

processamento e colocado em banho-maria, a temperatura de 37°C, quando

.



se realizou o exame fisico do ejaculado (volume, aspecto, turbilhonamento,
vigor e motilidade espermatica progressiva).

O volume do ejaculado foi verificado por visualizagdo direta do
sémen no tubo de centrifuga graduado e registrado em mililitros (mL), e o
turbilhonamento  (escala de 0-5) foi avaliado pela observagdio ao
microscopio em objetiva de 10x, de uma gota de sémen sobre uma lamina
pré-aquecida em mesa aquecedora a 37°C. O vigor (escala de 0-5) e a
motilidade  espermatica  progressiva  (0-100%) foram avaliados pela
observagdo de uma gota de sémen entre ldmina e laminula em objetiva de
40%, tal como preconizado pelo Colégio Brasileiro de Reprodu¢do Animal -
CBRA (1998). Para o calculo da concentracdo espermatica, empregouse a
camara de Neubauer, com sémen diluido na propor¢do de 20 microlitros
para 4,0 mL de solugdo de formolsalina tamponada (1:200) (HANCOCH,
1957). O numero total de espermatozoides no ejaculado foi obtido,
multiplicando-se o0 volume de sémen ejaculado (mL), pela concentragao
espermatica/mL.

Apods os exames fisicos, os ejaculados foram destinados as etapas de

processamento de congelamento.

3.6. Exame morfoldgico e teste hiposmoatico (HOST)

A fim de se veririficar as anormalidades de cabecga, acrossoma, peca
intermediaria e cauda dos espermatozdides, bem como a presenca de gota
citoplasmatica proximal ou distal, foram adicionados 20pL de sémen fresco
de cada ejaculado em 1 mL de solugdo de formol-salina tamponada,
conforme HANCOCH (1957). Uma gota dessa solugdo foi examinada em
preparacao umida, entre ldmina e laminula, utilizando-se microscopio com
contraste de fase acoplado, com aumento de 1.000 vezes, contando-se 200
células espermaticas, ¢ o resultado foi expresso em porcentagem de defeitos
maiores, menores e totais. Esse procedimento foi realizado para todos os

ejaculados (BLOM, 1973).



A integridade da membrana plasmatica foi avaliada em todas as
partidas de sémen fresco e congelado, por meio do Teste Hiposmotico
(HOST), utilizando-se 1,0 mL de uma solu¢do com frutose na osmolaridade
de 60 mosmol, acrescida de 0,1 mL de sémen. Essa osmolaridade foi
escolhida com base nos resultados obtidos por KUMI-DIAKA (1993) e
BUENO (2000), trabalhando com sémens de cdes. Essa solugdo foi
incubada em banho -maria, a 37°C por uma hora, e, ap6s esse periodo, uma
amostra foi colocada entre lamina e laminula pré-aquecida, a 37°C,
contando-se 200 espermatozoides, em microscopia de contraste de fase,
com aumento de 1.000 vezes. As células foram classificadas quanto a
presenca ou ndo de cauda fortemente dobrada ou enrolada e somente

dobrada ou enrolada (%), que foram uniformizadas para cauda dobrada.

3.7.Congelamento de Sémen

Apos o exame fisico do ejaculado, o sémen foi centrifugado duas
vezes, a 200 g (gravidade) durante 10 minutos, usando-se a solugdo de
lavagem Ringer-Lactato na proporcdo de 1:9, descartando-se o
sobrenadante. Em seguida, o pelet foi resuspendido com diluente a base de
Tris-citrato-gema de ovo sem glicerol, na propor¢do de 1:1, e entdo foram
avaliados motilidade progressiva espermadtica, vigor espermatico por meio
de microscopia em aumento de 200 a 400 vezes, e concentracao
espermatica, por meio da contagem em camara de Neubauer. Apds o
calculo do numero de doses (100 milhdes de espermatozoides/dose),
adicionouse metade do diluente (sem glicerol), e ap6és sua
homogeneizacdo, foi colocado em freezer estabilizado a 4°C, durante 2h
(curva de resfriamento de 1,07°C/min nos primeiros 30 minutos + 1,5 hora
a temperatura de 4°C) (BARBOSA, 1999). Ao final do periodo de
resfriamento foi acrescentada a outra metade diluente (8% de glicerol)
resfriado a 4°C, obtendo-se a concentracao final de 4% do crioprotetor.

O sémen foi envasado em palhetas de 0,5 mL, resfriado a 4°C, as
quais foram colocadas horizontalmente sobre vapor de nitrogénio liquido
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(cinco cm da superficie liquida) durante 15 minutos, e, em seguida,

mergulhados em nitrogénio a—196°C.

O diluente TRIS foi preparado de acordo com ROBERTS (1986),

modificado.
Solucao-Padrao
2,42 g de Tris
1,50 g de Acido citrico monohidratado
1,25 g de Glicose
0,0134 g de sulfato de estreptomicina
0,0578 g de Penicilina G soédica
100 mL é4gua tridestilada (q.s.p)
Solucio Al Solucido A2
Solucdo-Padrao Solucdo-Padrao
25 mL de gema de ovo 25 mL de gema de ovo
Sem Glicerol 08 mL Glicerol

3.8. Descongelamento do sémen, teste de termorresisténcia e

integridade do acrossoma

As amostras do sémen foram descongeladas a 37°C por 50 segundos,
e avaliadas quanto a motilidade e o vigor espermatico. Todas as partidas,
inclusive as que ndo obtiveram o minimo de 30% de motilidade e trés de
vigor pos-descongelamento, conforme preconizado pelo CBRA (1998),
foram submetidas ao teste de termorresisténcia lento (TTR).

Para a realizagdo do TTR, adotou-se o protocolo preconizado pelo
CBRA (1998), onde as partidas de sémen foram descongeladas a 37°C ¢ a

condicionadas em tubos Eppendorf, cobertas com uma gota de 6ko mineral
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pré-aquecido, e incubadas a 37°C durante um periodo de 2h.
Posteriormente, foram avaliados a motilidade e o vigor espermatico por
meio de microscopia com contraste de fase acoplado, em aumento de 200 e
400 vezes nos tempos zero, apds cinco minutos, € a cada hora apds o
descongelamento.

A avaliagdo de danos acrossomais (edema e desprendimento parcial
e total de acrossoma) foi realizada no inicio e no final do TTR. Para tanto,
uma amostra do sémen descongelado (100 ML) foi acondicionada em tubo
de Eppendorf, com solucdo de formol salina tamponado (HANCOCK,
1957) e, posteriormente, na ocasido do exame, confeccionou-se a
preparagdo umida da amostra de sémen entre lamina e laminula, ¢ a
avaliacdo acrossomal procedeu-se por meio de microscopia com contraste
de fase em aumento de 1.000 vezes e imersdo, de acordo com o preconizado
por SODERQUIST et al. (1997). O percentual de anormalidade acrossomal
foi feito sobre a contagem de 200 células espermaticas, computando os

acrossomas intactos € anormais.

3.9. Analises estatisticas

Utilizowse delineamento  experimental inteiramente casualizado em
esquema fatorial 2 X 2 X 2 (2 ragas, 2 idades e 2 periodos). As analises
foram processadas pelo Statistical Analysis System, versio 6.12, (1998;
SAS), segundo o modelo :

Viw = U+ R; + I, + P+ RI; + RP . + 1P+ RIPj + e

yj = Observagdo no animal /, no periodo &, na idade j da raca i;

L= Média geral,

R,=Efeitodaraca i, i=1,2;

I, = Efeito daidadej,j=1,2;

P, = Efeito do periodo k, k = 1,2;

RI; = Efeito da interagdo Raca x Idade;

RP ;= Efeito da interacao Raca x Periodo;

IP;, = Efeito da interagdo Idade x Periodo;
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RIP ;.= Efeito da interagdo Raga x Idade x Periodo;

e; = erro associado a cada observagdoijkl.

Para as caracteristicas do teste de termorresisténcia e integridade do
acrossoma, em que o periodo ndo tem efeito, foi usado o delineamento
experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 X 2 (2 racas e
2 idades). As analises foram processadas pelo pelo Sistema para Analises
Estatisticas e Genéticas 8.0 (1995; SAEG), segundo o modelo:

Y= K+ R+ I + RI; + ey

yiix= Observagdo no animal & na idade j da raca i;

L= Média geral;

R; =Efeito daragai, i=1,2;

I, = Efeito daidadej,j = 1,2;

RI; = Efeito da interacdo Raga x Idade;

€= erro associado a cada observagao ijk.

As médias das caracteristicas foram testadas pelos Teste Fisher
(Teste F; duas comparagdes) e Teste Student-Newman-Keuls (Teste SNK;
comparacdes multiplas), processadas pelo SAS 6.12 (1998) e pelo SAEG
8.0 (1995), com nivel de probabilidade de cinco por cento. Foram
realizadas correlagdes de Pearson entre os testes in vitro aplicados

amostras de sémen, processados pelo SAEG 8.0.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Comportamento sexual

Os valores médios mensurados para as manifestacdes das
caracteristicas comportamentais sdo apresentados na Tabela 2. Houve

diferenca com relagdo ao tempo de reagdo entre jovens e adultos (P < 0,05).

Tabela 2 - Caracteristicas comportamentais em animais das racas Alpina e

Saanen em idades jovens e adultos confinados

Tempo Ne de Cor Ref Expo Exp




Reacdo Saltos tejo lex sicao osi¢

(segund por da ode da 0
0s) sessao de féem Fle Lingu do
coleta ea me a Pén
n is
Al
pi
na
Jo
25,7
ve 1,4+ 0,7 + ++ + 4t
14,9
ns
A
du 75,5 +
15+ 1.3 ++ ++ +++ o+
Ito 67,9°
s
Sa
an
en
Jo
28,6 £
ve 1,1£04 + + + +
9,7°
ns
A
du 48,8 +
1,2+ 0,6 ++ +++ +++ ++
Ito 28,6

N

** Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna, nio diferem entre si, SNK (P < 0,05). +

(manifestaggo suave), ++ (manifestagdo moderada), +++ (manifestagdo intensa).

Os animais jovens demonstraram maior libido que os adultos,
considerando-se o menor tempo de reacdo. Isto pode ser atribuido a menor
experiéncia sexual e a maior excitagdo do animal jovem, que se estimulava
(exposicao de pénis, micgdo) antes de ser apresentado a fémea em estro,
estando, neste caso, as atengcdes do animal mais voltadas para a realizagao
da monta que para a exibi¢do de comportamentos pré-coitais que teriam por

objetivo testar a receptividade ao ato sexual pela fémea. Resultados



similares também foram observados por PRICE et al. (1985), FRASER
(1980) e FIGUEIREDO (1991).

O tempo de reacdo encontrado neste estudo foi inferior ao observado
por ROCA et al. (1991), com tempos de reagdo de 129 e 106 segundos para
as idades de 9-10 meses e 21-22 meses, respectivamente. A diferenca
numérica observada nos valores dos dois experimentos pode ser atribuida a
intensidade dos efeitos da estagdlo do ano (temperatura, umidade,
fotoperiodo, etc.) sobre a libido, visto que hd evidéncia de que caprinos
criados em paises europeus manifestam maior variagdo nos parametros
reprodutivos entre as estacdes reprodutivas e nao-reprodutivas que caprinos
dos paises de clima equatorial (KARATZAS et al. 1997).

Nas condigdes climaticas da India, SINHA et al. (1981) encontraram
valores similares para animais da raca Jamunapari divididos em dois grupos
de idade (entre dois e trés anos e abaixo de dois anos) ndo sendo observada
diferenga no tempo de reacgdo entre as duas idades.

O ntmero de saltos por coleta ndao foi afetado pela idade, tampouco
pela raca (Tabela 2).

Houve variagdo na freqiiéncia de manifestacdo das caracteristicas de
cortejo, flémen, exposicdo da lingua e do pénis, tanto entre ragas quanto
entre idades (Tabela 2). Mesmo assim, em todas as manifestacdes,
verificorse maior intensidade para os animais adultos, provavelmente, em
razdo da experiéncia sexual, ocasionando o maior tempo de reagdo. Isto
permitiu aos animais adultos testarem a receptividade da fémea em estro,
antes de realizar a monta. Da mesma forma, a menor freqiiéncia de
manifestacdo de algumas caracteristicas (flémen, exposi¢do da lingua) nos
animais jovens pode ser atribuida a maior avidez em realizar a copula,

ocasionando o menor tempo de reagdo observado.

4.2. Biometria Testicular



Os valores médios para perimetro escrotal, em ambas as idades e

ragas, sao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Valores médios para perimetro escrotal em caprinos das ragas

Alpina e Saanen, em duas faixas etérias

Perimetro Escrotal (cm)

G
<€
Alpina Saanen r
a
1
Adulto
Jovens Jovens Adultos
S
30
Perio 26,9 + 33,4+ 28,2 + 332+ ’
5
do 1 0,6 0,8 0,9 1,5
4
31
Perio 27,9+ 33,9+ 29,5 + 34,2+ ’
4
do 2 0,9 0,4 1,2 1,0
3
d
Meédi
a 27,3+ 33,6 = 28,7 33,6 +
Gera 0,9%° 0,7 1,2 1,4
1

AB, a,0

Meédias seguidas pela mesmas letras sobrescritas na mesma linha ndo diferem entre si, SNK
(P < 0,05). Letras mintsculas comparam idade entre racas e letras maiusculas comparam idade
dentro de raga.

©d Médias seguidas pelas mesmas letras sobrescritas, na mesma coluna, ndo diferem entre si, Teste
F (P <0,05).
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Os animais jovens, tanto da raca Alpina quanto Saanen tiveram
menores perimetros escrotais que os adultos da mesma raca, e os animais
jovens da raga Alpina tiveram menor perimetro escrotal que os jovens da
raga Saanen (P < 0,05), o que mostra, possivelmente, maior precocidade dos
animais da ultima raga sobre os da primeira, se se pode extrapolar que o
perimetro escrotal ¢ uma caracteristica importante para a precocidade e
também para o volume de ejaculado. Esta diferenca pode ser atribuida,
provavelmente, ao processo de selecdo mais intenso (precocidade em ganho
de peso, producao de leite e reprodugdo), sofrido pela raca Saanen ao longo
de décadas. Machos da raga Saanen sdo, em média, 10 cm maiores e 10 kg
mais pesados que os machos da raca Alpina, sexualmente maturos
(EMBRATER/COPER, 1984), o que contradiz os resultados da presente
pesquisa, cujos perimetros escrotais nos adultos ndo diferiram entre si (P <
0,05). O desenvolvimento do tamanho testicular esta correlacionado com o
crescimento corporal € com a idade (BONGSO et al, 1982; AHMAD e
NOAKES, 1996; BECKER-SILVA et al.; 2000).

Neste estudo, a correlagdo da idade com o perimetro escrotal foi de r
= 0,92 e os animais jovens da raca Alpina, mesmo sendo 1,4 meses mais
velhos que os da raga Saanen na mesma categoria (jovem), tiveram
perimetro escrotal menor (P <0,05). Esta influéncia da idade sobre a raga
Alpina pode ser reflexo de um padrdo racial ainda ndo bem definido, tendo
em vista suas diversas variedades e origens (EMBRATER/COPER, 1984).

O perimetro escrotal encontrado neste estudo foi superior & médias
encontradas em estudos anteriores, entre 194 e 28,7 cm para animais das
racas Saanen (BONGSO, 1982; AHMAD e NOAKES, 1996); Malabari
(BILASPURI e SINGH, 1992); e Alpina com uma variagdo de 21,0 a 31,0
cm (VILAR FILHO et al., 1993b; AHMAD e NOAKES, 1996), o que
mostra uma grande variagdo no perimetro escrotal influenciado pela raga,
idade e pelas diferencas individuais dos animatis.

A atividade sexual em caprinos ¢ sazonal e relacionada com as

mudangas no fotoperiodo. Nos machos, a sazonalidade é expressa por meio
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de mudangas marcantes no tamanho testicular, na concentracdo do
horménio  luteinizante (LH) e de androgenos (DELGADILLO e
CHEMINEAU, 1992). Como apresentado na Tabela 3, o perimetro escrotal
aumentou de 30,54 cm no periodo 1 para 31,43 cm no periodo 2 (P < 0,05).
Isso pode ter sido efeito da condigdo ambiental do Periodo 1 sobre essa
caracteristica do macho caprino. Dados semelhantes foram relatados por
WALD et al. (1988), que registraram variagdo no perimetro escrotal de
24,74 cm para 26,16 do final da primavera at¢ o inverno, em animais da

raga Saanen criados no Rio Grande do Sul.

4.3 .Caracteristicas seminais

Os valores médios para as caracteristicas seminais registrados para

ambas as ragas ¢ faixas etarias estdo sumarizados na Tabela 4.

Tabela 4 - Caracteristicas seminais de reprodutores das racas Alpina e

Saanen, jovens e adultos, ap6s manejo artificial do fotoperiodo
ALPINA SAANEN

Jovens Adultos Jovens Adultos

0,6 £ 0,8 + 04+ 1,1+

Volume (mL) . '
0,3"* 0,3*" 0,2%° 0,4

Turbilhonamento (0 45+ 39+ 45+ 2,6 +
-5) 0,7%* 0,6 0,5™ 1,3%°
3 87,5 + 84,8 + 85,0 + 73,6 +
Motilidade (%) N R R -
7,57 7,5 7,7 11,97

Vigor (0 —5) 49 + 4,9 + 4,8 + 4,5 +



0,3 0,3 0,46™* 0,7%

Concentragdo total 1,7+ 2,4+ 1,3 3,0+
(x10) 1,25 1,5 0,9%* 1,7
Defeitos Maiores 49+ 7,2+ 6,5 + 174 +
(%) 2,6 4,2% 5,0 17,5
Defeitos Menores 9,7+ 12,1 = 49 + 10,2 =
(%) 9,6™ 8,7 4.4™ 10,6™

14,1 £ 193 11,5 = 278 £

Defeitos Totais A B A
10,8 9,9 7,55 26,5

A5 Médias seguidas pela mesmas letras sobrescritas na mesma linha ndo diferem entre si, SNK

(P < 0,05). Letras minusculas comparam idade entre ragas, e¢ letras mailsculas comparam idade

dentro de raga.

Houve interacdo entre raca e idade nos animais da raga Saanen,
quanto ao volume seminal, sendo que os animais jovens tiveram menor
volume seminal que os adultos (P < 0,05). KOUTSOURIS e ELEFTERIOU
(1990) citaram que animais da raca Saanen s3o mais sensiveis & mudangas
da estagdio do ano e fotoperiodo, quando comparado a outras ragas.
Portanto, os valores encontrados neste estudo podem provenientes da maior
sensibilidade dos animais jovens ao tratamento de luz artificial. Isto pode
ter sido reflexo de maior bloqueio no eixo hipotalamico — hipofisario —
gonadal, levando, conseqiientemente, a menor producdo de andrdgenos,
acarretando reducdo na estimulagdo das glandulas sexuais acessorias,
reducdo na producdo de plasma seminal e, dessa forma, menor volume do
ejaculado.

Também, o maior volume de sémen nos animais adultos da raca
Saanen, comparado aos jovens da mesma raga, pode ter sido provocado
pelo maior tempo de reagdo desses animais, com maior estimulagdo das
glandulas  sexuais acessorias e, conseqiientemente, maior volume do
ejaculado (ALMQUIST, 1973). E, o maior perimetro escrotal apresentado
por este mesmo grupo de animais pode refletir em maior nimero de células
de Leydig, maior produgdo de testosterona, levando ao maior
desenvolvimento das glandulas sexuais acessorias, aumento da produgdo de

plasma seminal e, assim, maior volume do ejaculado (MIYAMOTO et al.,
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1987; DELGADILLO e CHEMINEAU, 1992). Ressalta-se, ainda, a alta
correlagdo entre perimetro escrotal e volume do ejaculado observada no
presente estudo (r = 0,70).

Os resultados obtidos neste estudo para o volume do ejaculado sdo
similares aos encontrados na literatura, com valores variando de 0,7 e 1,1
mL para a raca Saanen ¢ de 0,6 ¢ 1,3 mL para a raga Alpina, dentro e fora
da estagdo reprodutiva, respectivamente (KARATZAS et al., 1997).

Os animais adultos apresentaram menor turbilhonamento que os
animais jovens, ¢ os adultos da raga Saanen foram inferiores aos adultos da
raca Alpna (P < 0,05). O menor valor encontrado para esses animais
decorreu, provavelmente, do maior volume de sémen ejaculado, visto que o
volume ¢ o turbilhonamento tiveram uma correlagido entre si de r = -0,41.
Tais observagdes sao confirmadas por HAFEZ (1897).

A motilidade do sémen dos reprodutores adultos da raga Saanen foi
inferior aos adultos da raga Alpina e os jovens de mesma raca (P < 0,05).
Provavelmente, a causa principal da menor motilidade pode ser atribuida a
maior porcentagem de patologias espermaticas (r = - 0,74), principalmente
cauda dobrada com gota e cauda fortemente dobrada ou enrolada, que
representaram, aproximadamente, 75% das patologias espermaticas para o0s
machos Saanen adultos, influenciando, assim, sua motilidade espermatica.

A concentragdo espermatica total foi influenciada pela idade, sendo
que os animais jovens tiveram menor concentragdo total que os adultos (P <
0,05). Isso pode ser atribuido ao maior perimetro escrotal encontrado para
os adultos. Independente da raga dos reprodutores, o maior perimetro
escrotal implica no maior volume de tecido testicular que, por sua vez,
representa maior volume de células espermaticas e, conseqiientemente,
maior reserva gonadal (DAUDU, 1984). Dados similares foram citados na
literatura, variando de 1,69 a 4,7 x 10° espermatozoides para a racas Alpina
e Saanen, dentro e fora da estacdo reprodutiva, respectivamente (VILAR
FILHO et al.,1993b; KARATZAS et al., 1997).

Quanto a porcentagem de defeitos maiores, houve diferenca entre

ragas e idades (P < 0,05), sendo que os animais jovens apresentaram menos
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patologias que os animais adultos para as duas racas estudadas. A menor
porcentagem de patologia observada nos animais jovens pode ser
proveniente da menor quantidade de espermatozoides epididimarios no
inicio das coletas e, com isso, a renovacdo mais rapida dos
espermatozdides. A porcentagem de patologia diminuiu no decorrer do
experimento e, também, pode ser por causa da maior freqiiéncia de
sodomismo e masturba¢do nos animais jovens e, conseqiientemente,
auséncia de repouso sexual. Vale ressaltar que a porcentagem de patologia
encontrada para os animais adultos da raga Saanen foi, na sua maioria,
devido a um dos machos, que apresentou alto nivel de patologia (cauda
fortemente dobrada ou enrolada e cauda dobrada com gota) no inicio do
experimento comparado com final do experimento, elevando a média do
grupo. Mesmo assim, foram estudados juntos porque se atribuiu ao repouso
sexual ou estacionalidade reprodutiva o motivo da elevada porcentagem de
patologias.

A maior porcentagem de anormalidades espermaticas foi verificada
nos animais adultos da raca Saanen, com predominio de cauda fortemente
dobrada ou enrolada e cauda dobrada com gota (75%). Excetuando-se os
animais da raca Saanen adultos, o total de anormalidades encontra-se dentro
dos limites citados na literatura, de 17,2% para animais de 8 a 9 meses de
idade e 15,0% para animais acima de dois anos (HIBBERT et al., 1986).

A média do perimetro escrotal, volume e corcentragdo do sémen dos
animais da raca Alpina e Saanen em dois periodos experimentais se

encontram na Tabela 5.

Tabela 5 - Perimetro escrotal, volume e concentracdo do s€émen em caprinos
das ragas Alpina e Saanen jovens e adultos em dois periodos

experimentais

Alpina Saanen

! Informagdo obtida em conversa informal com o Professor Jos¢ Domingos Guimardes (LRA-DVT-UFV).
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Jovens Adultos Jovens Adultos

Pe Pe Pe Pe Pe Pe Pe Pe
rio rio rio rio rio rio rio rio
do do do do do do do do
1 2 1 2 1 2 1 2
26, 27, 33, 33, 28, 29, 33, 34,
Perimet
9 9 4 9 0 5 2 2
o
+ + + + + + + +
escrotal
0,6 0,9 0,8 0,4 0,9 1,2 1,5 1,0
(Cm) a b a b a b a b
0,6 0,5 0,7 0,8 0,3 0,4
0,9 1,3
4 8 5 4 7 2
Volume + +
+ + + + + +
(mL) 0,4 0,3
0,3 0,3 0,3 0,4 0,1 0,3 a a
a a a a a a
1,7 1,7 2,1 2,7 1,2 1,5 2,9 3,0
Concen
0 5 2 1 0 1 5 5
tracdo
+ + + + + + + +
total
. 1,3 1,2 1,0 1,9 0,9 0,9 2,2 1,1
(Xlo ) a a a a a a a a

** Meédias seguidas pela mesma letra sobrescritas, na mesma linha dentro de cada grupo de idade,

ndo diferem entre si, Teste F (P < 0,05).

De modo geral, o perimetro escrotal dos reprodutores aumentou do
periodo 1 para o periodo 2, mostrando que o tratamento com a luz artificial
determinou o aumento do perimetro escrotal e pode ter, indiretamente,
iniciado o restabelecimento da atividade sexual dos animais (Tabela 5),
muito embora nao tenham sido encontradas diferencas entre o volume
seminal e a concentracdo total de espermatozoides nos dois periodos. A
média geral de anormalidade morfologica do sémen decresceu de 20,05 no
periodo 1 para 16,44% no periodo 2. Quanto ao vigor espermatico médio,
foi observado um aumento de 4,64 para 4,94 do periodo 1 para o periodo 2
(P < 0,05). Esta melhoria pode ser pela alteragdo no padrao de secrecao da
melatonina pineal, com aumento da secregdo de LH e testosterona,
conforme resultados de MUDUULI et al. (1979), MIYAMOTO et al.
(1987) e DELGADILLO e CHEMINEAU (1992).
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4.4. Congelamento do sémen

Teste de Termorresisténcia (TTR)

A motilidade espermatica progressiva e o vigor espermatico nas

diferentes etapas de processamento do sémen, nas duas racas e idades, estdo

sumarizados na Tabela 6. Correlacbes de Pearson entre a motilidade

espermatica progressiva € o vigor espermatico, durante o processo de

congelamento e descongelamento do sémen (TTR) sdo apresentados na

Tabela 7.

Tabela 6 - Motilidade (Mot.) espermatica progressiva € vigor espermatico

durante o processo de congelamento e descongelamento

(TTR) do sémen dos animais das racas Alpina e Saanen nas

idades jovem e adulta
RACA ALPINA RACA SAANEN
Jovens Adultos Jovens Adultos
Mot. Sémen 77,18 69,64 +
diluido (%) 83,0+ 11,147 17,0252 83,5 £7,00° 17,3752
Vigor (0-5) 4,75 + 0,447 4,43 £0,655° 4,6 + 0,480 4,17 £0,72B2
Mot. Sémen 56,07 £
resfriado (%) 76,8+ 14.8™? 69,7 +16,6%% 79,2 29,744 18,315*
Vigor (0-5) 4,5+0,6M° 4,15 £0,67%° 44 +0,7%° 3,7 £0,825°
0,0 h
Motilidade 37,1 +
(%) 43,4+ 11,9M 31,9 +14,08° 15,410 26,9+ 10,750
Vigor (0-5) 3,8 £0,4° 2,8 40,74 3,240,840 2,8 £0,385°
0,05 h
Motilidade 359+
(%) 39,4+ 11,04 30,9 +13,9%4 15,640 2423 +10,1%°
Vigor (0-5) 3,3 40,5 2,6 0,552 3,0 £0,8%° 2,6 0,552




1,0 h

Motilidade 30,6 +
(%) 36,9+ 10,00 30,0 + 12,442 14,944 20,76 + 10,742
Vigor (0-5) 2,9 0,74 2,6 £0,5%4 2,6 £0,9° 2,38+ 0,550
2,0 h
Motilidade 24,8 +
(%) 32,24 11,42 25,0 10,554 15,540 18,9 10,550
Vigor (0-5) 2,7 0,744 2,3 +0,65° 2,1 £0,95° 2,1 £0,865°

A5 %2 Médias seguidas pelas mesmas letras sobrescritas na mesma linha ndo diferem entre si, SNK

(P < 0,05). Letras mintsculas comparam idade entre racas ¢ letras maiusculas comparam idade

dentro de raga.

Tabela 7 - Correlagdes de Pearson entre a motilidade espermatica
progressiva € o vigor espermatico, durante o processo de

congelamento e descongelamento do sémen (TTR)

Parametros r*
Mot vs Mot. semen diido 0,64
Motc vs Mot. semen resfriado 0,55
Motc vs TTR wotitidade 0,0 b 0,30
Motc vs TTR wmoitidade 0,05 b 0,36
Mote vs TTR wositigade 1.0 0,38
Motc vs TTR wotitidade 2.0 1 0,45
Mot trr VS8 TTR Motitidade 0,05 0,94
Moton TR V8 TTR Motilidade 1,0 n 0,89
Moton t1r V8 TTR Motitidade 2.0 h 0,77

*Significativo (P < 0,05); Mot. — Motilidade do sémen avalidado apds a coleta; Mot o n TR —

motilidade do sémen avaliado logo apods o descongelamento no TTR.

Durante o teste de termorresisténcia (TTR), tanto a motilidade
espermatica  progressiva quanto 0 Vvigor apresentaram comportamento
semelhante: altos nas primeiras horas do teste, diminuiram nas horas
intermedidrias e, posteriormente, estabilizaram em valores baixos nas horas
finais do teste. De forma semelhante, McLAUGHLIN et al. (1992)
verificaram que o processo de criopreservagdo diminui a motilidade média
dos espermatozdides em cerca de 40% dos valores iniciais, com reducao
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maior no sémen de pior qualidade. A perda da motilidade espermatica
progressiva pode ter ocorrido tanto em fungdo de danos na membrana,
quanto da reducdo da motilidade que varia entre ejaculados.

A qualidade do sémen diluido, resfriado e congelado foi influenciada
pela idade (P < 0,05). A motilidade espermatica progressiva do sémen
diluido e resfriado foi maior nos animais jovens que nos adultos, porém nao
houve efeito de raga, ou seja, os animais da raga Alpina ndo diferiram dos
Saanen dentro da mesma idade. Também, o vigor se comportou de modo
idéntico, ou seja, os animais jovens apresentaram melhor vigor (P < 0,05)
que os adultos, mas nao houve efeito de raga. Isso pode ser proveniente de
os animais jovens (nas duas racas) apresentarem melhor motilidade desde o
momento da coleta (Tabela 4). Também, por causa da correlagio da
motilidade espermadtica progressiva pods-coleta com a motilidade durante o
processo de congelamento e descongelamento (Tabela 7) (BARNABE et
al., 1981).

Também, de modo geral, durante todo o congelamento e
descongelamento, o padrdo de resposta foi similar com a motilidade e o
vigor sendo maiores nos animais jovens que nos adultos sem efeito de raca.
A menor motilidade encontrada para os animais adultos pode ser atribuida
ao volume seminal, que teve correlagdio negativa (r = - 0,27) com o
congelamento do sémen neste estudo (motilidade avaliada no TTR apods o
descongelamento). FERRARI et al. (1998) encontraram valor 38,2% para a
motilidade do sémen congelado e descongelado em diluente a base de Tris,
semelhante ao encontrado neste estudo.

Animais jovens da raga Alpina apresentaram melhor congelamento,
o que pode ser atribuido a maiores motilidade e vigor espermatico durante
todo o periodo experimental. Ressalta-se que todos os animais produziram
ejaculados congelaveis, aptos para uso em programas de inseminagdo
artificial.

Houve correlagdes médias entre a motilidade do sémen avaliado apds
a coleta com a motilidade avaliada durante o processo de congelamento e

descongelamento, quando avaliadas no TTR, corroborando os resultados de
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Corteel (1981) citado por MAIA E VIEIRA (1992). A correlagdo foi maior
no sémen diluido e diminuiu durante o resfriamento. Isto é esperado, ja que
o resfriamento e o congelamento t€m o objetivo de reduzir o metabolismo e
a motilidade do sémen. Apods o descongelamento, observou-se uma queda
da correlagdo entre a motilidade a coleta e a motilidade no TTR a 0,0 h, e
com o passar do tempo esta correlagdo teve um aumento pequeno mas
progressivo,  significando que os ejaculados que mantiveram  maior
motilidade no final do TTR, foram aqueles que tiveram alta motilidade
espermatica imediatamente apds a coleta. Por outro lado, a alta correlacdo
observada entre a motilidade do sémen logo apds o descongelamento (0,0
h) com as horas seguintes tiveram reflexos positivos sobre o TTR,
mostraram que esta primeira observacdo (0,0 h) ¢ suficiente para predizer a
longevidade seminal.

Teste Hiposmotico (HOST)

Conforme apresentado na Figura 3, nas primeiras coletas de sémen, a
porcentagem média de caudas dobradas foi de 60% e tendeu a aumentar até
a 4" e 5" coletas, chegando a valores médios de 70%. Esse perfil pode ser
atribuido, provavelmente, ao fato de que, no inicio das coletas, os animais
estavam vindo de um repouso sexual prolongado e, portanto, haviam muitos
espermatozoides estocados na cauda do epididimo, por periodos longos
(repouso sexual), o que poderia comprometer a qualidade do sémen. As
coletas posteriores reduziram o tempo de estocagem dos espermatozdides
nos epididimos, diminuindo, assim, a porcentagem de defeitos da cauda do
espermatozdide e, conseqiientemente, melhorando a qualidade seminal. Por
outro lado, o tratamento com luz artificial pode ter levado ao aumento nas
concentragdes de testosterona, estimulando tanto a espermatogénese quanto
as glandulas sexuais acessorias e, conseqiientemente, a producdo de plasma
seminal de melhor qualidade (MUDUULI et al., 1979; MIYAMOTO et al.,
1987; DELGADILLO e CHEMINEAU, 1992).
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Figura 3 - Qualidade da membrana dos espermatozoides (QMS) avaliada

por meio do Teste hiposmodtico (HOST), nos diferentes dias de

coletas e temperatura maxima do ar durante as coletas.

A partir da quarta e quinta coletas (final do Periodo 1 e inicio do

Periodo 2), observou-se queda na porcentagem de caudas dobradas, ou seja,

aumento de espermatozoides com problemas de membrana plasmatica, que

coincide com a elevagdo da temperatura maxima ambiental. Essa
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porcentagem continuou caindo com a manutencdo da temperatura proxima
a 30°C. Esse comportamento foi observado em todos os grupos estudados
(Figura 3). Portanto, nota-se sensibilidade dos animais das ragas Saanen e
Alpina a elevagdo da temperatura ambiental, quanto a integridade da
membrana espermatica, visto o comportamento similar entre as ragas. Por
isso, outros estudos devem ser feitos para avaliar o efeito da temperatura
sobre a qualidade da membrana espermatica (pelo HOST) de caprinos das
ragas Saanen e Alpina de diferentes idades.

Os efeitos deletérios da temperatura sobre a qualidade da membrana
espermatica foram caracterizados em outros estudos, onde a temperatura
ambiental elevada teve efeito negativo sobre a qualidade espermatica
(KARABINUS et al, 1997, HUANG et al, 2000). Neste estudo, a
temperatura média de 27,8°C, encontrada no periodo 2, embora insuficiente
para provocar alteracdes do volume, concentracdo e morfologia espermatica
at¢ o término do experimento, o foi para provocar imediatas alteracdes na
integridade da membrana, provavelmente, por alterar e, conseqiientemente,
afetar a integridade da membrana plasmética dos espermatozoides (Tabela
8).

Segundo AITKEN (1995), alto conteido de 4cidos graxos
insaturados € requerido para fornecer a membrana plasmatica do
espermatozdide a fluidez necessdria para participar dos eventos associados
com a fertilizacdo. Como conseqiiéncia do estresse oxidativo, a membrana
plasmatica perde sua fluidez e integridade, resultando na perda de sua
fungdo. A atividade de enzimas ligadas a membrana ¢ também interrompida
pela perda da fluidez da membrana e, como conseqiiéncia, o
espermatozoide perde a sua capacidade de regular a concentragdo de ions
intracelulares.

Os valores médios para o Teste hiposmotico (HOST) do sémen a
fresco, dos reprodutores das ragas Alpina e Saanen, nos dois periodos,
encontram-se na Tabela 8. Os valores médios para o Teste hiposmotico

(HOST) de sémen a fresco e congelado sdo apresentados na Tabela 9.



Tabela 8 - Valores médios da qualidade de membrana do espermatozdide
pelo Teste hiposmotico (HOST) do sémen a fresco de bodes das

racas Alpina e Saanen, durante dois periodos experimentais

consecutivos
Alpina Saanen i
Média
Adult Adult
Jovens Jovens Geral
0s 0s

Period 57,6 66,3 + 60,7 + 54,2 + 59,7 +
ol 14,0* 9,9° 21,6% 10,2% 14,8*
Period 37,9 + 47,2 + 41,6 + 48,2 + 43,7
02 12,5 15,0° 19,9 19,2° 16,7°

% Médias seguidas pela mesma letra sobrescrita na mesma coluna nio diferem entre si, Teste F (P

<0,05).

Tabela 9 - Valores médios de qualidade da membrana do espermatozdide
pelo Teste hiposmotico (HOST) de sémen a fresco e congelado

de bodes jovens e adultos das ragas Alpina e Saanen

Alpina Saanen
Jovens Adultos Jovens Adultos
SEMEN FRESCO
39,9 + 43,1+ 40,42 + 40,1 +
Cauda dobrada (%)
13,7 12,3 14,5 11,8
Cauda fort. Dobrada 14,05 = 114+ 12,13 =
7565
(%) 12,4 11,2 11,2
478 + 57,2 51,6+ 51,3
Total (%)
164" +15,6" 22,5° +15,0°
SEMEN CONGELADO
31,7+ 33,6+ 26,8 +
Cauda dobrada (%) 26,4+ 6,8
11,1 11,4 10,7
Cauda fort. Dobrada
99+56 79+ 6,0 8,151 62+39
(%)
363+ 398+ 41,7+ 33,0+
Total (%)
10,6° 15,0° 14,5 14,3
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* ” Médias seguidas pela mesma letra sobrescrita na mesma coluna em negrito) ndo diferem entre

si, Teste F (P <0,05).

Na andlise em fungdo do periodo, observou-se diferenca na
porcentagem de caudas enroladas entre o periodo 1 ¢ 2 (P < 0,05), sendo
que no periodo 1 houve maior porcentagem de caudas dobradas no sémen a
fresco que no periodo 2, para todos os grupos estudados. Provavelmente, as
porcentagens médias de caudas dobradas seriam maiores, como as
encontradas por SOUSA et al. (2000), que obtiveram valores de 85,2% de
espermatozoides com cauda enrolada no sémen a fresco de caprinos da raca
Serrana, caso ndo houvesse influéncia da temperatura ambiental sobre a
integridade da membrana plasmatica seminal.

O resultado do teste HOST, tanto para o sémen a fresco quanto
congelado, nao diferiu (P > 0,05) entre ragas e idades (Tabela 9), mostrando
assim um comportamento similar dentro de ragas e idades.

Houve reducdo (P < 0,05) na porcentagem de espermatozoides
integros, apds o congelamento e descongelamento do sémen dos animais da
raca Alpina jovens e adultos e os adultos Saanen (Tabela 9).

Embora n3o tenha havido diferenca entre a porcentagem de caudas
dobradas do sémen a fresco e o congelado dos animais jovens da racga
Saanen, notouse uma tendéncia de queda no sémen congelado, podendo-se
dizer que o congelamento e descongelamento afetaram negativamente a
porcentagem de caudas dobradas.

A criopreservagdo ¢ um processo estressante a célula espermatica, e
mostrou uma reducdo na qualidade de membrana de espermatozoide
avaliada pelo HOST, para o sémen congelado, maior que 14% em relacdo
aos valores observados para o teste em sémen a fresco.

Comparando esses resultados com os de outras espécies, observa-se
que KUMI-DIAKA (1993), utilizando uma solu¢do de 60 mosmol,
encontrou porcentagem de 82,6% de caudas dobradas em sémen fresco de
caes e apos o descongelamento obteve vabr de 56,7%, representando uma
queda de 25,9% entre o sémen fresco e o congelado. Também, NEILD et al.

(1999), incubando sémen fresco de eqiiinos em solugdo de 50 mosmol,
v



obtiveram valores de 46,0% de caudas dobradas e, ap6és o congelamento e
descongelamento essa porcentagem caiu para 30,2% de caudas dobradas,
uma diferenca de 15,8% entre o sémen fresco e o congelado.

A pequena redugdo encontrada neste estudo pode ser proveniente do
excelente congelamento seminal, normalmente obtida na espécie caprina,
independente da influéncia da temperatura sobre a qualidade da membrana.

Como visto na Tabela 9, houve maiores porcentagens de caudas
dobradas em relacdo a caudas fortemente dobradas, mostrando que nem
todos os espermatozoides respondem com a mesma intensidade @ HOST, o
que ¢ mostrado por BUENO (2000), quando afirma que os filamentos do
axonema da cauda podem sofrer flexdes em graus diferentes, dependendo
da quantidade de 4gua que entra na célula, visto que foram verificados
diferentes tipos de enrolamento de cauda, incluindo desde pequena
curvatura na ponta da cauda até cauda fortemente dobrada, e dobramentos
intermedidrios.

Verificouse queda de 10,7% e 17,9% de caudas dobradas entre o
congelamento e o descongelamento do sémen avaliados por meio do HOST
para reprodutores jovens e adultos, respectivamente. A qualidade seminal
foi sempre superior nos animais jovens. Ressalta-se que os animais adultos
sairam de um repouso sexual prolongado, que implica na queda da
qualidade seminal, e os animais jovens, dado o comportamento de
masturbagao, tinham suas reservas seminais constantemente renovadas.

No sémen a fresco, ndo foi observada correlacdo entre a motilidade
espermatica progressiva € os valores do HOST, que pode ter sido
influenciado pela elevada temperatura, ao longo do periodo experimental,
provocando reduc¢do nos valores do HOST, porém, KUMI-DIAKA (1993)
obteve correlagdo de r = 0,94 entre a motilidade do sémen fresco com os
valores do HOST. Ja NEILD et al. (1999) encontraram correlagdo entre a
motilidade do sémen a fresco e o HOST (r = 0,75). Para o sémen congelado
foi encontrada correlagdo de r = 0,53 (motilidade avaliada no TTR a 0 hs)
que ¢ comparavel ade r= 0,57, encontrada por NEILD et al. (1999).



Adicionalmente, a motilidade espermatica progressiva  mostrou
maior sensibilidade a criopreservagdo que a integridade da membrana,
indicando que a motilidade dos espermatozoides ¢ mais afetada pelo

processo de congelamento que a membrana plasmatica.

Integridade do Acrossoma

Os valores médios para o percentual de acrossomas intactos e
anormais, observados apds o descongelamento e TTR encontram-se
sumarizados na Tabela 10. Os danos acrossomais nao diferiram entre os

grupos de animais estudados.

Tabela 10 - Valores médios para anomalias do acrossoma apds o
descongelamento ¢ ao final do Teste de Termorresisténcia
em sémen congelado / descongelado de reprodutores

jovens e adultos das ragas Alpina e Saanen

Wil



Hora apos ALPINA SAANEN

Descongela

Jovens Adultos Jovens Adultos
mento
0,0h
53,0+ 57,0 + 55,0+ 55,8
Normal
11,7 10,1 993 695
46,1 43,0 £ 45,03 £ 442 +
Anormal
1 1,9 10,1 992 6’5
2,0h
46,3 + 45,2 + 47,5 + 44,5 +
Normal
9,0 7,8 11,7 7.9
53,7+ 54,8 + 52,5+ 55,5+
Anormal ’ ’ ’ ’
8,9 7,8 11,7 7,9

A integridade do acrossoma ndo foi influenciada  pelo
descongelamento ¢ nem pelo Teste de Termorresisténcia. Logo apds o
descongelamento do sémen, as lesdes de acrossoma foram altas (43% a
46%). Entretanto, esses indices de danos acrossomais (edema,
desprendimento parcial e at¢ perda total de acrossoma) sdo aceitaveis, tanto
no pos-descongelamento como apdés o término do TTR. Em média, os
valores encontrados foram de 50 % de lesdes acrossomais de 0,0 e¢ 2,0 horas
apos o descongelamento, enquanto TASSERON et al. (1977), MEMON et
al. (1985), SODERQUIST et al. (1997) obtiveram valores semelhantes que
variaram de 35% a 40%. Os valores ligeiramente superiores observados
neste estudo podem estar associados aos efeitos do estresse térmico, softido
pelos animais no periodo 2 e, de acordo com McNITT e FIRST (1970) e
Rathore (1970) citados por MULLER (1989), o estresse térmico leva ao

desprendimento do acrossoma.



5. CONCLUSAO

Os reprodutores jovens possuem sémen de melhor qualidade que os
adultos quando fora da estagao reprodutiva;

O tratamento com luz artificial fora da estagdo reprodutiva ndo
afetou o volume nem a concentragdo espermatica dos animais das racas
Alpina e Saanen;

Os reprodutores adultos tm uma libido e caracteristicas
comportamentais mais lentas que os jovens;

A motilidade e o vigor espermatico pos-descongelamento ¢ melhor
nos reprodutores da raca Alpina que os da Saanen, apds o tratamento com
luz artificial fora da estagdo reprodutiva;

O teste de termorresisténcia tem uma correlagdo baixa e positiva (r =
30 — 45) com a motilidade a coleta e uma alta correlagdo com a motilidade a
Oh até 2,0 h apds o descongelamento;

A integridade da membrana espermdtica diminui com a elevacdo da

temperatura ambiente.
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Analise de Variancia

Idade (més)

Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado
Signif.

RACA 1 1392.045
0.00000

ID 1 47123.11
0.00000

Residuo 85 994.4390

Coeficiente de Variagdo= 9.519

Tempo de Reaciio

Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado
Signif.

RACA 1 5530.69257

ID 1 34945.6086

PERIOD 1 1487.83190
RACA*ID 1 8066.95112
RACA*PERIOD 1 1968.96506
ID*PERIOD 1 1352.27619
RACA*ID*PERIOD 1 732.475593

Residuo 74 167577.208

Coeficiente de Variagdo = 96.80386

Nimero de Saltos

Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado
Signif.

RACA 1 0.923666
0.1437

D 1 0.0453462
0.7443

PERIOD 1 0.154759
0.5472

RACA 1D 1 0.108896
0.6135

RACA PERIOD 1 0.053295
0.7237

ID PERIOD 1 0.389305
0.3406

RACA ID PERIOD 1 1.029661
0.1230

Residuo 77 32.59864

Quadrado Médio

11.69928

1392.045

47123.11

Quadrado Médio

5530.69257
34945.6086
1487.83190
8066.95112

1968.96506
1352.27619

732.475593
2264.55686

2.44
1543
0.66
3.56
0.87
0.60
0.32

Quadrado Médio

0.423358

0.923666

0.0453462

0.154759

0.108896

0.053295

0.389305

1.029661

F

118.986

4027.863

0.1224
0.0002
0.4202

0.0630

0.3541

0.4421
0.5713

218

0.11

0.37

0.26

0.13

0.92

243



Coeficiente de Variagdo= 52.6725

Perimetro Escrotal
Fontes de Variagdo G.L.
Signif.
RACA 1
0.0014
ID 1
0.0001
PERIOD 1
0.0001
RACA
0.0005
RACA PERIOD 1
0.5735
ID
0.3156
RACA
0.6825
Residuo 77
Coeficiente de Variagdo =

1D 1

PERIOD 1

ID PERIOD 1

3.202

Yolume

Fontes de Variagao

Signif

RACA 1
1D 1
PERIOD 1
RACA*ID 1
RACA*PERIOD 1
ID*PERIOD 1
RACA*ID*PERIOD 1
Residuo 74
Coeficiente de Variagdo = 45.44305

G.L.

Turbilhonamento
Fontes de Variagdo G.L.
Signif
RACA 1
1D 1
PERIOD 1
RACA*ID 1
RACA*PERIOD 1
ID*PERIOD 1
RACA*ID*PERIOD 1
Residuo 74

Cocficientede Variagdo = 21.94900

Soma de Quadrado
10.82134
650.4505
18.91428
13.01237
0.313725
1.001628
0.165484

75.586728

Soma de Quadrado

Quadrado Médio
10.82134
650.4505

18.91428
13.01237

0.313725
1.001628

0.165484

0.981645

Quadrado Médio

0.07634713 0.07634713 0.73
430739192 4.30739192 40.98
0.30803141 0.30803141 293
1.31067818 1.31067818 12.47
0.15500420 0.15500420 1.47
0.23093753 0.23093753 2.20
0.04839912 0.04839912 0.46
7.777692 0.105103

Soma de Quadrado

Quadrado Médio

9.83403057 9.83403057 13.92
34.04255264 34.04255264 48.19
0.57303196 0.57303196 0.81
10.42633450 10.42633450 14.76
0.01866064 0.01866064 0.03
0.17287061 0.17287061 0.24
0.00189628 0.00189628 0.00
52.274839 0.706416

11.02

662.61

19.27

13.26

0.32

1.02

0.17

0.3968
0.0001
0.0911
0.0007
0.2285
0.1425
0.4995

0.0004
0.0001
0.3707
0.0003
0.8713
0.6223
0.9588



Motilidade

Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F
Signif
RACA 1 853.02359375 853.02359375 10.79 0.0016
ID 1 1042.89873273 1042.89873273 13.19 0.0005
PERIOD 1 52.19278670 52.19278670 0.66 0.4192
RACA*ID 1 336.31919948 336.31919948 425 0.0427
RACA*PERIOD 1 189.60443346 189.60443346 2.40 0.1258
ID*PERIOD 1 48.68505321 48.68505321 0.62 0.4352
RACA*ID*PERIOD 1 28.85873347 28.85873347 0.36 0.5476
Residuo 73 5771.944444 79.067732
Coeficiente de Variagdo = 10.798
Yigor
Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F
Signif
RACA 1 0.61872343 0.61872343 3.26 0.0752
1)) 1 0.20230673 0.20230673 1.07 0.3054
PERIOD 1 1.55333337 1.55333337 8.18 0.0055
RACA*ID 1 0.39193390 0.39193390 2.06 0.1551
RACA*PERIOD 1 0.57110667 0.57110667 3.01 0.0871
ID*PERIOD 1 0.17548680 0.17548680 0.92 0.3395
RACA*ID*PERIOD 1 0.01023992 0.01023992 0.05 0.8170
Residuo 73 13.861149 0.189878
Coeficiente de Variagdo= 9.132
Concentracio Espermatica Total
Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F
Signif
RACA 1 1433.494 1433.494 0.077 H Ak
1D 1 246310.3 246310.3 13.226 0.00054
PERIOD 1 12850.35 12850.35 0.690 HokAdddk
RACA 1D 1 41580.03 41580.03 2233 0.13989
RACA  PERIOD 1 404.6384 404.6384 0.022 Hkddddk
1)) PERIOD 1 978.0688 978.0688 0.053 HkA gk
Residuo 66 1229166 18623.73
Coeficiente de Variagdo = 64.591
Defeitos Maiores
Fontes de Variagao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F
Signif
RACA 1 502.42746352 502.42746352 4.87 0.0312
1D 1 977.50601978 977.50601978 9.47 0.0031
PERIOD 1 31.69568716 31.69568716 0.31 0.5815
RACA*ID 1 269.13376217 269.13376217 2.61 0.1116
RACA*PERIOD 1 44.03114363 44.03114363 043 0.5162



ID*PERIOD 1 200.73555505 200.73555505 1.94
RACA*ID*PERIOD 1 0.47275722 0.47275722 0.00
Residuo 61 6297.5892 103.239168

Coeficiente de Variagdo = 105.6648

Defeitos Menores

Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio
Signif

RACA 1 140.85745564 140.85745564 1.80
ID 1 380.62603314 380.62603314 4.86
PERIOD 1 102.90628791 102.90628791 1.31
RACA*ID 1 17.97210532 17.97210532 0.23
RACA*PERIOD 1 104.91478048 104.91478048 1.34
ID*PERIOD 1 266.81546461 266.81546461 3.41
RACA*ID*PERIOD 1 0.29694609 0.29694609 0.00
Residuo 61 4774.619543 78272451

Coeficiente de Variagdo = 94.49766

Defeitos Totais

Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio
Signif

RACA 1 323.33738163 323.33738163 1.36
ID 1 2728.28666212 272828666212  11.44
PERIOD 1 283.73794780 283.73794780 1.19
RACA*ID 1 1121.02740286 1121.02740286 4.70
RACA*PERIOD 1 257.80730378 257.80730378 1.08
ID*PERIOD 1 1367.15290416 1367.15290416 5.73
RACA*ID*PERIOD 1 51.69265410 51.69265410 0.22
Residuo 67 14541.6924 238.388400

Coeficiente de Variagdo = 77.8194

Hiposmético (Cauda dobrada)

Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio
Signif

RACA 1 21.45383885 21.45383885 0.11

ID 1 22.22243789 22.22243789 0.11
PERIOD 1 1381.11118875 1381.11118875 6.79
RACA*ID 1 86.14216701 86.14216701 042
RACA*PERIOD 1 0.31801242 0.31801242 0.00
ID*PERIOD 1 415.48999310 415.48999310 2.04
RACA*ID*PERIOD 1 33.99089890 33.99089890 0.17
Residuo 64 13024.8347 203.513042

Coeficiente de Variagdo = 36.52045

Hiposmotico (Cauda fortemente dobrada)

0.1683
0.9463

F

0.1847
0.0312
0.2560
0.6335
0.2515
0.0697
0.9511

0.2487
0.0013
0.2796
0.0340
3025
0.0197
0.6431

0.7465
0.7421
0.0114

0.5176

0.9686

0.1579

0.6841



Fontes de Varia¢do
Signif

RACA

ID

PERIOD

RACA*ID
RACA*PERIOD
ID*PERIOD
RACA*ID*PERIOD
Residuo

Coeficiente de Variagdo = 99.2059

G.L.

1
1

1
1

—_

1
1
64

Hiposmotico Total

Fontes de Variagdo
Signif

RACA

ID

PERIOD

RACA*ID
RACA*PERIOD
ID*PERIOD
RACA*ID*PERIOD
Residuo

G.L.

—_

1
1
1

55
Coeficiente de Variagdo =

Soma de Quadrado

Quadrado Médio

5.54868875 5.54868875 0.03
656.85883368 656.85883368 3.75
1078.65013803 1078.65013803 6.15

40.77187716 40.77187716 0.23

179.22156660 179.22156660 1.02

67.92301587 67.92301587 0.39

271.88574879 271.88574879 1.55
11221.1388 175.33029

Soma de Quadrado

245.42837473
806.50931342
0.13079369
1143.20039778
475.56486898
1853.84791496
297.33465703

10533.83581349
38.25676

Motilidade - Sémen Diluido

Fontes de Variagdo
Signif

RACA

0.30277

ID

0.00544

RACA ID
0.25179

Residuo

G.L.

59

Coeficiente de Variagdo= 17.267

Vigor - Sémen Diluido

Fontes de Varia¢do
Signif
RACA
0.18864

D
0.01323

RACA ID

stesfeskeskeskokosk

Residuo

G.L.

59

Coeficiente de Vara¢do= 12.917

Soma de Quadrado

199.7355
1539.627
247.5493

10903.64

Soma de Quadrado
0.5998040

2212973

0.6276693E-01

20.00578

Quadrado Médio
245.42837473 1.28
806.50931342 421

0.13079369 0.00
1143.20039778 597
475.56486898 2.48
1853.84791496 9.68
297.33465703 1.55
191.52428752

199.7355
1539.627
247.5493

184.8074

Quadrado Médio
0.5998040

2212973

0.3390810

Motilidade - Sémen Resfriado - em funcdo da Raca e Idade

Fontes de Variagdo
Signif

G.L.

Soma de Quadrado

Quadrado Médio

Quadrado Médio

0.6276693E-01

0.8594
0.0573
0.0158
0.6313
0.3158
0.5359
0.2176

F
0.2625
0.0449
0.9792
0.0178
0.1208

0.0030
0.2181

1.081

8.331

1.339

1.769

6.526

0.185



RACA 1 506.4535 506.4535 2.273
0.13681
D 1 3666.324 3666.324 16.454
0.00015
RACA ID 1 1033.304 1033.304 4.637
0.03525
Residuo 61 13591.92 222.8184
Coeficiente de Variagdo = 20.956
Vigor - Sémen Resfriado - em funcfio da Raca e Idade
Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F
Signif
RACA 1 1.358760 1.358760 2.798
0.09949
ID 1 3.951709 3.951709 8.138
0.00591
RACA D 1 0.3699229 0.3699229 0.762
sfesiesieskoskoskok
Residuo 61 29.61930 0.4855622
Coeficiente de Variagdo = 16.561
Motilidade — TTR 0,0 h
Fontes de Variagao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F
Signif
RACA 1 487.2659 487.2659 2.761
0.10199
ID 1 1815.441 1815.441 10.286
0.00218
RACA ID 1 7.176439 7.176439 0.041
sfesiesieskeoskokok
Residuo 58 10236.38 176.4892
Coeficiente de Variagdo = 37.679
Vigor —TTR 0,0 h
Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F
Signif
RACA 1 0.8010129 0.8010129 2.231
0.14072
ID 1 7.816197 7.816197 21.766
0.00002
RACA ID 1 1.256544 1.256544 3.499
0.06645
Residuo 58 20.82805 0.3591044
Coeficiente de Variagdo = 19.004
Motilidade - TTR 0,05 h
Fontes de Variagao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif
RACA 1 394.3708 394.3708 2.302 0.13467
ID 1 1556.830 1556.830 9.086 0.00381
RACA ID 1 41.08173 41.08173 0.240 oo
Residuo 58 9937.936 171.3437

Coeficiente de Variagdo = 39.569

Ixxiv



Vigor —TTR 0,05 h

Fontes de Variagdo G.L.
RACA
ID 1
RACA ID 1
Residuo 58

Coeficiente de Variagdo = 20.360

Motilidade - TTR 1,0 h

Fontes de Variagdo G.L.
RACA 1
ID 1
RACA ID 1
Residuo 58

Coeficiente de Variagdo = 41.546

Vigor —-TTR1.0h

Fontes de Variagdo G.L.
RACA 1
ID 1
RACA 1D 1
Residuo 58

Coeficiente de Variagdo = 25.501

Motilidade — TTR 2,0 h

Fontes de Variagdo G.L.
RACA 1
ID 1
RACA ID 1
Residuo 57

Coeficiente de Variagdo = 47.926

Vigor —TTR2.0h

Fontes de Variagdo G.L.
RACA
ID 1
RACA ID 1
Residuo 57

Coeficiente de Variagdo = 33.190

Soma de Quadrado
0.3979278
4.408231
0.3518323
20.26442

Soma de Quadrado
916.4903
1076.360
34.58138
9019.940

Soma de Quadrado
1.065734
1.284009
0.1126424
26.06957

Soma de Quadrado
685.6084
647.9502
6.495696
8542.961

Soma de Quadrado
2.408741
0.6769231
0.4041958
33.54808

Acrossoma Intacto — TTR 0, Oh

Fontes de Variagdo G.L.
RACA 1
ID 1
RACA 1D 1
Residuo 58

Coeficiente de Variagdo = 17.620

Soma de Quadrado
2.366274
90.00076
36.69382
5482.162

Quadrado Médio
0.3979278 1.139
4.408231 12.617
0.3518323 1.007
0.3493866
Quadrado Médio
916.4903 5.893
1076.360 6.921
34.58138 0.222
155.5162
Quadrado Médio
1.065734 2.371
1.284009 2.857
0.1126424 0.251
0.4494753
Quadrado Médio
685.6084 4574
647.9502 4323
6.495696 0.043
149.8765
Quadrado Médio
2.408741 4.093
0.6769231 1.150
0.4041958 0.687
0.5885628
Quadrado Médio
2.366274 0.025
90.00076 0.952
36.69382 0.388
94.52003

Signif
0.29030
0.00076
031979

Signif
0.01832
0.01089

seskokskokskok

Signif
0.12904
0.09636

sekskeokkokok

Signif
0.03675
0.04211

seckkoskokskok

Signif
0.04778
0.28805

seskokokokokok

Signif
skeskskoskoskoksk
skesksiesieokokok
sheskeskeoskeoskoskosk



Acrossoma Anormal — TTR 0,0 h

Fontes de Variagao G.L. Soma de Quadrado
RACA 1 2.366274
ID 1 90.00076
RACA 1D 1 36.69382
Residuo 58 5482.162

Coeficiente de Variagdo = 21.690

Acrossoma Intacto —TTR 2.0 h

Fontes de Variacao G.L. Soma de Quadrado
RACA 1 1.365822
ID 1 63.15559
RACA ID 1 13.63855
Residuo 57 4934.387

Coeficiente de Variagdo = 20.248

Acrossoma Intacto —TTR 2.0 h

Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado
RACA 1 1.038549

ID 1 65.55559
RACA ID 1 14.76582
Residuo 57 4939.387

Coeficiente de Variagdo = 17.218

Quadrado Médio
2.366274 0.025
90.00076 0952
36.69382 0.388
94.52003

Quadrado Médio

1.365822 0.016
63.15559 0.730

13.63855 0.158
86.56819

Quadrado Médio F
1.038549 0.012
65.55559 0.757
14.76582 0.170
86.65591

Hiposmotico Total em funcio do Periodo — Raca Saanen Jovens

Fontes de \ariagdo G.L. Soma de Quadrado
Signif

Periodo 1 889.1847
0.12842

Residuo 34 12449.39

Coeficiente de Variagdo = 40.774

Hiposmotico Total em funcio do Periodo —Raca Saanen Adultos

366.1586

Fontes de Variagdo G.L.

Signif

Periodo 1 2578.531
0.00168

Residuo 30 6492.336

Coeficiente de Variagdo = 33.517

Soma de Quadrado

2164112

Hiposmotico Total em funcio do Periodo —Raca Alpina Jovens

Fontes de Variagao G.L. Soma de Quadrado
Signif

Periodo 1 1102.045
0.02379

Residuo 32 6259.984

Ixxvi

195.6245

Quadrado Médio

889.1847

2578.531

F

F

Quadrado Médio

Quadrado Médio

1102.045

Signif
skokoskskokok sk
skokskokskokok
sk skodokok ok

Signif
skeskskeokskoksk
skskokskoskok sk

seokskeskokokk

Signif
skeseskeskeskokok
skeskeskeskeskeoskosk

sesfeskokokskok

2.428

F

11.915

5.633



Coeficiente de Variagdo = 33.001

Hiposmoético Total em funcio do Periodo — Rac¢a Alpina Adultos

Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F
Signif

Periodo 1 2637.050 2637.050 11.185
0.00207

Residuo 33 7780.622 235.7764

Coeficiente de Variagdo = 31.164



