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RESUMO

Para avaliar as modificagOes reprodutivas sazonais em ovinos e estimar a
viabilidade da utilizacdo de sémen ovino em biotecnologias aplicadas a reproducéo,
foram pesquisados quinze carneiros da raca Suffolk sendo doze de um ano de idade
e trés reprodutores de trés anos. Os animais permaneceram sob influéncia da
variacdo natural do fotoperiodo em Pinhais, Parand, Brasil (latitude 2525'40”S) em
condicdes de confinamento e foram submetidos mensalmente ao registro da massa,
condicao corporal e colheita de sangue para a quantificacdo das concentracdes de
testosterona sérica. Foram realizados exames androlégicos quinzenais, destacando
a medida da circunferéncia escrotal, volume e concentracdo seminal, motilidade
progressiva, vigor, turbilhonamento e morfologia espermética. Medidas dos eixos
testiculares foram utilizadas para inferir o volume testicular, através de equacao
matematica. No més coincidente com a maior circunferéncia escrotal (marco),
testiculos de seis carneiros foram colhidos para analise histoldgica, 0 mesmo
ocorrendo no més (julho) em que ocorreu a menor circunferéncia escrotal. Foram
observadas modificagOes sazonais significativas da circunferéncia escrotal,
concentracdes de testosterona, volume e concentragdo espermatica entre estes dois
momentos. Estas caracteristicas apresentaram valores maximos no verao e valores
minimos no inverno. N&o houve diferenca no padréo sazonal entre animais de um ou
de trés anos. Foi verificado aumento significativo do diametro dos tubulos
seminiferos e de células da linhagem germinativa, em testiculos colhidos no final de
verdo (margo) contrapondo ao inverno (julho). O niamero de células de Sertoli se
manteve constante nos momentos de maior e de menor circunferéncia escrotal. Nao
houve correlagéo significativa entre variagdo mensal da massa corporal e
circunferéncia escrotal, porém, esta esteve correlacionada as modificacbes do
fotoperiodo. Com a utilizacdo de equacdo matematica, foi possivel validar a
metodologia que estima o volume testicular utilizando medidas dos eixos das
gbnadas. A analise conjunta dos resultados permitiu inferir que carneiros da raca
Suffolk, na latitude estudada, apresentaram melhores condi¢des reprodutivas no
final do verao e condigdes inferiores no inverno sem, no entanto, haver pausa
reprodutiva em qualquer época do ano. Descarte ou sele¢do de animais para
reproducdo ndo deveriam ser realizados no periodo de inverno, uma vez que a
circunferéncia escrotal sofre grande influéncia sazonal. Da mesma forma a
congelacao de sémen deveria ser evitada devido a reducao significativa de
espermatozoides no ejaculado nesta estacao.

Palavras-chave: Sazonalidade Reprodutiva. Ovino Suffolk. Fungao reprodutiva.
Espermiograma. Hemisfério Sul.



ABSTRACT

To evaluate seasonal reproductive changes in ovine and estimate the viability
using ovine semen in reproductive biotechnologies, fifteen Suffolk rams, either with
one (n=12) or three years of age were studied. The animals remained under natural
influence of photoperiod in South of Brasil, Pinhais, Parana (latitude 2525'40”S) and
intensive rearing conditions, in which they were monthly submitted to measuring of
mass, body condition, and blood was withdrawn to quantify testosterone
concentration. The rams were subjected fortnightly to andrological exams depicting
measures of scrotal circumference, seminal volume and concentration, progressive
spermatozoa motility, vigor, wave motion sperm and spermatic morphology.
Testicular axis measures were used to infer the testicular volume by a mathematical
equation. In the coincident months to larger and smaller scrotal circumference size,
testicles from six rams were removed, in each moment, for histological analysis.
Significant effect of season on the scrotal circumference, testosterone
concentrations, volume and seminal concentration were observed. These
characteristics presented maximum values in summer and minimum in winter.
Difference on seasonal pattern among animals of one and three years old did not
occur. A significant increase in the seminiferous tubules diameter and number of
germinative linage cells were verified in testicles removed in the end of summer
(March) in opposition to winter (July). The number of Sertoli cells was constant either
in the moment of larger or smaller scrotal circumference. There was no significant
correlation between monthly variation of body mass and scrotal circumference,
however, the last one was correlated to changes in photoperiod. By a mathematical
equation, it was possible to validate the method in which the testicular volume is
estimated by measuring gonadal axis. The analysis of results as a whole allowed to
infer that Suffolk rams, in the latitude of the study, presented better reproductive
conditions in the end of summer and lower conditions in winter without showing,
however, a reproductive pause no time of the year. Discarding or selection of animals
for reproduction should not be performed during winter since the scrotal
circumference is under strong seasonal influence. For the same reason, freezing
semen should be avoided due to the significant reduction of spermatozoa in the
ejaculate verified in this season.

Key words: Seasonal Reproduction. Suffolk ram. Reproductive function.
Spermiogram. South Hemisphere.
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1 INTRODUCAO

Uma das estratégias de sobrevivéncia e continuidade de espécie para a
maioria dos animais silvestres € a restricdo da atividade reprodutiva a uma
determinada época do ano, de modo que 0S nascimentos ocorram num momento
favoravel para a sobrevivéncia dos recém-nascidos (LINCOLN e SHORT, 1980).
Todavia, a selecdo genética dirigida resultou na expansao da fase reprodutiva em
animais destinados a producdo. Mesmo assim, 0s ovinos tém uma marcada
influéncia da sazonalidade na atividade reprodutiva. O ciclo anual do fotoperiodo
diario tem sido identificado como o principal fator desencadeante deste fenbmeno,
enquanto a temperatura ambiental, estado nutricional, interacédo social, data de parto
e fase de lactagcao tém sido considerados moduladores da sazonalidade reprodutiva.

A adaptacdo as caracteristicas ciclicas que a maior parte dos ambientes
terrestres apresenta € um fator importante para a sobrevivéncia dos seres vivos.
Sendo assim, mecanismos temporais que geram ritmos enddgenos diarios
(circadianos) e sazonais exercem importantes efeitos reguladores sobre a fisiologia e
o0 comportamento animal (GERLACH e AURICH, 2000). Entender como um
organismo responde as oscilagbes ambientais didrias e sazonais pode levar a
compreensao dos mecanismos de uma seérie de coordenacdes do metabolismo e do
comportamento, que por sua vez, poderdo auxiliar na melhoria do manejo
reprodutivo, na selecdo de ragas ou linhagens e ainda na otimizacdo de biotécnicas
utilizadas para conservagdo de material genético, como é o caso da congelagédo de
sémen.

Os ovinos Suffolk sdo originarios da Inglaterra e estdo disseminados no
mundo todo visando a producdo de carne. No Brasil, esta raga esta distribuida
sobretudo no sudeste e sul e, especialmente, nos Estados voltados para a produgéo
de cordeiros precoces como é o caso do Estado do Parana. Mesmo em baixas
latitudes, a raca Suffolk parece concentrar sua atividade reprodutiva em uma
determinada época do ano, indicando que a sazonalidade é o principal fator
sincronizador da fertilidade, mesmo em latitudes diferentes daquela em que a raca
se originou (ABELLA, 1993).

Todas as racas ovinas de regides temperadas sdo sensiveis as mudancas
fotoperiddicas. Porém, os resultados de sincronizacdo reprodutiva ndo sdo claros

guando estes animais sdo submetidos a regimes tropicais e subtropicais que
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apresentam baixa variacdo luminosa ao longo do ano. Racgas originadas em clima
temperado ndo mudam profundamente a duracdo da estagédo reprodutiva quando
transportadas a climas tropicais e também é possivel observar uma grande porcéo
da populagéo que apresenta uma estacdo de anestro nestas condi¢ées. Os ovinos
originados em altas latitudes sdao normalmente submetidos a grandes variacoes
luminosas ao longo do ano e observa-se que, na auséncia desta variacao, parecem
seguir o ritmo de luz de seus ancestrais sugerindo um componente genético na
sazonalidade reprodutiva (LINCOLN, et al. 1990; CHEMINEAU e COGNIE, 1991). A
principal diferenca entre as diversas ragas ovinas e as latitudes onde elas séo
criadas diz respeito ao tempo e magnitude do ciclo de mudancgas sazonais como:
tamanho testicular, secre¢cdo de gonadotrofinas, atividade testicular, producé&o
espermatica e comportamento sexual (LINCOLN et al., 1990; DICKSON e
SANFORD, 2005).

N&o ha duvida de que ter uma estacdo reprodutiva definida pode ser uma
importante estratégia para a sobrevivéncia de algumas espécies animais (ROSA e
BRYANT, 2002). No entanto, o nascimento sincronizado de cordeiros em uma Unica
época do ano, sob o ponto de vista econdmico, pode ser um fator gerador de
entressafra de produtos ovinos o0 que tem ocasionado grandes dificuldades do
fortalecimento da cadeia produtiva. O consumo de carne ovina vem crescendo de
forma importante no Brasil nos ultimos anos (SANTOS, 2005), porém parte do
mercado interno precisa ser suprido através de importacfes devido, entre outros
fatores, a sazonalidade de producdo de cordeiros. O aumento da demanda pela
carne ovina tem gerado incremento na comercializagdo de insumos, matrizes e
reprodutores de genética superior. Tendo em vista a procura de animais com
exceléncia em qualidade genética, observa-se grande expansdo no mercado de
materiais como sémen e embrides. Este fato tem impulsionado as pesquisas de
biotécnicas aplicadas a reproducdo e exigido maior conhecimento sobre fatores que
possam influenciar a qualidade de produtos que veiculam o material genético, como
€ 0 caso do sémen.

Outro fator importante da sazonalidade reprodutiva no carneiro € a
modificacdo de pardmetros androlégicos durante as diferentes épocas do ano (KAFI
et al, 2004). Através deste exame é possivel avaliar a fertilidade de um reprodutor e,
portanto, serve como parametro para definir o valor reprodutivo do carneiro. Por isso,

€ imprescindivel determinar a variagdo qualitativa e quantitativa dos padrdes
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androlégicos que podem ser alterados conforme a época do ano, evitando assim
interpretacbes enganosas ou condenacbes de reprodutores por suspeitas de
alteracfes patologicas.

Como hé& poucas publicacdes sobre o efeito do comprimento do dia em
regides de baixas latitudes em ragas ovinas sazonais, ndo é possivel descrever de
forma exata como esses animais respondem ao fotoperiodo. A raca Suffolk é
conhecida popularmente por apresentar marcante sazonalidade reprodutiva e
grande interesse entre 0s ovinocultores, por isso pode ser um bom modelo
experimental para inferéncias a outras racas sazonais criadas em baixa latitude.
Assim, questiona-se se sob o0 ponto de vista produtivo, a sazonalidade de
reprodutores ovinos originados de altas latitudes seria um fator expressivo a ponto
de influenciar sua fertilidade em baixas latitudes?

Apesar de atualmente estarem disponiveis indmeros resultados, hipéteses,
comprovagbes e conhecimentos acumulados através dos estudos de diversos
pesquisadores das areas propostas no presente experimento, muitos
guestionamentos ainda carecem de respostas. Mesmo utilizando técnicas
biotecnologicas que tém possibilitado o conhecimento dos mecanismos biol6gicos
em nivel molecular, ha muito ainda para ser feito. Publica¢des cientificas recentes
sobre a sazonalidade reprodutiva em ovinos no Brasil sdo escassas e quando se
considera especificamente o macho ovino sdo ainda mais raras. Devido a caréncia
deste tipo de informacao cientifica, muitas vezes os manejos reprodutivos realizados
em fazendas produtoras de ovinos sd@o orientadas através de praticas observadas
em fazendas vizinhas ou em pesquisas de outros paises. As pesquisas de paises
com tradicdo na criacdo de ovinos sdo, portanto, uma das bases da informacg&o que
determina 0os manejos reprodutivos realizados no Brasil, fato que em alguns casos
tem levado a diminuicdo dos lucros da atividade ou até a sua inviabilidade
econbmica, ja que nem sempre sdo apliciveis a sistemas de producdo, condi¢cdes
climéaticas e racas utilizadas no Brasil.

Por observacbes constatadas pelos autores deste trabalho e de outros
profissionais que também atuam na ovinocultura no Estado do Parang, € possivel
verificar uma tendéncia de ciclicidade reprodutiva de ovelhas lanadas, especialmente
das ragas Hampshire Down, Suffolk, Texel, llle de France e Corriedale, nesta regido
(SOTOMAIOR e LUZ, comunicagdo pessoal, 2007). Em manejo de rotina no Paran4,

as ovelhas sdo colocadas com os reprodutores a partir de janeiro, sendo 0s estros
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ainda detectaveis até aproximadamente o més de maio, porém nao ha informagdes
cientificas que comprovem se esta pressuposta “maior fertilidade” ocorre nesta
época. Os gquestionamentos continuam. Ser4 que a maior parte das fémeas somente
apresenta estros nestes meses? Serd que esta sincronizagdo de nascimentos nao
esta ocorrendo, em algumas racas, simplesmente porque nos outros meses do ano
as ovelhas estdo gestando ou lactando? O nascimento concentrado ocorre porque
0s machos apresentam maior libido e fertilidade no verdo e outono? Até que ponto
as variacfes ao longo do ano na qualidade espermatica em um mesmo carneiro sob
condicdes constantes de manejo, sanidade e alimentacdo sdo fisioldgicas ou
patolégicas? Ha, realmente, alteracdo sazonal na fertilidade destes reprodutores, se
sim, qual seria a intensidade e 0 momento em que ocorrem estas oscilacbes? O
presente trabalho cientifico, utilizando uma das principais ragas e sistema de criacao
mais utilizado para producdo de carne ovina no Parana, busca responder parte
destes questionamentos.

Visando verificar a hipotese de que carneiros adultos da raga Suffolk
apresentam resposta sazonal na reproducdo também em latitudes baixas, diversos
parametros relacionados a reproducdo masculina foram avaliados ao longo de um
ciclo anual completo. Esse trabalho possui varios pontos relevantes e que se
complementam em sua esséncia. Analises qualitativas e quantitativas dos
parametros avaliados mostram que alguns deles possuem oscilacao.

O presente experimento utiliza medidas de varios parametros relacionados a
reproducdo de carneiros da raga Suffolk como critério para avaliar 0os possiveis
efeitos da sazonalidade nesta raca, em baixas latitudes e sob fotoperiodo natural.
Os objetivos deste estudo constam a seguir.

1 - Caracterizar os efeitos da sazonalidade sobre a funcao testicular utilizando
0S seguintes parametros:

a) Medida da evolugéo anual da circunferéncia escrotal em ovinos adultos
de massas corporais e idades diferentes, com e sem experiéncia
sexual prévia;

b) Avaliacdo das caracteristicas quantitativas e qualitativas do sémen ao
longo do ano;

c) Determinag@o mensal dos niveis séricos de testosterona;
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d) Caracterizagdo das diferencas histologicas entre testiculos colhidos no

momento de maior e de menor circunferéncia escrotal;

- Verificar a aplicabilidade de se obter o volume testicular através de equacao

matematica, utilizando medidas de comprimento e largura escrotal “in vivo”.

- Comparar os padrdes atualmente propostos para exames androlégicos em
ovinos quando utilizados em ragas com sazonalidade em baixa latitude e
estabelecer as épocas mais favoraveis para a reproducdo e emprego de

biotecnologias envolvendo sémen ovino.

- Calcular a produgéo de doses de sémen nas diferentes estagdes, levando
em consideracdo as modificacdes androlégicas dos reprodutores Suffolk em
baixa latitude.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Os ovinos, conhecidos por apresentarem reproducéo sazonal, tém despertado
0 interesse de pesquisadores preocupados em entender os mecanismos que levam
a estacionalidade reprodutiva nas diversas espécies. Dos inumeros trabalhos
publicados, a grande maioria tem sido realizada em altas latitudes e alguns apontam

evidéncias de que essa estacionalidade apresenta uma ritmicidade sazonal.

2.1 ASPECTOS CRONOBIOLOGICOS

Ao se propor um estudo baseado nos conceitos da cronobiologia, € necessario
entender que existe nos seres vivos uma organizacao temporal que se manifesta na
forma de ritmos biol6gicos em processos fisiolégicos e comportamentais. Os ritmos
biologicos incluem fenbmenos como os ciclos de divisdo celular, freqiéncia cardiaca,
ciclo sonolvigilia, ciclo de atividade e repouso, ciclos reprodutivos, entre outros.
Segundo MARQUES et al. (1997), pode-se definir ritmo como sendo um processo que
varia periodicamente no tempo, ou a manifestacdo de um fendmeno que se repete com
o0 mesmo periodo. O periodo €, entdo, o intervalo de tempo em que um ciclo se
completa e é representado pela letra grega tau (7).

A maioria dos seres vivos possui um rel6gio endbégeno capaz de gerar
oscilagbes e transmiti-las ao organismo como um todo atraveés de diversas vias
eferentes ou efetores (HASTINGS et al., 1991). Este reldgio biolégico (ou oscilador)
interage com o0s ciclos externos e desta interacdo resulta o que se chama de
“sincronizagdo” (ou arrastamento) dos ritmos biologicos. Quem promove a
sincronizacdo de um ritmo bioldgico € o ciclo ambiental, denominado por ASCHOFF
(1960) de “Zeitgeber” (neologismo germanico que significa “doador de tempo”).

Os ritmos biolégicos mais evidentes sdo aqueles que possuem periodicidades
iguais aos ciclos ambientais. O mais primario deles sdo os ritmos relacionadas aos
movimentos de rotacdo, onde a Terra gira em torno de seu eixo gerando um ciclo de
fases clara e escura. Uma rotacdo completa é chamada “um dia” (24h)
correspondendo a dois nascer-do-sol consecutivos (CIPOLLA-NETO et al., 1988).
Sendo assim, 0s seres vivos evoluiram de forma que precisaram coordenar sua

fisiologia e comportamento a um ciclo diario de 24 horas. Devido a isso € possivel
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identificar, em diversos grupos de organismos, processos ritmicos com duracao
aproximada desse periodo, denominados por Franz Halberg em 1959, de “ritmos
circadianos” (do latim circa = cerca e diem = dia) (MARQUES e MENNA-BARRETO,
1997). Ha ainda os ritmos nao-circadianos que sado aqueles classificados como
infradianos, ritmos de baixa freqiiéncia e consegientemente periodos maiores de 28
horas, e os ultradianos, com ritmos de freqiiéncia alta e com periodos menores de 20
horas.

Embora muitos ritmos diarios sejam mencionados como circadianos, é
necessario ressaltar que um ritmo circadiano s6 pode ser assim chamado se ele for
experimentalmente testado, ou seja, se for caracterizado por meio da expresséao de
seu ritmo endogeno. Estas observacfes sdo possiveis em condi¢cdes constantes de
laboratorio, pelo isolamento de um organismo de pistas ambientais. Isso implica, de
uma forma geral, em manter organismos noturnos no escuro constante e diurnos em
claro constante. Assim, o organismo pode entrar em “livre-curso”, situacao na qual ele
passa a expressar seu ritmo enddgeno, aquele gerado pelo seu reldgio bioldgico. Este
ritmo possui uma periodicidade um pouco diferente daquela observada quando sob a
influéncia dos ciclos ambientais. Esses ritmos sédo a expressao de “relégios bioldgicos”
e sao denominados de “circa-ritmos”, como os circadianos, circa-lunares, circa-mares e
circanuais (MARQUES et al.,1997). Em condi¢des naturais, quando um organismo esta
em contato com o ciclo claro/escuro ambiental, ocorre a sincronizacdo e, entdo, a
duracao do periodo do ritmo passa a ser igual a do ciclo ambiental. Nesse caso, 0 que
se mede é um ‘“ritmo observado” que se expressa na forma de padrdes diarios,
mensais, anuais, etc.

A importancia da presenca do relogio biolégico em um organismo esta
comprovada ha varias décadas. Segundo PITTENDRIGH (1960), o sentido de se ter
um reldgio enddégeno auto-sustentado ao invés de apenas um simples mecanismo
de resposta direta ao ciclo ambiental, esta na necessidade do organismo se preparar
antecipadamente para uma determinada atividade. Por outro lado, ele pode reagir
diretamente a um estimulo ambiental sem que o relégio biolégico seja envolvido e
assim responder imediatamente as mudancas ambientais. Este processo chama-se
“mascaramento”. Bem diferente dos “Zeitgebers”, que afetam o oscilador provocando
a sincronizacdo do relogio bioldgico, os agentes mascaradores (ou moduladores)
provocam reacgéo direta dos sistemas efetores. Sendo assim, o padréo de atividade
pode ser modificado por mascaramento positivo, quando aumenta a atividade, ou
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negativo, quando a atividade é eliminada ou suprimida. Esses efeitos causados por
mascaramento dependem da forma e intensidade dos estimulos externos bem como
da sensibilidade do organismo ao estimulo (ASCHOFF, 1960; 1988).

N&o ha duvida de que o ciclo geofisico do dia e da noite proporciona um canal
de comunicacdo entre um organismo e seu ambiente. E é através desse canal que
ndo somente as informagdes didrias sdo comunicadas aos seres vivos, mas também
as informagfes sazonais e latitudinais. O numero de horas de claro (fotofase) e de
escuro (escotofase) do ciclo diario (fotoperiodo) fornece sinais temporais para a
sincronizacdo das fungdes internas com informag¢des necessarias para 0 organismo
lidar com as exigéncias do ambiente externo.
E é devido a essa capacidade dos seres vivos em detectar mudancgas sazonais, face
ao estimulo fotoperiddico, que permite a eles habitarem uma variedade enorme de
ambientes e, assim, suas funcdes biolégicas respondem, de forma adaptativa, em
um momento especifico. Deste modo, a adaptacdo temporal é de fundamental
importancia para a sobrevivéncia de uma espécie, e lhe permite expressar
determinadas funcdes e comportamentos nos momentos em que a sSituagéo
ambiental seja mais adequada para a sua expressao (BECK, 1980; MARQUES e
MENNA-BARRETO, 1997). Pode-se, entdo, dizer que os elementos que garantem a
uma espécie ser temporalmente adaptada sdo: seu sistema temporal endégeno e sua
sensibilidade e responsividade a ciclos ambientais e agentes mascaradores
especificos (MARQUES et al., 1997).

2.2 RITMOS SAZONAIS E A REPRODUCAO EM OVINOS

As diferentes estac¢des do ano e, conseqlientemente, as altera¢des climaticas
ciclicas anuais que ocorrem na Terra sdo geradas devido a translacao e ao eixo de
rotacdo deste planeta ao redor do Sol. A translagdo € o movimento eliptico que a
Terra exerce ao redor do Sol com duracdo de 365 dias. Ao longo de um ano, os
raios solares incidem diferentemente em uma mesma localidade geogréfica devido a
inclinacdo de 23° 27'do eixo terrestre (FIGURA 1) em relacdo ao plano da 6rbita da
Terra ao redor do Sol. Portanto, quanto maior a distancia de uma determinada regiao
do tropico ao Equador, maior serd a latitude e, consequientemente, maior sera a

diferenca entre o nimero de horas de luz no dia (fotofase) do solsticio de inverno e
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de verdo. A palavra solsticio, deriva do latim, sol + sistere (solstitium), que significa
parado, imobilizado e esta associada a idéia de que o Sol estaria estacionario. Este
momento marca a época do ano em que o sol atinge o maximo afastamento angular
do Equador e determina o momento de ocorréncia do dia mais curto e do dia mais
longo do ano, respectivamente, nos dias 21 de junho e 21 de dezembro. Estas datas
marcam o inicio das estag¢fes de inverno e verdo no hemisfério sul ou as estacdes

contrarias no hemisfério norte.

SOLSTICIO pE VERAD
Mo HEMISFERIO SUL

FIGURA 1 - REPRESENTACAO DA TERRA MOSTRANDO COMO OS RAIOS SOLARES INCIDEM
DE FORMA DIFERENTE CONFORME A SUA INCLINACAO
FONTE: http://www.observatorio.ufmg.br/equi06.gif

Equindcio € uma palavra que deriva do latim (aequinoctium), significa “noite
igual”, e refere-se ao momento do ano em que a duragdo do dia é igual a da noite
sobre toda a Terra. Os equinécios ocorrem nos dia 23 de setembro e 21 de margo
dando inicio a primavera e ao outono no hemisfério sul ou as esta¢cdes contrarias no
hemisfério norte.

As mudancas de fotoperiodo e temperatura ao longo do ano séo
consideradas varidveis ambientais muito importantes em climas temperados,
enquanto que os ciclos anuais de chuvas e consequentemente disponibilidade
alimentar sdo os fatores preponderantes em regides tropicais. Isso significa que
estas variaveis podem agir como “Zeitgebers” em algumas latitudes e como agente
mascarador em outras (MARQUES et al.,, 1997). Quando estas varidveis atingem

niveis criticos, alguns animais podem desenvolver respostas através de uma série
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de estratégias como: mudanca de habito alimentar, armazenamento de reservas
energéticas, diminuicdo do metabolismo basal, substituicio de pélos ou plumas,
hibernagdo ou migracdo (SANTIAGO-MORENO et al., 2005). Outro mecanismo é
uma estratégia reprodutiva envolvendo um “método contraceptivo natural” que
restringe a atividade reprodutiva a melhor época do ano para assegurar 0S
nascimentos na primavera ou verdo quando € mais provavel que as condi¢cdes
ambientais promovam boas condi¢cfes de sobrevivéncia em regides temperadas
(LINCOLN e SHORT, 1980). Em regides é&ridas ou de baixa latitude, a estacao de
nascimento pode estar mais relacionada a época das chuvas, momento em que 0
aporte nutricional melhora (BROWN, 1994). Independentemente da latitude ndo ha
davidas de que as espécies, com resposta sazonal na reproducdo, estejam
sincronizadas por pistas ambientais mais seguras. Em regides cada vez mais
distantes do equador, ao contrario de outras varidveis ambientais, o fotoperiodo
fornece uma pista mais estavel sobre as estacdes ja que apresenta um ciclo que se
repete de ano para ano. Assim, verifica-se que animais adaptados ha longo tempo
aos trépicos frequentemente respondem mais a outros fatores do ambiente que
possuem um ciclo anual estavel, e ndo a extensdo do dia. Os ovinos sdo exemplos
de animais considerados “de dias curtos” porque a estacao reprodutiva inicia quando
a fotofase diaria esta encurtando, momento correspondente ao verdo e
especialmente ao outono. Todavia a distribuicdo de partos durante o ano varia
claramente conforme a latitude. EVANS e MAXWELL (1987) afirmam que em
regides equatoriais, a atividade reprodutiva pode ocorrer durante o ano todo ou pode
estar mais relacionada a temperatura ou as chuvas.

Da mesma forma que, para a caracterizacdo de um ritmo circadiano é
necessario conhecer a expressao do carater endégeno desse ritmo, o mesmo deve
ser considerado para 0s ritmos sazonais. Este conceito é aplicavel tanto para os
organismos que apresentam varias geragdes no ano, quanto a aqueles em que o
ciclo de vida possui duragdo de no minimo um ano. A sincronizagdo de organismos
que possuem varias geracdes no ano é particularmente bem estudada nos insetos
onde um determinado comprimento de fotoperiodo denominado de “fotoperiodo
sensivel” induz o organismo a preparar-se antecipadamente para uma estratégia de
sobrevivéncia (diapausa, migracdo, mudanca de forma, cessacdo da atividade
reprodutiva, etc) para ele proprio ou para a sua prole (MARQUES et al., 1997). Isso
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significa que o “fotoperiodo sensivel” que inicia o desencadeamento de um processo
na geracgao atual pode ter ocorrido ainda numa geracéo anterior (BECK, 1980).

O carater endogeno da reproducdo em ovinos ja foi verificado. Quando
mantidos sob regime de claro constante por varios anos, carentes de informacéo
sazonal, ainda mantém algumas caracteristicas ciclicas sazonais em sua atividade
reprodutiva. Da mesma forma que em outros organismos o periodo enddgeno
verificado foi diferente do ano sideral, sendo de aproximadamente 10 meses
(WOODFILL et al., 1994; LINCOLN, 2006). J& em condi¢Bes sincronizadas com
fatores ambientais sabe-se que o ritmo em ovinos pode ser modificado quando o
regime fotoperiodico muda (WOODFILL et al.,, 1994). Em condi¢cdes naturais o
prolongamento da fotofase provoca parada da atividade estral e a sua diminuicéo
estimula o desencadeamento de estros nas ovelhas (HULET e SHELTON, 1988).
Em contraposicao, em carneiros, SCHANBACHER e FORD, (1979) verificaram que
a atividade espermatica ndo para ao longo do ano, porém, o0 numero de
espermatozoides produzidos diminui conforme a estacdo. No entanto, é importante
ressaltar que a época e a intensidade em que estas alteragbes ocorrem diferem
conforme a raca e a latitude estudadas.

Outro fato importante jA observado em ovinos € que a atividade reprodutiva
ndo € uma funcdo direta do comprimento do dia, mas depende do fotoperiodo do
qual o animal originou-se. Dessa forma, uma mudanca de regime fotoperiédico pode
levar a alteragbes na fase inicial ou na duracdo da atividade reprodutiva. Quando
ovinos de raca e origem comuns séo deslocados para proximo da regido equatorial,
podem passar por uma estacdo de cobertura muito maior do que aqueles que
permaneceram nas regioes polares (HULET e SHELTON, 1988). O translado de
ovelhas de um hemisfério a outro determina a inversdo da estacdo de nascimentos,
respeitando o momento de maior atividade sexual, o outono (ABELLA, 1993).
Experimentalmente, regimes artificiais de claro/escuro que reproduzem, em seis
meses a variacao anual normal de comprimento do dia (fotofase), induzem em seis
meses de intervalo, momento de atividade sexual em ovelhas e carneiros.
Similarmente, uma alternancia constante de dias com fotofases longas e curtas a
cada trés ou quatro meses induz, algumas semanas depois da mudanca de
fotoperiodo, a um aumento no tamanho testicular nos carneiros e atividade estral
nas ovelhas (CHEMINEAU e COGNIE, 1991). Outro exemplo de que a historia
fotoperiddica tem grande importancia foi demonstrado por ROBINSON e KARSCH
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(1987) ao constatarem aumento nos niveis de LH quando substituiram um regime de
claro/escuro com fotofase de 16 para 13 horas em ovelhas; porém, ap6s aumento de
10 para 13 horas na fotofase, houve uma diminui¢do nos niveis do mesmo horménio.
Com estes resultados, os autores verificaram que a direcdo da mudanca do nimero
de horas de claro a qual os animais estao expostos pode ser um fator importante na
variacdo hormonal além do comprimento da fotofase em si.

De uma maneira geral, a sazonalidade reprodutiva na ovelha é caracterizada
por mudangas comportamentais, enddcrinas e ovulatorias. H4 uma alternancia anual
entre duas fases distintas. A primeira corresponde ao aparecimento de ciclos estrais
regulares e ovulatérios denotados pelo comportamento de cio a cada 17 dias e se a
gestacéo nao se desenvolve, ocorre entdo, a segunda fase, que corresponde a uma
estacao de anestro caracterizada pela auséncia da atividade sexual. Com relacdo
aos machos, estes exibem flutuagbes sazonais que podem ser verificados por
padrdes ritmicos no comportamento sexual, atividade hormonal, gametogénese e no
volume e peso testiculares (DICKSON e SANFORD, 2005; GUNDOGAN, 2007),
porém essas variacoes fisiolégicas sdo menos pronunciadas do que nas fémeas.
Enquanto que ovulacdo e o estro ficam suspensos durante um periodo do ano na
ovelha, a espermatogénese ndo cessa no carneiro. Porém, de acordo com alguns
pesquisadores, a qualidade seminal se modificada conforme a estacao do ano. Esse
fato foi observado, por exemplo, por KARAGIANNIDIS et al. (2000). Eles verificaram
gue em latitude 40° N em racas ovinas gregas, a qualidade seminal foi melhor no
final do verdo e outono e pior na primavera. A sensibilidade dos carneiros ao
fotoperiodo é diferente das ovelhas. A atividade sexual do macho é estimulada
aproximadamente 30 a 45 dias antes em relagdo as ovelhas. A vantagem para este
estimulo antecipado é que ele determina um alto nivel de atividade sexual nos

machos no momento em que as fémeas estao iniciando seus estros.

2.3 TEMPORIZACAO CIRCADIANA E SAZONAL

A antecipacgdo de eventos fisioldgicos sincronizados com eventos ambientais
€ uma caracteristica da presenca de mecanismos de temporizacao que possibilitam
diversos organismos otimizar sua sobrevivéncia e seu sucesso reprodutivo. Os

principais mecanismos séo: o fotoperiodismo e o ritmo circanual intrinseco. Quando
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0 organismo utiliza o fotoperiodismo ocorre um registro das mudancas fotoperiddicas
ao longo do ano e que sao traduzidas em alteracdes fisioldgicas e comportamentais
temporais ritmicas. Um evento ciclico, entdo, € formado por mudancas fisiol6gicas
induzidas pela fotoinducéo e pela fotorrefratariedade (LINCOLN et al., 2003). O outro
mecanismo que possibilita a antecipacdo de eventos em relacdo ao ambiente €&,
como visto anteriormente, a existéncia de um ritmo circanual intrinseco. Animais
selvagens de vida longa expressam ciclos anuais que inclusive se mantém
inalterados mesmo quando privados por anos de pistas ambientais, demonstrando
gue neles o ciclo circanual é predominante. Porém, em outras espécies, como a
ovina, tanto o ritmo circanual quanto o fotoperiodismo sdo reguladores da
sazonalidade e, neste caso, o ambiente comandard se o ritmo enddgeno sera
expresso, tendo assim um efeito de modulacdo do ritmo intrinseco (WOODFILL et
al., 1994).

As bases anatdmicas, celulares e hormonais envolvidas no controle
reprodutivo pelo fotoperiodo sao parcialmente conhecidas (JOHNSON e EVERITT,
2000; LINCOLN et al., 2006). Na maioria dos mamiferos, os ritmos circadianos e
sazonais endogenos podem ser sincronizados e/ou modulados por fatores
exégenos, em especial a luminosidade, que pode agir tanto como agente
mascarador quanto sincronizador.

Os estimulos luminosos séo primariamente recebidos pela retina que contém
fotorreceptores necessarios para um controle fotoperiddico. As informacdes
luminosas sdo transmitidas para os nucleos supraquiasmaticos (NSQs) através de
um trato monossinaptico chamado trato retino-hipotalamico (ROSA e BRYANT,
2003). Os NSQs séo formados por dois agrupamentos de neurdnios localizados no
hipotalamo, acima do quiasma o6tico e adjacente ao terceiro ventriculo (JOHNSON e
EVERITT, 2000), que funcionam como reldgios biolégicos gerando ritmos
circadianos e sazonais. Sendo assim, os NSQs estdo envolvidos ndo somente na
geracgédo de ritmos circadianos que definem o dia e a noite como também da medida
de intervalos de tempo, mais especificamente do comprimento da noite,
caracteristicos de cada estacao do ano.

O relégio dos NSQs possui um mecanismo celular autbnomo baseado na
ativacdo de transcricbes de uma série de genes conhecidos como genes-reldgio,
que compde a base da fungdo circadiana nos NSQs, mas também em tecidos
periféricos (LINCOLN et al., 2003). Estas transcricbes ocorrem em intervalos
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periddicos. Em resumo, os genes period (perl, 2 e 3) e criptocromo (cryl e 2) séo
ativados por heterodimeros compostos por outros dois fatores circadianos CLOCK e
BMALL. As proteinas PER e CRY associam-se para reprimir a expressao dos genes
per e cry, gerando assim um mecanismo do tipo al¢a de retroalimentacdo negativa.
Esta alca determina um padrdo ciclico da expressdo génica que apresenta uma
periodicidade circadiana. Além disso, 0S genes perl e per2 sao sensiveis a
estimulos foticos transmitidos para os NSQs via aferéncias da retina. E esse
mecanismo que garante a sincronizacdo entre o oscilador circadiano enddgeno e o
dia solar que esta, portanto, agindo como “Zeitgeber”. Este mecanismo forma
também a base para a regulacdo fotoperiddica do funcionamento do relégio, que
garantira a sincronizacao ao longo das diferentes esta¢des do ano.

O reldgio do NSQ sincroniza ciclos sazonais através do controle que exerce
sobre a secreg¢ao noturna de melatonina, um neuro-hormoénio da glandula pineal
(ARENDT, 1998). A melatonina € uma indolamina sintetizada a partir de aminoacido
triptofano convertido a serotonina. A melatonina € um produto direto do metabolismo
da serotonina. O sistema monoamina-oxidase pode inativar a serotonina ou
converté-la em melatonina na pineal, neste local a serotonina é convertida em N —
acetilserotonina (pela N — acetiltransferase) e em seguida em melatonina. Este
hormdnio € inativado no figado (EILER, 2006). Como a melatonina somente pode
ser sintetizada durante o escuro, a duracdo de seu pico reflete diretamente o
comprimento da noite, cuja duragcdo é longa no inverno e curta no verao,
constituindo-se assim, em um verdadeiro calendario enddécrino para regulacdo
fotoperiddica de tecidos-alvo (GERLACH e AURICH, 2000). Esse mecanismo é uma
caracteristica fortemente conservada nos mamiferos o que proporciona o surgimento
de adaptacOes sazonais importantes (HASTINGS e FOLLETT, 2001). De uma forma
geral, jA esta reportado que a melatonina circulante transmite informacdes
fotoperiddicas aos tecidos-alvo por meio de receptores especificos (proteina G)
presentes nesses tecidos. Hipotalamo e pars tuberalis da hipéfise sdo exemplos de
tecidos que apresentam respostas com padrdo sazonal, as quais regulam
respectivamente alteracdes lactotrofico/metabodlicas e reprodutivas. Os sinais de
saida neural e hormonal desses e de outros tecidos sensiveis a melatonina acionam
uma seérie de adaptagOes fisiologicas as estagbes do ano. Torpor, hibernagédo e
migragcdo, bem como infertilidade, deposicédo de gordura e alteracbes nas taxas
metabodlicas e no apetite estdo entre as respostas possiveis. Todavia, a base
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genética desta cascata de respostas sazonais ndo € conhecida. No entanto, sabe-se
gue tecidos periféricos exibem padrbes circadianos da expressdo de genes-reldgio
embora essas expressdes sejam dependentes do NSQ para a manutencéo de sua
integridade. Pelo menos para um 6rgao, a hipdfise, esta dependéncia do reldgio
central € mediada via sinal de melatonina (VON GALL et al., 2002). Outra
caracteristica conhecida é a modulagdo da amplitude do ciclo circadiano da
expressdo de per na hipodfise pelo comprimento da noite, ou seja, pela duracdo do
sinal da melatonina. Estas descobertas levam a crer que a regulacdo sazonal na
fisiologia envolva mudancas orquestradas na expressdo de genes reldgios e de
outros genes deles dependentes, em tecidos especificos.

2.4. NEUROENDOCRINOLOGIA DA REGULACAO SAZONAL REPRODUTIVA EM
CARNEIROS

Em ovinos, infusdes de melatonina que mimetizam o fotoperiodo de verdo sao
marcadamente mais efetivas na sincronizagéo de ritmos reprodutivos sazonais que
as infusdes que simulam dias curtos. Estes dados sao consistentes com a visao que
o fotoperiodo de verdo, agindo via melatonina, fornece o “Zeitgeber” para ciclos
fisiol6gicos sazonais (LINCOLN, 2006). O fotoperiodismo depende do modo como a
duracdo de melatonina é decodificada nos tecidos responsivos, 0s quais possuem
células-calendario que governam aspectos especificos da fisiologia sazonal. Genes-
relégio estdo implicados nos mecanismos moleculares que decodificam a duracéo
do sinal de melatonina. Esta conclusédo é baseada em estudos da pars tuberalis da
hipdfise, onde sdo expressos altos niveis de receptores de melatonina, levando a
secrecéo de substancias que provavelmente regulam a secrec¢éo de prolactina pelos
lactotrofos, na adenohipoéfise (HAZLERIGG et al., 2001). A secrecdo de prolactina €
aumentada no verdo e diminuida no inverno e contribui, juntamente com outros
hormonios, na regulagdo de varias fungbes fisiologicas e inclusive promove a
atividade gonadal exercendo influéncias tanto na funcdo espermatogénica quanto
esteroidogénica em carneiros (JABBOUR e LINCOLN, 1999).

A duracgdo do pico didrio de melatonina é capaz de modular a secrecdo de
horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) no hipotadlamo. Entretanto, a rota
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neuroanatbmica que comunica o sinal circadiano a liberacdo de GnRH é pouco
entendida (JOHNSON e EVERITT, 2000).

GROSSE et al., (1993) observaram que o aumento no tempo de secrecao
didria de melatonina esta associado a uma diminuicdo na liberagdo de GnRH e
subsequente regressdo das gbnadas em animais de dias longos. Porém, o mesmo
sinal € seguido por aumento na liberacdo de GnRH e ativacdo das gonadas em
animais de dias curtos. A administracdo de melatonina em carneiros estimula a
liberacdo de hormdnio luteinizante (LH) e hormdnio foliculo estimulante (FSH) pela
hipéfise e ativa a funcéo testicular (LINCOLN, 1994), mas outros fatores estdo
envolvidos nesta resposta, como observaram ANDERSON e BARRELL (1998) ao
verificar que a remocédo da tiredide em veados causava fotorrefratariedade sobre as
respostas de producdo de gonadotrofinas. Apos o estimulo do hipotdlamo pela
melatonina, o GnRH chega a hipofise anterior através de um sistema porta
hipotalamo-hipoéfise, modulando a liberagdo de LH e FSH. A influéncia do
fotoperiodo na secrecdo de GnRH é refletida por mudancas circanuais na liberagédo
de LH (GERLACH e AURICH, 2000). Os pulsos de GnRH sé&o sucedidos por pulsos
de LH e os pulsos de testosterona sucedem os pulsos de LH, mas a amplitude das
respostas difere conforme a época do ano (RHIM et al., 1993). Estes experimentos
confirmam a hipdtese que a sazonalidade modifica as relacdes e respostas entre as
unidades hipotalamo-hipoéfise e hipéfise-gbnadas.

Todavia, a liberacdo de LH e FSH ndo € determinada exclusivamente por
estimulos hipotalamicos, uma vez que os niveis tonicos de FSH e LH também séo
controlados por mecanismos retrogrados de hormdnios esteréides gonadais,
especialmente o estrdgeno e androgenos (REEVES, 1988). Os andrdégenos
produzidos nas células de Leydig agem retroativamente no hipotalamo e hipdfise
sustentando a acédo do FSH sobre a espermatogénese e controlando a producao de
LH (GARNER e HAFEZ, 1988). A testosterona age no hipotalamo para diminuir a
freqliéncia dos pulsos de GnRH e, na hipofise anterior, para diminuir sua resposta ao
GnRH na producdo de LH. Os mecanismos pelos quais os esterdides executam a
retroalimentacdo negativa na distribuicdo dos pulsos de GnRH e LH ndo séo
completamente entendidos (SCOTT et al.,, 2003). TILBROOK et al. (1999)
demonstraram que a retroalimentacdo negativa dos niveis de testosterona na
secrecdo de LH ocorre em nivel hipotalamico e que esta resposta ndo € influenciada
pelo fotoperiodo. Em contraste, a testosterona e a inibina agem na hipdfise
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suprimindo a secrecédo de FSH e estas respostas séo afetadas pela estagcédo do ano.
A inibina € um horménio produzido nas células de Sertoli em resposta ao FSH e
estimula a esteroidogénese nas células de Leydig. A inibina, juntamente com a
testosterona, esta envolvida na complexa regulacéo por retroalimentacdo da fungéo
hipofisaria (BRINSKO, 2004).

Os horménios gonadotroficos da hipdfise regulam a funcdo enddécrina dos
testiculos e sdo o0s principais reguladores da espermatogénese. O FSH esta
intimamente ligado ao inicio da atividade dos tabulos seminiferos para a producao
de espermatozoides, enquanto que o LH & um dos controladores da funcdo
enddcrina nas células intersticiais de Leydig (LINCOLN et al., 1990). Os receptores
de FSH das células de Sertoli, dependendo dos niveis deste hormdnio, regulam a
espermatogénese ao estimular a producéo dos inumeros fatores produzidos por elas
(O'DONNEL et al., 2001). As células de Leydig sé@o responséaveis pela secrecdo de
andrégenos, especialmente a testosterona e também de outros esteréides como o
estrogeno (ABNEY, 1999). Estudos em humanos mostraram que a administracao de
estrégenos pode aumentar a supressao de gonadotrofinas, indicando que este
hormdénio também tem uma fungcdo de retroalimentacdo negativa da secrecdo de
gonadotrofinas (HANDELSMAN et al., 2000). Segundo SAUNDERS et al. (1997), o
estrégeno atua inibindo as enzimas esteroidogénicas das células de Leydig que séo
necessarias para a sintese de testosterona ou alterando os receptores de LH. O que
denota sua capacidade de mediar a resposta da célula ao LH. A freqtiéncia dos
pulsos de LH é considerada como um fator regulador muito importante nas
mudancas sazonais de secre¢ao de testosterona em carneiros adultos. DICKSON e
SANFORD (2005) observaram que a concentracdo de testosterona foi fortemente
correlacionada com a frequiéncia dos pulsos de LH em diversas ragas estudadas.

Ha muito tempo sabe-se que a quantidade de horas de luz por dia influencia a
esteroidogénese testicular (GOMES e JOYCE, 1975). O decréscimo na luz do dia
(outono) tem um efeito positivo na producao de esterodides nos testiculos dos ovinos.
Este fato foi observado por SCHANBACHER e FORD (1979) que verificaram
elevacdo da testosterona sérica a partir da quarta semana de fotoperiodo artificial
decrescente. Segundo RHIM et al., (1993) o aumento significativo de testosterona
durante a estacéo reprodutiva ocorre devido primariamente ao aumento da resposta

do testiculo ao LH.
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2.5 MODIFICACOES SAZONAIS NA ESPERMATOGENESE E HISTOLOGIA
TESTICULAR E AS RELACOES COM O TAMANHO TESTICULAR

A espermatogénese é um processo dindmico continuo de transformacéo de
células germinativas primordiais em espermatozéides, que ocorre em intervalos
precisos e sob uma sequéncia ordenada nos tubulos seminiferos dos testiculos. As
células germinativas primordiais se estabelecem nos tubulos seminiferos nos
estagios da vida fetal masculina. Ao longo da vida fetal e no pés-natal precoce o
tamanho do testiculo cresce lentamente. Os gondcitos apresentam limitada
proliferacdo mitdtica e contribuem pouco para o aumento do tamanho testicular
nesta fase. Porém, na puberdade ha um rapido aumento do tamanho testicular
devido a: formacgédo da luz nos tubulos seminiferos, aumento da atividade e tamanho
das células de Sertoli, aumento da secre¢do enddcrina das células de Leydig e a
recuperacdo da atividade mitética das ceélulas germinativas, as quais iniciam o
processo de formacao dos espematozoides (JOHNSON e EVERITT, 2000).

O ciclo espermatogénico comega com uma célula mée ou espermatogbnia do
tipo A, que constitui 0 ponto de partida de uma série espermatogénica. As
espermatogobnias estdo presentes entre as células de Sertoli, muito préximas a base
da membrana do tubulo. Antes da conclusdo da transformacdo de espermatogdnia
em espermatozoéide, outras séries de multiplicacdo se iniciam no mesmo lugar do
tubulo seminifero; assim, qualquer seccdo do tabulo mostra vérias geragbes de
células germinativas superpostas (ORTAVANT et al., 1984).

Em ovinos adultos, o processo de divisdo das espermatogdnias inicia em uma
sequéncia de tempo e em uma posi¢cdo precisa ao longo do tdbulo seminifero
formando, assim, ondas de maturacao celular. Portanto, uma porc¢éo do tubulo que
contém um tipo de associacdo celular € seguida por uma porcdo do tabulo que
contém um estagio precedente ou subsequente de tipo celular. Cada série completa
de associacdo celular determina o ciclo dos tubulos seminiferos que inicia em
intervalos regulares de 10,57 dias no carneiro (CARDOSO e QUEIROZ, 1988). Em
um corte histolégico do tubulo seminifero é possivel observar oito tipos diferentes de
associacdes constantes entre os tipos de células germinativas. O conjunto destes
estagios cobre os 10,57 dias, sendo a duracéo da espermatogénese igual ao tempo
transcorrido por cinco séries destes estagios, totalizando em média 42,28 dias.



32

A espermatogénese pode ser dividida em duas fases: a espermatocitogénese
e a espermiogénese. A espermatocitogénese (periodo mitético e meidtico)
compreende as multiplicacbes das espermatogdnias (mitose) que originam oS
espermatoécitos primarios (dipléides) e a também meiose que origina 0s
espematocitos secundarios e finalmente as espermatides hapldides.

Cada espermatogdnia tem o potencial tedrico de produzir 48 espermatoécitos
primarios, porém se observa uma producgdo de aproximadamente 24 espermatocitos,
que pode ser diminuida para menos de dez durante a primavera em ragas ovinas
sazonais (CHEMINEAU e COGNIE, 1991). O principal estagio afetado é o de
espermatogobnia intermediaria (COUROT, 1967). Segundo JOHNSON e EVERITT
(2000) uma espermatog6nia Al produz em seis mitoses 64 espermatoécitos primarios
qgue poderiam gerar até 256 espermatozoides se ndo houvesse degeneracao.

A segunda fase da espematogénese, a espermiogénese (periodo
metamorfico), compreende as transformacdes morfolégicas importantes da
espermatide até espematozoide, ndo havendo, portanto, neste processo nenhuma
multiplicacdo celular., SCHANBACHER e FORD (1979) verificaram que na
espermiogénese houve pouca perda celular por degeneracdo devido a mudancas
sazonais, uma vez que ocorreu similaridade do numero de espermatides redondas e
espermatides maduras em carneiros expostos a dias longos. No processo de
espermiogénese, as espermatides redondas se transformam em espermatides
alongadas, desenvolvendo-se 0 acrossoma, a cauda e a pecga intermediaria que
contém mitocondrias importantes na propulsdo. A espermiogénese se completa com
a formacdo do espermatozdide e sua liberacdo da célula de Sertoli para a luz do
tubulo pelo processo chamado de espermiagao.

As células de Sertoli sdo os elementos somaticos do epitélio seminifero. O
nacleo é irregular, possui formato triangular que varia durante o ciclo seminifero
determinando a arquitetura deste epitélio (COLE e CUPPS, 1984). Estas células séo,
provavelmente, os principais responsaveis pela organizacdo temporal e espacial das
células espermatogénicas. Supde-se que no macho adulto estas células ndo se
dividam e, portanto, seu niumero nado varie (ORTAVANT et al., 1984). Porém, o
volume, o conteddo lipidico, a morfologia nuclear podem variar ciclicamente nestas
células (JONHSON et al., 2000). AlteracGes degenerativas em células de Sertoli,
semelhantes aquelas que ocorrem durante estresse térmico, foram verificadas em
ovinos no inverno (GASTEL et al.,1995).
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As diversas fases do processo de espermatogénese descritas anteriormente
produzem tipos celulares que podem ser diferenciados em cortes histolégicos. O
estudo da histologia testicular e suas diversas combinac¢des celulares entre
diferentes épocas do ano geram informacdes importantes sobre o efeito da
sazonalidade na espermatogénese.

Se a modificacdo sazonal afeta a atividade espermatogénica € de se esperar
gue ocorram mudancas na circunferéncia escrotal (CE) e, consequentemente, no
peso testicular (LINCOLN et al., 1990). Na producdo comercial de ovinos, as
mensuracdes de CE séo utilizadas como critério de selegcdo de reprodutores
(MORAES, 1997) e podem refletir sobre o desempenho de prolificidade das suas
filhas, ja que parece haver uma correlagdo positiva entre maior CE e numero de
ovulagdes (LAND, 1973).

As mudancas no peso/volume testicular devido as mudancas de luminosidade
do ambiente sédo consequéncia de fenbmenos degenerativos dentro do processo de
espermatogénese, o qual pode afetar a quantidade de espermatozoides secretados
na luz dos tdbulos seminiferos (HOCHEREAU de REVIERS et al., 1976). A
magnitude e o momento em que o processo € afetado dependerdo, entre outros
fatores, da raca e latitude onde a raga se encontra. ORTAVANT et al. (1984)
verificaram que testiculos de carneiros lle-de-France (raca sazonal) variaram de
180g para 300g do inverno para o final do verdao. DICKSON e SANFORD (2005)
observaram na racga Suffolk que o pico de circunferéncia escrotal ocorreu no més de
setembro (outono) com uma média de 36,1cm. As mudancas no tamanho testicular
refletem as alteragfes visualizadas histologicamente pelas alteracbes nos diametros
dos tabulos seminiferos e modificam a producdo espermatica, uma vez que o tecido
tubular corresponde de 70 a 83% de todo o tecido testicular (WROBEL et al., 1995).
O diametro dos tubulos seminiferos € considerado um bom parametro para a
avaliacdo da habilidade reprodutiva, sendo que se espera uma modificacédo
significativa no didametro dos tibulos em ovinos no decorrer do ano.

Os comandos hormonais séo as chaves reguladoras da espermatogénese e
também da massa e tamanho testicular em carneiros adultos, sendo que o0s
principais horménios envolvidos sdo o FSH e a testosterona. Segundo McLACHLAN
et al. (1996), a acdo destes hormoénios nas células de Sertoli € impedir a apoptose

das células germinativas e potencializar sua divisdo e/ou diferenciacao.
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Os receptores de LH nas células de Leydig sdo capazes de detectar os niveis
deste horménio suficientes para induzir a producdo de andrégenos, 0s quais atuam
nos receptores androgénicos do epitélio seminifero para controlar a
espermatogénese (O'DONNEL et al., 2001).

Cada horménio desempenha uma fungcdo Unica na diferenciacdo e
proliferacdo das espermatogodnias, sendo que a testosterona promove a formacéo e
diferenciacdo dos espermatdcitos em espermatides redondas e alongadas
(KILGOUR et al., 1994) e também desempenha func¢do chave no sucesso ou falha
nas divisdes mitdticas da espermatog6bnia, o que colabora entre outros fatores com a
eficiéncia da espermatogénese (LINCOLN, 1989). O FSH induz, via células de
Sertoli, 0 aumento da massa testicular através da estimulagdo do desenvolvimento
espermatogbnico. A testosterona parece regular 0s primeiros estagios de
desenvolvimento espermatico, enquanto que o FSH regula os estagios de
espermatogbnia intermediaria a espermatécito primario (DICKSON e SANFORD,
2005). SCHANBACHER e FORD (1976) ja sugeriam que o crescimento testicular em
carneiros submetidos a fotoperiodo artificial decrescente poderia ser uma resposta
ao aumento das concentragfes das gonadotrofinas que ocorre neste periodo.

O estrogeno é outro horménio importante para a regulacdo da
espermatogénese, apesar de ndo se conhecer como ele responde a sazonalidade. A
biossintese do estrégeno é catalisada pela aromatase citocromo P450 que pode ser
expressa em varios tecidos, 0s quais podem entdo sintetiza-lo: testiculos, ovarios,
placenta, figado fetal, tecido adiposo e algumas areas do cérebro como o hipotalamo
(O'DONNEL et al., 2001). O controle da espermatogénese, por este hormonio, é feita
através da estimulacdo da mitose espermatogbnica, prevenindo a apoptose
especialmente em espermatdcitos e espermatides (PENTIKAINEN et al., 2000), ou
constituindo parte do maquinario endocrino e bioquimico envolvido no processo de
formacdo do acrossoma (MORENO et al., 2000). COOKE et al. (1994) também
verificaram que os niveis altos de horménios da tiredide sdo capazes de inibir a
proliferacdo e estimular a diferenciacdo das células de Sertoli, as quais sdo
essenciais para o inicio da espermatogénese e para a expressdo maxima da
capacidade espermatogénica. Sabe-se que outros hormdnios estdo envolvidos nas
funcbes das células de Sertoli. O'DONNEL et al. (2001) demonstrou que a
administracdo de estradiol exdgeno afeta a proliferacdo e funcdo destas células

levando a permanente defeitos na funcdo reprodutiva.
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2.6 ALTERACOES SAZONAIS NA QUALIDADE DO SEMEN

Na tentativa de caracterizar possiveis variacdes sazonais, a avaliagdo da
gualidade do sémen tem sido de grande interesse e pode ser usada como critério de
avaliacdo da adaptabilidade de racas a diversas regides ou climas. Outro interesse
no conhecimento da qualidade seminal ao longo do ano diz respeito ao seu
aproveitamento nos diferentes processos biotecnoldgicos aplicados a reproducao
(BICUDO, 1998). O ejaculado de um ovino normal € caracterizado por volume em
torno de um a dois mililitros e total de espermatozoides ejaculados variando entre
dois e seis bilhGes. As variacbes de duracdo do dia controlam a atividade
espermatogénica no carneiro, e alguns autores observaram que ocorria uma
melhora na producao e qualidade espermética no outono em relacdo a primavera e
verdo (HULET e SHELTON, 1988; KAFI et al., 2004). SCHANBACHER e FORD
(1979) sugerem que a quantidade de espermatozoéides produzidos varia conforme o
fotoperiodo ja que este desencadeia mecanismos que aumentam a degeneracao de
algumas classes de células germinativas ou controlam o0 nuamero de
espermatogobnias que entram no ciclo espermatico.

Além do volume e concentracdo dos ejaculados, outros parametros fisicos
mais comumente avaliados no sémen sao: turbilhonamento, vigor e motilidade
progressiva. O turbilhonamento se expressa por ondas de evolucdo dos
espermatozoides em um pequeno aumento microscopico com sémen puro. O vigor
representa a intensidade de movimentacéo, ou seja, a velocidade de deslocamento
dos espermatozdides e a motilidade progressiva, avaliada em porcentagem,
determina quantos espermatozoides se deslocam retilineamente (FONSECA et al.,
1992). Considerando vérios parametros, KAFI et al. (2004) em latitude 29°N em raca
considerada pouco sazonal (Karakul) observaram que o sémen de melhor qualidade
foi produzido no final do verdo e outono. BICUDO (1998) verificou nitida queda de
gualidade esperméatica durante o inverno em ovinos ldeal em latitude 22°S; no
entanto, o sémen manteve nivel compativel a aplicacdo de biotécnicas da
reproducao.

Varios pesquisadores tém descrito uma ampla variedade de anormalidades
morfolégicas que afetam os espermatozéides, mas ainda h& poucas evidéncias
experimentais claras de relacdo entre caracteres morfoldgicos especificos e o grau
de fertilidade. Todavia, sabe-se que a integridade da célula espermatica € um
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requisito imprescindivel para sua fertilidade. Classificacbes de anormalidades
esperméaticas foram propostas por cientistas com a finalidade de se conhecer a
origem e possivelmente a causa de cada defeito. BLOM (1973) sugeriu agrupar as
anormalidades em maiores e menores, sendo estes menos importantes e aqueles
relacionados com um estado anormal dos testiculos e epididimos.

Os defeitos esperméaticos podem estar aumentados em amostras de sémen
por inameros fatores, entre eles: nutricdo deficiente ou desbalanceada, idade,
defeitos genéticos, temperaturas ambientais extremas, enfermidades, hipoplasias,
atrofias ou degeneracdes testiculares e mudancas fotoperiddicas (SALISBURY et al.,
1982). CHEMINEAU e COGNIE (1991) relatam que a diminuicdo significativa da
atividade espermatogénica em carneiros na primavera esta associada com um
aumento de anormalidades nos espermatozéides. Em alguns reprodutores, a
porcentagem de células anormais pode chegar a 70% em alguns meses do ano,

resultando em infertilidade temporéaria destes animais.

2.7 EFEITOS MODULADORES DA SAZONALIDADE REPRODUTIVA

Em racas originadas em médias e altas latitudes, o fotoperiodo é conhecido
por ser o principal fator que controla a sazonalidade reprodutiva em pequenos
ruminantes. Outros fatores como: variaveis climaticas, regime alimentar, tosquia,
interagcdo social agem como moduladores (agente mascarador) da atividade
reprodutiva (HULET e SHELTON 1988; CHEMINEAU e COGNIE, 1991) com maior
interferéncia em ragas originadas em baixas latitudes.

Segundo ABELLA (1993) a atividade sexual é diferente entre ragas ovinas,
existindo uma repetibilidade marcada da estacdo de nascimentos para um mesmo
genotipo em um ambiente particular. Estas variagbes ocorrem devido a selecdo
natural exercida no local de origem de cada raca e da selecéo artificial que 0 homem
impde ao determinar cruzamentos em determinado periodo do ano.

Mesmo em racas cuja reproducdo € primariamente controlada por
fotoperiodo, carneiros podem mostrar algumas respostas relacionadas a mudanca
nutricional. Bons niveis nutricionais alteram o peso e estado corporal do animal,

melhorando a taxa ovulatoria através de modificagdes nos niveis de gonadotrofinas
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e interatuam com o fotoperiodo determinando a frequéncia nos pulsos de GnRH
liberados pelo hipotdlamo ABELLA (1993).

HOTZEL et al. (2003) verificaram ganho de peso em carneiros Merino e
Suffolk ap6s um incremento no aporte nutricional, porém néo foi detectada nenhuma
resposta enddcrina ou crescimento testicular induzido por incremento nutricional fora
da estacdo reprodutiva em machos Suffolk. Racas mais sazonais como esta,
respondem aos efeitos nutricionais da mesma forma que ragcas menos sazonais,
mas somente quando o fotoperiodo permite. No controle da capacidade
espermatogénica, o fotoperiodo € mais importante que a nutricdo em carneiros
Suffolk, enquanto que o inverso ocorre na raga Merino. As causas destas variacoes
nao sdo completamente entendidas pela falta de trabalhos que demonstrem quais
sdo de fato os agentes sincronizadores ou mascaradores dos ritmos. Mas, é
provavel que o gendtipo influencie o caminho como o sinal de melatonina é traduzido
no sistema nervoso central. No entanto, em um trabalho realizado por MARTIN et al.
(2002) onde os niveis de melatonina foram semelhantes para as racas Merino e
Suffolk em todas as dietas. Isso indica que a melatonina pode estar sob influéncia
direta do fotoperiodo em ambas as ragas atuando mais como sincronizador do que
modulador. Haja vista que, mesmo em racas consideradas menos sazonais e
criadas em baixas latitudes observa-se que uma melhora no aporte nutricional pode
diminuir os efeitos da sazonalidade reprodutiva, mas ndo pode elimina-la (BIELLI et
al., 1999) o que demonstra o carater modulatorio da alimentacéo.

Alteracbes na dieta podem provocar grandes mudancas na fertilidade de
ovelhas e carneiros, assim como a subalimentagcao produz efeitos adversos na libido
e tamanho testicular a longo e curto prazos. Por outro lado, efeitos deletérios da
superalimentacdo também podem ser observados. Dietas ricas em energia e
proteina tém uma correlacdo positiva com a circunferéncia e peso escrotal, assim
como com o peso e volume do testiculo. Porém, animais excessivamente gordos
acumulam gordura na regido do plexo pampiniforme, levando a problemas de

termorregulacgédo testicular e menor qualidade espermatica (FOURIE et al., 2004).
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2.8 PADRAO ANDROLOGICO E VARIACOES SAZONAIS DA QUALIDADE DO
SEMEN VISANDO AS BIOTECNICAS APLICADAS A REPRODUCAO

O objetivo do exame andrologico de carneiros € avaliar e classificar sua
habilidade reprodutiva potencial. Este processo deve incluir a avaliagdo das
condicdes fisicas gerais e genitais e das suas caracteristicas de sémen. Durante a
avaliacdo escrotal do exame androldgico, a medida de CE tem sido empregada
como indicadora da funcdo espermatogénica potencial e serve como critério de
selecdo genética para identificacdo de reprodutores mais proliferos (FERREIRA et
al., 1988). Segundo PURVIS et al. (1988), as vantagens em selecionar individuos
com maior tamanho testicular estdo relacionadas a dois aspectos fundamentais:
reducdo do numero de animais com alteracdes na funcdo testicular e esperada
resposta correlacionada com a taxa de ovulacdo e fertilidade das filhas. Vérios
trabalhos cientificos foram realizados para definir a medida minima de CE na qual
nao haverd comprometimento da capacidade reprodutiva de ovinos (BRAUN et al.,
1980; JOBIM et al., 1989; MORAES e OLIVEIRA, 1992; BAGLEY, 1997). O Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA) (FONSECA et al.,, 1992) sugere como
parametro de CE, para exame andrologico de ovinos de corte, resultados obtidos por
JOBIM et al. (1989) de medidas de CE realizadas em quatro racas ovinas
(Hampshire Down, Suffolk, lle de France, Texel), durante exposicdo agropecuaria.
As medidas médias nesta mensuracdo de CE variaram de 30,4 a 35,65 cm.
BAGLEY (1997) sugere que os borregos devem possuir no minimo a 30 cm de CE,
enquanto carneiros adultos, para serem aprovados como aceitaveis em exame
androlégico, devem ter 33 cm de CE. Este pesquisador orienta que a medida da CE
fornece uma boa indicacéo da resisténcia reprodutiva do carneiro, mas lembra que
esta medida varia conforme a época do ano e com a condi¢do corporal. Muitos
estudiosos encontraram medidas de CE inferiores a 30 cm em diversas racas
estudadas conforme a época do ano, como: MIES FILHO et al. (1993) 28,0 cm em
Hampshire Down; GASTEL et al. (1995) 26,3 cm em Corriedale; EL-ALAMY et al.
(2001) 27,8 cm em Dorset. Portanto, avaliando os resultados acima, verifica-se que
o parametro de CE minima de 30 cm para qualquer época do época do ano e
qualquer raca ainda € discutivel, uma vez que as modificagbes de CE sao

fisiologicas e reversiveis conforme o fotoperiodo.
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Com relagéo a avaliagdo do sémen, o exame androlégico contempla as fases
de avaliacdo morfolégica e avaliagcdo fisica seminal, através das seguintes
caracteristicas: volume do ejaculado, concentracdo espermatica, turbilhonamento,
vigor e motilidade. As caracteristicas morfolégicas dos espermatozdides sao
inspecionadas e as porcentagens de defeitos espermaticos sao inferidas conforme o
tipo de defeito ou o local do espermatozdéide aonde aparecem (cabeca, peca
intermediaria ou cauda). Os padrbes minimos desejaveis sugeridos pelo CBRA
(FONSECA et al., 1992), independentemente da época do ano, sao: volume entre
0,3 a 3 ml por ejaculado, turbilhonamento grau trés, concentracéo de 2 X 10° a 5 X
10° espermatozoéides/ml, defeitos maiores totais menos que 10% e defeitos menores
totais menos que 15%, sendo que o total de defeitos ndo deve ultrapassar 20%.

Para BAGLEY (1997), muito cuidado deve ser tomado ao condenar um
reprodutor em avaliacdo seminal Unica, uma vez que este representaria um
momento reprodutivo e ndo pode ser valido para toda vida reprodutiva do animal. Se
um carneiro apresentar alteracdo de saude, sua capacidade reprodutiva podera
estar comprometida durante os proximos dois a trés meses. Ja que o0sS
espermatozoides colhidos iniciaram sua maturagdo ha dois meses. Verificou-se que
h& variacbes importantes nos padrdes andrologicos especialmente no que diz
respeito a patologia espermatica conforme a estacdo. Maiores percentuais de
defeitos foram encontrados em fevereiro (verdo) no Rio Grande do Sul em
Hampshire Down (MIES FILHO et al., 1993), enquanto que, nos Estados Unidos
MICKELSEN et al. (1982) verificaram taxas altas de anormalidades esperméticas em
véarias racas no més de setembro (outono).

O interesse nas biotécnicas da reproducgdo é voltado, sobretudo, ao uso de
reprodutores ou matrizes de alto padrdao genético. Uma das técnicas mais utilizadas
com esta finalidade € a inseminacgédo artificial com sémen congelado. Esta técnica
permite a comercializagdo do produto entre localidades distantes e permite
armazenamento do sémen por longos periodos, entre outros fatores. Tendo em
conta que caracteristicas de volume do ejaculado e concentracdo esperméatica sao
importantes para determinar o numero de doses de sémen, que podem se
produzidas por reprodutor, em cada época do ano, pesquisas foram realizadas para
avaliar a variacdo destas caracteristicas conforme a estacdo, a raca e a latitude.
Algumas pesquisas apontam que os volumes e as concentracdes dos ejaculados
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sdo maiores no outono do que na primavera (KARAGIANNIDIS et al.,, 2000;
GUNDOGAN, 2007).

De um modo geral, CHEMINEAU e COGNIE (1991) sugerem que as
principais caracteristicas reprodutivas que devem ser levadas em conta, na selecao
de reprodutores para congelacdo de sémen séo, principalmente, a CE e 0 numero

de espermatozoéides normais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. LOCAL DE REALIZACAO DO EXPERIMENTO

O experimento foi realizado de abril de 2005 a maio de 2006. Os carneiros
foram alocados na Fazenda Experimental do Cangliiri, localizada no Municipio de
Pinhais — PR, a 893 m de altitude (IPARDES, 2005), sob a longitude 49°16'23"W e
latitude 2525'40”S. Nesta localidade, a amplitude do fotoperiodo é de 13 horas e 44
minutos de luz para 10 horas e 16 minutos de escuriddo no solsticio de verdo e 10
horas e 33 minutos de luz e 13 horas e 27 minutos de escuriddo no solsticio de
inverno, havendo uma diferenca de 3 horas e 11 minutos entre o dia mais longo e o dia
mais curto do ano (OBSERVATORIO NACIONAL, 2007 — ANEXO 1).

3.2. ANIMAIS

Todos os reprodutores foram mantidos sob condi¢des intensivas de criagao e
permaneciam confinados em aprisco elevado do chao durante a noite e em baias
coletivas parcialmente cobertas durante o dia, sob condi¢cdes de iluminacdo natural.
A alimentacéo consistia de silagem de milho, sal mineralizado e agua fornecidos ad
libitum. Também eram fornecidos aproximadamente 300 gramas de concentrado
balanceado por animal por dia. Esta dieta foi constante durante todo o experimento
para que fossem eliminadas possiveis interferéncias de ofertas oscilantes de
alimentacado nas caracteristicas reprodutivas estudadas.

Para a verificacdo de possiveis variagbes dos parametros relacionados a
reproducdo de reprodutores da raga Suffolk, ao longo de um ciclo anual completo,
um total de 15 animais foi utilizado. Levando-se em conta a massa corporal, a idade
e a experiéncia sexual prévia desses carneiros, foram constituidos dois grupos como

descritos a seguir.

a) Grupo cS: formado por 12 carneiros da raca Suffolk puros de origem, com
aproximadamente 12 meses de idade no inicio do experimento e massa
corporal média de 51,51 Kg. Estes animais eram mantidos em um dnico lote
em baias anexas ao aprisco onde as fémeas permaneciam a noite. Cada

carneiro foi condicionado ao uso da vagina artificial para as colheitas de
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sémen quinzenais realizadas durante quatro meses anteriores ao inicio do
experimento e nunca permaneceram com ovelhas para coberturas naturais.
Os animais foram acompanhados quinzenalmente de abril de 2005 a margo
de 2006. Para andlise das variacdes histologicas sazonais, seis animais
escolhidos aleatoriamente foram abatidos e os testiculos foram colhidos no
momento em que apresentaram a menor CE. Os outros seis animais
continuaram sendo avaliados em relacdo aos parametros estudados até o
momento em que apresentaram a maior CE, quando também foram abatidos

para a colheita dos testiculos.

b) Grupo rS: formado por trés reprodutores selecionados como padreadores
puros de origem da raca Suffolk que possuiam experiéncia sexual prévia e
eram mantidos em baias individuais a aproximadamente 70 metros das
instalacdes destinadas aos animais do grupo cS e das fémeas. Este grupo foi
avaliado mensalmente de abril de 2005 a maio de 2006 e foi mantido afastado

da reproducgéo durante o experimento.

Para que condicdes sanitarias ndo interferissem com as respostas
reprodutivas sazonais, durante todo o experimento todos os animais foram
inspecionados e pesados mensalmente para que mantivessem condi¢bes normais
de saude. O principal problema sanitario na regido onde o experimento foi
desenvolvido é a infeccdo parasitaria gastrintestinal, sendo a contaminacdo por
Haemonchus contortus e a resisténcia parasitdria as maiores preocupagdes
(THOMAZ-SOCCOL et al., 1996 e 2004). Para que nao houvesse interferéncia do
parasitismo nas caracteristicas reprodutivas, os machos foram mantidos em
confinamento com acesso a solario de piso de cimento e inspecionados
quinzenalmente para o grau de anemia através do método FAMACHA® (BATH et al.
2001). Neste metodo utiliza-se a avaliacdo clinica da coloracdo da conjuntiva de
ovinos para definir escores que variam de 1 a 5. Estes escores foram baseados na
porcentagem de hematdcrito e sédo definidos conforme QUADRO 1. Durante o
experimento 0s animais que apresentavam coloragdo de conjuntiva classificada em
escores 3, 4 ou 5 nas avaliagdes quinzenais foram submetidos a tratamento com

anti-helminticos.
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QUADRO 1 — ESCORES DE CLASSIFICACAO DE CONJUNTIVA SEGUNDO A AVALIACAO
CLINICA E PORCENTAGEM DE HEMATOCRITO PARA UTILIZACAO DO METODO
FAMACHA®
FONTE: BATH et al., 2001

Categoria Avaliacdo clinica da Hematdcrito
FAMACHA®  cor da conjuntiva (%)

1 Vermelha > 28

2 Vermelha rosea 23 -27

3 Roésea 18 - 22

4 Résea palida 13-17

5 Branca <12

Vale ressaltar que o uso de anti-helminticos foi necesséario duas vezes no
decorrer do experimento utilizando-se uma associacdo de moxidectin (0,2 mg/Kg) e
closantel (7,5 mg/Kg). Estes anti-helminticos foram testados previamente no lote e a
porcentagem de reducdo de ovos por grama de fezes (OPG) foi de 91,5%.

Durante as avaliagfes também foi feita a classificacdo da condi¢do corporal,
de cada carneiro, avaliada atraves da palpacdo das apofises espinhosas e
transversas da primeira vértebra lombar usando escores de 1 a 5 (RUSSEL et al.
1969). Foram classificados como escore 1 0s animais muito magros, cujas apofises
espinhosas e transversas eram proeminentes e bem definidas; escore 2 (animais
magros) animais que apresentavam as apofises transversas de forma suave e
arredondada; escore 3 animais que possuiam as apofises espinhosas de forma
suave e arredondada e o musculo lombar mais volumoso e com boa cobertura de
gordura; escore 4 animais cuja apéfise espinhosa s6 pdde ser detectada através de
pressdo e as apofises transversas ndo puderam ser sentidas (animais gordos). O
escore 5 representou 0s animais obesos cujo musculo lombar apresentou-se muito

volumoso com uma camada de gordura muito espessa.

3.3. PARAMETROS AVALIADOS

O planejamento de protocolos experimentais na cronobiologia deve levar em

conta as mudancas das condi¢bes fisiologicas e comportamentais que um
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organismo sofre a medida que o tempo passa. Medidas e observacdes em repetidas
vezes sd0 necessarias no menor intervalo possivel, porém, dependem do tipo de
fendmeno estudado (MARQUES E MENNA-BARRETO 1997).

3.3.1 Mensuracéo da circunferéncia escrotal (CE)

A circunferéncia escrotal foi mensurada com uma fita métrica flexivel na maior
porcdo da circunferéncia sem pressionar os testiculos para baixo. As medidas foram
facilmente obtidas apds a contencdo dos animais em estacdo (FIGURA 2). Devido a
presenca de |& no escroto, sempre que esta atingia mais que 0,5 cm de comprimento
era realizada a apara da |a da regido com tesoura de tosquia para que nado houvesse

interferéncia nas mensuragoes.

FIGURA 2 - MENSURACAO DE CIRCU'NFERENCIA ESCROTAL EM OVINO DA RACA SUFFOLK
COM O USO DE FITA METRICA FLEXIVEL PINHAIS (PR)

3.3.2 Avaliag&o do volume testicular e espessura do escroto

Os valores de volume testicular foram obtidos através de célculo matemético
(volume calculado = VC) a partir das mensuracdes de largura e comprimento de
cada testiculo in vivo durante as avaliacbes quinzenais com auxilio de um
paquimetro (FIGURA 3). Durante as medi¢cdes do comprimento testicular, tomou-se
o cuidado de se excluir a cabeca e cauda dos epididimos e na largura testicular
excluiu-se o corpo do epididimo. Para se obter o VC dos testiculos foi utilizada como
equacdo béasica formula de calculo de volume de um elipsdide segundo
(GRANVILLE et al., 1956):
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Onde: a = volume do testiculo (ml)
b = comprimento do testiculo (cm)
¢ = largura do testiculo (cm)

(a) (b)

FIGURA 3 - MENSURACAO DE LARGURA (a) E COMPRIMENTO (b) TESTICULAR EM OVINO DA
RACA SUFFOLK UTILIZANDO PAQUIMETRO. PINHAIS (PR).

Os valores de volume testicular obtidos através da equacgdo (VC) foram
comparados aos volumes obtidos pelo deslocamento de agua (FIGURA 4), como
descrito a seguir. Apos o abate, foram colhidos os testiculos direitos de seis
carneiros do grupo ¢S no momento de maior e de menor CE, conforme descrito no
item 3.3.5. Logo ap6s a colheita, os 6rgaos foram mantidos dentro do escroto (para
gue n&o ocorresse desidratacdo do tecido), armazenados sob refrigeracédo e
avaliados morfologicamente no dia seguinte a colheita para mensuracdo do volume
testicular, espessura do escroto e para verificar a presenca de possiveis
anormalidades. As espessuras dos escrotos foram aferidas com paquimetro. O
volume de cada testiculo foi mensurado depositando-se a pe¢ca em Becker de 600 ml
contendo agua destilada em temperatura ambiente. Considerou-se como volume do

testiculo o valor em mililitros do deslocamento de agua no Becker.
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FIGURA 4 — MENSURACAO DO VOLUME TESTICULAR ATRAVES DO DESLOCAMENTO DE
AGUA EM BECKER

3.3.3 Determinacgéo da concentracdo sérica de testosterona

As concentracdes de testosterona sérica foram estudadas para observar
possiveis variacdes ao longo do ano e se essas variagfes apresentavam relacao
com o fotoperiodo ou com as caracteristicas dos ejaculados. Estudou-se também a
magnitude e momento de ocorréncia destas variagoes.

As amostras de sangue foram colhidas por puncdo da veia jugular nos
carneiros dos grupos cS e rS em intervalos de 30 dias, sempre a tarde. O intervalo
entre a primeira e a Ultima amostra de sangue colhida ndo ultrapassou 30 min. As
amostras previamente identificadas foram armazenadas em caixa térmica em
temperatura ambiente e dentro de 3 horas apds a colheita foram centrifugadas e o
soro estocado a — 20°C até sua utilizagao.

A quantificacdo da testosterona foi feita através do método de enzima
imunoensaio (ELISA - Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) (BROWN et al.,
2004). Antes de iniciar os ensaios foi necessario validar o método proposto de
guantificacdo e dosagem para testosterona de ovinos.

Utilizando o ensaio de validagdo é possivel verificar se ha similaridade
imunogénica entre o anticorpo utilizado na técnica e o antigeno a ser dosado, ja que
o anticorpo foi produzido contra a forma plasmatica da testosterona humana. Assim
sendo, o0 mesmo deve ser testado para verificar a sua capacidade de detectar a
testosterona ovina. Neste estudo, para validagédo, foi utilizado o ensaio de
paralelismo. Através deste ensaio verifica-se a similaridade imunogénica e

determina-se qual a diluicdo apropriada das amostras para quantificagcdo e
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dosagem. Para isso utilizou-se uma mistura (“pool”) das amostras a serem testadas,
diluidas 1:1 de forma seriada por doze vezes, até se chegar em 1:2048. A curva
formada é chamada curva de validacdo da amostra e se esta for paralela a curva
padrao do ensaio significa que existe similaridade imunogénica entre antigeno e
anticorpo e o método de quantificacdo e dosagem pode ser utilizado (BROWN et al.,
2004).

A curva de validagdo das amostras para testar testosterona ovina foi feita
utilizando-se 56 amostras de soro, colhidas dos dois grupos de carneiros (cS e rS)
do experimento. As microplacas (NUNC Immuno TM plates, Maxisorp) foram
cobertas com 50ul de anticorpo anti-testosterona (R156/7; Coralie Munro -
Universidade da Califérnia, Davis, CA, USA) diluido 1:7500 e acondicionada a 4°C,
por pelo menos 12 horas.

A curva padréo foi preparada a partir de testosterona humana (SIGMA) na
concentracdo de 600 pg/poco, considerada o padrdo mais alto, diluida serialmente
1:1 com solucéo de ensaio de ELISA (NaH2PO,; Na;HPO4; NaCl; BSA; pH 7,00) oito
vezes até chegar em uma concentragdo de 2,3 pg/poco, considerada o padrdo mais
baixo. O horménio conjugado testosterona-HRP (Coralie Munro — Universidade da
Califérnia, Davis, CA, USA) foi diluido 1:20.000 e mantido em 4°C até o momento do
ensaio.

A solucdo do substrato enzimatico foi preparada imediatamente antes de sua
adicdo na microplaca e consistia de H,O, a 0,5M; ABTS (Calbiochem, ABTS™
Chromophore, Diammonium Salt) e solu¢do de substrato para ELISA (&cido citrico;
pH 4,00).

A microplaca apd6s coberta com anticorpos foi lavada cinco vezes com
solucao de lavagem de ELISA (NaCl; Tween 20) e o excesso de solucao foi retirado
batendo-se a placa em papel toalha. Apds a lavagem, foram pipetados 50ul das
solucdes dos padrdes, em triplicata; 50ul das solu¢cbes dos controles e das
amostras, em duplicatas e 50ul da solu¢cdo do marcado enzimatico testosterona —
HRP em todos o0s po¢os, exceto nos pocgos considerados como branco.

A microplaca foi incubada durante duas horas, em temperatura ambiente, sem
agitacdo. Todo o processo de pipetagem teve média de 6 minutos, nao
ultrapassando um periodo de tempo de 10 minutos. Posteriormente & incubacao,

seguia-se novamente a lavagem da microplaca e foram adicionados 100ul da
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solucdo do substrato enzimatico em cada pogo, exceto nos pogos considerados
como branco.

A microplaca foi agitada em agitador Multi-Pulse Vortexer (modelo 099A VB4,
50/60Hz — Glass-Col®), sem pulso e em 300 rpm até que 0s pog¢os considerados
como zeros chegassem em densidade éptica (OD) de 1,0, quando era feita a leitura
da absorbancia em 405 nm, no leitor de microplaca (TECAN).

A sensibilidade dos ensaios foi de 78pg/ml. Os coeficientes de variagdo intra-
ensaio e inter-ensaio foram < 10%. ApGs correcao dos resultados para a diluicdo de
cada amostras (1:2 ou 1:4), os resultados foram expressos em nMol/L.

3.3.4 Avaliagéo das caracteristicas seminais

Os animais do grupo cS tiveram amostras de sémen colhidas em intervalos de
15 dias para serem quantificadas as possiveis variagdes na qualidade seminal
durante o ano. As colheitas foram feitas através de vagina artificial, utilizando-se
uma ovelha em anestro como manequim.

As amostras de sémen foram mantidas nos copos coletores em banho-maria
a 37°C e avaliadas imediatamente apos a colheita. O turbilhdo foi classificado em
escores de 0 a 5 e avaliado em microscépio 6tico com aumento de 40 vezes,
depositando-se uma gota de sémen puro sobre lamina aquecida a 37°C. A
motilidade progressiva foi classificada em valores percentuais, e o0 vigor espermatico
em escores de 0 a 5, depositando-se entre lamina e laminula, uma gota de sémen
diluido em 1 ml de solucgédo fisiolégica aquecida a 37°C sob um aumento de 100
vezes (FONSECA et al., 1992). O volume do ejaculado foi avaliado através de pipeta
graduada.

Dez microlitros de sémen de cada amostra foram homogeneizados com dois
mililitros de solucdo formol-citrato (HORN et al., 2002), perfazendo uma diluicdo de
1:200 para posterior mensuragdo da concentracdo e morfologia espermatica. Estas
amostras foram identificadas e armazenadas em microtubos.

A partir do sémen diluido em formol-citrato foram feitos esfregacos em
laminas de vidro posteriormente corados pelo método de Cerovsky (CEROVSKY,
1976) e contadas 200 células por lamina em microscopio o6tico (Olympus BX 50) com
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aumento de 1000 vezes. As alteracbes morfolégicas espermaticas foram
classificadas em defeitos maiores e menores (FONSECA et al., 1992) (QUADRO 2).
A concentracdo espermética foi mensurada em espectrofotdmetro (Metrolab
330) em 570 nm depois da padronizacdo da curva de leitura (r = 0,97) comparada a
contagem em camara de Neubauer. A validacdo da metodologia consta no ANEXO
2. Para a padronizacgéo da leitura em espectrofotometro foram utilizadas vinte e trés
amostras de sémen diluido 1:200 submetidas a contagem em camara de Neubauer.
Cada lado da camara era preenchido com 10 ul de sémen diluido, apés 10 minutos
eram contados os espermatozéides contidos dentro de 10 quadrados pequenos
incluindo aqueles cujas cabecas apresentavam-se apenas sobre a linha superior e
esquerda do quadrado. Para se obter o nimero de espermatozoides por mililitro de

ejaculado, depois da contagem, foi utilizada a seguinte férmula:

a= b
1/c x d/25 x 1/10

a = numero de espermatozéides (por ml)
b = nimero de espermatozéides contados
¢ = taxa de diluicao (1:200)

d = nimero de quadrados contados (10)
1/10 = altura da camara

QUADRO 2 - ALTERACOES MORFOLOGICAS DE ESPERMATOZOIDES DE CARNEIROS
FONTE: FONSECA et al., (1992)

DEFEITOS MAIORES

DEFEITOS MENORES

Acrossoma

Espermatozéide subdesenvolvido
Cabeca isolada patoldgica
Cabeca estreita na base

Cabeca piriforme

Cabeca pequena anormal

Pouch formation

Gota citoplasmética proximal
Formas teratoldgicas

Peca intermediaria em saca-rolhas
Pseudogota

Outros defeitos de peca intermediaria
Cauda fortemente dobrada

Acrossoma desprendido
Gota distal

Cabeca gigante

Cabeca curta

Cabeca larga

Cabeca pequena

Peca intermediéria abaxial
Insercao retroaxial
Insercao obliqua

Cauda dobrada com gota anexa
Cauda enrolada
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3.3.5 Analise histologica e morfométrica testicular

Com o objetivo de mensurar os diametros dos tubulos seminiferos nos
momentos de maior e de menor CE e para realizar a contagem dos diferentes tipos
celulares da linhagem germinativas nos mesmos momentos foi realizada a analise
histologica e morfométrica dos testiculos.

Seis carneiros do grupo cS foram abatidos através de insensibilizacéo elétrica
seguida de sangria uma semana depois do dia em que a circunferéncia escrotal
atingiu o valor maximo médio. Os outros seis animais do lote foram abatidos dez
dias depois do momento em que a circunferéncia escrotal atingiu um valor minimo.
Os testiculos esquerdos foram rapida e assepticamente removidos. Amostras de
tecido medindo aproximadamente 1 x 1 x 0,5 cm foram colhidas de seis regides
testiculares (médio e latero dorsal, médio e latero medial, e médio e latero ventral) e
mantidos em solucdo de formalina 10% para estudos histolégicos.

Para avaliacdo histolégica, fragmentos testiculares ja fixados em formalina
10%, foram desidratados em concentra¢ges crescentes de &lcool etilico por 1 hora
cada, a partir de alcool 70% até o absoluto. A diafanizacéo foi realizada em xilol e a
infiltracdo e emblocagem em parafina histolégica a 58°C (BECAK e PAULETTE,
1976). Foram depositados dois fragmentos em cada lamina perfazendo trés laminas
por testiculo, contemplando-se, desta forma, os seis fragmentos colhidos de
diferentes regides testiculares. Os cortes de 5 ym foram corados em Hematoxilina-
Eosina. As laminas submetidas a estas coloragfes, foram desidratadas, diafanizadas
e montadas em bélsamo.

As laminas foram avaliadas e as estruturas estudadas foram medidas com o
auxilio do software Image Pré Plus® utilizando-se microscépio Olympus BX 50.
Tubulos seminiferos que se apresentavam com corte transversal e, portanto, bem
arredondados e com lumen definido foram escolhidos para se obter a medida média
dos seus diametros (KNIGHT, 1977), o numero de camadas celulares e o diametro
da camada. Quinze tubulos, por fragmento testicular, foram mensurados perfazendo
90 tubulos seminiferos medidos por testiculo. Como seis testiculos foram obtidos em
época de grande desenvolvimento testicular e outros seis no momento de menor
circunferéncia escrotal, no total foram avaliados 540 tubulos seminiferos por grupo
experimental. Células de Sertoli e da linhagem germinativa foram classificadas e

quantificadas em uma area, estabelecida pelo software, correspondente a um quarto
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dos mesmos tubulos avaliados quanto ao diametro tubular. As células dos tubulos
seminiferos, conforme o aspecto morfolégico, foram classificadas em: células de
Sertoli, espermatogbnias, espermatécitos primarios e espermatides alongadas ou
espermatozoides (DELLMAN e WROBEL, 1982).

3.4 PADRAO ANDROLOGICO E VARIACOES SAZONAIS DA QUALIDADE DO
SEMEN VISANDO AS BIOTECNICAS APLICADAS A REPRODUCAO

As caracteristicas andrologicas avaliadas e descritas nos itens 3.2.1 e 3.2.3
deste trabalho foram tabuladas para mensurar as variacbes sazonais destas
caracteristicas e propor possiveis padrdes para o exame androlégico de ovinos
Suffolk na latitude de 2525'40”'S.

As diluicbes sugeridas e a quantificacdo do provavel numero de doses de
sémen congelado por carneiro foram calculadas, levando-se em consideragéo a
congelacdo em palhetas de 0,25 ml e nimero minimo de espermatozoides por palheta
de 100 milhdes. Também, para efeito de estimativa do numero possivel de doses por
més de sémen congelado, foram padronizadas duas colheitas de sémen diarias, sendo
cinco colheitas semanais com descanso de dois dias a cada sete. Portanto, 0 numero
de doses estimadas no més foi obtido pela multiplicacdo do nimero de doses obtidas
por ejaculado multiplicado por 40. Este padréo foi estabelecido considerando questdes
praticas de dias de trabalho em central de colheita e congelagcéo de sémen.

O célculo de diluicdo de sémen para congelacdo foi realizado conforme as
equacdes descritas abaixo:

e Volume do ejaculado X concentracdo de espermatozoéides/ml = nimero de
espermatozéides/ejaculado

e Numero de sptz/ejaculado : 100 milhdes (dose inseminante) = nimero de
doses

e NUmero de doses X 0,25 ml (volume da palheta) = volume total (sémen +
diluente)

e Volume total (sémen + diluente) - volume do ejaculado = volume de diluente

necessario para diluicdo
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

Para compreender melhor a influéncia do fotoperiodo sobre o padrdao sazonal
na reproducdo de carneiros Suffolk, utilizou-se a Andlise de Variancia (ANOVA).
Todavia, primeiramente foi verificado se os dados seguiam uma distribuicdo normal
através do teste Shapiro-Wilk. O Teste de Tukey foi aplicado para contrastar os
valores obtidos por ANOVA, sempre que 0s p-valores fossem menores que 5% (p <
0,05). Utilizou-se a ANOVA em dados de medi¢coes como a CE observada ao longo
do ano e, nos estudos de histologia como nas medidas dos diametros dos tubulos
seminiferos e da espessura da camada de células germinativas.

Para verificar a existéncia de correlacéo entre diferentes variaveis, dois testes
foram utilizados, um paramétrico e outro ndo paramétrico. O teste paramétrico foi a
Correlagdo de Pearson e o teste ndo-paramétrico, a Correlacdo de Spearman. Em
ambos os testes, as correlagdes foram consideradas estatisticamente significativas
guando os p-valores se apresentassem menores que 5% (p < 0,05). O teste
paramétrico foi utilizado para relacionar dados de medi¢bes: a CE com a fotofase, a
CE com a massa corporal, e a CE com o volume testicular. O teste ndo-paramétrico
utilizou-se para correlacionar os titulos de testosterona com a CE e confrontar dados
de contagens como os das variaveis do sémen: concentracdo espermatica,
motilidade, volume do ejaculado, motilidade progressiva, vigor e turbilhonamento.

Para analisar os valores referentes as contagens de espermatogonias,
espermatocitos, espermatides redondas, espematides alongadas/espermatozoéides e
células de Sertoli, o teste utilizado foi o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis e,
como nos testes supracitados, considerou-se significativo quando o resultado
indicasse p-valores menores que 5% (p < 0,05).

Todas as analises do presente estudo foram efetuadas utilizando o pacote

estatistico “R” disponivel gratuitamente na internet (ver site: http//cran-r.c3sl.ufpr.br).
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4 RESULTADOS

Durante os 12 meses de avaliacdo todos os animais apresentaram boas
condicdes de saude geral. Somente o carneiro numero 701 necessitou uma
desverminacao extra. A condicdo corporal dos lotes nao foi inferior ao escore 3 e

nem superior a 4 o que indicou bom estado sanitario e nutricional.

4.1 CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (CE) E SUA RELACAO COM FOTOPERIODO

As mensuragbes de CE permitiram observar modificagbes sazonais no
tamanho testicular independente da idade dos animais avaliados. Foram observadas
mudancas significativas na CE conforme o més de mensuracdo. Os menores valores
desta medida foram detectados no més de julho para o grupo ¢S (27,63 cm) e entre
julho e agosto para o grupo rS (30,00cm e 29,75cm). JA os maiores valores foram
observados no més de marco para ambos os grupos, sendo 37,67cm para cS e 41,0
para rS (ANEXO 3).

O menor valor individual observado no grupo cS foi de 23 cm (julho) e o maior
valor foi de 40,5 cm (margo). No grupo rS o menor CE individual foi 28,5 cm no més
de agosto e o maior CE foi de 42 cm no més de margco (ANEXO 4). Estes valores
individuais maximos e minimos coincidiram com os meses de menor € maior media
de CE dos lotes. E importante ressaltar que a partir do més de setembro apenas
metade do grupo cS foi avaliada devido ao abate para obtencédo dos testiculos de
seis animais na fase de menor circunferéncia escrotal (julho).

Para o grupo cS a diferenca entre as médias do minimo de tamanho testicular
(27,63 cm) e do apice (37,67 cm) foi de 10,04 cm, correspondendo a um aumento
médio de 36,34% na medida da CE ao longo dos meses de agosto a marco. Os
animais de trés anos (rS) apresentaram um crescimento de 11,25 cm entre os
valores maximos e minimos de CE.

No ANEXO 5 pode ser verificado um resumo de alguns aspectos das medidas
de circunferéncia. Nota-se que a alteracdo desta medida foi significativa (p < 0.001
em cS e p < 0.05 em rS) entre os meses de maior e menor CE, respectivamente
julho e marco para os grupos de animais com um ano (cS) e para 0S animais com

trés anos (rS).
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Houve sincronismo no momento e na magnitude das modificacbes de
tamanho da CE entre os animais do mesmo grupo durante um ciclo anual completo.
Este sincronismo ocorreu também quando foram comparados o0s dois grupos
avaliados (cS e rS) (FIGURA 5). As correlagbes das mudancas nos valores de CE
em relacdo a variacdo no fotoperiodo foram significativas no grupo ¢S (r = 0,74; p <
0.01) e no grupo rS (r = 0,60; p < 0.05). A fase de menor tamanho testicular ocorreu
aproximadamente um més apds o solsticio de inverno correspondendo ao més de
julho. Observou-se que o desenvolvimento maximo ocorreu aproximadamente trés
meses apos o solsticio de verdo, quando abruptamente os valores comecaram a
declinar.

Considerando que o crescimento testicular ocorreu desde o final de julho, o
intervalo de tempo necessério para os testiculos alcancarem o0 méaximo de
crescimento foi de oito meses, porém a diminui¢do da CE até o valor médio minimo
foi mais rapida e ocorreu em apenas em quatro meses. Dessa forma, o intervalo
entre picos (maximo e minimo) néo foi simetricamente distribuido entre os meses do
ano, ja que um ocorreu em julho e o outro em margo tanto para o grupo ¢S quanto

para rS.
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FIGURA 5 — RELAGCAO ENTRE A LUMINOSIDADE DIARIA E A CIRCUNFERENCIA ESCROTAL
MEDIA (CE) DE CARNEIROS (Cs) (n=12 DE ABRIL A AGOSTO E n=6 DE
SETEMBRO A MARCO) E REPRODUTORES SUFFOLK (rS) (n=3) SOB INFLUENCIA
DE FOTOPERIODO NATURAL EM LATITUDE 2525'40"S. HOU VE CORRELAGAO
SIGNIFICATIVA ENTRE CE E FOTOFASE (p < 0,01 PARA ¢S E p < 0,05 PARA rS).
PINHAIS (PR).



55

Alteracgdes significativas na CE (p < 0,05) puderam ser notadas especialmente
guando se os dados foram agrupados por estacdo do ano (TABELA 1), entretanto,
ndo houve diferenca entre os dois grupos na mesma estacdo. As menores médias
ocorreram no inverno e as maiores médias foram verificadas no verédo para os dois

grupos.

TABELA 1 - MEDIA E DESVIO PADRAO DA CIRCUNFERENCIA ESCROTAL DE CARNEIROS (cS)
(n=12 DE ABRIL A AGOSTO E n=6 DE SETEMBRO A MARCO) E REPRODUTORES
SUFFOLK (rS) (n=3) SOB INFLUENCIA DE FOTOPERIODO NATURAL CONFORME A
ESTACAO DO ANO EM LATITUDE 2525'40”S. PINHAIS (PR).

Circunferéncia escrotal (cm)

ESTACAO DO ANO Cs rs
verdo (JAN-FEV-MAR) 37,36 + 0,5 38,92 +1,81°
outono (ABR-MAIO-JUN) 31,19 +1,5"° 33,83 +1,84°
inverno (JUL-AGO-SET) 29,97 +2,2°¢ 30,92 +1,81°
primavera (OUT-NOV-DEZ) 34,15 + 1,03° 35,67 + 0,14°
NOTA: letras diferentes indicam diferenga estatistica (p < 0,05) entre linhas
e colunas

Como esperado, a massa corporal média dos animais diferiu (p < 0,001) entre
0s grupos cS e rS (FIGURA 6). Os resultados das afericdes mensais da massa para
0 grupo cS e o rS nos meses de estudo constam no ANEXO 6. Apesar da diferenca
significativa na média anual das massas entre 0s grupos estudados, os valores de
CE entre ¢S e rS apresentaram um sincronismo entre involugdo e crescimento
testicular nos diferentes meses (FIGURA 5), para ambos os grupos.

No grupo dos carneiros ¢S houve um ganho médio de 29,56 Kg em massa
corporal durante os 12 meses de avaliacdo, o que ndo diferiu da média de ganho de
peso nos carneiros de trés anos de idade (rS) que foi de 23,6 Kg (ANEXO 6).
Todavia, foi constatado que mesmo com o aumento linear de massa durante esses
12 meses, houve uma diminuicdo na CE de marco a julho para os dois grupos.
Durante a involucdo da CE, nao se verificou correlagdo de massa e CE tanto para o
grupo cS (FIGURA 7) quanto para o grupo rS (FIGURA 8), jA que as massas
continuaram aumentando mas a CE apresentou declinio. Os p-valores das
correlacdes (entre CE e massa) e consequentemente os coeficientes de Pearson
mostraram-se baixos (r= 0.282 em ¢S e r=0.574 em rS) nestes meses. No grupo cS,
o declinio do tamanho testicular de abril até julho (ANEXO 3) foi de 5,17cm, o que

corresponde a uma diminuicdo de 15,80%, apesar do aumento médio de 15,9% na
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massa corporal (ANEXO 6). Nos carneiros rS essa diminuicdo foi de 4,75cm, ou

seja, de 13,48% enquanto que a massa aumentou em média 23,6Kg.
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FIGURA 6 — REPRESENTACAO EM “BOX PLOTTING” DESCREVENDO OS VALORES DA
MASSA CORPORAL DE CARNEIROS SUFFOLK A PARTIR DE UM ANO DE
IDADE (cS) (n=12 DE ABRIL A AGOSTO E n=6 DE SETEMBRO A MARCO) E DE
TRES ANOS (rS) (n=3), DE ABRIL DE 2005 A MARGO DE 2006 EM LATITUDE
2525'40”S. HA DIFERENGCAS SIGNIFICATIVAS ENTRE AS MEDIAS DOS DOIS
GRUPOS (p < 0,001). PINHAIS (PR).
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FIGURA 7- MODIFICACOES MENSAIS NA MASSA CORPORAL MEDIA E CIRCUNFERENCIA
TESTICULAR (CE) DE CARNEIROS SUFFOLK A PARTIR DE UM ANO DE IDADE (cS)
(n=12 DE ABRIL A AGOSTO E n=6 DE SETEMBRO A MARCO) DE ABRIL DE 2005 A
MARCO DE 2006 EM LATITUDE 252540”S (n.s. NAO HA CORRELAGAO; p>0,05).
PINHAIS (PR).
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FIGURA 8 — MODIFICACOES MENSAIS NA MASSA CORPORAL E CIRCUNFERENCIA
TESTICULAR (CE) DE REPRODUTORES SUFFOLK COM TRES ANOS DE IDADE
(rS) (n=3) DE ABRIL DE 2005 A MARCO DE 2006 EM LATITUDE 252540"S. (n.s.
DENOTA QUE NAO HA CORRELAGAO; p>0,05). PINHAIS (PR).

4.2 VOLUME TESTICULAR (VT)

Nas avaliagbes morfologicas de escrotos e testiculos colhidos, constatou-se
gue a medida média da espessura do escroto dos 12 animais abatidos foi de 0,2 cm.
Para que o volume do escroto fosse excluido e, portanto, ndo interferisse no céalculo
de volume testicular, optou-se por subtrair 0,4 cm (correspondente a 0,2 cm de
espessura de escroto em cada lado da medida com o paquimetro) nos valores de
largura e de comprimento do testiculo quando substituidos na equacdo. Portanto,
houve a necessidade de adaptacdo da equacéo inicialmente proposta para que 0s
calculos fossem mais fiéis a medida de volume exata do 6rgdo. A equacdo que

passou a ser utilizada foi a seguinte:

Onde: a = volume do testiculo (ml)
b = comprimento do testiculo (cm)
¢ = largura do testiculo (cm)
k=0,4 (cm)
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Para se averiguar a veracidade do célculo, foram comparados os valores
calculados de VT, considerando as medidas in vivo do dia do abate dos 12 carneiros
com o volume obtido pelo deslocamento de agua no Becker ao se imergir o testiculo
direito que havia sido colhido para anélise morfologica. O valor médio obtido através
da equacdo para o testiculo direito dos 12 carneiros foi de 188,89 ml, enquanto que
0 volume médio obtido pelo deslocamento de agua foi de 180,5 ml. Nao foram
observadas diferengas significativas entre os valores obtidos pelo deslocamento de
agua e os volumes calculados (p = 0,1788). A correlacdo entre os valores do VT
calculado e VT observado pelo deslocamento de agua foi de r= 0.97 (p < 0,05)
(FIGURA 9).
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FIGURA 9 — COMPARACAO ENTRE MEDIAS DE VOLUME CALCULADO (VC) E O VOLUME
MEDIO OBTIDO PELO DESLOCAMENTO DE AGUA (VDA) (ml) DO TESTICULO
DIREITO DE CARNEIROS SUFFOLK (n=12). NAO FORAM OBSERVADAS
DIFERENGCAS SIGNIFICATIVAS ENTRE OS VC E VDA (p > 0,05). PINHAIS (PR).

Os valores médios de volume testicular calculado e mensurado obtidos
durante o inverno (n=6) e no verao (n=6) para os reprodutores estdo demonstrados
na TABELA 2.

TABELA 2 — MEDIA E DESVIO-PADRAO DO VOLUME TESTICULAR CALCULADO (Vc) ATRAVES
DE FORMULA MATEMATICA E MENSURADO ATRAVES DE DESLOCAMENTO DE
AGUA (Vm) DE REPRODUTORES SUFFOLK (n=12) NO INVERNO DE 2005 E NO
VERAO DE 2006, SOB CONDICOES NATURAIS DE FOTOPERIODO. PINHAIS - PR.

Estacdo do ano Ve (ml) Vm (ml)
Inverno (Julho) 123,15+ 32,51 109,17 + 26,07
Veréo (Marco) 254,65 + 39,04 251,83 £42,45
Média total 188.90° + 74.92 180.50° + 79.55

Nota: letras iguais indicam que ndo houve diferenca significativa (p = 0.1788).
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4.3 CONCENTRACAO SERICA DE TESTOSTERONA

Os niveis de testosterona sérica variaram durante os 12 meses de estudo nos
dois grupos estudados. Na TABELA 3 estdo apresentados os resultados das
concentracfes médias de testosterona em cada més de avaliagao.

Foi observado um sincronismo no momento de aparecimento do pico maximo e
minimo de testosterona entre os grupos de ¢S e rS. Nos meses de julho e fevereiro
foram obtidas as menores e as maiores médias, respectivamente, nos niveis de
testosterona tanto para o grupo cS quanto para o grupo rS. No pico maximo,
ocorrido em fevereiro, o valor médio de testosterona foi 14,6 vezes e 5,4 vezes maior
do que na média minima nos grupo cS e rS respectivamente (TABELA 3). O pico
maximo de testosterona ocorreu aproximadamente dois meses apds o solsticio de
verdo e aproximadamente um més antes da ocorréncia da maior média de
circunferéncia escrotal nos dois grupos de machos adultos. O valor médio minimo de
testosterona ocorreu aproximadamente um més apds o solsticio de inverno e

coincidiu com o momento de menor média de CE para 0s grupos cS e rS.

TABELA 3 - MEDIAS E DESVIOS PADRAO DE TESTOSTERONA (nM/l) DE CARNEIROS SUFFOLK
(cS) (n=12 DE ABRIL A AGOSTO E n=6 DE SETEMBRO A MARCO) E
REPRODUTORES SUFFOLK (rS) (n=3) SOB INFLUENCIA DE FOTOPERIODO
NATURAL EM LATITUDE 2525'40"S. PINHAIS (PR).

TESTOSTERONA

cS rS
ABR 2,66 +1,30 3,04 +2,63
MAIO 1,21+0,41 2,26+2,12
JUN 1,29+1,38 0,93+0,45
JUL 0,95 + 0,58~ 0,79 £ 0,14~
AGO 1,47 +£0,91 1,06 £ 0,59
SET 1,89+0,88 1,51 +£0,77
ouT 3,16 + 1,40 0,93+0,40
NOV 6,10 + 4,84 2,49 +0,45
DEZ 7,43 £ 5,00 1,81 +0,16
JAN 5,00+1,18 1,88 £ 0,65
FEV 13,87 £6,97* 4,29 + 2,33*
MAR 5,06 + 3,77 3,05+1,48
MEDIA 4,18 2,00

NOTA: * houve diferenca significativa (ANOVA) entre 0s
meses para o ¢S (p < 0,001) rS (p <0,05)
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A FIGURA 10 representa as oscilacoes de CE e de testosterona nas estacgoes
do ano para 0s grupos cS e rS. Foi possivel verificar sincronismo no aumento e
diminuicdo de valores médios de CE, acompanhado pelas variacdes médias das
concentragdes de testosterona em cada uma das estacbes do ano nos dois grupos.
Houve correlacdo entre CE e os niveis séricos de testosterona no decorrer do ano
no grupo cS (rho = 0,6518; p < 0,001) e no grupo rS (rho = 0,6092; p < 0,01).
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FIGURA 10 — VARIACOES NOS NIVEIS DE TESTOSTERONA (nM/l) E CIRCUNCUNFERENCIA
ESCROTAL (CE) EM REPRODUTORES SUFFOLK (rS) (a) (n=3) E CARNEIROS
SUFFOLK (Cs) (b) (n=12 DE ABRIL A AGOSTO E n=6 DE SETEMBRO A MARCO)
SOB INFLUENCIA DE FOTOPERIODO NATURAL EM LATITUDE 252540"S.
HOUVE CORRELACAO SIGNIFICATIVA NO GRUPO CS (p < 0,001) E NO GRUPO
RS (p < 0,01). PINHAIS (PR).

4.4 CARACTERISTICAS FiSICAS DO SEMEN

As avaliagbes realizadas quinzenalmente com o sémen recém-colhido de
cada carneiro do grupo cS foram tabuladas em valores médios mensais e
comparadas com as variagfes médias da CE para o0 mesmo grupo (TABELA 4). Nao
foram observadas diferencas significativas (p > 0,05) nas varidveis: motilidade
progressiva, vigor e turbilhonamento entre os meses do ano.

As médias do volume do ejaculado, a concentracdo espermatica e 0 humero

total de espermatozoides por ejaculado variaram significativamente (p < 0,001)
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conforme o més (TABELA 5). O volume médio do ejaculado, a concentracdo
espermatica média e, conseqientemente, 0 numero de espermatozéides por
ejaculado apresentaram os menores valores em julho, coincidindo com a data de
menor CE. O volume do ejaculado também aumentou quando se verificou a maior
CE, porém a concentracdo espermatica manifestou seu pico entre os meses de

outubro a dezembro.

TABELA 4 - MEDIAS E DESVIO PADRAO MENSAIS DE CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (CE),
MOTILIDADE PROGRESSIVA (MP), VIGOR (V) E TURBILHONAMENTO (T) DO
SEMEN DE CARNEIROS SUFFOLK (n=12 DE ABRIL A AGOSTO E n=6 DE
SETEMBRO A MARCO) SOB INFLUENCIA DE FOTOPERIODO NATURAL EM
LATITUDE 2525'40"S. PINHAIS (PR)

CE MP Vv T
(cm) (0 - 100%) (0-5) (0-5)

ABR 32,35 65,55 + 4,64 336 +0,49  2,92+0,50
MAIO 31,88 76,67 + 5,00 344+053  3,44+0,68
JUN 29,34 65,83 + 7,02 3,06+0,28  2,94+0,65
JuL 27,63 69,58 + 8,91 310+0,54  2,75+1,07
AGO 29,29 62,00 + 14,83 317+0,75  2,83+0,41
SET 32,00 72,50 + 7,58 3,21+0,53  3,17+0,47
ouT 33,00 68,33 + 16,02 3,25+0,88  3,33+1,63
NOV 34,35 72,50 + 7,58 3,25+0,27  3,33+0,89
DEZ 34,96 68,33 + 5,16 346+051  3,21+0,56
JAN 37,25 68,33 + 8,16 3,33+0,54  2,88+0,67
FEV 37,42 75,00 + 3,16 346+051  3,25+0,52
MAR 38,17 75,83 + 6,65 3,33+0,44  3,42+0,56

NOTA: N&o houve diferenca significativa (ANOVA) nos valores de MP, V e T entre

0os meses do ano (p > 0,05). Para CE observou-se diferenca significativa
(ANOVA) entre os meses (p < 0,001)

Na FIGURA 11 é possivel observar que as variacdes do volume médio do
ejaculado apresentaram um grande sincronismo com as variacdes de CE ao longo
do ano, compara-se também a relacdo do volume do ejaculado com o fotoperiodo.
Houve correlacdo significativa entre CE e volume do ejaculado (rho = 0,86865; p <
0,001). No momento em que ocorreram as menores médias de CE, também foram
verificados os menores volumes de ejaculado. Os picos ocorreram no més de marcgo

e 0s menores valores em julho.
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TABELA 5 - VALORES MEDIOS MENSAIS DE CIRCUNFERENCIA ESCROTAL, VOLUME DO
EJACULADO, CONCENTRACAO ESPERMATICA E NUMERO DE
ESPERMATOZOIDES POR EJACULADO DE CARNEIROS SUFFOLK (n=12 DE
ABRIL A AGOSTO E n=6 DE SETEMBRO A MARCO) SOB INFLUENCIA DE
FOTOPERIODO NATURAL EM LATITUDE 2525'40"S. PINHAI S (PR)

CE Concentragdo N sptz/

(cm) Volume (ml) (x10°/ml)  ejaculado (X 10 °)
ABR 32,35 1,07 1938 1781
MAIO 31,88 1,24 2978 3427
JUN 29,34 0,91 2584 3380
JuL 27,63 0,73 1855 1354
AGO 29,29 0,82 3018 2279
SET 32,00 0,95 2235 2190
ouT 33,00 1,00 3703 3117
NOV 34,35 1,24 3619 4608
DEZ 34,96 1,26 3650 4831
JAN 37,25 1,19 2460 3283
FEV 37,42 1,36 2526 3431
MAR 38,17 1,34 2589 3492

NOTA: houve diferenca significativa (ANOVA) entre os meses para a variavel volume
(p<0,001) e para as variaveis concentracao e n sptz/ejaculado ( p < 0,01).
Sptz = espermatozdide
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FIGURA 11 - VARIACOES MEDIAS DO VOLUME DO EJACULADO E CIRCUNFERENCIA
ESCROTAL DE CARNEIROS SUFFOLK (n=12 DE ABRIL A AGOSTO E n=6 DE
SETEMBRO A MARGCO) SOB INFLUENCIA DE FOTOPERIODO NATURAL EM
LATITUDE 25%25'40"S. FOTOFASE REPRESENTADA EM AMARELO. HOUVE
CORRELACAO ENTRE VOLUME E CE (p < 0,001). PINHAIS (PR).
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Ao se confrontar as caracteristicas avaliadas no sémen durante os 12 meses
de mensuracdes foi possivel verificar que houve uma correlacdo positiva entre
concentracdo espematica e volume do ejaculado, entre concentracdo espermatica e
turbilhonamento e também entre concentracdo espermatica e motilidade progressiva
conforme demonstrado na TABELA 6.

TABELA 6 — COEFICIENTE DE CORRELACAO (rho) SEGUNDO METODO DE SPEARMAN ENTRE
VOLUME DO EJACULADO, MOTILIDADE PROGRESSIVA, VIGOR,
TURBILHONAMENTO DO EJACULADO CARNEIROS SUFFOLK (n=12 DE ABRIL A
AGOSTO E n=6 DE SETEMBRO A MARCO) AVALIADOS MENSALMENTE E SOB
INFLUENCIA DE FOTOPERIODO NATURAL EM LATITUDE 2525 '40”S. PINHAIS (PR).

Volume Motilidade  Vigor Turbilhonamento
ejaculado
Concentragéo 0.3244114*** n.s. n.s. 0.4730431***
espermatica
Motilidade n.s. - n.s. 0.4527398**

NOTA: n.s.= ndo significativo; *** p < 0.001; ** p < 0.0

4.5 MORFOLOGIA ESPERMATICA

Na TABELA 7 foram compiladas as porcentagens médias mensais de
alteracbes morfologicas das amostras de sémen colhidas quinzenalmente. As
maiores porcentagens de defeitos totais ocorreram nos meses de junho, julho,
agosto, setembro e fevereiro, porém essas diferencas ndo foram estatisticamente
significativas nas porcentagens de defeitos maiores (p = 0,07), defeitos menores (p =
0,69) ou total de defeitos (p = 0,69) entre os meses estudados.

TABELA 7 - PORCENTAGEM MEDIA DE ALTERACOES MORFOLOGICAS ESPERMATICAS EM
AMOSTRAS DE SEMEN DE CARNEIROS SUFFOLK (n=12 DE ABRIL A AGOSTO E
n=6 DE SETEMBRO A MARCO) SOB INFLUENCIA DE FOTOPERIODO NATURAL
EM LATITUDE 2525'40”S. PINHAIS (PR).

ABR MAI  JUN JUL AGO SET OUT NOV DEZ JAN FEV MAR

defeitos
maiores 513 325 500 492 492 455 400 2,71 318 3,45 435 3,33
defeitos
menores 524 605 748 781 750 864 542 479 518 550 9,60 4,29
TOTAL 10,37 9,30 12,48 12,72 12,42 13,18 942 750 8,36 8,95 13,95 7,63

NOTA = ndo houve diferenca significativa (ANOVA) (p > 0,05)
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4.6 ANALISE HISTOLOGICA

A maioria das variaveis estudadas na andlise histolégica dos testiculos
obtidos na época de maior e de menor circunferéncia escrotal dos carneiros
submetidos ao fotoperiodo natural apresentou diferengas significativas (TABELA 8).

Os diametros dos tabulos seminiferos variaram significativamente, sendo em
média 1,32 vezes maiores no final do verdo, quando ocorreu a maior CE, em relacao
ao periodo de menor CE que ocorreu no inverno. Para um crescimento médio de
30,71% na CE no verdo houve um aumento médio correspondente de 32,03% no
diametro dos tubulos seminiferos e 37,76% na espessura média das camadas
celulares dos tubulos.

O aspecto do corte histoldgico (aumento de 100X) dos testiculos colhidos na
época de maior CE (marco) e de menor CE (julho) esta apresentado na FIGURA 12.
E possivel visualizar a diferenca de tamanho de diametros dos tdbulos e da
espessura de camadas celulares entre as duas épocas e também a maior
guantidade de tubulos considerando-se a mesma area quando ocorreu uma
diminuicdo do diametro tubular (FIGURA 12b).

TABELA 8 — MEDIAS E DESVIO PADRAO DO DIAMETRO, ESPESSURA E NUMERO DE
CAMADAS CELULARES DE TUBULOS SEMINIFEROS DE CARNEIROS SUFFOLK
NO MOMENTO DE MAIOR (n= 6) E MENOR CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (n= 6)
CONFORME VARIACAO REPRODUTIVA SAZONAL EM LATITUDE 252540"S.

PINHAIS (PR).
CE Diametro tabulo Espessura camadas N° camadas
(cm) (rm) celulares ( um)
Inverno 27,41° 180,46 + 26,842 47,50 + 15,462 4,42 +1,29°
final do verdo 35,83° 238,27 +24,91° 65,56 + 13,30" 5,95+1,32°"

NOTA: letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica (p < 0,001)

Através da contagem das diferentes células da linhagem germinativa e
também das células de Sertoli, verificou-se a presenca de um numero
significativamente maior de espermatogonias, espermatocitos, espermatide redonda
e espermatide alongada/espermatozoéide (p < 0,001) nos tubulos seminiferos com
maior diametro, fato ocorrido no final do verdo. O nimero de células de Sertoli ndo
apresentou diferenca significativa entre as duas estagcbes do ano (p = 0,1920)
(FIGURA 13).
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FIGURA 12 — DIFERENCAS HISTOLOGICAS ATRIBUIDAS AO FOTOPERIODO EM MOMENTO DE
MAIOR (FINAL DE VERAO) (a) E MENOR (INVERNO) CIRCUNFERENCIA
ESCROTAL(b) EM TUBULOS SEMINIFEROS DE CARNEIROS SUFFOLK EM
LATITUDE 2525'40”S. PINHAIS (PR).

No momento de maior CE observou-se que 0 numero médio de
espermatogbnias aumentou em 46,5%, assim como houve 55% de aumento no
namero de espermatoécitos. Porém, as espermatides alongadas/espermatozéides e
as espermatides redondas foram as células que apresentaram a maior diferenca
numérica entre testiculos na época de maior e menor CE, verdo e inverno,
respectivamente. O numero de espermatides alongadas / espermatozoides e de

espermatides redondas foi 4,82 e 2,36 vezes maior no verdo em relagéo ao inverno.
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FIGURA 13 - NUMERO TOTAL MEDIO POR TUBULO SEMINIFERO DAS DIVERSAS CELULAS DA
LINHAGEM GERMINATIVA E CELULAS SERTOLI EM TESTICULOS DE OVINOS
SUFFOLK SOB INFLUENCIA DE FOTOPERIODO NATURAL EM LATITUDE
2525'40”S OBTIDOS NA EPOCA DE MAIOR CIRCUNFERENCI A ESCROTAL (FINAL
DO VERAO, n=6) E DE MENOR CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (INVERNO, n=6).
LETRAS DIFERENTES ENTRE COLUNAS QUE COMPARAM CADA
CARACTERISTICA INDICAM DIFERENGA ESTATISTICA (p < 0,001). PINHAIS (PR).

4.7 APLICACOES BIOTECNOLOGICAS DAS VARIACOES REPRODUTIVAS
SAZONAIS

As alteragfes sazonais significativas das qualidades fisicas do sémen levaram a
variagbes importantes na estimativa do nimero médio de doses de sémen obtidas,
durante cada més do ano. Levando em consideracdo o volume do ejaculado e
concentracdo espermatica, foi possivel obter o nimero de espermatozoides por
ejaculado. Na FIGURA 14, observa-se a variagdo mensal do numero de
espermatozoides por ejaculado dos seis carneiros que permaneceram no
experimento durante os 12 meses. Para efeito de simulacdo foi comparada a média
de um dos animais (carneiro 806) em relacdo a média dos demais do grupo. Esta

caracteristica variou significativamente (p = 0.0133) conforme o més do ano. Os
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valores maiores e menores foram obtidos em dezembro e em julho,

respectivamente.
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FIGURA 14 — MEDIA DAS VARIACOES MENSAIS DO NUMERO DE ESPERMATOZOIDES POR
EJACULADO DE CARNEIROS SUFFOLK (n=12 DE ABRIL A AGOSTO E n=6 DE
SETEMBRO A MARCO) COMPARADOS A UM CARNEIRO DO GRUPO (806),
TODOS SOB INFLUENCIA DE FOTOPERIODO NATURAL EM LATITUDE
2525'40”"S. FORAM OBSERVADAS DIFERENCAS SIGNIFICAT IVAS ENTRE OS
MESES (p = 0,0133). PINHAIS (PR).

O numero calculado de doses de sémen congelado variou em funcdo do
namero de espermatozoides por ejaculado e verificou-se 0 minimo de producédo ou
auséncia de producdo nos meses de junho/julho considerando a média dos seis
carneiros ou apenas um carneiro (TABELA 9). A produ¢do maxima estimada ocorreu
em dezembro totalizando até 2120 doses no més. Foi possivel observar que nos
dois meses de baixa produgédo espermética, considerando o grupo experimental ou
somente um carneiro, 0 ejaculado apresentou concentracdo inadequada para
diluicdo e producdo de doses com 0,25 ml contendo 100 milhdes de
espermatozoides. Nestas condi¢fes, considerou-se auséncia de producdo de sémen
congelado naquele més.
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TABELA 9 — ESTIMATIVA DA VARIACAO DO NUMERO MEDIO DE DOSES DE SEMEN OVINO
CONGELADO OBTIDO EM CADA MES DE CARNEIROS SUFFOLK (n=12 DE ABRIL A
AGOSTO E n=6 DE SETEMBRO A MARCO) SOB INFLUENCIA DE FOTOPERIODO
NATURAL EM LATITUDE 252540"S COMPARADOS AOS VALO RES OBTIDOS POR
UM CARNEIRO DO GRUPO. PINHAIS (PR).

MES N® MEDIO VOLUME MEDIO QUANT. DE N® DOSES/ N®

SPTZ/EJACU- DO EJACULADO  DILUENTE (ml) EJACULA- DOSES/MES
LADO (10° (ml) DO

C806 Média C806 Média C806 Média 806 Média C806 Média
ABR 993 1781 0,75 0,96 1,75 329 10 17 400 680
MAIO 2167 3427 1,00 1,15 4,25 735 21 34 840 1360
JUN 954 3380 1,00 1,02 1,25  -0,27* 9 - 360 -
JUL 159 1354 0,40 0,67 0,15 2,58 - 13 - 520
AGO 2950 2279 1,30 0,82 5,95 4,68 29 22 1160 880
SET 2805 2190 1,25 0,95 5,75 455 28 22 1120 880
ouT 2691 3117 1,00 1,00 5,75 6,75 27 31 1080 1240
NOV 4271 4608 1,35 1,24 9,15 10,26 42 46 1680 1840
DEZ 5356 4831 2,30 1,44 1095 10,56 53 48 2120 1920
JAN 4909 3283 1,55 1,19 10,7 6,81 49 32 1960 1280
FEV 2595 3431 1,25 1,36 5,25 7,14 26 34 1040 1360
MAR 3357 3492 1,30 1,34 6,95 741 33 35 1320 1400

NOTA: C806 = cddigo do animal utilizado como modelo
* volume do sémen diluido é menor que o volume do ejaculado
dose de sémen = minimo de 100 milhdes de espermatozéides em palheta de 0,25ml
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho corresponde ao primeiro resultado cientifico sobre a
estacionalidade reprodutiva de reprodutores da raca Suffolk em ambiente que
apresenta menor diferenca no fotoperiodo em relacéo ao local de origem da raca.
Desenvolvem-se a seguir as consideracfes tedricas e praticas correlacionadas as
hipéteses aqui elaboradas.

Uma das premissas para o desempenho pleno das condi¢bes reprodutivas
nos animais domeésticos € a apresentacdo de condi¢cdes de saude adequadas.
Segundo BRUERE (1986) afeccdes sistémicas moderadas ou graves e as afeccoes
do aparelho reprodutivo afetam indireta ou diretamente a fertilidade de machos
ovinos. Durante o periodo experimental ndo foi verificada presenca de sinais de
doenca nos animais, portanto, frente aos resultados obtidos, trabalhou-se com a
hipétese de nédo interferéncia de condi¢cdes sanitarias sobre as caracteristicas
reprodutivas avaliadas.

Outro fator importante no desempenho reprodutivo € a alimentacdo (OLDHAM
et al., 1978) e consequentemente a condicdo corporal que apresentam. Carneiros
com escores corporais baixos apresentam diminuicdo da fertilidade quando
comparados a animais com escores médios. Porém, também se observa o contrario.
FOURIE et al. (2004) verificaram que a obesidade pode levar ao acumulo de gordura
na regido do corddo espermatico e interferir na termorregulacdo testicular e
consequentemente na fertilidade. No presente trabalho a condicdo corporal dos
carneiros oscilou entre 3 e 4 ao longo do experimento. Tomou-se o0 cuidado de
fornecer alimentacdo de qualidade e em quantidade compativel com a necessidade
fisiologica dos animais segundo o NRC (1985) para que ndo houvesse oscilagdo
entre incremento e redugcdo nutricional que resultassem em condi¢cbes corporais
inadequadas, fator que poderia interferir nas caracteristicas reprodutivas avaliadas.
Assim, também foi descartada a possibilidade de interferéncia nutricional nos
resultados observados.

A medida da CE é muito utilizada como parametro de avaliacdo andrologica e
também de selecdo genética em ruminantes. Pesquisadores preocuparam-se em
verificar a relacdo existente entre a CE e a massa corporal de reprodutores ovinos
(OLDHAM et al., 1978; FERREIRA et al., 1988; HOTZEL et al., 2003). Na tentativa

de inferir uma medida futura a partir de avaliagbes de CE em animais jovens,
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FERREIRA et al. (1988) trabalhando com carneiros Corriedale de oito meses de
idade no Brasil, verificaram que a CE esta em funcéo linear do peso desde que a
época do ano ndo seja levada em consideragdo ou o crescimento do animal. Na
pratica, no trabalho supracitado, a analise de regressao permitiu inferir que se um
carneiro Corriedale pesasse de 47 Kg a CE variaria entre 24,5 a 27,5 cm, mas no
verdo este valor estaria compreendido entre 30 a 32 cm. No presente trabalho
observou-se um aumento constante e crescente da massa corporal durante o ano
em que o experimento foi realizado, quer seja no grupo de carneiros de um guanto
de trés anos de idade. Quando nédo se considerou o efeito do tempo n&o houve
correlacdo direta entre peso total e CE para os dois grupos (FIGURA 7 e 8) . Estes
resultados diferem de BRAUN et al. (1980) que observaram esta correlagdo em
algumas ragas ovinas estudadas em Missouri e concluiram que carneiros mais
pesados apresentavam tendéncia de ter maior CE. Por outro lado, YARNEY et al.
(1990) mostraram que o diametro testicular de carneiros da raga Suffolk aos 6-7
meses nao foi maior do que aos 13-14 meses de idade, apesar do incremento de
60% no peso vivo entre estas idades. KAFI et al. (2004) também néo verificaram
correlacdo entre peso corporal e CE em carneiros Karakul (n = 6) em latitude 29°N.
MICKELSEN et al. (1981) concluiram que a circunferéncia escrotal ndo variou
conforme o peso corporal nos animais estudados, ja a estacdo do ano e a raca
tiveram mais efeito na circunferéncia escrotal do que o aumento do peso corporal.
No presente trabalho, um forte indicio de que o aumento de peso nao interferiu na
medida de CE foi que no grupo de reprodutores de trés anos (rS) a média de massa
corporal no inicio do experimento (abril 2005) foi de 98,00 Kg com medida de CE de
34,5 cm e doze meses depois a massa foi de 121,6 Kg e a medida de CE foi de
34,75 cm. Ou seja, houve aumento de 23,6 Kg de massa para apenas 0,25 cm de
aumento de CE o que corrobora a hipétese de que o peso corporal nos animais
estudados nao interfere na circunferéncia escrotal (ANEXO 4 e 6) .

Ao considerar os resultados ao longo dos meses do ano, verificou-se
correlagéo positiva entre 0 aumento da massa corporal e 0 aumento da medida de
CE em alguns meses especificos (julho/agosto até marco) para os dois grupos
estudados. Nestes meses houve crescimento testicular e também, aumento de
massa corporal, ressaltando que o aumento da massa foi progressivo e crescente
em todos os meses do ano. Durante os meses de abril a julho, enquanto houve o

aumento da massa corporal ocorreu diminui¢do do tamanho testicular. Ao considerar
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somente o declinio do tamanho testicular (grupo cS), que ocorreu a partir de abril até
julho, a reducao da CE foi de 5,17 cm o que corresponde a uma diminuicdo de
15,80% apesar do aumento médio de 15,9% na massa corporal do grupo no mesmo
periodo (FIGURA 6 e 7). Este fato levanta a hipdétese que, nesta época, houve
outros fatores envolvidos na regressao testicular e que teriam tido maior dominancia.
HOTZEL et al. (2003) observaram que a resposta do sistema reprodutivo de
carneiros a uma estimulagao nutricional (incremento da dieta) pode ser influenciada
pela época do ano. A influéncia sazonal ocorre apenas em ragas que respondem
fortemente ao fotoperiodo, ou seja, o incremento nutricional em épocas de anestro
sazonal das ovelhas desta raca ndo modifica a resposta reprodutiva no macho, mas
o fazem durante as estagOes reprodutivas. GASTEL et al. (1995) ao trabalharem
com a raca Corriedale (n=35) na latitude de 32°S verificaram um aumento da CE no
verdo e diminuigao nesta medida no inverno. Os autores inferiram este resultado ao
efeito acumulativo de fotoperiodo e nutricdo, j& que durante o inverno ha escassez
de forragem e nesta época ndo houve ganho de peso, além de ter ocorrido
diminuicdo da CE. Mas no veréo verificou-se ganho de peso e aumento de CE. Ao
comparar estes resultados aos obtidos no presente trabalho verifica-se coincidéncia
nas épocas de maior e de menor CE nos dois experimentos, apesar de serem ragas
e dietas diferentes, mas em latitudes semelhantes (29° e 32°S). No presente estudo,
trabalhou-se com a hip6tese nula para a alimentacdo, ja que ela foi constante ao
longo do ano. O decréscimo do tamanho testicular ocorreu no inverno, mesmo
guando os animais continuavam a ganhar peso (FIGURA 6 e 7). Corroborando os
resultados de HOTZEL et al. (2003) na raga Suffolk verifica-se que o fotoperiodo &
mais forte que a nutricdo nas oscilagdes do tamanho testicular durante as estacdes
do ano. Mesmo mantendo dieta padronizada esta nédo foi capaz de impedir a
diminuig&o testicular no inverno nos carneiros estudados.

A atribuicdo do fotoperiodo nas oscilacbes de CE é corroborada pela
correlagéo positiva entre tamanho da CE e fotofase e descarte da interferéncia de
fatores nutricionais e saude (FIGURA 5). A reducdo significativa da CE, em uma
época do ano, é um dos mecanismos de estratégia reprodutiva que envolve métodos
contraceptivos naturais para assegurar a maioria dos nascimentos quando as
condicbes ambientais sdo mais favoraveis (LINCOLN e SHORT, 1980). Para
sincronizar o periodo fértil os animais seguem pistas ambientais. Entre as diversas

variagbes ambientais sazonais o fotoperiodo fornece uma pista mais segura ja que
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permanece constante de um ano para outro (GERLACH e AURICH, 2000). Segundo
ROSA e BRYANT (2003) a sazonalidade reprodutiva em ovinos € gerada por um
ritmo circanual endoégeno de atividade neuroendoécrina reprodutiva e a funcdo do
fotoperiodo ndo é criar este ritmo, mas sim sincroniza-lo. Levando em consideragéo
estes fatores, EVANS e MAXWELL (1987) sugerem que, do ponto de vista
reprodutivo, 0s ovinos sdo animais de “dias curtos” ja que em altas latitudes tendem
a concentrar a estagdo reprodutiva nos meses de outono quando os dias estédo
encurtando.

Foi possivel observar neste experimento, realizado em baixa latitude, de
maneira geral, que a variacdo na medida testicular foi correlacionada positivamente
com a fotofase, ou seja, quando o numero de horas de luz diminuiu ocorreu o
mesmo com a CE e vice-versa (FIGURA 5). Houve, entre todos 0s animais, um
grande sincronismo no momento e na magnitude das variagées de CE, denotando
homogeneidade de resposta a luminosidade durante um ciclo anual completo
(ANEXO 4). O momento de menor CE (julho) ocorreu um més apos o dia mais curto
do ano e a maior medida de CE foi encontrada trés meses ap0s o solsticio de verao.
Este periodo foi mais extenso do que o observado por COUROT e ORTAVANT
(1981) que constataram 0 peso maximo testicular entre a oitava e décima semanas
apos o inicio das mudancas graduais de fotoperiodo decrescente. Os mesmos
autores constataram que a atividade sexual maxima, em machos e fémeas da
mesma raga, ocorre aproximadamente na sexta e sétima semanas posteriores ao
maximo tamanho testicular, podendo esperar o pico reprodutivo entre 14 a 17
semanas apos a mudanca de fotoperiodo.

No presente trabalho o intervalo entre picos (méximo e minimo) nado foi
simetricamente distribuido, j& que um pico ocorreu em julho e o outro em margo para
os dois grupos estudados (ANEXO 3 e FIGURA 5). Para involugao testicular foram
necessarios trés meses e para atingir o pico maximo, oito meses. Nem sempre picos
simétricos sdo observados. E interessante observar que, no hemisfério norte, o pico
minimo de CE foi observado na primavera (HOCHEREAU DE REVIERS et al., 1976;
DICKSON e SANFORD, 2005). Diferentemente destes resultados, no presente
trabalho, a CE foi menor no inverno corroborando dados de GARCIA-DERAGON et
al., (1985) e GASTEL et al., (1995) para o hemisfério sul. Ressalta-se ainda que
MICKELSEN et al. (1982) e KAFI et al., (2004), trabalhando no hemisfério norte,

encontraram menores valores de CE no inverno.
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No verado foram observadas as maiores médias de CE (ANEXO 3 e FIGURA
5). Estes dados concordam com os de GASTEL et al. (1995) e discordam de KAFI et
al. (2004) e DICKSON e SANFORD (2005) que encontraram maiores valores no
outono. Observa-se que quando se considera a espécie ovina nao se pode
considerar uma estacdo do ano fixa para a ocorréncia dos menores e maiores
valores de CE, j& que sd@o observadas diferencas entre as racas e latitudes aonde
sdo criadas. Porém, os resultados deste trabalho concordam com a afirmacédo de
PELLETIER e ALMEIDA (1987) os quais sugerem que ha uma forte tendéncia de
todos os parametros reprodutivos apresentarem-se baixos no inverno e primavera e
altos no ver&o e outono.

Durante o transcurso do presente experimento observou-se que as maiores e
menores médias de CE foram de aproximadamente 37,6 e 27,6 cm no grupo cS e
41,0 a 29,7 cm no grupo Rs (ANEXO 3), implicando em uma diferenca aproximada
de 11 cm entre o pico de crescimento ocorrido em margco (verdao) e o pico de
regresséo ocorrido em julho (inverno). Esta diferenca foi acentuada comparando-se
a outros estudos. Porém, diferentes metodologias podem ser utilizadas para a
avaliagdo da CE entre diversos autores. Medidas de CE podem ser feitas
pressionando (MARTIN et al. 2002) ou ndo pressionando os testiculos para baixo
(FONSECA et al., 1992) o que pode representar uma pequena discordancia no valor
total obtido entre os diferentes autores. GASTEL et al. (1995) com a raca Corriedale
constataram medidas de 31 cm no pico maximo e 26,5 cm na época de involugcéo
testicular. Na raca Suffolk (n=4) DICKSON e SANFORD (2005) observaram em
latitude 50°N que o pico de circunferéncia escrotal ocorreu no més de setembro
(outono) com uma média de 36,1cm e os valores minimos (30 cm) ocorreram em
marco (primavera). HOTZEL et al. (2003) trabalhando carneiros Suffolk em
mantenca observaram variagbes médias de 29,8 cm a 34,5 cm de CE na latitude
31°S (Australia). MICKELSEN et al. (1982) obtiveram maiores medidas de CE em
carneiros Suffolk (n=5) em agosto (verdo - 38,1 cm) e menores em fevereiro (inverno
- 32,6 cm) em animais criados nos Estados Unidos.

Comparando-se o0s resultados obtidos com os resultados de outros
pesquisadores, nas latitudes 25° a 50°, é possivel observar que a magnitude de
variagdo do tamanho testicular ndo esta intimamente correlacionada ao grau de
latitude, mesmo quando se comparam carneiros da mesma raga. Esta resposta pode
ser explicada pelo ritmo enddgeno que regula da atividade reprodutiva sazonal.



74

Existem evidéncias de uma ritmicidade enddgena porque animais submetidos a
longos periodos de luz constante ou funcionalmente bloqueados para a transmissao
de informacdes fotoperiddicas, continuam a expressar mudancas nas condi¢cdes
reprodutivas. Entretanto, sem nenhuma sincronia com 0s outros animais ou com o
ciclo natural de reproducdo (GERLACH e AURICH, 2000). Mas, mesmo pequenas
variagbes sazonais sao suficientes para sincronizar o ritmo endoégeno (ROSA e
BRYANT, 2003). Observa-se, também, que a atividade reprodutiva ndo é uma
funcédo direta do comprimento do dia, mas sim do resultado da historia fotoperiodica
do animal e da dire¢cdo da mudanca do fotoperiodo (ROBINSON e KARSCH, 1987).
Verificou-se, no presente experimento, que as medidas médias de CE
comecaram a declinar no final do més de margo, aproximadamente trés meses antes
do primeiro dia de solsticio de inverno (FIGURA 5). O inicio do aumento da CE
ocorreu a partir de julho/agosto, aproximadamente cinco meses antes do solsticio de
verdo. Considerando que os solsticios sdo 0s momentos que marcam a alteragcéo da
direcdo de aumento ou diminuicdo da quantidade de luz por dia verificou-se uma
antecipacdo do crescimento ou regressdo da CE em relagdo aos solsticios.
PELLETIER e ALMEIDA (1987) também observaram aumento do peso testicular
antes do solsticio de verdao em carneiros lle-de-France quando os dias ainda estéao
aumentando e, portanto, ainda ndo h& estimulo para inicio das atividades
reprodutivas. LANGFORD et al. (1999), ao submeterem carneiros a fotoperiodos
artificiais, verificaram alteragdes hormonais e de CE apds a mudanca do numero de
horas de luz por dia. A exposicdo de carneiros a 16 horas de luz e 8 horas de
escuriddo causou regressdo na CE apds trés meses de exposi¢do, enquanto que a
exposicdo a dias curtos (16 horas de escuridao) levou a recuperagdao do tamanho
testicular em dois meses. Apesar das alteragBes artificiais de fotoperiodo serem
capazes de induzir mudancas em niveis hormonais e na CE, sabe-se que diversos
organismos, em situagcfes naturais, antecipam eventos fisiolégicos para otimizar o
sucesso reprodutivo (LINCOLN et al., 2003). A antecipagcdo de caracteristicas
fisiologicas que melhoram o desempenho reprodutivo em relagdo ao fotoperiodo
pode ser uma resposta reprodutiva mais intensa nos machos, 0s quais necessitam
iniciar uma otimizacao dos processos reprodutivos antes do que as fémeas. ROSA e
BRYANT (2003) relatam que a sensibilidade dos carneiros ao numero de horas de
luz no dia é diferente das ovelhas, jA que a atividade sexual do reprodutor é
estimulada 30 a 45 dias antes em relacdo as ovelhas. A antecipacdo é importante



75

porque as ovelhas em anestro podem ovular poucos dias apds um estimulo
hormonal enquanto que o0s carneiros necessitam aproximadamente 45 dias para
completar a espermatogénese. Para ROBINSON e KARSH (1987) os ovinos
submetidos a longos periodos de luz relativamente fixos perdem a capacidade de
resposta a aquele fotoperiodo e se tornam fotorrefratarios. Os ovinos podem se
tornar refratarios para dias curtos ou longos quando permanecem com a mesma
guantidade de luz por muito tempo. Baseados nestas informacées MALPAUX et al.
(1989) consideram que o inicio da estacdo de anestro nas ovelhas (final de inverno e
primavera) nao ocorre devido a chegada dos dias longos, mas sim porque elas se
tornam insensiveis aos efeitos estimulatorios de dias curtos que estdo ocorrendo ha
muito tempo. Da mesma forma, as ovelhas comegam a ovular no verao/outono nao
porque foram expostas a dias curtos, mas sim porque néo estdo mais inibidas (estao
refratarias) por dias longos. Os mesmos autores sugerem que em condi¢des naturais
os dias longos tem a capacidade de sincronizar o inicio da estacdo reprodutiva
enquanto que os dias curtos tém a funcéo de sustenta-la.

No presente trabalho, as medidas de largura e comprimento testiculares
foram utilizadas para a obtencdo do volume testicular através de calculo indireto.
Observou-se constante simetria, ao longo do experimento, das medidas obtidas do
testiculo direito e do esquerdo ao comparar o0 mesmo reprodutor. Isto denota
comportamento idéntico dos dois testiculos em relagdo aos efeitos da sazonalidade.
Estes resultados corroboram os obtidos por BICUDO (1998) que também observou
simetria testicular ao longo do ano em carneiros Ideal. O fato das medidas dos eixos
testiculares serem iguais entre as duas gbnadas permitiu que fosse utilizado
somente um testiculo para obter, no presente trabalho, o valor de massa testicular
por deslocamento de agua que foi comparado ao valor de volume testicular
calculado. Os valores de volume testicular, diferentemente da medida de CE,
fornecem uma medida tridimensional da gbnada e podem ser muito Uteis e até mais
apurados que a medida de CE na escolha de (UNANIAN et al., 2000). O volume
testicular também é uma medida mais precisa na estimativa de producdo diaria de
espermatozoides por reprodutor, pois representa melhor a quantidade de
parénquima testicular (OLDHAM et al. 1978). Os valores de volume testicular
também sdo mais fidedignos em relacdo a capacidade de producdo de

espematozoides em animais ou ragas que possuem testiculo longo e fino, como é o
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caso da raca Santa Inés, neste caso a medida de CE poderia subestimar o potencial
reprodutivo destes animais (BAILEY et al., 1996; MARTINS et al., 2003).

Varias metodologias para mensuracdo de volume vém sendo sugeridas
(KNIGHT, 1977; OLDHAM et al., 1978; AVDI et al., 2004). Porém podem apresentar
algumas desvantagens de praticidade ou na confiabilidade. No caso da imersédo em
agua, do escroto e seu conteudo in vivo, os valores obtidos incluem tecidos néo
testiculares como tdnicas, escroto e epididimos resultando em medidas
superestimadas. As avaliagcbes comparativas com o orquidéometro sdo mensuracoes
subjetivas que podem variar conforme o avaliador e, ainda, com relagdo as medidas
indiretas obtidas através de diferentes formulas mateméticas propostas (KNIGHT,
1977, OLDHAM et al. 1978; MARTINS et al. 2003) sdo verificadas variacbes
importantes nos resultados obtidos ou nem sempre podem ser reproduzidas por
outros pesquisadores.

No presente experimento foi possivel obter o volume testicular através de
medidas de largura e comprimento das gbnadas utilizando-se formula mateméatica
adaptada de GRANVILLE (1956). E importante lembrar que ao utilizar o célculo, o
valor referente a medida do escroto (neste experimento = 0,2 cm) deve ser
diminuido dos valores de largura e comprimento para que o volume nao seja
superestimado. Verificou-se boa eficiéncia da metodologia padronizada por
apresentar alta correlagéo (r = 0,97, p< 0,05) com os valores reais de volume médio
obtido por deslocamento de agua e por sua praticidade (FIGURA 9).

OLDHAM et al. (1978), ao comparar diferentes metodologias de célculo de
volume testicular, obtiveram melhores resultados de correlacdo entre o peso
testicular e a utilizagcdo do orquidometro (r = 0,96). Quando 0s autores compararam
0 peso testicular com deslocamento de agua medidas in vivo obtiveram r = 0,83 e ao
compararem esta medida com o valor testicular calculado através de medidas dos
eixos testiculares observaram r = 0,86. Porém, estes autores utilizaram féormula
matematica diferente da sugerida no presente trabalho. AVDI et al (2004), utilizando
orquiddmetro nas racas Chios e Serres, em latitude 41°N, verificaram volumes
médios anuais de um testiculo de 146 + 5,34 e 138 + 4,99 ml, respectivamente. Em
ambas as ragas o volume testicular foi maior no final do verdo e entdo decresceu até
o comeco do inverno, permanecendo baixo até o inicio da primavera para,
novamente, voltar a aumentar em entre a metade da primavera e verdo. DICKSON e
SANGFORD (2005) trabalhando com quatro ragas (Suffolk, Dorset, Finnish Landrace
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e Scottish Blackface) no Canada (latitude 50°N), com massa testicular calculada
através de equacdo de regressdo, verificaram que os testiculos dos carneiros de
todas as racas foram menores em maio (primavera). No trabalho acima citado, nos
meses de setembro e outubro (outono), os carneiros Suffolk apresentaram na soma
de ambos testiculos a massa de 411 + 5 g e para as quatro racas combinadas a
massa testicular regrediu 127 + 8 g o que representou uma diminuicdo de 33,2%
entre a época de maior e de menor tamanho testicular. Esta porcentagem € inferior a
obtida no presente experimento, ja que foi observado, para um testiculo, média de
123,15 ml no inverno, periodo de menor tamanho testicular (TABELA 2). No
momento de maior crescimento verificou-se volume médio de 254,65 ml, portanto
houve aumento de 131,5 ml (106,8%) entre os meses de menor e maior
desenvolvimento gonadal. Estes valores sao semelhantes aos obtidos por BICUDO
(1998) que, apesar de trabalhar com carneiros Ideal (raca menos sazonal) em
latitude menor (22°S), verificou volumes testiculares médios (um testiculo) de
aproximadamente 185 cm?® no inverno e de 253 cm?® no outono (abril). Esta diferenca
representou quase o dobro do volume no momento do maior em relacdo ao
momento de menor tamanho testicular. MARTINS et al. (2003) observaram
diminuigdo significativa do volume testicular nos meses de maio a agosto em
carneiros Santa Inés (n = 5), raca conhecida por apresentar baixa sazonalidade
reprodutiva, na estacdo seca (maio a setembro). Porém, neste caso, 0s autores
atribuiram este resultado a diminui¢do do aporte nutricional nestes meses. Contanto,
nota-se coincidéncia no momento de diminuicdo de tamanho testicular com os
encontrados no presente trabalho. Através destas observacBes percebe-se a
necessidade de realizacdo de novos estudos em latitudes baixas e com dieta
padronizada ao longo do ano para uma analise acurada do efeito do fotoperiodo em
raca conhecida por apresentar pouca sazonalidade reprodutiva.

Mudancas no tamanho testicular, causadas pelo fotoperiodo, podem ser
relacionadas com alteragcbes em niveis de hormonios relacionados a reproducao.
Porém, a magnitude e o momento de ocorréncia destas modificacbes séo diferentes
entre as ragas ovinas (LINCOLN et al.,, 1990). No presente experimento, foram
observadas variagbes significativas das concentracoes de testosterona durante os
diferentes meses do ano e os niveis médios apresentaram correlacdo com a CE nas
guatro estacdes do ano (TABELA 3). Estes resultados concordam com os obtidos
por DICKSON e SANGFORD (2005) que também detectaram correlacéo significativa
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entre niveis de testosterona com CE em vérias racas ovinas estudadas. Resultados
diferentes foram obtidos por GASTEL et al. (1995) que néo verificaram correlagéo
destas duas variaveis em carneiros Corriedale. Os autores propuseram que a
auséncia de correlagéo entre testosterona e CE pode ter ocorrido porque 0os animais
avaliados ainda nao estavam plenamente desenvolvidos, uma vez que em
condicOes extensivas de criagdo os carneiros podem crescer até os trés anos de
idade. SANTIAGO-MORENO et al. (2005) obtiveram valores médios de testosterona
correlacionados significativamente com as variagées sazonais no tamanho testicular
tanto em muflées quanto em carneiros Merino (latitude 40°N). Os picos maximos
ocorreram no outono e 0s minimos no inverno para mufldes, ja os picos maximos
ocorreram antes em Merinos (verdo), ndao havendo diferencas entre as outras
estacOes do ano para esta raca. Estes resultados denotam uma maior amplitude na
estacdo reprodutiva de carneiros Merino e concordam com as consideracdes de
ROSA e BRYANT (2003). Estes autores explicam que a reproducao sazonal ocorre
em espécies selvagens como resultado da selecdo natural, enquanto que a
domesticacdo e a selec¢do artificial contribuem para minimizar os efeitos da estacéo
na atividade reprodutiva. No presente trabalho os maiores niveis de testosterona
ocorreram no verao (fevereiro) e os menores no inverno (julho) (FIGURA 10). Estes
resultados diferem em um més, no pico de verdo, em relagcao aos obtidos por BIELLI
et al (1999) que estudando carneiros Corriedale (latitude 32°S) observaram picos
maximos e minimos de CE coincidentes com 0s momentos de picos de testosterona.
Estes pesquisadores constataram que os menores valores médios de CE (26, 4 cm)
ocorreram no inverno (julho), o mesmo foi verificado com o0s niveis séricos de
testosterona (1,9 nmol/l). Os maiores valores de CE foram encontrados no final do
verao e outono (marco = 33,3 cm e abril = 32,1 cm), assim como 0s picos de
testosterona (19,7 e 40,9 nmol/l). RHIM et al. (1993) também observaram maiores
concentracbes meédias de testosterona no final do verdo (setembro) em carneiros
Hampshire Down (latitude 40°N).

As menores concentragbes de testosterona, no presente experimento,
coincidiram com 0 més de menor CE e o pico de testosterona ocorreu um més antes
da maior medida de CE (FIGURA 10). Esta antecipacdo do pico de testosterona em
relacdo a medida de CE pode ter uma fungéo importante na reprodugcdo. O aumento
antecipado da secrecdo de testosterona permite completar plenamente a

espermatogénese e determina mudancas comportamentais (lutas entre machos)
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para selecdo natural de reprodutores dominantes antes do inicio da estacdo
reprodutiva das fémeas (SANTIAGO-MORENO et al., 2005).

Constatou-se alta variacao de concentracao de testosterona entre os animais
para amostras de soro colhidas no mesmo momento, o que determinou uma grande
dispersdo denotada por desvios-padrdo relativamente altos (TABELA 3). Estas
grandes variagbes também foram observadas por GOMES e JOYCE (1975) ao
verificarem que a concentracdo de testosterona varia episodicamente no mesmo
carneiro sem sincronismo entre momento do dia ou atividade sexual. Carneiros com
baixas médias de testosterona apresentam alguns picos curtos, engquanto que
carneiros com concentracfes médias altas de testosterona exibem picos altos, em
ambos 0s casos as concentragfes séricas caem até niveis basais entre o0s
momentos de picos. Os mesmos autores verificaram variagdes menores de
testosterona entre carneiros nos meses de valores médios baixos, enquanto que as
oscilacdes no periodo de maior concentragdo meédia foram mais elevadas. Estas
oscilacdes parecem ndo estar relacionadas a hora do dia, j& que, neste experimento,
as amostras foram colhidas em horario padronizado. SOUZA et al. (2000) também
nao observaram nenhuma alteracéo no ritmo circadiano de secrec¢éo e liberacéo de
testosterona em carneiros Ideal ao utilizarem 12 colheitas de sangue nas 24 horas
do dia. As oscilagfes dos niveis de testosterona entre amostras colhidas no mesmo
momento podem ser explicadas pela quantidade de testosterona produzida em
resposta aos pulsos de LH que é diferente conforme a época do ano (RHIM et
al.,1993).

Varios tecidos-alvo sdo afetados e modificam-se em funcédo do fotoperiodo.
Ha uma forte correlagdo do estado morfologico do trato reprodutivo com a secrecao
de testosterona em racas ou espécies (como os mufldes) que possuem uma curta
estacdo reprodutiva. Porém, em animais com uma estacdo reprodutiva menos
marcada, as variacoes de testosterona podem né&o coincidir exatamente com as
mudancas morfolégicas de outros érgdos do aparelho reprodutivo em todas as racas
ovinas (SANTIAGO-MORENO et al., 2005). Estes autores observaram mudancas
nas glandulas sexuais acessorias de mufldes, apesar de menos aparentes do que
nos testiculos, durante as diferentes estacdbes do ano significativamente
correlacionadas com as concentracdes plasmaticas de testosterona. Os maiores
tamanhos de glandulas vesiculares foram encontrados no outono. GASTEL et al.,

(1995) observaram que as vesiculas seminais demonstraram maior atividade
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secretora durante o outono e a menor durante o inverno em carneiros Corriedale.
Das glandulas sexuais acessorias presentes nos carneiros, as mais desenvolvidas
s&do as glandulas vesiculares (CHEMINEAU e COGNIE, 1991). Segundo COLE e
CUPPS (1984), as variacdes do volume do ejaculado nao refletem somente a
quantidade de espermatozoéides produzidos, mas também as mudancas sazonais na
sintese e liberacdo de plasma seminal das glandulas acessoérias que sdo ativadas
quando os niveis de testosterona sdo mais altos durante a estacéo reprodutiva.

No presente experimento observou-se alteracdo significativa do volume do
ejaculado conforme o més do ano, ocorrendo alta correlagdo entre esta
caracteristica e a CE (TABELA 5). Verificou-se que, mesmo avaliando-se ejaculados
em intervalos relativamente longos (quinzenalmente), esta metodologia se mostrou
eficaz para constatar maiores volumes seminais durante o verdao e comeco do
outono e menores valores no inverno (julho). CHEMINEAU e COGNIE (1991)
afirmam que as varia¢c6es na producdo espermatica somente podem ser observadas
em ejaculados se a colheita de sémen for suficientemente frequente. Da mesma
forma que no presente trabalho, MIES FILHO et al. (1981) e BICUDO (1998) no
Brasil, também observaram nitida diminuicdo do volume seminal no inverno. No
hemisfério norte, resultados semelhantes foram observados por KAFI et al. (2004)
em carneiros Karakul (latitude 29°N) que apresentaram maiores volumes de sémen
no final do verdo e outono. GUNDOGAN (2007) também obteve maiores volumes de
sémen no outono. Resultados diferentes foram obtidos por IBRAHIM (1997) ao
observar, em carneiros egipcios, menores volumes de ejaculado no outono (0,67 ml)
em relagcdo as outras estacdes do ano (0,77 ml). Estas variacdes podem ter ocorrido
devido as influéncias regionais da temperatura ambiental as quais afetam
diretamente a qualidade do sémen (MATTOS et al., 1984; KARAGIANNIDIS et al.,
2000). A temperatura testicular dos carneiros € mantida em 5°C abaixo da
temperatura corporal e temperaturas ambientais muito altas podem alterar
profundamente a fertiidade de carneiros (CLARKE e TILBROOK, 1992).
Especialmente para racas importadas de climas temperados, temperaturas extremas
provocam diminuicdo da motilidade espermatica e aumento na quantidade de
espermatozoides morfologicamente anormais, independentemente do fotoperiodo
(CHEMINEAU e COGNIE, 1991). Por outro lado, a temperatura por si ndo pode
alterar o ritmo reprodutivo anual quando se mantém um fotoperiodo constante, mas

pode modificar o momento de inicio da estacdo sexual (DUTT e BUSH, 1955).
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Outra caracteristica seminal que oscilou significativamente durante os meses,
no presente trabalho, foi a concentracdo de espermatozoides no ejaculado (TABELA
5). Os menores valores de concentracdo espermatica (1.855 X 10°
espermatozoides/ml) ocorreram em julho (inverno) e as médias mais altas (3.703 X
10° espermatozoéides/ml) foram verificadas em outubro (primavera). No entanto, ao
se confrontar diversas pesquisas, verifica-se que 0s picos de maiores e menores
concentracBes espermaticas ndo parecem obedecer a um padrdo sazonal definido
em diferentes racas. BICUDO (1998) n&do constatou diferencas sazonais na
concentracdo espermatica (espermatozoéides/ml de sémen) em carneiros Ideal.
KARAGIANNIDIS et al. (2000) verificaram as maiores concentragdes espermaticas
no outono e inverno nas duas racas locais estudadas, ao passo que IBRAHIM
(1997), estudando ragas locais na Grécia e cruzas com Chios, detectou menores
contagens espermaticas no outono e maiores no verdo. As concentracdes no
inverno e primavera foram proximas e intermediarias em relacdo as demais
estacdes. No presente trabalho foi possivel constatar correlagdo positiva entre o
volume e a concentracdo espermatica do ejaculado (TABELA 5). KAFI et al. (2004)
sugerem que alteracdes no volume do ejaculado podem explicar mais de 70% da
variacdo da producdo espermética, ao observarem correlacdo altamente significativa
entre volume do ejaculado e producdo espermatica diaria. Em nosso estudo, o
momento em que se verificou a menor média de concentragdo espermética (julho -
inverno) coincidiu com o0 més em que foram observados os menores valores de CE e
menor volume seminal. DUFOUR et al (1984), trabalhando com carneiros Suffolk e
DLS no Canada, também encontraram variagfes de producdo espermatica ao longo
do ano, seguindo um padrdo semelhante aquele demonstrado pelo desenvolvimento
testicular. Porém, DICKSON e SANGFORD (2005) ndo encontraram correlacdo da
producdo espermatica com a massa testicular e verificaram que embora a massa
testicular tenha reduzido em até 20% durante o inverno, a producdo espermatica
nao declinou neste periodo. Os autores sugerem que a perda de massa testicular no
inicio da regressao pode ter ocorrido por decréscimo na producdo de fluido pelos
tubulos seminiferos. Porém, outro fator importante que pode desvincular o valor da
massa testicular com a producdo espermatica, especialmente no inicio do
decréscimo da CE, é que existem importantes reservas extragonadais de
espermatozoides. Segundo EVANS e MAXWELL (1987) somente a cauda do
epididimo pode conter entre 12 a 16 bilhdes armazenados, sendo que estes
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espermatozoides sdo viaveis por até 60 dias antes de serem absorvidos ou
naturalmente expelidos (CHEMINEAU e COGNIE, 1991).

No presente experimento, considerando as outras caracteristicas fisicas do
sémen estudadas, ndo foram encontradas diferencas significativas nos parametros
motilidade progressiva, vigor ou turbilhonamento entre os meses ou estacdes do ano
(TABELA 4). Os valores médios de motilidade progressiva, vigor e turbilhonamento
oscilaram entre: 62,0 % a 76,67%, 3,06 a 3,46 e 2,75 a 3,44, respectivamente.
MICKELSEN et al. (1981) também ndo observaram variacdo significativa na
motilidade total entre o inverno (61%) e verao (68%) em carneiros Suffolk. KAFI et al.
(2004), na raca Karakul, obtiveram turbilhonamento significativamente maior no
outono em relacdo as outras estagbes do ano, e também verificaram diferencas
significativas entre carneiros nos parametros turbilhonamento e circunferéncia
escrotal. Considerando varios parametros, estes autores constataram que sémen de
melhor qualidade foi produzido no final do verdo e outono. Porém, BARBAS et al.
(2001) detectaram menor motilidade na primavera em carneiros Merino e carneiros
Serra da Estrela. BICUDO (1998) trabalhando com ovinos Ideal em Botucatu
(22°53°S) observou motilidade espermatica significativamente melhor no verdo e
outono (aproximadamente 75%) e significativamente inferior no inverno (63,7%). O
vigor apresentou-se inferior no inverno (3,4 em escala de 1-5) e sem variagbes
significativas nas demais estacbes do ano (entre 3,7 a 4,3). GUNDOGAN (2007)
também obteve sémen de melhor qualidade durante o final de verdo e inicio de
outono em carneiros Chios e Daglic considerando varias caracteristicas avaliadas.
Especificamente o parametro motilidade espermatica apresentou melhores indices
no outono e piores no verdo. Estas variacoes de resultados entre os autores poderia
ter ocorrido devido as diferentes respostas que as diversas ragas ovinas apresentam
em relacdo ao fotoperiodo, assim como as interferéncias de outros fatores que
atuam sobre a qualidade espermatica: temperatura ambiental, velocidade do vento,
umidade relativa do ar ou sistemas de criacdo (TUTIDA, 1997).

No que diz respeito as caracteristicas morfologicas do sémen ndo foram
encontradas diferengas significativas, na média de defeitos maiores, defeitos
menores ou total de defeitos das células espermaticas, durante os meses do ano
(TABELA 7). A porcentagem de anormalidades totais oscilou entre 7,5% a 13,18%.
Estes valores encontram-se dentro da faixa de variagcdo aceitavel para exames

androlégicos de ovinos considerados férteis pelo padrédo do Colégio Brasileiro de
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Reproducdo Animal (FONSECA et al.,, 1992). GASTEL et al. (1995) também né&o
observaram diferenca significativa na patologia espermatica em carneiros Corriedale
nas diferentes estagcbes do ano.Todavia, BICUDO (1998) observou numero
significativamente maior de espermatozoides com defeito nos meses de julho a
setembro (inverno) em relagdo aos outros meses do ano, apesar das porcentagens
de defeitos (7,6% a 18,4%) ndo serem muito diferentes das encontradas no presente
trabalho. GARCIA-DERAGON et al. (1985) trabalhando com carneiros Corriedale
(n=8) na latitude de 32°S, verificaram mudancas na taxa de espermatozoides
normais de aproximadamente 75% em dezembro para aproximadamente 58% em
julho e atribuiram este fato a acdo maior do fotoperiodo e menores temperaturas do
que a fatores ligados a alimentacdo, mesmo que nesta época a oferta de alimento
tenha diminuido. MIES FILHO et al. (1993) encontraram 73,9% de defeitos no més
de fevereiro em carneiros Hampshire Down (n=10) no Rio Grande do Sul e apenas
17,5% em janeiro do ano seguinte, mas atribuiu esta diferenca a pouca idade dos
animais no inicio do experimento (6 meses). MICKELSEN et al. (1982) verificaram
taxas altas de anormalidades espermaticas durante o ano todo nos Estados Unidos,
porém houve diferenca significativa entre os meses na média de carneiros de varias
racas sendo setembro (outono) o més no qual foram encontrados maiores valores de
células normais (82,3%) e fevereiro (inverno) as menores taxas 57,8%. GUNDEGAN
(2007) pesquisando as racas Chios e Daglic a 38° de latitude observou menor
porcentagem de espermatozéides anormais durante o outono, enquanto que as
maiores ocorréncias de anormalidades foram verificadas no verao.

As alteragbes no peso/volume testicular, devido as mudangas de
luminosidade do ambiente, sdo consequéncias de fenbmenos degenerativos dentro
do processo de espermatogénese, o qual pode afetar a quantidade e a qualidade de
espermatozoides secretados na luz dos tdbulos seminiferos (HOCHEREAU de
REVIERS et al., 1976). As avaliagbes de cortes histologicos de tubulos seminiferos
de carneiros submetidos a fotoperiodo natural geram informagfes importantes para
guantificar e qualificar as influéncias da Iuminosidade sobre a capacidade
reprodutiva em diversas racas ou latitudes. Para WROBEL et al. (1995), as
mudancas no tamanho testicular refletem diretamente no didmetro dos tdbulos
seminiferos e modificam a producdo esperméatica, uma vez que o tecido tubular
corresponde de 70 a 83% de todo o tecido testicular. E, ainda, ndo ha alteracdo
significativa na quantidade absoluta de tecido intersticial ao longo do ano (OLDHAM
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et al., 1978; GASTEL et al., 1995). No presente experimento observou-se que a
média do diametro dos tubulos seminiferos aumentou 1,32 vezes, passando de
180,46 um para 238,27 um, nos momentos de maior (final do verédo) e de menor CE
(inverno) (TABELA 8). E importante ressaltar que o aumento do diametro tubular
ocorreu por espessamento das camadas celulares e ndo por aumento da luz tubular.
Esta informacédo é fundamentada na constatagdo de que, nos testiculos com maior
CE, a espessura e 0 numero de camadas celulares foram significativamente
superiores em relacdo aos testiculos colhidos no momento de menor CE. O maior
namero de células germinativas encontradas na fase de maior CE denota maior
trofismo deste tecido neste momento. Medidas de diametro tubular semelhantes aos
encontrados no presente experimento, foram observados por SCHANBACHER e
FORD (1979). Em carneiros cruzados Suffolk-Hampshire Down, estes autores
observaram diminuicdo no peso testicular de 4779 para 330g na fase de dias longos
em relagdo aos dias curtos. Esta variacéo refletiu em diferenca de 245um para
189um no diametro dos tubulos seminiferos. GASTEL et al. (1995) observaram, em
carneiros Corriedale, que o maior didametro dos tubulos seminiferos ocorreu durante
0 outono (233 um), coincidindo com maior CE e maiores niveis de testosterona e o
menor diametro foi constato no inverno (154,5 pm). Houve um declinio médio da CE
de 34% até o inverno e, ap0s este momento, ocorreu novamente um aumento
gradual e lento desta medida.

OLDHAM et al. (1978) também observaram correlacdo entre tamanho
testicular e diametro de tdbulos seminiferos, além de aumento na capacidade de
producdo de espermatozdides em testiculos maiores. Estes pesquisadores,
estudando efeitos do incremento da dieta nas func¢des reprodutivas, observaram que
0 aumento do volume testicular, de 418g para 5219, causou aumento do diametro
dos tubulos e na producédo de espermatozéides de 18 para 26 X 10° por grama de
parénquima por dia. Sabendo que a otimizacdo da producédo espermatica resulta em
ejaculados mais concentrados, os resultados obtidos em nosso trabalho confirmam
as informacbes do experimento supra citado, uma vez que, no momento de menor
CE, houve significativa diminuigcdo do diametro dos tubulos seminiferos, juntamente
com significativa diminui¢cdo da concentracdo espermatica nos ejaculados. Verificou-
se que as amostras de tecido colhidas de diferentes regibes do mesmo testiculo
apresentaram diametro de tubulos seminiferos muito semelhantes o que denota

homogeneidade do tecido testicular independente da regido amostrada. Este padrao
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pode ser observado tanto nas amostras colhidas na época de maior quanto de
menor CE corroborando os resultados obtidos por GASTEL et al. (1995) em
carneiros Corriedale.

Estudos histologicos detalhados do significado funcional do crescimento
testicular revelam a existéncia de varias modificagbes neste tecido que levam ao
aumento da producdo espermatica (OLDHAM et al., 1978). O numero de
espermatozoides produzidos, por grama de parénquima testicular por dia (eficiéncia
da espermatogénese) € influenciado pela degeneragdo das células germinativas,
puberdade, idade e estacdo do ano. A degeneracdo pode ser quantificada através
da contagem do numero de células germinativas em varios estagios de
desenvolvimento ao longo da espermatogénese (JOHNSON e EVERITT, 2000). No
presente experimento, houve diferencgas significativas no nimero médio de todas as
células da linhagem germinativa entre testiculos colhidos no final do verdo (marco) e
no inverno (julho). A maior diferenca na média da contagem celular entre os dois
momentos foi observada para espermatides alongadas (70,98 e 14,56) seguida pela
diferenca no numero médio de espermatides redondas entre verdo e inverno (76,37
e 32,94) (FIGURA 13). As modificagc6es no numero médio de espermatogbnias e de
espermatoécitos foram de 40,88 para 27,99 e 38,61 para 24,96, respectivamente.
SCHANBACHER e FORD (1979), através dos resultados obtidos, levantam a
hipétese de que o fotoperiodo regula a espermatogénese interferindo no niumero de
espermatécitos que completam a meiose, ou controlando o0 numero de
espermatogbnias que entram no ciclo espermatico e ainda alterando a taxa de
degeneracao celular durante o processo. JOHNSON et al. (2000) sustentam esta
hipétese, pois verificaram, em garanhdes, que a estacdo do ano afetou o numero de
diferentes subtipos de espermatogdnias. O numero de espermatogbnias A + B por
testiculo durante a estacdo reprodutiva foi 71% maior comparado a estacdo de
anestro sazonal.

Quatro espermatides podem ser formadas ap0s a meiose de cada
espermatdécito primario. Porém, este é um processo critico e sua eficiéncia pode ser
modificada por condigcbes ambientais como o fotoperiodo (COUROT, 1967). Os
resultados do presente experimento confirmam alteragdes na eficiéncia nesta fase
de producdo de espermatozéides entre os momentos de maior e de menor CE.
Foram produzidas em média 73,37 espermatides redondas a partir de 40,88

espermatogbnias no verao (testiculos maiores), enquanto que no inverno (testiculos
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menores), obteve-se 32,94 espermatides redondas de 27,99 espermatogbnias
existentes. SCHANBACHER e FORD (1979), JOHNSON e EVERITT (2000);
JOHNSON et al. (2000) também observaram que a maior parte da perda celular
ocorreu durante a primeira ou segunda etapa da meiose, particularmente durante a
fase de paquiteno. JOHNSON (1986) encontrou 40 a 50% menos espermatides
depois de submeter carneiros a dias longos. Numeros muito semelhantes de
espermatides redondas aos obtidos no presente experimento, foram obtidos por
SCHANBACHER e FORD (1979). Estes pesquisadores submeteram carneiros
cruzados (Suffolk e Hampshire Down) a dias curtos ou dias longos e observaram
65,6 e 35,4 espermatides redondas, respectivamente.

Em nossos experimentos também foi observada perda celular mais acentuada
durante o processo de espermiacdo no inverno em relacdo ao verdo (FIGURA 13).
JOHNSON (1986) observou perdas de até 6% nesta fase da espermatogénese em
garanhdes dependendo da estacdo do ano, mas degeneracdes nesta fase em touros
nao foram significativas.

N&o foram observadas mudancas significativas no nimero médio de células
de Sertoli entre testiculos dos animais quer seja no inverno ou no verdo (FIGURA
13). Entretanto BIELLI et al. (1999) observaram diminuicdo no volume dos testiculos
e didmetro dos tubulos seminiferos em carneiros Corriedale entre o outono e inverno
com diminui¢é@o significativa no numero de células de Sertoli. Os autores postulam
gue tenha ocorrido a morte de parte destas células no inverno.

Os comandos hormonais sao as chaves reguladoras da espermatogénese e
também da massa e tamanho testicular em carneiros adultos, sendo que o0s
principais horménios envolvidos sdo o FSH e a testosterona. A testosterona é um
dos hormonios reguladores da proliferacdo espermatogénica e as variagbes das
taxas deste hormdnio sdo modificadas, entre outros fatores, pelo fotoperiodo
(SOUZA et al. 2000,).

No presente experimento verificou-se que, quando os diametros dos tubulos
seminiferos eram menores ocorriam as menores taxas de testosterona e 0s maiores
niveis ocorreriam aproximadamente um més antes da maior CE, quando os tubulos
apresentaram maior diametro. GASTEL et al., (1995) encontraram correlagcédo entre
niveis de testosterona, circunferéncia escrotal e didametro dos tubulos seminiferos,
porém, consideram que a relacdo entre testosterona e tamanho tubular, ndo € uma

relacdo direta. Isto seria resultado de uma dependéncia de estimulagdo do eixo
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hipotalamo hipofise e influéncia mutua entre células de Sertoli e Leydig. Niveis de
gonadotrofinas e crescimento testicular ndo sao altamente correlacionadas em todas
as racas ovinas.

Levando em conta o conjunto de caracteristicas reprodutivas avaliadas ao
longo de doze meses neste experimento, observou-se melhor qualidade reprodutiva
geral dos ovinos no final do verdo e comeco de outono e diminuicdo de todos os
parametros no inverno. Na primavera e verdo a maioria das caracteristicas
permaneceu em uma condi¢do intermediaria comparadas as observadas nos picos.
Os parametros que apresentaram maior variagao entre as estagdes do ano foram a
CE, concentracdes de testosterona, volume e concentracdo esperméatica. Sabendo
gue a maioria destas caracteristicas é avaliada quando se realiza exame
andrologico, torna-se imprescindivel conhecer o grau de variagdo sazonal fisiolégica
gue elas apresentam antes de se condenar um carneiro. A medida da CE tem sido
utilizada como importante critério na selecdo genética de reprodutores (FERREIRA
et al., 1988). Apesar da medida minima proposta ser de 30cm (BAGLEY, 1997;
FONSECA et al., 1992) independente da época do ano, neste experimento a maioria
dos carneiros apresentou valores inferiores a este no més de julho (variacédo de 23 a
30,5cm). Portanto, ao se realizar exame androldgico Unico nos meses de inverno,
valores inferiores a 30cm podem ser considerados como transitorios e configuram
mudancas fisiolégicas adaptativas destes animais ao fotoperiodo. Quanto ao volume
do ejaculado, apesar da ampla variagdo observada entre os meses do ano, 0S
volumes maximos e minimos encontraram-se dentro dos limites sugeridos por
FONSECA et al. (1992). A concentracdo meédia de espermatozéides no ejaculado
variou de 1.855 a 3.703 X 10° /ml, mas as variacdes individuais superaram estes
valores. Os mesmos autores consideram que as médias normais variam entre 2 a 5
X 10° /ml, mas indicam que ndo ha limite minimo desclassificatério em exame
androlégico em funcéo de fatores extrinsecos como: método de colheita, tempo de
repouso do reprodutor ou seu condicionamento a colheita.

Um dos objetivos da realizacdo do exame androldgico € a posterior utilizacdo
do sémen em processos biotecnoldgicos como a preservacado do material genético
por congelagdo e posterior uso na inseminacgéo artificial. CHEMINEAU e COGNIE
(1991) sugerem que as principais caracteristicas reprodutivas que devem ser
levadas em conta quando os reprodutores ovinos sdo selecionados para congelacéo

de sémen sdo principalmente a CE e o numero de espermatozoides normais.
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Sabendo que estas caracteristicas séo variaveis ao longo do ano ha a possibilidade
de submeter estes carneiros a fotoperiodo artificial, manter alimentacdo padronizada
no ano todo e também alterar o nimero de colheitas de sémen diarias para diminuir
o efeito das menores quantidades de espermatozéides produzidos durante alguns
meses (SIMPLICIO, 2007). As variagbes sazonais observadas no presente
experimento, especialmente no que diz respeito ao numero total de espermatozéides
por ejaculado, afetam diretamente a quantidade de doses de sémen produzida
conforme o més do ano (TABELA 9). Em produc¢des comerciais de sémen congelado
ha a necessidade de previsdo de quantidade de doses disponiveis a cada més. E
importante saber que ha a possibilidade de auséncia de producdo de doses em
alguns meses (junho/julho), como foi estimado no presente trabalho. Além da
variacdo na quantidade de doses D'ALESSANDRO e MARTEMUCCI (2003), ao
avaliarem sémen ovino congelado em diferentes esta¢gfes, observaram qualidade
significativamente maior, apdés descongelacdo, quando utilizaram ejaculados
colhidos no verao e outono. Com os resultados obtidos no presente experimento, ao
utilizar reprodutores Suffolk em latitudes préximas a 25°, recomenda-se aumentar a
relacdo macho:fémea em montas naturais no inverno, assim como evitar a

congelacdo de sémen nesta estacao.

Segundo o que se pOde observar, carneiros da raca Suffolk reconhecem a
mudanca fotoperiddica em baixas latitudes. Este fato foi verificado através da
avaliacdo de varios parametros relacionados a reproducdo de machos em espécies
consideradas sazonais. Neste ponto € necessario enfatizar que outras variaveis
ambientais, além do fotoperiodo, devem interferir de forma direta ou indireta nas
respostas dos parametros observados. Todavia, trabalhos de campo ndo permitem
responder ao certo se uma determinada variavel ambiental estd atuando como
“zeitgeber” ou como um agente mascarador (modulador), mas, algumas inferéncias
sdo possiveis. As correlagbes significativas das medidas dos parametros com a
variacdo do fotoperiodo é uma indicagdo de que o ciclo claro/escuro ambiental deve
estar atuando como “Zeitgeber”, sincronizando a atividade reprodutiva dessa raga na
latitude estudada. Apesar do estudo ter sido realizado durante um ano, as
correlagbes observadas parecem acontecer de forma ritmica. A indicacdo dessa
hipbtese esta no fato de que nos carneiros rS ocorreu involugéo testicular no més de

abril e maio, retomando, portanto, um novo ciclo anual. Outras variaveis ambientais
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classicas, porém menos ciclicas do que o fotoperiodo, como temperatura, umidade
relativa do ar,e regime de chuvas, apesar de ndo terem sido levadas em conta no
presente estudo, sdo possiveis candidatas a moduladores dos ritmos e merecem
atencdo em trabalhos futuros. Porém, ndo se pode descartar a hipétese de que uma
ou outra variavel possa atuar como um “Zeitgeber” secundario. Aspectos sociais
como a presenca de fémeas em estro pode também contribuir na modulacdo de
respostas ritmicas pela proximidade delas com os machos. No entanto, a
comprovacdo dessas e outras possiveis inferéncias s6 serdo possiveis com a
continuidade deste trabalho experimental. No caso da demonstracdo do carater
endbégeno de um ritmo, como a atividade reprodutiva, somente pode ser feita em
condicdes constantes (livre-curso) isolando o organismo durante véarios anos. Da
mesma forma, a comprovacéo do papel de uma variavel como “zeitgeber” ou agente
mascarador sé serd possivel com a verificagdo de sua interferéncia num ritmo
endogeno (caso do “Zeitgeber”) ou a modificacdo instantanea e temporéaria da

expressao desse ritmo (caso do mascaramento).

Perspectivas futuras

Além da necessidade da demonstracéo do carater endégeno da sazonalidade
reprodutiva em carneiros da raga Suffolk, outros estudos poderdo ser realizados a
partir do presente trabalho.

Recentemente, a técnica de DNA microarranjos foi efetuada para comparar
expressdes génicas dirigidas sazonalmente em testiculos de hamsters (Mesocricetus
auratus). Os autores do trabalho (CHAHAD-EHLERS et al.,, 2008 em submissé&o)
compararam expressoes de RNA de animais expostos a dias curtos (CE 8:16h) por
10 semanas (inférteis), com animais férteis que também foram expostos a esse
mesmo fotoperiodo, mas que mantinham testiculos funcionais por serem
pinealectomizados. Com esta técnica obteve-se uma lista de 284 genes altamente
regulados em condi¢cbes de fertilidade e infertilidade. Da lista de 284, 249 deles
apresentaram valores estatisticamente consistentes (p<0,05). Dos 115 que se
expressaram em testiculos ativos metade dos transcritos (59) possuiam funcao
desconhecida embora a expressdo de 73% deles (84) havia sido previamente
reportada em testiculos. Ja aqueles cujos transcritos foram detectados em testiculos
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inativos (134 genes), 34% (55) eram de funcdo desconhecida, porém 70% deles
foram identificados como produto testicular. Tendo estabelecido a utilidade dessa
abordagem para estudos da ritmicidade circadiana e sazonal em hamsters, existe
agora a necessidade de constatar se esses genes também sdo bases moleculares
na fertilidade de outros mamiferos, sobretudo aqueles de interesse médico e
veterinario como € o caso de ovinos da raca Suffolk, conhecidos por apresentarem
respostas sazonais bastante peculiares na reproducéo. Baseado na disponibilidade
de informagbes do Centro Nacional de Informacdo em Biotecnologia (NCBI) sobre
células e tecidos, observou-se que em alguns casos h& diferenca clara sobre as
localizacdes dos transcritos detectados. Dos genes de testiculos ativos, 49% (41 de
84) sao reconhecidos como produtos de espermatides. Em contraste, somente oito
dos genes relacionados a produtos de espermatides foram detectados em testiculos
inativos. Uma grande proporcao destes transcritos detectados em testiculos ativos
(49%) séo provavelmente produtos de células de Sertoli; no entanto, menos de 30%
estdo envolvidos em tecidos espermatogenicamente ativos. Um padrao similar foi
evidenciado para genes espermatogoniais, mostrando uma incidéncia elevada em
testiculos inativos (34%) quando comparado com testiculos ativos (17%). Da mesma
forma que em hamsters, com estudos futuros da expressdo dos mesmos genes em
carneiros Suffolk espera-se verificar que mudancas de padréo de expressédo génica
sejam consistentes com as mudancas histologicas observadas no ciclo sazonal, com
a diminuicdo e em seguida o0 ressurgimento de espermatocitos e espermatides.
Consequientemente, genes associados com espermatocitos e espermatides deverdo
se expressar em niveis mais altos em testiculos colhidos no verdo do que no inverno

e 0 modelo ora obtido seria Util para testar ou corroborar esta hipétese.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nas condicbes e metodologia empregadas neste
experimento permitem concluir que:

1. Reprodutores Suffolk, criados em latitudes 2525°40”S, apresentam
modificacbes sazonais significativas na reproducdo. Na fase adulta,
independente da massa corporal e da idade, melhores condi¢des reprodutivas
ocorrem no final do ver&do e condigdes inferiores ocorrem no inverno sem, nNo
entanto, haver pausa em qualquer época do ano.

2. As medidas de CE utilizadas como parametro de selecéo genética ndo devem
ser realizadas no inverno em reprodutores Suffolk.

3. O aumento de massa corporal em reprodutores adultos, independente da
experiéncia sexual prévia, ndo interfere nas oscilacbes sazonais de tamanho
testicular.

4. Niveis séricos de testosterona, CE, volume do ejaculado, diametro dos
tubulos seminiferos e numero de células da linhagem germinativa
(espermatogbnias, espermatécitos, espermatides redondas e alongadas) sao
marcadores confiaveis para a deteccao de respostas sazonais.

5. A adaptacdo de uma férmula de calculo de volume de um elipséide proposta
neste trabalho a partir de medidas de largura e comprimento testicular para
calculo de volume testicular € uma metodologia pratica e apresenta
correlacdo de 0,98 com o volume real.

6. O fato de ndo ter sido detectado um ritmo sazonal na motilidade progressiva,
vigor, turbilhonamento, morfologia espermética e no nimero de células de
Sertoli, ndo exclui a possibilidade da ocorréncia de ritmicidade, ja que estes
parametros podem estar sendo influenciados por outros fatores que estejam
modulando estas respostas.

7. Na oscilagéo sazonal dos perfis de testosterona, os menores niveis coincidem
com o momento de menor tamanho testicular e os maiores antecedem em um
més o0 maior tamanho testicular.

8. Nos exames andrologicos realizados no inverno, a diminuicéo fisiolégica do
tamanho testicular, com valores de circunferéncia escrotal comumente
menores que 30 cm, deve ser levada em conta para nao ser interpretada
como um processo patoldogico.

9. A variacdo sazonal da quantidade total de espermatozéides por ejaculado
torna a congelagéo do sémen, sob ponto de vista comercial, menos viavel nos
meses de inverno.
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ANEXO 1

Nascer e ocaso do sol em latitude 2525'40”S, segu ndo OBSERVATORIO

NACIONAL (2007)

Data |Nascer |Transi¢cao |Ocaso | Data |Nascer |Transi¢do | Ocaso
1/jan | 05:30 12:21 19:11 | 1/jul 07:04 12:21 17:39
6/jan | 05:33 12:23 19:12 | 6/jul 07:04 12:22 17:41
11/jan | 05:37 12:25 19:13 | 11/jul | 07:04 12:23 17:43
16/jan | 05:41 12:27 19:13 | 16/jul | 07:03 12:24 17:45
21/jan | 05:45 12:28 19:12 | 21/jul | 07:01 12:24 17:47
26/jan | 05:49 12:30 19:10 | 26/jul | 06:59 12:24 17:50
l/fev | 05:54 12:31 19:08 | 1/ago | 06:56 12:24 17:53
6/fev | 05:57 12:32 19:06 | 6/ago | 06:52 12:24 17:55
11/fev | 06:01 12:32 19:03 |11/ago | 06:49 12:23 17:57
16/fev | 06:04 12:32 18:59 |16/ago | 06:45 12:22 17:59
21/fev | 06:07 12:31 18:55 |21/ago | 06:40 12:21 18:01
26/fev | 06:10 12:31 18:51 |26/ago | 06:36 12:19 18:03
1/mar | 06:12 12:30 18:48 | 1/set | 06:30 12:18 18:06
6/mar | 06:14 12:29 18:43 | 6/set | 06:25 12:16 18:08
11/mar | 06:17 12:28 18:38 | 11/set | 06:19 12:14 18:10
16/mar | 06:19 12:26 18:33 | 16/set | 06:14 12:13 18:11
21/mar | 06:22 12:25 18:28 | 21/set | 06:08 12:11 18:13
26/mar | 06:24 12:23 18:22 | 26/set | 06:03 12:09 18:15
1/abr | 06:27 12:22 18:16 | 1/out | 05:58 12:07 18:17
6/abr | 06:29 12:20 18:11 | 6/out | 05:52 12:06 18:20
11/abr | 06:31 12:19 18:06 | 11/out | 05:47 12:04 18:22
16/abr | 06:33 12:17 18:01 | 16/out | 05:43 12:03 18:24
21/abr | 06:36 12:16 17:57 | 21/out | 05:38 12:02 18:27
26/abr | 06:38 12:15 17:53 | 26/out | 05:34 12:02 18:30
1/mai | 06:40 12:15 17:49 | 1/nov | 05:29 12:01 18:34
6/mai | 06:43 12:14 17:45 | 6/nov | 05:26 12:01 18:37
11/mai | 06:45 12:14 17:42 |11/nov | 05:24 12:02 18:40
16/mai | 06:48 12:14 17:40 |16/nov | 05:21 12:02 18:44
21/mai | 06:50 12:14 1'7:38 | 21/nov | 05:20 12:04 18:47
26/mai | 06:53 12:15 17:36 |26/nov | 05:19 12:05 18:51
1/jun 06:55 12:15 17:34 | 1/dez | 05:18 12:06 18:54
6/jun | 06:57 12:16 17:34 | 6/dez | 05:19 12:08 18:58
11/jun | 06:59 12:17 17:34 |11/dez | 05:20 12:10 19:01
16/jun | 07:01 12:18 17:34 | 16/dez | 05:21 12:13 19:04
21/jun | 07:02 12:19 17:35 | 21/dez | 05:23 12:15 19:07
26/jun | 07:03 12:20 17:37 | 26/dez | 05:26 12:18 19:09
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ANEXO 2

Valores da concentracdo espermatica de ovinos (mil/mm?®) obtidos em cAmara de
neubauer comparados aos valores obtidos em espectrofotdbmetro (570 nm) para
validacao da curva de leitura em espectrofotometro

Concentragcdo Leitura

espermatica em
(mil/mm®) 570nm
1795 182
785 63
1280 100
850 78
370 34
1650 138
1675 109
3565 325
2595 241
3275 266
156 22
178 23
885 67
2715 213
2715 205
1740 140
4100 300
1210 98
3395 274
970 99
206 27
320 37

1280 126

350

300 +
250 ~
200 ~
150
100 A

¢ 570nm
——Linear (570nm)

y = 0,0783x + 9,2671

R? = 0,9683




Valores médios mensais e desvio padrao da circunferéncia escrotal
(CE) de carneiros Suffolk ¢S e rS durante os meses de abril de

ANEXO 3

2005 a maio de 2006 em latitude 2525'40”s. Pinhai s (PR).

CE (cm) CE (cm)
cS n rS
ABR 12 32,35+2,71 3 345+1,41
MAIO 12 31,88 £+2,59 3 35,25 +1,77
JUN 12 29,34 +£2,41 3 31,75 +£0,35
JUL 12 27,63+ 2,27 3 30,00 £0,0
AGO 12 29,29+ 2,67 3 29,75+ 1,77
SET 6 32,00 £1,49 3 33,00£0,0
ouT 6 33,00 £0,95 3 35,75 +£0,35
NOV 6 34,35+1,05 3 355+0,71
DEZ 6 3496 +1,71 3 35,75 +£0,35
JAN 6 37,25 +1,60 3 38,00+£1,41
FEV 6 37,42 £1,59 3 37,75 £1,06
MAR 6 37,67 £1,89 3 41,00+1,41
ABR 3 37,00+1,41
MAIO 3 34,75 £ 1,06

NOTA: houve diferenca significativa (ANOVA) entre os meses para o ¢S ( p <0,001) e rS (p<0,05)
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ANEXO 4
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Valores quinzenais de circunferéncia escrotal (CE) em centimetros de carneiros e
reprodutores Suffolk durante os meses de abril de 2005 a maio de 2006 em latitude

2525'40’s

més/ Média Média
carnei- mensal Reprodu
ro 1 701 706 732 747 754 763 775 779 781 806 822 Média tores
abr 33 32 32 37 36,536,535,530 28 30 32 30 32,71 3235 345
abr 32 31 32 36 3535533 30 29 28531 31 32,00 +2,71 +1,41
mai 32 31 32 36 35,537 32,529,530,5 28 32 32 32,33 31,88 3525
mai 32 31 30 33 34 36,532 27,530 27 32 32 31,42 +2,59 +1,77
jun 32 28 28 30 31 34 32,526 28,526 30 29,5 29,63 29,34 31,75
jun 31 27 29 28 29,534,532 27 27 26 30 28 29,08 +2,41 +0,35
jul 30 27 26 26,527 31,531 27,526 24 27 27 27,54* 27,63* 30,0*
jul 295 2925525 28 30,530 28,524 23 30,529 27,71* +2,27 +0,0
ago 29 30 26 26 29,531 30,530 25 25 32 29 28,58 29,29 29,75
ago 30,5 32 33 32,5 34 30 32,00 +2,67 +1,77
set 30 31 32,5 32,5 34,530,5 31,83 32 33,0
set 31 31 33,5 32,5 34 31 32,17 £1,49 +£0,0
33 35,75
out 31,5 33 33 34 34 32,83,00 +0,95 +0,35
nov 31,5 34 33 33,5 33,534 33,25 34,35 355
nov 32 36 32 35,5 36 35 34,42 +1,05 +0,71
dez 32 35 33,5 35 36,535,5 34,58 34,96 35,75
dez 32 36,5 35 36 37,536 3550 +1,71 +0,35
jan 35 39,537,5 36,5 39,537,5 37,58 37,25 38,0
jan 34 38 38 36,5 38 37 36,92 £1,60 +1,41
fev 33,5 38 38 37 37,537 36,83 37,42 37,75
fev 34,5 39,5 37 38,5 37 38,5 37,50 +1,59 +1,06
38,17* 38,17* 41,00**

mar 35,5 40,538,5 39 36,539 * *+  +1,41

mar 34,5 40,5 37 37 36 38 37,17 1,83

37,00

abr +1,41
34,75

mai + 1,06

Obs: no més de agosto seis animais foram abatidos para collheita dos testiculos em momento de

menor perimetro escrotal

* menores médias de circunferéncia escrotal
** maiores médias de circunferéncia escrotal
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ANEXO 5

Representacdo em “box plotting” descrevendo os valores das mudancas na
circunferéncia escrotal de carneiros Suffolk ¢S e rS, de abril de 2005 a margo de
2006. Os valores maiores estdo acima do retangulo e os menores estdo abaixo
(representados por pontilhados). O retangulo contem a linha mediana, o 3° quartil
(parte superior) e o 1° quartil (parte inferior). Pontos abertos s&o os valores
discrepantes. as diferencas entre os meses foram significativas e aqui indicados os
dois pontos extremos que representam as medidas de ce menores (julho) e maiores
(margo) (***p < 0.001 e * p < 0.05) na latitude 2525'40's

40 - anw =
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ANEXO 6

Massa (Kg) de carneiros (cS) e reprodutores (rS) Suffolk durante os meses de abril
de 2005 marcgo de 2006.

cS abr ma jun jul ago st out nov dez jan fev mar
1 535 589 609 668 72,0
701 52,5 53,0 554 594 635 659 66,2 684 71,3 756 766,77
706 49,0 49,0 51,1 545 56,8
732 55,3 56,0 58,1 57,8 60,0
747 62,3 62,9 657 66,9 734 750 76,3 794 834 87,3 83859
754 56,0 589 61,4 624 67,3 683 698 725 759 77,7 76537
763 59,5 63,8 66,2 69,6 72,0
775 38,0 455 485 52,7 595 61,1 62,8 66,6 695 725 74857
779 36,4 42,3 41,7 46,5 41,3
781 45,8 50,3 51,2 53,2 58,0
806 62,0 639 67,2 726 785 815 86,0 89,1 894 93,1 92329
822 48,0 505 52,5 54,1 61,2 615 62,3 649 734 725 76,2
X 515 546 56,7 59,7 636 689 705 735 768 79,7 793 8l1
+DP +85+73 +8 +8 +99 +8 +92 +92 +8 +851+73 +£9,8
rs
X+ 98,0 100,0 99,9 99,15 104,2 1089 112,6 112,6 123,1 122,3 122,2 1216
DP +05+15 +0,6+0,35+055+0,8 +2,1 £+2,1+0,85+0,0 +0,25+ 0,65

OBS: no més de agosto seis animais foram abatidos para colheita dos testiculos
DP: desvio padrao



