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RESUMO

Um dos fatores limitantes da reproducéo caprina é a producéo e qualidade do sémen. Na andlise do sémen, a
avaliagdo da motilidade espermética é o procedimento mais comum usado para diagnosticar a fertilidade do macho. O
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos daraga, individuo, método de avaliagdo e estagdo do ano (outono e primavera)
sobre amotilidade. O sémen foi colhido de machos caprinos das ragas Boer (n=5) e Alpina (n=4), com auxilio de vagina
artificial, totalizando 71 gjaculados obtidos no outono e 64 na primavera. Apos a colheita, amostras de sémen foram
diluidas em PBS na concentracdo espermatica aproximada de 50 milhdes de células por mL para andlise computadorizada
e umaamostradiluidaem solucéo fisiol6gicaa0,9% paraandlise convencional. Asvariaveisraga, bode, método e estacdo
foram estudadas por meio de andlise de variéncia e teste de Tukey. Ndo foram observadas diferencas estatisticas para
racas, bem como paraas estagdes, no entanto, dentro daraca, foi detectada diferencaestatistica (p>0,01) paraamotilidade
entre bodes estudados, assim como entre os métodos de avaliagdo. Concluiu-se que, machos das ragas Boer e Alpina, ndo
apresentaram ateracdo quanto a motilidade espermatica convencional e computadorizada, entre as estagdes, contudo,
observou-se uma variagdo individual entre os machos, independentemente da raga.

PALAVRAS-CHAVE: Caprino. Sémen. Motilidade espermética. CASA. Estacionalidade reprodutiva.

SUMMARY

Oneof thelimiting factorsinthe caprinereproduction field is semen production and quality. To eval uate semen, the
analysisof sperm motility isthe most common procedure used in order to diagnose mal €' sfertility. The aim of thiswork was
to evaluate the effect of breed, buck, analysis method, and season (autumn and spring) on sperm motility. A total of 71
gjaculateswere collected in autumn and 64 in springtime from Boer (n=5) and Alpina(n=4) bucksusing an artificial vagina.
After collection, semen samples were diluted in PBS (phosphate saline buffer), in order to reach a concentration of 50
million cells'/mL for computer analysis. A second sample was diluted in 0.9% saline solution for conventional analysis.
Data concerning different breeds, bucks, methods and seasons were analyzed by ANOVA and Tukey test. No statistical
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differences were observed in relation to breeds and seasons. However, within breeds, there was a significant statistical
difference (p>0.01) for sperm motility in relation to the method used for evaluation. In conclusion, conventional and
computer-based sperm motility in Boer and Alpina males did not show changes regarding season, though there was an
individual variation among males, which was breed independent.

KEY-WORDS: Caprine. Semen. Sperm motility. CASA. Seasonality.

RESUMEN

Uno de losfactores limitantes de la reproduccion caprinaeslaproduccion y calidad del semen. En el andlisisdel semenla
evaluacion de la motilidad espermética es el procedimiento mas cominmente usado para diagnosticar la fertilidad del
macho. El objetivo de este estudio fue evaluar |os efectos de raza, individuo, método de evaluacién y estacion del afio
(otofio o primavera) sobre lamotilidad. EI semen fue recogido de machos caprinos de las razas Boer (n=5) y Alpina(n=4),
con el auxilio de vagina artificial, totalizando 71 eyaculados obtenidos en €l otofio y 64 en la primavera. Después de la
colecta, las muestras de semen fueron diluidas en PBS para obtener una concentracién espermatica aproximada de 50
millones de células/ml, para el andlisis computadorizado, y una muestra diluida en solucién fisiol6gica al 0,9%, para €l
andlisis convencional. Las variables raza, individuo, método y estacion fueron estudiadas por medio del andlisis de
variancia y del test de Tukey. No fueron observadas diferencias estadisticas para las razas ni para las estaciones. Sin
embargo, dentro de la raza, fue detectada diferencia estadistica (p<0,01) para la motilidad entre los machos estudiados,
como también entre los métodos de evaluacion. Se concluyd que machos de las razas Boer y Alpina no presentan
alteraciones en lamotilidad espermatica convencional y computadorizada, entre |as estaciones, pero se observé variacion
individual entre los machos, independientemente de laraza.

PALABRAS-CLAVE: Caprino. Semen. Matilidad espermatica. CASA. Estacionalidad reproductiva.

INTRODUCAO

As relagOes entre as caracteristicas seminais e a
fertilidade tém sido investigadas em muitas espécies
domeésticas, com o objetivo de predizer afertilidade. Entre
as diversas varidveis analisadas destaca-se a motilidade
espermética.

A motilidade espermética é comumentejustificada
por ser uma das mais importantes caracteristicas para a
avaliagdo do potencial de fertilidade do espermatozoide.
De maneira convencional, a motilidade espermética é
estimada vi sualmente sob microscopiaépticaeem andlise
de gota entre lamina e laminula. Entretanto, estudos
reportam que estes tipos de andlise convenciona sdo
imprecisos, mesmo quando executados por técnicos
experientes. As andlises sdo influenciadas por uma alta
variacdo entre observagdes e observadores (TULI et a.
1992., ARRUDA, 2000).

Atualmente, grande atencdo tem sido dada aos
métodos objetivos, entre eles a andlise computadorizada
(Computer-Assisted Semen Analyses - CASA). Os
programas computadorizados para a avaliagdo
espermatica podem ser mais objetivos e imprimir maior
repetibilidade as observacdes do que a habilidade do
técnico em identificar padrGes de motilidade espermética.
O poder de andlise destetipo é dado pelaavaliacéo precisa
e acurada dos espermatozéides com alto grau de
objetividade, podendo assim aperfeicoar o processo de

avaliacdo do sémen (ARRUDA, 2000).

O macho caprino apresenta uma determinada
estacionalidade produtiva que depende de uma série de
varidveis. Essas variaveis podem ser de ordem intrinseca,
destacando-se araga, 0 peso e a idade; e as extrinsecas,
como o fotoperiodo, a latitude, a temperatura e a
alimentacdo (NUNESet a., 1997).

A duracdo do fotoperiodo parece constituir o
principal fator acondicionar aestacionalidade reprodutiva
(PHILLIPS et al., 1943 apud ESPESCHIT, 1998). A luz
recebida pelaretinados olhos, e pelo nervo dptico, envia
umamensagem atéaglandulapineal, por meio deestimulo
nervoso. Essa glandula, na auséncia de luz no meio
ambiente, produz amelatonina que, por suavez, estimula
0 hipotalamo, a hipdfise e os ovérios ou os testiculos ao
retorno daatividade reprodutiva(TRALDI, 1994).

AlteracOes nas caracteristicas do sémen e nalibido
de carneiros e bodes de diferentes racas devido a
variacOes estacionais séo assinaladas por diversos
pesquisadores. As causas dessas ateracdes residem, em
grande parte, nos diferentesfatores componentesdo clima,
como evidenciam trabalhos efetuados com respeito a
luminosidade, a temperatura e ao regime de chuvas
(NUNES, 1982). Nas regides Sudeste e Sul do Brasil, os
caprinos tendem a se comportar como poliéstricos
estacionais, com o auge da estacdo reprodutivanos meses
de outono, quando os dias sdo mais curtos, podendo se
estender até oinverno (FERRARI, 1993).

204



O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da raca,
individuo, método de andlise e estacdo do ano sobre
motilidade espermatica.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionados reprodutores caprinos das
racas Boer (n=5) e Alpina (n=4) apds exames clinico e
androldgico normais. Os animais foram mantidos em
sistema intensivo de criagdo, sob luminosidade natural,
em uma latitude de 22°53'S e longitude 46°29'W, no
municipio de Botucatu - SP. O sémen foi colhido
diariamente por vaginaartificial de nove machos caprinos
com auxilio de uma fémea estrogeinizada nos meses de
abril emaio (outono), totalizando 71 gjaculados. Nosmeses
deoutubro e novembro (primavera), foram utilizados sete
machos, sendo trés da raca Boer e quatro Alpina, num
total de 64 gjaculados. O sémen colhido foi mantido em
banho-maria a 37°C durante o processo de avaliacdo.
I mediatamente apds a colheita, uma amostra de 10mL de
sémen foi diluida em 600mL em meio PBS (Phosfate
Buffered Saline) a 37°C e colocado em eppendorfs (1,5
mL) em uma densidade espermatica aproximada de 50
milh&es de células por mL. Uma gota dessa diluicéo foi
colocadanacamarade Makler pré-aquecida(Sefi-Medical
Instruments, Haifa, Israel), para avaliacdo
computadorizada da motilidade (Computer-Assisted
Semen Analyses - CASA). As andlises do sémen foram
realizadas em aparelho Hamilton Thorne Research Matility
Analyser (HTMA —IVOS—-10, Hamilton Thorn Research,
Danvers, MA, USA), cujo sistema consiste de um
computador com processador Pentium® acoplado a um
microscépio equipado com um adaptador para video-
camera e dotado de lentes com magnificénciade 40 e 100
vezes. Ao se dispor aamostra paraaleiturae ao ajustar a
intensidade da fonte de luz, as imagens dos
espermatozéides sdo capturadas e digitalizadas a fim de
serem analisadas pel o software. Umaamostrade 20 mL de
sémenfoi diluidaem 3mL desolucdofisiolégica0,9% para
andliseconvencional. Umaaliquotade 10 mL daamostra
diluida foi colocada entre lamina e laminula em placa
aquecida, quando entdo se procedia a avaliacéo
convencional da motilidade (porcentagem de
espermatozéides que apresentavam movimento retilineo
progressivo) numa escala de 0-100%, com aumento de
200 vezes sob microscopia de contraste de fase.

ANALISEESTATISTICA

Redlizou-se uma andlise de varidncia seguida do
teste de comparacdo multipla de Tukey-Kramer para a
varidvel estudada, motilidade convencional e
computadorizada. A variavel ndo apresentou uma

distribuicdo normal e, como ostestes estatisticos em geral

se baseiam na curva de distribuicdo normal do erro de

determinacdo, por isso ela foi transformada, acordando

com atransformacdo de Box e Cox (1964) parapropor¢ao.
yt=Yeé—(1-Y)%é

Sendo neste caso é= -0,35 e y' a variavel
transformada, y variavel observada.

Os dados foram analisados pelo método dos
QuadradosMinimos (HARVEY, 1960), usando o programa
SAS (Statistical Analysis Sistem, versdo 6.10) através do
procedimento GLM (HITTELL et al. 1991). O modelo
matemédtico utilizadofoi:

Yijklm = u + yi + bij + ek + rnkl + 8ijklm

Onde: Y, €amotilidade esperméticadam-ésima
amostra; y, €0 efeito fixo dai-ésma raga (i=1,2); bij éo
efeitodoj-ésimo bodedentro dai-ésimaraga(i=1,j=1,2,3..5
ei=2,j=1,2,.4); g éoefeitofixodak-esmaestacio (k=1,2);
m,, éo efeito fixo do|-ésimo método de avaliagdo dentro da
k-ésmaestacdo (k=1,1=1,2ek=2,1=1,2); n éamédiageral.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados encontram-se listados nas Tabelasde 1 a
5.

Com relacdo as motilidades espermaticas
convencional e computadorizada ndo houve diferenca
significativa (p>0,01) entre as estagdes, bem como entre
as ragas estudadas. No entanto, entre os métodos de
avaliacdo e entre os bodes as médias apresentaram
diferencas significativas (p<0,01).

Os valores das médias ajustados por quadrados
minimos para motilidade espermatica (convencional e
computadorizada) nas duas estacdes encontram-se na
Tabela 2, e entre as ragas, na Tabela 3. De acordo com
alguns autores, a variagcdo na producdo e caracteristica
do sémen é causada pelo fotoperiodo e mais ou menos
marcada, dependendo dalatitude. Em pesquisasrealizadas
em zonas com latitude acimade 40°, variagfes na producdo
do sémen sdo muito marcadas (CORTEEL, 1977; TULI e
HOLTZ, 1992), com aumento significativo na producdo
do sémen durante o decréscimo do fotoperiodo. Em
latitudes entre 30 e 40° existe sazonalidade, mas néo t&o
marcadas variacdes, com alta producdo durante o verdo e
outono, e, em zonas abaixo de 30, machos caprinos ndo
apresentam variacdo sazonal na producdo espermética
(GREYLING e GROBBELAAR, 1983). Pérez & Mateos
(1996), avaliando o efeito do fotoperiodo na producéo e
qualidade do sémen de dois rebanhos espanhdis em
diferentes latitudes, ndo encontraram diferenca para a
motilidade espermética na raca Malaguefia durante as
quatro estagdes; para a raga Verata, observaram uma
diferenca somente no outono. As médias percentuais
encontradas para essas ragas foram 73,8+2,2 e 75,7+ 1,5
(inverno), 67,0+2,7 e 74,3t1,4 (primavera), 78,2+1,7 e
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76,2+1,1 (verdo), 76,0+1,5 e 74,3+1,5 (outono),
respectivamente.

Quanto ao método usado para avaliacdo da
motilidade espermaética, foi observada diferenca
significativa entre os métodos convencional e
computadorizado, sendo a média estimada apresentada
pela analise computadorizada superior ada convencional
(Tabela4). Em reprodutoresdromedarios, as porcentagens
da motilidade e da concentracdo espermética estimadas
pelo sistema analisador de movimento celular (CMA,
Medical Technologies Montreux AS, Switzerland)
excederamo limite superior (AL-QUARAWI et al. 2002).
Iguer-Ouada e Verstegen (2001) observaram uma
superestimativa paramensuragfes daavaliacdo do sémen
canino pela andlise computadorizada quando comparada
com amicroscopiadpticapadrdo. Kolibianakiset al. (1992)
encontraram alta correlacdo entre os dois métodos. No
entanto, Tuli et al. (1992) encontraram baixa correlacéo
entre a motilidade estimada convencional e a
computadorizada para o sémen bovino fresco e
evidenciaram uma dissimilaridade na avaliacdo por
diferentes individuos. Verstegen et a. (2002) reportaram
gue, embora haja uma boa correlacéo entre os sistemas
convenciona e objetivo, estimativas convencionais dos
parémetros do sémen sdo af etadas por numerososfatores,
entre as quais, as variacdes entre observadores treinados
€ ensaios seriam 0s menos importantes. Em estudo
realizado por Yeung et al. (1997) foi observada uma
coeréncia entre os técnicos devido ao baixo coeficiente
de variacdo apresentado entre suas avaliagcbes e uma
tendénciaentre elesde conferir em notas sempre menores
gue as apresentadas pela andlise computadorizada.

Tabela 1 - Andlise de Variancia para a Motilidade
Espermatica* de Caprinos.

Fonte variacao G.L Quadrado P>F
Médio

Raca 1 190.3259 0,0540

Bode (raga) 7 359.0051 0,0001

Estacdo 1 12.9617 0,4077

Método

(estagdo) 2 4763.6829 0,0001

Residuo 258 88.471

*variavel transformada

Tabela 2 - Médiase erros padrdes g ustados por quadrados
minimos para motilidade espermatica
convenciona e computadorizada (%) caprina
No outono e primavera.

Estagcdo do ano Motilidade (%)

Outono 84,175 (0,81)*

Primavera 83,707 (0,93)*

Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (p>0,01)

Tabela 3 - Médiase erros padrdes gj ustados por quadrados
minimos para motilidade espermética
convencional e computadorizada (%) caprina

entre ragas.
Racga Motilidade (%)
Boer 84,86 (0,98)*
Alpina 83,02 (0,77)*

Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (p>0,01)

Tabela4 - Médiase erros padrdes g ustados por quadrados
minimos para motilidade espermética (%)
avaliada por método convencional (1) e

computadorizado (2).
Método Esta¢do do Ano
Outono Primavera
1 78,100(1,12)° 77,893 (1,23)°
2 90,251 (1,16)" 89,521 (1,24)"

Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (p>0,01)

A motilidade espermaética entre os bodes mostrou-
se diferente (p<0,01) em ambas as racas (Tabela 5).
Resultados semel hantes foram encontrados por Tuli et al.
(1992), ao observarem que as taxas de motilidades
avaliadas pelos métodos convencional e objetivo
diferiram entre gjaculados de diferentesbodes. O mesmo
foi observado por Pérez e Mateos (1996) estudando as
caracteristicas seminais das ragas Malaguefia e Verata, e
por Farrell et al. (1998) em touros, nos quais o efeito
individual foi a maior variacdo no estudo das
caracteristicas esperméticas.

Com base nos resultados apresentados, pode-se
concluir que amoatilidade espermaética de bodes das ragas
Boer eAlpinando sofrem alteracdo em diferentes periodos
decolheita, 0 mesmo ocorrendo entre asracas. Existeuma
grande variag8o entre os animais estudados dentro da
mesmaraca. Os métodos utilizados para a avaliagéo da
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Tabela5 - Médiase erros padrdes gj ustados por quadrados
minimos paraamotilidade espermatica (%) de
diferentes bodes das racas boer (1) e alpina

2.

Bode Racga Motilidade (%)
1 1 83,077 (1,80)™°
2 1 84,552 (3,19)*°
3 1 88,525 (1,56)*
4 1 82,328 (2,42)°
5 1 85,822 (1,61)™
6 2 86,562 (1,66)™
7 2 82,566 (1,52)™
8 2 85,626 (1,46)™
9 2 77,333 (1,56)°

Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (p>0,01)

motilidade esperméticaconvenciona e acomputadorizada
foram significativamente diferentes, embora a média
encontrada para a motilidade convencional esteja dentro
do limite permitido para processamento (CBRA, 1998).
Conclui-se que a andlise computadorizada mostrou-se
prética, répida e de fécil execucdo, tendo como principal
vantagem a preci so e repetibilidade, o quereduz ou exclui
a subjetividade da avaliagdo espermética convenciona
em caprino, a motilidade espermética é semelhante nas
racas Boer e Alpina criadas sob as mesmas condic¢des, a
estagdo do ano (outono e primavera) ndo influenciou a
motilidade espermética entre as ragas estudadas e que ha
grandevariagdo individua damotilidade espermaticaentre
0s reprodutores caprinos.

AGRADECIMENTOS

A FundagZo de Amparo & Pesquisa do Estado de
S&o Paulo - FAPESP pelo apoio financeiro. A Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Departamento de
Reproducdo Animal e RadiologiaVeterinéria, Campus de
Botucatu e ao Prof. Dr. Frederico Ozanam Papa por
disponibilizar o equipamento para as andlises
computadorizadase Prof. Dr. Sony Dimas Bicudo por ceder
as instalagOes para alojar os animais e o laboratério. Ao
doutorando (Unesp-Jaboticabal) Alex Sandro Campos
Maia pelas andlises estatisticas

ARTIGO RECEBIDO: Agosto/2003
APROVADO: Dezembro/2004

REFERENCIAS

AL-QUARAWI, A. A., ABDEL-RAHMAN, H. A, EL-
MOUGY, S. A., EL-BELELY, M. S. Use of a new
computerized system for evaluation of spematozoal
motility and velocity characteristicsin relation to fertility
levelsindromedary bulls. Animal Reproduction Science,
Amsterdan, v.74, p.1-9, 2002.

ARRUDA, R. P. Avaliacéo dos efeitos de diluidores e
crioprotetor esparao esper matozoideegiiinopelousode
micr oscopia de epifluorescéncia, citometria de fluxo,
analisescomputadorizadasdamotilidade (CASA) eda
morfometria (ASMA). Sdo Paulo, SP, 2000. 121p. Tese
(Livre Docéncia) Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade S&o Paulo.

BOX, G.E. P, COX, D. R.Ananalysisof transformations.
Jour nal of theRoyal Satistical Society, v. 26, p.211-252,
1964.

CORTEEL, J. M. Production, storage and insemination of
goat sémen. In: MANAGEMENT OF REPRODUCTION
IN SHEEPAND GOATS SYMPOSIUM, Madison, 1977.
Proceedings... p.41-57.

COLEGIOBRASILEIRO DE REPRODUCAOANIMAL.
Exameandr olgico eavaliagdo de sémen animal, manual,
Belo Horizonte, 1998. 49p.

ESPESCHIT, C. J. B. Alternativas para controle da
estacionalidade reprodutiva de cabras leiteiras. In:
ENCONTRONACIONAL PARAODESENVOLVIMENTO
DA ESPECIE CAPRINA, 5., Botucatu, SP, 1. Anais... p.7-
R

FARRELL, P.B., PRESICCE ,G A., BROCKETT,C. C,,
FOOTE, R. H. Quantification of bull sperm characteristics
measured by computer-assisted sperm analysis (CASA)
and the relationship to fertility. Theriogenology, v.49,
p.871-879,1998.

FERRARI, S. Doistiposdediluidor esedoismétodosde
congelamento de sémen de caprinos (Capra hircus,
LINNANEUS, 1758). Séo Paulo, SP. 1993. 74 p. Dissertacéo
(Mestrado) Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo.

GREYLING, J. C., GROBBELLAAR, J. A. N. Seasona
variation in semen quality of Boer and Angora goats ram
using different collection techniques. Sul African Jour nal
Animal Science, v.13, n.4, p.250-252, 1983.

207



HARVEY, W. R. Least-squares analysis of data with
unequal subclass numbers. Washington: Agricutural
Research Service, United States Department of Agriculture,
1960. 157p.

HITTELL,R.C.,FREUND,R.J,, SPECTOR,P.C. SAS®
System for Linear M odels. 3. ed. Cary, NC: SASIngtitute,
1991. 239p.

IGUER-OUADA, M.,VERSTEGEN, J. P. Evaluation of the
“Hamilton-thorn computer-based automated system” for
dog semen analyses. Theriogenology, v.53, p.733-749,
200L

KOLIBIANAKIS, E. M., TARLATZIS,B.C.,BONTIS, J,
PAPADIMAS, J., SPANQCS, E., MANTALENAKIS, S.
Evaluation of Hamilton-thorn automated semen analysis
system. Archivesof Andrology, v.28, p.213-222, 1992.

NUNES, J. F. Fisiologia sexual do macho caprino. Sobral:
EMBRAPA, 1982. 41p. (Circular técnica, 5).

NUNES, J.F, CIRIACO,A. L. T., SUASSUNA, U. Producio
ereproducdodecaprinoseovinos. 2. ed. Fortaleza, Editora
GréficaLCR, 1997.

PEREZ, B., MATEOS, E. Effect of photoperiod on semen
production and quality in bucks of Verata and Malaguefia
breeds. Small Ruminant Resear ch, v.23, p23-28, 1996.

SASINSTITUTE. Suser’sguide: Satistcs. Version 6.10
edition. Cary, 1995. 295p.

TRALDI, A. S. Tépicos em reproducao einseminacao
artificial em caprinos; manual. Sdo Paulo, SP. 1994. 54p.

TULI, R. K., SCHMIDT-BAULAIN, R., HOLTZ, W.
Computer-assisted motility assessment of spermatozoa
from fresh and frozen-thawed semen of the bull, boar and
goat. Theriogenology, v.38, p.487-490, 1992.

TULI, R.K.,HOLTZ, W. Seminal characteristics of Boer
goat bucks as affected by months and seasons of the
year. In: CONFERENCE INTERNATIONAL ON GOATS,
New Delhi, India, 1992. Proceedings... p.311.

VERSTEGEN, J., IGUER-OUADA, M., ONCLIN, K.
Computer assisted semen analyzersin andrology research
and veterinary practice. Theriogenology, v.57, p149-179,
2002.

YEUNG C., COOPER, T. G, NIESCHLAG, E. A technique
for standardization and quality control of subjective sperm
motility assessmentsanalysis. Fertility and Serility, v.67,
n.6, p.1156-1158, 1997.

208



