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REVISAO SISTEMATICA SOBRE AVALIAGOES REPRODUTIVAS EM OVINOS

Michele da Rosa Scholant Simdes!

RESUMO: O presente trabalho teve como objetivo uma revisio sistemética das
metodologias de avaliagio reprodutiva dos ovinos.Tendo como objetivo a anilise de sémen
ovino, para observagio da motilidade e vigor nas amostras coletadas. Revisando as
metodologias do uso do eletro ejaculador na coleta de sémen ovino, visto que quando a
pratica estd inserida e associada com a teoria tem-se um aprendizado mais eficiente,
ressaltando a importincia da literatura aderida ao material pritico e a adaptabilidade com a

realidade.
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ABSTRACT: The present work had as objective a systematic revision of the
methodologies of reproductive evaluation of the sheep. Having as objective the analysis of
sheep semen, to observe the motility and vigor in the collected samples. Reviewing the
methodologies of the use of the electro ejaculator in the collection of ovine semen, since
when the practice is inserted and associated with the theory there is a more efficient
learning, emphasizing the importance of the literature adhered to the practical material

and the adaptability to reality.
Keywords: Management. Reproduction. Sheep farming.

INTRODUCAO

O ovinos domésticos (Owvis aries), uma das primeiras exploragdes animais feitas
pelo homem, h4 mais de 4.000 anos a.C., na Asia Central; e sua exploracdo é destinada a
producio de alimento, na forma de carne e leite, e de outros produtos, tais como 13 e pele.

Sabendo-se que a ovinocultura estd diminuindo consideravelmente no estado do
Rio Grande do Sul, com os dados obtidos pelo IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica), em 2006 havia um pouco menos de quatro milhdes de cabecas no estado,
enquanto que na década de setenta era uma pouco mais que 12 milhGes, enquanto as
lavouras, produgio de bovinos, caprinos, aves e suinos vem aumentando. Porém estd
ressurgindo aos poucos o interesse do consumo da carne ovina de qualidade, sendo uma
alternativa bastante importante para a atividade pecudria.

As biotecnologias sio necessdrias para organizar este mercado permitindo a
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utilizagdo racional do rebanho, orientando o produtor no manejo das matrizes na sua
propriedade até a aquisicio do reprodutor. Este trabalho visa descrever o aprendizado

destas tecnologias na 4rea de reproducio ovina.

REVISAO DE LITERATURA
FISIOLOGIA REPRODUTIVA DO MACHO

Segundo Mies Filho (1987), o aparelho genital do macho é composto por um parde
gdnadas masculinas (testiculos), vias espermaticas (tubos retos, rete testis, canais
eferentes, epididimo e canal deferente), glaindulas anexas (vesiculas seminais, préstata,
glandulas de Cowper ou Bulbos-uretrais e glindulas de Littre ou glindulas uretrais), érgdo
copulador (pénis ou verga), bolsa escrotal (pele ou escroto) e preptcio (camada de pele
que protege o pénis), conforme visualizado na figura um.

Aisen (2008) cita que cada ducto ou canal deferente, ao final de sua trajetéria
possui uma dilatacdo, denominado ampola, tendo como fun¢io reservatério espermatico.

De acordo com Aisen (2008), os testiculos tém dupla fungio que ¢
espermatogénese e esteroidogénese, onde as células responsaveis sdo as chamadas células
de Sertoli e Leydig respectivamente.

Conforme Hafez (2004), os testiculos sio compostos por células que secretam
horménios masculinos chamada de células de Leydig, que se situam entre os tdbulos
seminiferos e ainda possuem as células de Sertoli (células de sustentagio).

Para Aisen (2008), estas células de Sertoli encontram-se dentro dos ttbulos
seminiferos, possuem a funcio de sustentar as espermatogdnias e producdo de fluidos
para o transporte dos espermatozdides até a rete testis. Del Campo (1980) cita que as
células de Leydig produzem o horménio masculino chamado testosterona.

Aisen (2008), relata que o epididimo divide-se em cabeca, corpo e cauda, onde
nesta é feito o armazenamento das células maduras e naquelas é realizada a maturacio
dos espermatozdides. Os ductos deferentes transportam as células desde a cauda do
epididimo até a porcdo pélvica da uretra. Em conjunto, as glindulas anexas produzem
secrecdes que contribuem para formacio do plasma seminal.

Ainda o autor enfatiza que as vesiculas seminais secretam a maior parte do liquido

seminal. As glindulas bulbos-uretrais produzem um plasma rico em substincias que
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nutre o espermatozdide, mantém seu metabolismo, limpa a uretra e antes da ejaculagio,

lubrifica o pénis, sendo este o érgdo copulatério.

Figura 1 - Desenho esquemaitico do aparelho genital do macho
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ESPERMATOGENESE

Gonzélez (2006) cita que este fendmeno é um conjunto de transformagdes e
divisdes citolégicas que resulta na formacdo do espermatozéide. Afirmando também que
esta é interrompida durante o periodo de inatividade sexual, ou seja, fora da estacio
reprodutiva.

Os mais importantes eventos na espermatogénese sio as renovagdes de células
germinativas por mitose, redu¢io do nimero de cromossomos por meiose e a
transformag¢do de uma célula convencional em uma complexa estrutura mével

(espermatozéide), conforme Gonzélez (2006).

Para Mies Filho (1987) o processo de espermatogénese é constituido por um
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conjunto de transformagdes onde as células iniciais sio espermatogbnias seguidas de
espermatdcitos primdrios e secunddrios, espermétida e espermatozdide. Ainda este autor
cita que entre a fase de transformacio de espermatogdnias a espermétidas denomina-se
espermatocitogénese e entre as transformacdes de espermitidas até espermatozdides é
denominada espermiogénese.

O processo de espermatogénese se estabelece apds quatro etapas: fase de
multiplicagio, crescimento, maturacio e diferenciagio (MIES FILHO, 1987).

Para Hafez (2004) o processo de espermiogénese é dividido em quatro fases:
fase de Golgi, fase de Capuchio, fase de Acrossomo e fase de Maturacio.

Morfologia do Espermatozéide.

Mies Filho (1987) cita que as dimensdes do espermatozéide varia conforme
espécie, nos carneiros os valores aproximados em microns (u) é para cabega 8,2u; pega
intermediéria é 14y, cauda é 40 a 45y, totalizando 62 a 67u de comprimento.

De acordo com Hancock (1959) citado por Medeiros (2004) o espermatozéide é
uma célula hapléide dotada de movimento, responsivel por transportar o material
genético do macho e determinagio sexual.

E na cabeca do espermatozéide onde se encontra todo material genético do
individuo, cromossomos que sdo constituidos por 4cido desoxirribonucléico (DNA)(DEL
CAMPO, 1980).

Segundo Derivaux (1980) citado por Medeiros (2004) o espermatozéide é dividido
em cabeca, acrossomo e cauda, possiveis de serem visualizadas utilizando técnicas de
coloragdes.

Hafez (2004) cita que a cabega do espermatozéide é achatada de forma oval,
contendo no seu interior cromatina altamente condensada. O acrossomo é uma estrutura
que recobre a extremidade anterior do nicleo espermitico apresenta-se em forma de
dupla camada de membranas contendo enzimas hidroliticas envolvidas no processo de
fertilizagdo.

Ainda o autor cita que a cauda est4 dividida em colo, peca intermediéria, principal
e terminal. Estd assim dividido conforme estruturas que cada peca apresenta
distintamente, o colo que constitui o ponto de unido da cabeca com a cauda propriamente
dita do espermatozdide, formando uma depressio no citoplasma; a parte central da peca
intermediéria junto com o comprimento total da cauda forma o axonema.
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O axonema ¢é formado de nove pares de microtibulos situados ao redor de dois
filamentos centrais, sendo que estes estdo circundados por nove fibras grosseiras nesta
regiio e recobertos perifericamente por numerosas mitocdndrias (bainha mitocondrial);
a peca principal constitui centralmente do axonema e o conjunto de fibras grosseiras; e

finalmente a peca terminal contém apenas o axonema central recoberta pela membrana

plasmatica (plasmolema) (MIES FILHO, 1987).

ALTERACOES MORFOLOGICAS DO ESPERMATOZOIDE

Blom (1972) citado por Mies Filho (1987), descreve que a classificagio das
patologias esperméticas descritas por Rao (1971) em primérias e secundarias julgou sendo
mais conveniente uma classificagdo que tivesse por base i anatomia espermaitica, sendo
assim denominadas em defeitos maiores e menores.

Colas (1980) citado por Medeiros (2004) as alterages na morfologia do
espermatozdide podem comprometer seu poder fecundante, estas alteracGes podematingir
quaisquer estruturas como o acrossomo, cabega, peca intermediéria, cauda, podendo
atingir simultaneamente mais de uma estrutura. As respectivas alteracdes serdodescritas a

seguir:

AlteracGes acrossébmicas

Conforme Si et al (2002), citado por Medeiros (2004) esta estrutura precisa
encontrar-se normal, pois é parte essencial da fertilizagdo.

Aisen (2008) relata que o status do acrossomo é um dado importante de ser
analisado j4 que uma alteracio parcial ou total leva a uma incapacidade para fertilizar.

Segundo Blom (1950) citado por Medeiros (2004), o acrossomo destacado,
ocasionado por abstencio prolongada do macho reprodutor, existe uma relacdo entre
esta alteragio e taxa de fertilidade.

Blom (1950) citado por Mies Filho (1987) relata que a permanéncia de um grinulo
no acrossomo é uma anormalidade de cariter hereditario, sendo visualizado em lidmina
corada ou em microscépio de contraste de fase sob forma de um ponto na margem
anterior da cabeca do espermatozéide, este defeito pode levar a esterilidade absoluta
devido 4 incapacidade de realizar a reagdo do acrossomo. Mies Filho (1987) cita que outras
alteracdes do acrossomo sdo casos de espermatozdides apresentarem-se rugosos ou com
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contorno defeituoso na regido anterior do acrossomo.

Alteracdes da cabega

Segundo Derivaux (1980) citado por Medeiros (2004) os espermatozéides podem
apresentar diversos tipos de defeitos de cabeca, tais como cabegas pequenas, grandes,
globuliformes, lanciformes, piriformes e estreitas na base, indicando provavelmente uma
mé distribuicio do material genético durante a divisdo celular, j4 contorno anormal e

cabecas duplas sdo caracteristicas de mé qualidade do espermatozéide.

Alteracdes de peca intermediéria

Segundo Blom (1971) citado por Medeiros (2004) estas alteracdes ocorremdevido 4
maé distribuicio das camadas de mitocdndrias levando a peca intermediéria apresentar-se
de forma espiralada. A presenca de gota proximal deve-se também a esta distribuicdo

anormal que impedem a liberacdo da gota durante os processos de maturagio celular.

Alteracdes de cauda

Segundo Blom (1971) citado por Medeiros (2004) a cauda pode apresentardiversas
alteragdes, tais como, dobrada, enrolada na extremidade, gota citoplasmaética distal, sendo
relacionadas com disfun¢es do epididimo, podendo também aparecer formacdes
teratolégicas com duas ou mais caudas. O forte enrolamento presente nas caudas é devido

ao rompimento das fibrilas.

CICLO DO EPITELIO SEMINIFERO

Gonzélez (2006) relata que os ciclos do epitélio seminifero sdo associacdes
celulares que se repetem ao longo dos tibulos seminiferos durante a espermatogénese.
Estas associacdes sdo caracterizadas pela morfologia semelhante do grupo.

Hafez (2004) define o ciclo do epitélio seminifero como uma série de modificacdes
entre duas apari¢ées de associagio celular ou de estigios de desenvolvimento em
determinada regido do epitélio seminifero. Sendo wutilizada a terminologia de
espermiogénese para classificar os varios estdgios do ciclo.

Sufie (2007) enfatiza que em qualquer corte transversal do epitélio seminifero os
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vérios tipos celulares presentes formam associa¢Ses celulares bem definidas, sofrendo
modificagdes ciclicas. Estas combinagdes celulares ocorrem em determinados segmentos,
desta forma, ao confeccionar um corte histoldgico transversal do testiculo, visualiza-se
determinados elementos celulares, e no corte perpendicular aos tubulos seminiferos é
observado uma variedade celular maior.

Ainda o autor cita que existe dois tipos de classificagdo, o primeiro referente as
trocas morfolégicas das células e o segundo quanto ao desenvolvimento acrossémico
das espermitides. Estes estdgios representam modificacées que ocorrem naturalmente e
continuamente, com relagdo as modificagdes celulares, numa dada regido do tdbulo
seminifero.

Mies Filho (1987) enfatiza a duragdo do ciclo no carneiro é de 10,4 dias; j4 o
processo da espermatogénese pode ser estimada em aproximadamente 48 dias nesta
espécie.

Este ciclo é importante, pois é a garantia de liberacio constante de
espermatozdide, reduzindo competi¢do por horménios e metabdlitos usados em
determinado estdgio, facilitando a maturagdo do espermatozéide no epididimo através do

fluxo continuo destes, ocorrendo assim a garantia de um constante fluxo de fluido no

tabulo seminifero (SUNE, 2007).

PUBERDADE

De acordo com Gonzélez (2006) a puberdade compreende a época em que o macho
torna-se capaz de fertilizar uma fémea. Necessitando de um comportamento sexual que
permita a cépula e possuir niimero suficiente de espermatozdides fecundante. Hafez
(2004) relata que a puberdade tem inicio entre os seis e sete meses de idade do animal. A
puberdade sofre influéncia do ambiente fisico, raga dos progenitorese heterose. Porém, o
peso corpéreo esta ligado mais intimamente a esta caracteristica do que a prépria idade
deste individuo.

Galina e Valencia (2006) afirmam que o comeco da puberdade ocorre com o
crescimento testicular e a produgdo espermaitica. O inicio da espermatogénese varia entre
ragas, tendo inicio aos dois ou trés meses de idade, independente da época de nascimento.
Os primeiros espermatozdides a constituirem o ejaculado aparecem seis meses de idade e
com baixa qualidade, sendo que esta aumenta de forma progressiva com a idade.
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MATURACAO DO ESPERMATOZOIDE

Segundo Gonzélez (2006) os espermatozéides produzidos pelos mamiferos nio
tém capacidade de fertilizagio quando recém produzidos pelos testiculos, somente
adquirem esta quando passam pelo processo de maturagio espermitica na cauda do
epididimo quando comecam a se locomover com movimentos ativos e progressivos e
permanecer por um tempo no trato reprodutivo da fémea.

Para Galina e Valencia (2006) o processo de maturacdo termina com a capacitagdo
do espermatozéide no trato reprodutivo da fémea em cio.

De acordo com Hafez (2004) a capacitagio impede a ativagio prematura do
acrossomo até que o espermatozdéide chegue na regido do istmo no ttero.

O acrossomo ndo sofre modificagdes na sua estrutura durante a capacitagio do
espermatozdide sendo entdo a fase que antecede e prepara o espermatozdide para a reagdo
do acrossomo (GONZALEZ, 2006).

Localizada na parte superior da cabeca do espermatozdide o acrossomo possui
forma de capuz, apresentando pelo menos 20 enzimas, entre elas a hialuronidase,
acrosina, proteinase, entre outras. Estas enzimas s3o importantes para a passagem do
espermatozéide através das células que envolvem o ovécito (KOLB, 1980).

Gonzélez (2006) cita que quando o espermatozéide nio é vidvel, o acrossomo
autodigere-se constituindo uma reagio falsa do mesmo, devendo ser diferenciada da

reacdo verdadeira nos espermatozédides vivos.

SAZONALIDADE

Segundo Aisen (2008) a melatonina é o hormdnio responsivel pela sincronizacdo
do ritmo anual de reproducio.

De acordo com Pugh (2005) os carneiros sdo reprodutores sazonais, pois durantea
época do ano onde existe menos horas de luminosidade faz com que ocorra um aumento
na qualidade do esperma, no volume e na atividade sexual, levando a um acréscimo de
alguns centimetros no perimetro escrotal do mesmo.

Ainda o autor relata que a melatonina é secretada pela glindula pineal durante o
periodo foto negativo, ou seja, periodos com mais escuriddo. O aumento da produgio

deste hormoénio é determinado como o inicio da estagdo de monta.
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Segundo Galina e Valencia (2006), a melatonina é captada pela retina, onde o sinal
luminoso se transforma em sinal nervoso e depois chega para a glindula pineal, onde o
sinal nervoso é transformado em um sinal hormonal, possuindo niveis mais altosdurante
o periodo de escuridio e o mais baixo quando aumenta as horas de luz, a melatonina é
entdo, o ponto final do itineririo hormonal que determina a modificagdo do
pulsatilidade do GnRH (horménio liberador de gonadotrofina).

Para Del Campo (1980), além do foto periodo negativo para o inicio da estagdo
reprodutiva nos machos, estd relacionada também uma série de fatores como genético,

nutricional e clima.

EXAME ANDROLOGICO

COLEGIO BRASILEIRO DE REPRODUGAO ANIMAL - CBRA (1998) relata que este
exame tem como principio avaliar a aptidio reprodutiva de um macho indicado a selegio e
comercializacdo, avaliar o potencial pré-estacio de monta, diagnosticar infertilidade ou
sub-infertilidade, diagnosticar o inicio da puberdade, selecionar reprodutores para
criopreservagio de sémen, avaliando-se a satide geral, hereditdria e genital.

Ainda CBRA (1998) para realizar este exame é necessirio seguir uma ordem
minima de etapas, para se obter uma boa veracidade com os resultados obtidos deste.

Segundo Pugh (2005) o exame adequado consiste em uma avaliacdo do escroto e
testiculos, seguidos da avaliagdo do sémen, pois na rotina deste exame nio estd inclusaa
avaliacdo da libido do carneiro ou a sua capacidade fisica para realizar a cépula.

Ainda este autor relata que é necessirio combinar os achados da circunferéncia
escrotal, motilidade, vigor e porcentagem de espermatozdides normais, para prever sua
utilizagdo como reprodutor. Carneiros classificados como nio satisfatério apds sessenta
dias é necessério passar por um novo exame androlégico.

Ass etapas serdo descritas nos tépicos a seguir.

IDENTIFICACAO

De acordo com Aisen (2008), os animais destinados a realizar este exame precisam
ser identificados com brincos de ficil visualizacio.

CBRA (1998) descreve que sdo necessarias informacdes do
proprietario/propriedade, como nome, endereco, telefone para contato ou fax.
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Necessitam ser informado na ficha técnica do exame, nome do animal, tatuagem, niimero

de registro, data de nascimento, raca, peso e filiagio.

EXAME DOS ORGAOS EXTERNOS

Pugh (2005) cita que se deve palpar o escroto para garantir a presenga dos dois
testiculos e neste momento avaliar a consisténcia e tamanho de ambos, sendo fisiolégico
apresentar-se firmes e de tamanhos iguais. Qualquer tumefa¢io localizadaou presenca de
dreas endurecidas deve ser observada e feitas os devidos apontamentos na ficha de campo
deste exame.

Ainda o autor destaca a necessidade de quantificar a circunferéncia escrotal, tal
procedimento deve ser feito com seguintes passos: tracionar ambos os testiculos
ventralmente e medir seu maior didmetro com auxilio de uma fita métrica.

Segundo Pugh (2005) a cabeca e a cauda do epididimo necessitam ser palpados,
pesquisando possiveis alteracGes neste 6rgio, como tumefacSes, dor ou sinais de
inflamagdes, assim como examinar o corddo espermaitico, investigando deformidades no
plexo vascular e ductos deferentes.

Ainda de acordo com este autor, a circunferéncia minima para carneiros jovens é
de 30 centimetros (cm), que pesem acima de 68 quilogramas (kg), 33cm para carneiros
com 12 a 18 meses, 36cm para carneiros que pesem acima de 110kg, conforme especificado
na tabela 1. A circunferéncia escrotal pode ter variagdes conforme a época do ano, pois
fora da estacdo reprodutiva é de se esperar medidas testiculares menores (0,5 a 1,5cm

menor).

Tabela 1 — Circunferéncia escrotal de carneiros antes da estacio de monta

8 a 14 meses Acima de 14 meses de idade

Tamanho Classificagio Tamanho Classificagio
Menor que 28cm Questionavel Menor que 32cm Questionavel

28 a 36cm Satisfatério 32 a 40ocm Satisfatério
Maior que 36cm Excepcional Maior que 4ocm Excepcional

Fonte: adaptado de Yarney T. A et al, citado por Pugh (2005).
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METODOS DE COLETA DE SEMEN

Existem dois métodos para coleta de sémen em carneiros: eletroejaculagio (EE)e
vagina artificial (VA) (HAFEZ, 2004).
Para CBRA (1998) deve ser documentado o método de coleta utilizado no laudo do

exame androlégico.

VAGINA ARTIFICIAL

Aisen (2008) descreve que para realizar este método de coleta é indispensivel a
presenca de uma fémea devidamente contida, podendo ser conten¢io manual ou com
utilizagio de troncos adequados para este fim.

FUNDAGAO BRADESCO (2006), considera o método que mais se aproxima da
monta natural, pois faz com que o carneiro realize a cépula em um aparelho adaptadode
maneira que a ejaculacdo se proceda dentro deste.

Hafez (2004) cita que para coleta de sémen utilizando este procedimento precisa-
se de manequins, como uma fémea estimuladora, outro macho ou macho castrado.

Ainda Hafez (2004) a vagina artificial é um tubo que pode medir de 20 a 25cm de
comprimento (modelo classico), e cinco a sete centimetros de didmetro e umamucosa de
borracha que necessita de lubrificagio no momento da coleta e uma temperatura entre 42
a 46 graus Celsius (2C) (Figura 2).

Mies Filho (1987) descreve diversos modelos de vagina artificial, citando o
modelo curto (Mies Filho, 1962) que possui vantagens sobre outros modelos por este
depositar o sémen diretamente ao tubo coletor, sendo de ficil manipula¢do, nio necessita
lubrificacdo, de pronta recuperacio e acompanhamento de toda a mecénica do coito
(Figura 2). Qualquer modelo de vagina artificial a ser utilizado requer carneiros que
saltem sobre as ovelhas previamente contidas para este propésito (DEL CAMPO, 1980).

Para realizar a operacio de coleta com o uso da VA é necessirio seguir os
seguintes passos: assegurar o instrumento com a mio direita e com a esquerda desviar
ligeiramente o prepticio para que ocorra a penetragio do pénis no aparelho, ocorrendo
assim a imediata ejaculagdo, em muitos casos a pressio exercida pela vagina constitui- se
no dnico estimulo para tal, conforme visualizado na figura trés (MIES FILHO, 1987).

De acordo com Mies Filho (1987), nio é aconselh4vel deixar rugas na mucosado
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tubo coletor, assim como, evitar o excesso de lubrificante, pois podera juntar-se ao sémen
e também nio utilizar os que apresentarem formulacdo desinfetante, evitar que contenha
dgua no trajeto do tubo onde o sémen passara, controlar a temperatura da 4gua dentro do
tubo para que nio ultrapasse os limites deste no momento da cépula, manipular o pénis
em direcio a VA somente através do preptcio, evitando assimqualquer les3o, e realizar
limpeza no prepticio antes da coleta se faz necessirio para evitar o deslocamento de
sujidades neste momento.

FUNDAGCAO BRADESCO (2006), salienta que é necessirio proteger o tubo

coletor para evitar o contato da luz solar com o sémen ejaculado.

Figura 2 - Modelos de vaginas artificiais

Fonte fig B: www.walmur.com.br

ELETROEJACULADOR

Del Campo (1980) cita que foi um veterindrio australiano Gunn (1936) que
aprimorou o método ao excitar o centro de ejaculagio localizada na medula espinhal na
altura da quarta vértebra lombar.

Mies Filho (1987), descreve que o animal pode ejacular com ou sem eregio,
dependendo do alcance dos estimulos produzidos. A excitagio mais posterior (regido
lombo sacra) resulta em uma resposta da eregio ocorrendo também a expulsio das
secrecdes das glindulas acessérias, j4 excitacdes mais anteriores (regiio lombar)
produzem um efeito mais acentuado da ejaculacdo. As variagdes do ejaculado com este
método podem fornecer falsos resultados, uma vez que um animal fértil pode passar

como infértil no exame com EE e o mesmo animal sendo coletado com VA, avaliado
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como apto a reprodugio naquele momento.

Hafez (2004) a coleta por eletroejaculador é realizada através de uma sonda
elétrica bipolar introduzida no reto do animal. Um estimulo elétrico de baixa voltagem é
aplicado por dois a quatro segundos, seguidos de intervalos de 10 a 20 segundos até a
ejaculacdo. O volume e a concentragio do ejaculado por este método é varidvel. Pode ser
encontrada presenca de urina no coletado, além de ser um método estressante para o
carneiro. Segundo Aisen (2008), o estimulador elétrico, via retal, é alimentado mediante
corrente de 220volts com transformador redutor e alguns modelos possuem também
bateria 12 volts ou um dinamo.

Ainda Aisen (2008), relata a metodologia do EE, onde primeiramente é feita a
contengio do carneiro, em estacio ou decubito lateral, introducdo do eletrodo via retal,
com devido cuidado, apés realizar inicialmente trés pulsos curtos de dois a trés segundos
de duragio cada, com cinco segundos de intervalo, depois aplicar de um a trésestimulos
mais prolongados com duracdo de cinco a dez segundos, para estimular a ejaculagio,

recolhendo o sémen no tubo coletor.

EXAME DE SEMEN

Para adequada avaliagio do sémen é necessdria a avaliacio da motilidade e da

morfologia (PUGH, 2005).

EXAME IMEDIATO

Segundo CBRA (1998), existem caracteristicas fisicas do ejaculado que devem ser
observadas e anotadas na ficha, determinando assim o exame imediato. Caracteristicas
como volume, aspecto, turbilhio (movimento de massa), motilidade, vigor, devem ser
examinados imediatamente apds a coleta.

Aisen (2008) cita como pontos importantes, a cor e volume. A cor do ejaculado do
carneiro é branco cremoso fisiologicamente, devendo ser descartadas amostras que
possuirem coloragdo branco-rosado ou acinzentado, o que indica a existéncia de sangue ou
algum tipo de infec¢do no aparelho reprodutor. O volume médio é de um mililitro a cada
ejaculado, com variacdes entre racas, idade, estado geral do macho e habilidade do

operador.

Para a FUNDACAO BRADESCO (2006) o sémen de carneiros apresenta as
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seguintes caracteristicas fisiolégicas:

—  Volume: com variagdo de o,5 a 2,0oml (figura 4);

—  Cor: apresenta-se fisiologicamente branco-pérola ou marfim

(figura 4). Podendo apresentar-se esverdeado quando misturado
com pus, avermelhado quando o sangue estiver presente ou

amarelado em presenca de urina;

—  Aspecto: avaliagdo visual, determinacio de sua aparéncia

(cremoso, leitoso, opalescente e aquoso) tem relacio a

concentragio de espermatozdides, e;

—  Movimento dos flocos: macroscopicamente determina-se

como ativo, médio, lento ou imével, conforme figura quatro.

CBRA (1998) é necessario possuir um microscépio de campo para visualizar a

motilidade logo apés a coleta, onde se coloca uma gota de sémen sobre uma limina

previamente aquecida a 372C e sobrepor uma laminula para verificar o mesmo em

objetiva de 10 a 20x, utilizando uma escala de porcentagem, conforme a propor¢io de

motilidade dos espermatozéides. Neste mesmo momento avalia-se o vigor, sendo

subjetiva esta avaliagdo, utilizando uma escala de o a 5, onde se observa a intensidade do

deslocamento da massa.

Figura 4 - Avaliacdo do ejaculado logo apés a coleta

Exame Mediato
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COMPOEM O EXAME MEDIATO:
a) Concentragdo Espermitica

Aisen (2008) a concentragio de espermatozdides por ejaculado pode ser
determinada por meio de contagem em microscépio através do hemocitémetro (cimara
de Neubauer) ou pode verificar-se junto ao exame imediato através do turbilhonamento
estimando esta concentracio.

Hafez (2004) comenta que para determinar a concentragdo existem outros
métodos, tais como, calorimetro ou espectrofotémetro.

Ainda o autor cita que a contagem de células com a cimara de Neubauer é um
método demorado, porém muito acurado.

Segundo Mies Filho (1987), para determinar a concentracdo de espermatozéides
por ejaculado, deve-se colocar 20 milimetros ctibicos (mm3) de sémen diluidos em quatro
mililitros (ml) de solucdo formol salina tamponado, ocasionando uma diluicdo de 1:200
por amostra.

Conforme Egon e Moraes (2005) o uso do diluente formol salina tamponado seria
para estudos posteriores de concentracio e morfologia, podendo ser conservadopor até
dois anos em temperatura ambiente, pois mata os espermatozdides sem alterar suas
estruturas.

De acordo com CBRA (1998) para realizar a contagem em cimara de Neubaueré
necessério seguir os seguintes procedimentos: o sémen deve estar previamente diluido em
formol salina tamponado ou citrato de sédio formolado, homogeneizar corretamente a
amostra diluida antes de retirar parte para o preenchimento da cAmara com auxilio de um
tubo capilar, para esta etapa deve-se depositar o preparado sob a laminula até completar
toda superficie e logo preencher o outro lado. Apds espera-se cinco minutos para as
células ficarem em repouso no fundo da cidmara.

Conforme Egon e Moraes (2005) a cdmara de Neubauer possui um total de 25
quadrados de 0,04 milimetro quadrado (mm2) sendo considerados grandes, e 400
quadrados de 0,0025mm? sendo considerados pequenos, dentro de cada grande existem 16
pequenos e aqueles estdo separados entre si por linhas triplas.

Segundo CBRA (1998), para realizar a contagem utiliza-se microscépio de campo

claro, com objetiva de 10x e 40x contando pelo menos cinco quadrados grandes, ou seja,
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sobre um total de 10/25mm?2 de 4rea, em cada lado da cAmara. A porcentagem acima de 10
por cento (%) de diferenca entre os lados é indicativa de falha na homogeneizagio ou
preenchimento inadequado.

Ainda o autor cita que a concentra¢io espermatica sofre variacdes devido a fatores
extrinsecos como o método de coleta, freqiiéncia de atividade do reprodutor,
condicionamento fisico do mesmo e fatores intrinsecos como idade, estado, higidez dos
testiculos e seu tamanho. A férmula utilizada para determinar a concentragio é feita a
partir da divisio do ntimero de espermatozéides contados com fator de diluigo (1:200),
nimero de quadrados grandes contados, dividido por niimero total de quadrados grandes

e altura da cAmara (1/10).

b) Morfologia espermaitica

CBRA (1998), cita que os métodos mais utilizados para a confec¢io das liminas
para avaliar a morfologia espermética é a ldimina corada e cAmara dmida (com auxilio
de microscopia em contraste de fase). Para confeccionar a limina corada é necessario
fazer um esfregaco utilizando uma gota do sémen sobre aquela previamente aquecida a 1757
37°C e apéds realizar uma coloragdo no laboratério, por exemplo, utilizando o corante
eosina-nigrosina.

Ainda CBRA (1998) descreve que a confecgdo da cimara tmida ocorre apés
depésito de gotas do ejaculado, quantas necessirias para obter um aspecto leitoso nesta
solucdo com formol salina tamponado. Previamente a confec¢io da ldmina, homogeneiza-
se a solucdo para utilizar uma gota sobre a ldmina limpa e seca, apds cobre-se com uma
laminula e delicadamente pressiona-se este conjunto com auxilio de um papel filtro, para
retirar o excesso de liquido, podendo também fixar a laminula com esmalte cosmético
possibilitando assim uma maior durabilidade da mesma.

De acordo com Pugh (2005) o examinador deve contar no minimo cem
espermatozdides por limina, para assim determinar a porcentagem de espermatozdides
normais. Os defeitos mais encontrados sio denominados como primérios, que se referem
a patologias espermaiticas na cabeca e por¢io média e secundérios atribuidos a defeitos
de cauda.

CBRA (1998) descreve os padrdes desejéveis para carneiros de monta natural é de
70% para motilidade progressiva, trés de vigor, 30 de turbilhio e 2006 total de
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espermatozodides anormais. J4 para sémen congelado ovino os valores fora do padrio sio:
o volume da dose inferior a 0,15ml, motilidade progressiva menor que 30%, vigor inferior
a trés, defeitos totais de espermatozéide maior que 209%, defeitos maiores acimade 10% e
concentragio espermitica menor que quarenta milhdes por dose.

Segundo Aisen (2008), relata que as anormalidades esperméticas podem ser
classificadas em primdarias, onde as alteracdes originam-se durante o processo de
espermatogénese, secundérias, cuja alteracio ocorrem no decorrer da passagem do
espermatozdide pelo epididimo e tercidrias, nesta classe estdo incluidas as alteracSes que

o espermatozdide sofre apés o ejaculado ou durante a manipulagio do mesmo.

ANALISE DE SEMEN CONGELADO DE CARNEIROS

Colas et al (1982) apud Mies Filho (1987), o sémen congelado dos carneiros
possuem indices de conservagido da fertilidade 58,806 para periodos até 18 meses e 59,4%
entre sete a oito anos.

Para Moraes (2002) o procedimento da coleta, embalagem e o processo de
congelamento precisam ser realizados seguindo minuciosamente as técnicas destes
processos, pois podem comprometer a integridade do espermatozéide o que resulta numa
taxa de fertilidade varidvel entre o a 400% quando utilizado as técnicas de inseminagido
cervicais.

Fiser et al (1991) citado por Bag (2002) relata que a manutencio da motilidade mais
alta do sémen, durante o processo de congelamento, reflete uma maior probabilidade da
sobrevivéncia deles dentro da 4rea genital feminina apés o descongelamento. Ainda os
autores enfatizam que anélises realizadas ap4s o descongelamento sio iguais ao de sémen
fresco j4 citado anteriormente, o que muda sio os resultados esperados apds o
descongelamento.

Aisen (2008) comenta que o processo de congelamento de sémen afeta a
motilidade e rompe as membranas dos espermatozéides.

Salamon e Maxwell (1995) citado por Bag (2002) cita que os espermatozéides dos
carneiros sio sensiveis as mudancas de temperatura extrema durante processos frios
alterando a integridade de suas membranas.

Matiner et al (1969) apud Mies Filho (1987) comentam que o sémen congelado, no
trato reprodutivo da ovelha, sofre uma redu¢io em torno de quatro vezes sobre o niimero
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total de espermatozédides.

DUPLA COLORAGCAO COM AZUL DE TRIPAN E GIEMSA

Segundo Didion (1989) o procedimento de coloragio simultinea tem comoobjetivo
detectar espermatozdides vidveis e o status do acrossomo utilizando o Azul de Tripan
para sinalizar os espermatozéides vivos e mortos e o corante Giemsa detecta a presenga
ou auséncia do acrossomo, esta dupla coloragio permite a diferenciagio das reacdes
verdadeira e falsa do acrossomo.

De acordo com Hafez (2004) a técnica de dupla coloracdo tem como finalidade
detectar a viabilidade e a integridade do acrossomo.

Conforme Didion (1989), os espermatozéides que ndo apresentam alteragdo
permanecem incolores e aqueles com alteragio na regido postacrossoma apresentam-se
corados de azul. A dupla coloracio é uma técnica 1til tanto para a viabilidade do esperma
como para o status acrossomal aplicado rotineiramente em laboratério.

A técnica de dupla coloragdo descrita por Didion (1989) é feita adicionando o,1ml
de sémen em um mililitro de meio de fertilizagio, apds remover duzentos
microlitros (ul) da suspensdo lavada, logo adicionar junto ao pellet o,2ml de Azul de
Tripan a dois por cento. Neste momento os tubos devem ser incubados por 10 minutos
em banho-maria. Depois da incubagio os espermatozéides sio diluidos em dois a trés
mililitros do meio de fertilizagdo e centrifugado (700 giros por 6min), entdo o
sobrenadante é dispensado e adicionado ao pellets dois a trés mililitros de albumina livre
de fecundacio e centrifugado como anteriormente. Esta etapa é repetida até que a
suspensio estiver azul claro, duas lavagens poderio ser suficientes, de acordo com Didion
(1989).

Ainda este autor relata que nesta técnica precisa-se retirar 10 a 20ul da suspensio
para fazer o esfregaco para a coloragio, necessitando ser secadas a 40°C aoar livre
(cérrego de ar). Sé entio, ser coradas durante 35-40 minutos em solugio de Giemsa 10%
com 4gua destilada. Apds estas liminas sdo enxaguadas em 4gua corrente destilada e
postas para secar.

Os resultados encontrados neste trabalho foram os seguintes: que o Giemsa tem
habilidade de detectar espermatozéide com ou sem a presenga de acrossomo e o Azul de
Tripan tem habilidade de detectar vivos e mortos. A porcentagem de espermatozdides
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vivos sem acrossomo nos carneiros aumentou significativamente apds quinze minutos, se

mantendo até os sessenta minutos (DIDION, 1989).

DISCUSSAO

O exame androlégico envolve uma série de técnicas desde a avaliagio dosérgios
externos, coleta de sémen até as avaliacdes laboratoriais do mesmo. O exame se divide
em duas etapas: o exame imediato, concordando com FUNDACAO BRADESCO
(2006), deve ser avaliado as caracteristicas fisiolégicas da espécie ovina e o mediato que é
composto por andlises microscépicas do sémen coletado.

Avaliava-se os testiculos e epididimos, observando simetria, consisténcia e
circunferéncia escrotal. Concordando com o Pugh (2005) quando afirma que a simetria
escrotal deve existir, assim como mobilidade testicular e consisténcia firme do mesmo.
Ainda concordando com o autor sobre a importincia de palpar a cabeca e cauda do
epididimo para descartar possiveis alteracdes.

Concordando com o Pugh (2005) quando este relata a importincia de examinar o
carneiro sentado para verificar o apéndice vermiforme e sua integridade; neste momento
podem-se também examinar os testiculos. Aisen (2008) relata que no exame imediato ¢é
importante avaliar a coloragdo do ejaculado e o volume. J4 CBRA (1998) concorda com
Aisen (2008) e acrescenta o aspecto, movimentac¢io de massa, motilidade e vigor.

Para Del Campo (1980) o volume do ejaculado de um carneiro varia de 0,8 a 1,o0ml
discordando da FUNDAGAO BRADESCO (2006) e Hafez (2004) que relatam a
variagdo é de 0,5 a 2,0ml por ejaculado. Porém estas variagdes podem ocorrer conforme
época do ano, ragas, idade e estado nutricional de cada individuo.

O movimento em massa é um dado subjetivo da concentracdo espermitica e tem
um valor importante no exame imediato concordando com Del Campo (1980), que
salienta esta avaliagdo e acrescenta a intensidade da mobilidade, da concentracio e
porcentagem de espermatozdides vivos. Apds a coleta as amostras sio levadas para
analises laboratoriais concordando com CBRA (1998) quando cita concentragdo
espermaitica e morfologia dos espermatozdides como principais exames mediatos.

O exame de concentragdo espermética nem sempre se faz necessirio, concordando
com Del Campo (1980) que relata que ejaculados provindos de meios como o
eletroejaculador nio retrata com precisdo esta caracteristica, pois aumenta o volume do
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ejaculado porém com uma queda na concentragio espermaitica.

Para Pugh (2005) existe uma relacio entre concentra¢io em um mililitro e a
coloracio do ejaculado, subjetivamente nebulosa, leitosa, cremosa suave, cremosa e
cremosa espessa, caracterizam-se respectivamente 700x10°, 2.000x10°, 3.000x10°, 4.000x10°,
5.000x10° em um mililitro quando realizado a contagem objetiva na cAmara de Neubauer,
concordando com Mies Filho (1987) onde afirma que os valores variam dois a cinco
bilhSes em um mililitro do sémen ejaculado.

Para verificagdo da morfologia espermaitica foi realizado durante o estigio
curricular & confec¢do de ldminas coradas ou por contraste de fase. CBRA (1998) concorda
com Mies Filho (1987) quando este cita que o espermiograma pode ser obtido com a
utilizagio de coloragdes apropriadas e microscopia de contraste de fase.

CBRA (1998) discorda de Pugh (2005) quando este relata que se deve contar pelo
menos 100 células, e considera-se um reprodutor satisfatério com porcentagem de células
normais no minimo 509%. Pois para CBRA (1998) as caracteristicas seminais sdo trés
bilhGes de espermatozédide por ejaculado, 750 de motilidade progressiva, gooo de
espermatozdides normais e nio ultrapassando 20% de anormalidades morfolégicas.

Pugh (2005) afirma que carneiros classificados como nio satisfatérios apdssessenta
dias é necessario passar por um novo exame androlégico, concordando com CBRA (1998)
que enfatiza a importincia de realizar um novo exame androldégico apds sessenta dias na
maioria das espécies.

Para FUNDACAO BRADESCO (2006) existem dois métodos para coletar
sémen nos carneiros, sdo eles: vagina artificial e eletroejaculador, concordando com Del
Campo (1980).

Mies Filho (1987), enfatiza a coleta utilizando vagina artificial, que é feita de
maneira que o animal realize a cépula no aparelho especifico ao ser desviado da vagina de
um manequim ou de uma ovelha devidamente contida, concordando com Del Campo
(1980).

Concorda-se com Aisen (2008) quando este relata a importincia de realizar um
treinamento com vagina artificial, pois os animais necessitam reconhecer a fémea e os
operadores como elementos idénticos chegando duas a quatro sessdes semanais, duranteo
aprendizado.

Mies Filho (1987) descreve que em alguns casos a pressio exercida pela vagina
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artificial é suficiente para o carneiro ejacular dispensando o calor, discordando em parte
com Del Campo (1980) pelo fato de nio existir calor, porém o mesmo autor concorda com
Aisen (2008) sobre a temperatura no interior da vagina, 40°C a 44°C.

FUNDACAO BRADESCO (2006) concorda com Mies Filho (1987) quando
aquele relata a importincia do eletroejaculador, pois pode ser utilizada em animais
incapacitados para monta ou em coletas de sémen em reprodutores que nio sejam
condicionados a vagina artificial no exame androlégico.

As anilises realizadas para verificar a qualidade do sémen congelado, no decorrer
do estdgio curricular, foram semelhantes para o sémen fresco, motilidade, vigor,
concentragio e morfologia espermitica. Sendo considerado para Moraes et al (2007)
concordando com CBRA (1998) como padrio seminal desejivel, amostras que contenham
no minimo 40 milhdes de espermatozdides com motilidade progressiva, ou seja,
motilidade acima de 309%, com vigor acima de trés (com escala de zero a cinco), e
aceitdvel até 2000 de anormalidades espermaticas.

Aisen (2008) cita que um fator importante para recuperagdo espermitica é o
processo de mudanga do estado sélido para o liquido, fazendo que a célula fique expostaa
lesdes, concordando com Galina e Valencia (2006), onde citam que os acrossomos,nos
espermatozdides dos carneiros, sdo sensiveis ao processo de descongelamento.

Moraes et al (2007), utilizaram a técnica de dupla coloragdo descrita por Didion et
al (1989) em uma de suas pesquisas. O procedimento é reliazado para analisar sémen
congelado de carneiros, concordando com a técnica descrita por Didion (1989) e citada por
Hafez (2004) que relata os achados apés as liminas preparadas; sio eles: morto com
acrossomo intacto, morto sem a presenca do acrossomo, vivo com acrossomo intacto e
vivo apds a reagdo acrossomal.

O meio utilizado para a realizag¢do da incubagio foi o Dulbecco Mem discordando
de Didion (1989) que descreve que para esta etapa é utilizado meio com albumina livre
fecundacdo. A diferenca no tempo de centrifugacio entre a técnica descrita por Didion
(1989)que aplicou 700 giros em seis minutos e a realizada no decorrer do estdgio, 734 giros
por cinco minutos, foi devido a diferenca existente na forca da rotagdo para se aproximar
mais a técnica descrita por este autor.

Mies Filho (1987) cita a importincia do acrossomo intacto, concordando com
Aisen (2008) quando descreve que o status do acrossomo é um dos dados importantes para
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determinacio na morfologia espermitica, pois um dano parcial ou total leva a
incapacidade de fertilizar.

Gonzalez (2006) concorda com Didion (1989) quando cita que a falsa reagio do
acrossomo ocorre em espermatozdides mortos e a verdadeira em espermatozéides vivos

pelo processo natural de capacitacdo e reagio espermitica.

CONCLUSAO

Revisar as metodologias de avaliagdes reprodutivas nos ovinos, bem como
conhecer as biotecnologias para acrescentar a producio se faz necessiro, j4 que a
reprodugio é um dos pilares para obter éxito dentro de uma propriedade rural.

Os avangos nos sistemas de criacio dos ovinos estio cada vez mais constates
fazendo com que o agronegécio busque com freqiiéncia os meios descritos neste trabalho

para tornar-se um meio rentdvel na ovinocultura.
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