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Resumo

Algumas espécies animais apresentam sazonalidade reprodutiva regulada, principalmente, pelo
fotoperiodo diario, podendo ser modulada pelo clima e alimentagdo. Essa caracteristica
fisiologica é bem destacada e conhecida nas fémeas, onde acontece um periodo de estagdo
reprodutiva e outro de anestro. No entanto, nos machos de espécies sazonais, as variagdes
reprodutivas ndo sdo consideradas suficientes para impedir a reproducdo ao longo do ano,
porém deve-se considerar tais alteracbes em algumas praticas zootécnicas e tomadas de
decisdes. O objetivo com essa revisdo € abordar a influéncia do fotoperiodo sobre a reprodugéo
dos machos caprinos e ovinos, e também, possiveis agdes da melatonina na conservagao
espermatica de forma direta e indireta.

Palavras-chave: Gonadotrofinas; Melatonina; Ritmo circadiano; Sazonalidade; Testosterona.

Abstract

Some animal species exhibit reproductive seasonality regulated mainly by the daily
photoperiod, may be modulated by climate and food. This physiological characteristic is well
known and prominent in females, where happens a period of breeding season and other anestrus.
However, in males of species seasonal the reproductive variations are not considered sufficient
to prevent reproduction throughout the year, but must consider such changes in some husbandry

practices and decision making. The aim of this review is to evaluate the influence of
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photoperiod on reproduction of male goats and sheep, and also, possible actions of melatonin
on sperm conservation directly and indirectly.

Key-words: Circadian rhythm; Gonadotropins; Melatonin; Seasonality; Testosterone.

Resumen

Algunas especies animales presentan estacionalidad reproductiva regulada principalmente por
el fotoperiodo diario, que puede ser modulado por el climay la alimentacion. Esta caracteristica
fisioldgica es bien destacada y conocida en las hembras, donde hay un periodo de época
reproductivay otro de anestro. Sin embargo, en machos de especies estacionales, las variaciones
reproductivas no se consideran suficientes para evitar la reproduccién a lo largo del afio, sin
embargo, dichos cambios deben ser considerados en algunas practicas zootécnicas y toma de
decisiones. El proposito de esta revision es abordar la influencia del fotoperiodo en la
reproduccion de machos cabrios y ovinos, y también, las posibles acciones de la melatonina en
la conservacion de los espermatozoides directa e indirectamente.

Palabras clave: Gonadotropinas; Melatonina; Ritmo circadiano; Estacionalidad; Testosterona.

1. Introducéo

As espécies que apresentam um ciclo reprodutivo sazonal desenvolveram alternativas
fisiologicas que permitem manifestar os periodos aptos a reprodu¢gdo em momentos do ano que
permitirdo o nascimento de suas crias em épocas com melhor disponibilidade de alimento e
temperatura (Goldman, 2001; Smith, 2012). Assim, o periodo gestacional e algumas variacdes
ambientais, como o periodo de chuvas, levam alguns animais alterarem sua fisiologia,
refletindo, principalmente, na gametogénese e manifestagdo de comportamentos reprodutivos.

Muitos trabalhos ja foram realizados para analisar 0 comportamento reprodutivo sazonal
de algumas espécies, principalmente nos animais de producdo (Nagy, et al., 2000; Rosa &
Bryant, 2003; Abecia, et al., 2012). Este fendmeno ocorre, principalmente, pelo fotoperiodo e
alteracOes da duracdo do dia, e pode ser regulado por diversos fatores, tais como temperatura,
nutricdo, contato com o outro sexo, tempo e duracdo do parto e da lactagdo (Rosa & Bryant,
2003).

O principal horménio que regula a sazonalidade na reproducdo dos mamiferos é a
melatonina, porém os seus mecanismos de acdo na fisiologia reprodutiva ainda ndo estdo
totalmente esclarecidos (Malpaux, et al., 2001; Clarke, et al., 2009). Sabe-se, no entanto, que a

sua sintese € maior durante os periodos de escuro, e assim, naqueles dias do ano onde o
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fotoperiodo € decrescente, ou seja, o periodo de luminosidade durante o dia € menor, ocorre
maior sintese e liberagdo deste hormonio na corrente sanguinea pela glandula pineal (Malpaux,
2006). Além disso, alguns trabalhos ja mostraram a sintese desse hormoénio em varios outros
orgaos, inclusive naqueles relacionados a reproducdo, como os ovarios (Itoh, et al., 1999; Tosini
& Fukuhara, 2002).

Essa regulacéo reprodutiva que a melatonina faz no organismo depende da concentragéo
na corrente sanguinea e varia entre as espécies sazonais. Aquelas consideradas de “dias curtos”,
como 0s pequenos ruminantes e bafalos, apresentam sua estacdo reprodutiva no final do veré&o,
outono e inverno, quando o periodo de escuro durante o dia € maior que o de luz, e assim, ocorre
maior sintese de melatonina (Abecia, et al., 2012). J& os equinos, apresentam sua estacdo
reprodutiva durante a primavera e verao, quando a luminosidade é maior, e ocorre menor sintese
de melatonina, sendo chamados de reprodutores de “dias longos™ (Nagy, et al., 2000).

Durante a estacdo reprodutiva, a melatonina pode realizar suas a¢des regulatérias na
reproducdo, principalmente, de duas formas. A via principal é pela inducdo de uma maior
liberacdo do hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH) pelo hipotdlamo, e,
consequentemente, dos hormdnios foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH) pela
adenohipofise. Tanto o FSH quanto o LH, sdo responsaveis pelo desenvolvimento, ativagdo e
estimulo das gbnadas, que produzem os horménios sexuais e desenvolvimento dos gametas
(Malpaux, et al., 2001; Clarke, et al., 2009). No entanto, a melatonina pode agir também
diretamente sobre os testiculos (Li, et al., 1998), os espermatozoides (Casao, et al., 2012) e
plasma seminal (Casao, et al., 2010b), utilizando ou ndo seus receptores de membrana, para
auxiliar na melhor conservacdo e qualidade espermatica.

Assim, tem-se como objetivo por meio desta revisdo mostrar a influéncia do fotoperiodo
sobre a reprodugdo dos machos caprinos e ovinos, e também, possiveis agdes da melatonina na

conservacao espermatica de forma direta e indireta.

2. Metodologia

Este trabalho é uma revisdo da literatura voltada para o aspecto qualitativo (Pereira, et
al., 2018), ap6s a busca em base de dados cientificas (Scientific Electronic Library Online -
SciELO, Periddico Capes, PubMed e Google Scholar) e livros. As palavras-chaves foram
pesquisadas individualmente ou combinadas em portugués e inglés, e apds a leitura dos resumos
e introducbes foram selecionados os materiais que tinham como base o objetivo desta revisao

apos leitura.
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3. Revisdo de Literatura

Os estudos relacionados a sazonalidade reprodutiva em machos sdo essenciais para o
manejo e eficiéncia zootécnica da producdo a campo. Ao se conhecer 0 processo reprodutivo
sazonal de uma determinada espécie, pode-se fazer a correta escolha do reprodutor para estacao
de monta de um rebanho, além de identificar as melhores técnicas e periodos para a coleta e
criopreservacdo do sémen utilizado nas biotecnologias reprodutivas. Portanto, ao se
compreender as variaveis reprodutivas dos animais sazonais podem ser criadas alternativas para
diminuir ou eliminar os periodos de montas restritas, e aumentar a producdo de produtos de
origem animal/ano.

As caracteristicas sazonais de reproducdo se expressam com maior intensidade naqueles
animais com origem em regides de latitudes superiores a 35 °N ou 35 °S (Avdi, et al., 2004;
Sarl6s, et al., 2013). No entanto, estas alteracdes sazonais sdo muito mais delicadas em machos
do que em fémeas, as quais apresentam um periodo de anestro reprodutivo, enquanto a
espermatogénese e atividade sexual s&o ininterruptas nos machos (Pelletier & Almeida, 1987).
Dentre as principais caracteristicas claramente observadas nos machos estdo as mudangas no
comportamento (libido), nas dimensdes testiculares (massa e volume), na espermatogénese e
secrecdo hormonal (Kafi, et al., 2004; Zamiri & Khodaei, 2005).

A espermatogénese € um processo sincronico e regular de diferenciacdo celular, pelo
gual uma espermatogdnia (2n), gradativamente, se diferencia em uma célula haploide altamente
especializada, o espermatozoide. A producdo espermatica acontece com a liberacédo pulsatil de
GnRH e a chegada subsequente de LH e FSH as células-alvo. O LH estimula as células de
Leydig a secretarem testosterona, que se difunde através da membrana basal e regula as células
de Sertoli e midides, as quais contém receptores androgénicos. Uma alta concentracéo local de
testosterona (50 a 100 vezes maior que no plasma) é essencial para que se completem os
estagios subsequentes da espermatogénese. O FSH estimula a producdo da proteina
transportadora de andrégeno (ABP), que forma um complexo com a testosterona. Esse
complexo, ABP-T, é transportado com os espermatozoides para dentro do epididimo, pois as
células epiteliais do epididimo requerem concentragdes relativamente altas de testosterona para

uma boa atividade de maturacdo espermatica (Gardner & Hafez, 2004).

3.1 Variagéo do volume testicular e sazonalidade

As mudangas sazonais nas dimensdes testiculares séo precedidas pela diminuigdo de LH

e aumento da secrecdo de FSH, como relatado em inimeras ragas de ovinos (Avdi, et al., 2004;
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Kafi, et al., 2004; Dickson & Sanford, 2005; Barkawi, et al., 2006). A principal razéo para o
aumento do volume testicular na estacéo reprodutiva € a proliferacdo das células de Sertoli, as
quais sdo essenciais para fornecer suporte estrutural, nutricional e funcional para a
diferenciacéo e a proliferacdo das células germinativas (Sharpe, et al., 2003). O processo que
leva ao aumento do numero e da funcionalidade das células de Sertoli, ainda precisa ser
totalmente esclarecido, mas ja se sabe da necessidade do controle hormonal hipofiséario (Escott,
etal., 2011/2), o qual é regulado pelo fotoperiodo como descrito anteriormente.

A andlise do perfil hormonal de machos caprinos em uma regido com latitude 30° N
durante as quatro estagdes do ano, mostrou que no verdo, periodo que antecede a estacéo
reprodutiva, a concentracdao plasmatica de FSH (1,1 + 0,15 mIU/mL) foi maior que o de LH
(0,4 £ 0,18 mIU/mL). Durante a estacdo reprodutiva, no outono, a concentracdo plasmatica de
LH (2,9 £ 0,16 mIU/mL) foi maior que o de FSH (0,4 £ 0,13 mIU/mL) (Barkawi, et al., 2006).
O aumento anterior a estacdo reprodutiva de FSH pode ser um mecanismo fisiol6gico do
organismo para aumentar o volume testicular e aumentar a producdo espermatica. Durante a
estacao reprodutiva, o aumento de LH pode ser devido a influéncia da melatonina ativando um
perfil predominantemente de pulsos de alta frequéncia de GnRH, que induz a secrecdo de LH
e ndo de FSH.

Os testiculos dos mamiferos podem ser divididos em duas éareas principais, com
morfologia e fun¢des distintas. A regido intertubular contém o tecido intersticial e é composta
por células conjuntivas e esteroidogénicas (de Leydig), vasos sanguineos e linfaticos. Essa
regido preenche os espacos entre os corddes sexuais ou tubulos seminiferos, onde se encontram
as células de Sertoli e as células germinativas em desenvolvimento (Gardner & Hafez, 2004).
Barkawi et al. (2006) ao avaliarem a influéncia sazonal do fotoperiodo na reproducdo de
carneiros, observaram que a area, a espessura do epitélio seminifero e o nimero de camadas
espermaticas na parede dos tubulos seminiferos na estacdo reprodutiva (65,4 + 17,0 %; 53,0
pum; e 5,6 £ 0,55, respectivamente), foram maiores que as encontradas fora da fase de estacéo
(49,8 £7,9 %; 19 um; 2,5 + 0,58, respectivamente). Por outro lado, a area ocupada pelo tecido
intersticial na estagéo reprodutiva foi menor (34,6 £ 17,0 %) que a encontrada na estagao nao-
reprodutiva (50,2 = 7,9 %). Essas alteracdes testiculares ocorrem para aumentar a produgédo
espermatica durante a época de estacdo reprodutiva das fémeas, podendo ser necessario, no
entanto, a diminuicdo da area intersticial para um maior aumento da area produtora dos
espermatozoides.

Sarlds et al. (2013) mostraram que 0s aumentos das dimensdes testiculares em carneiros

foram substancialmente influenciados pela estacéo reprodutiva (r= 0,87). Por consequéncia, o
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aumento do perimetro escrotal pode ter permitido a moderada correlagdo negativa estabelecida
com as anormalidades nas células espermaticas (r= -0,50) (Sarlés, et al., 2013). Portanto, é
possivel que o maior espaco/volume testicular na fase reprodutiva permita um menor nimero
de apoptoses celular, além de levar ao aumento do nimero das células de Sertoli, que aumenta
0 aporte nutricional e estrutural das células germinativas.

Na Tabela 1, alguns resultados de trabalhos com pequenos ruminantes séo apresentados
mostrando as varia¢fes de alguns parametros reprodutivos, como o perimetro. Ja na Figura 1,
pode-se observar a varia¢do na estrutura dos tubulos seminiferos em hamsters, que sdo animais

considerados reprodutores de “dias longos”, expostos a dois fotoperiodos (longo e curto).

Figura 1. Epitélio dos tubulos seminiferos dos testiculos de hamsters expostos ao fotoperiodo
longo (A) ou curto (B). Os asteriscos indicam o limen do tabulo seminifero, setas apontam para

células da linhagem espermatogénica e pontas de seta apontam para tecido intersticial

(hematoxilina-eosina; aumento de 40x).
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Fonte: Boggio, et al. (2013).

3.2 Tempo de reacao e sazonalidade

O tempo de reacdo (TR) do reprodutor é o periodo transcorrido desde a visualizacdo e
contato com a fémea até a primeira ejaculacio (Chenoweth, 1981). E um pardmetro muito
utilizado para analisar o comportamento sexual do macho reprodutor. Em caprinos, durante o
TR pode se observar antes da copula ou ejaculacdo algumas outras caracteristicas como, ato de
cheirar e lamber a regido anogenital, reflexo de Flehmen, ato de bater e raspar o casco no chéo,
acotovelamento e escoiceamento da fémea, emissdo de som caracteristico, exteriorizacdo e
retracdo da lingua, erecdao/exposicdo do pénis, reflexo de monta e montas sem introdugdo do
pénis na vagina com posterior ejaculacdo (montas sem servico) (dados pessoais).

Barkawi et al. (2006) observaram maior libido de bodes Zaraibi no outono (estacéo
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reprodutiva), com menor nimero de montas (1,7) e tempo de rea¢do mais curto (21,4 segundos)
que na contra-estacdo (2,4 e 87,4 segundos, respectivamente). Em carneiros deslanados
tropicais, também foi encontrado menor TR na estacdo reprodutiva (14,64 segundos) que fora
dela (26,46 segundos) (Aguirre, et al., 2007). Esse aumento da libido pode ser devido a maior
concentracdo de testosterona circulante, ja que este horménio além de ser responsavel pela
eficiéncia da espermatogénese, também influencia na manifestacdo das caracteristicas sexuais
secundarias, como os feromonios. Além disso, a testosterona estd em niveis mais elevados
durante a estacdo de monta e acompanha uma tendéncia sazonal anual de sintese e secrecao
(Santiago-Moreno, et al., 2005; Todini, et al., 2007).

3.3 Sintese de testosterona e sazonalidade

O horménio testosterona é quase que exclusivamente produzido pelas células de Leydig
(tecido intersticial), podendo também ser secretado pela regido cortical da adrenal (Siegel, et
al., 1992). Dentre as suas fun¢des reprodutivas, podem-se destacar a regulacdo das células de
Sertoli estimulando os estadios finais da espermatogénese, o prolongamento da vida util dos
espermatozoides no epididimo, estimulo ao desenvolvimento dos 0Orgdos reprodutivos
secundarios, e a manutengdo das caracteristicas sexuais secundarias e da libido do macho
(Gardner & Hafez, 2004). Segundo Odonnell et al. (1994), o desenvolvimento das espermatides
alongadas a partir das arredondadas é altamente dependente de testosterona. Portanto, a
testosterona estd diretamente envolvida em varios processos reprodutivos e apresenta
flutuacBes em suas concentracdes plasmaticas entre as estacfes reprodutivas (Santiago-
Moreno, et al., 2005; Todini, et al., 2007).

Estudos realizados em carneiros mostraram que a sazonalidade do fotoperiodo
influencia fortemente a sintese de testosterona (r= 0,71), ou seja, a producdo de testosterona é
maior na estacdo reprodutiva (Sarlds, et al., 2013). Porém, ainda ndo se sabe, se a baixa
atividade na sua sintese fora da epoca da estacdo reprodutiva (primavera/verdo) € devido
somente a diminuigdo da concentracdo de gonadotrofinas por influéncia do fotoperiodo
(crescente), ou uma combinacdo de fatores fisiolégicos e ambientais (fotoperiodo
crescente+altas temperaturas) (Barbosa, et al., 1999).

Além dos dados apresentados na tabela 1, outros trabalhos também apresentam a
variacdo das concentracGes plasmaticas da testosterona durante o ano. Todini et al. (2007)
observaram nas ragas caprinas lonica, Garganica, Maltese e Red Syrian que a produgédo de

testosterona (ng/mL) durante a estacdo reprodutiva foi maior (8,37 + 0,56; 9,12 + 0,43; 4,53 =
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0,43; 5,20 + 0,47, respectivamente) que na estacdo ndo reprodutiva (2,01 + 0,26; 1,77 + 0,20;
1,47 £ 0,12; 2,93 = 0,46). Em Mufldo, uma raca de carneiro selvagem, a concentracdo
plasmatica méxima de testosterona ocorreu durante o outono (estagdo reprodutiva), enquanto
em carneiros Merino, uma raca domesticada, a maior concentracdo de testosterona circulante
ocorreu durante o verdo (Santiago-Moreno, et al., 2005). As diferencgas entre ragas podem ser
explicadas, de acordo com Lincoln et al. (1990), pelas variagbes nos mecanismos
neuroendocrinos centrais ao transmitir as informacdes do fotoperiodo para o hipotalamo, o qual
controla a secrecdo de GnRH/LH. Contrariamente, Roselli et al. (2002) afirmaram que
variages nas concentracdes de testosterona podem ser devido mais como resultado de uma
diferenca na receptividade funcional do testiculo ao LH, do que a sensibilidade do eixo
hipotalamo-hipo6fise ou no metabolismo periférico e clearance de testosterona.

Como foi descrito anteriormente, durante a estacdo reprodutiva ocorre um aumento do
volume e massa testicular que influenciam positivamente na sintese de testosterona. Zamiri et
al. (2010) e Sarlos et al. (2013) demonstraram correlacdo positiva entre a concentragdo de
testosterona plasmatica e o perimetro escrotal (r= 0,58 e r= 0,62, respectivamente). Além disso,
também foi registrado correlacdo negativa entre a testosterona e as anormalidades espermaticas
(r=—0.43) (Sarlos et al. 2013), mostrando a importancia deste hormonio para a correta producéo
das células espermaticas, principalmente nas fases finais (Odonnell et al. 1994). Assim, conclui-
se que o aumento de volume do testiculo na estacdo reprodutiva, leva a uma maior secrecdo de
testosterona para permitir a perfeita producdo das células espermaticas, além do
desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias e comportamentais necessarias nesta

fase.

3.4 Caracteristicas seminais e sazonalidade

Como pode ser observado de forma resumida na Tabela 1, quanto maior a latitude da
regido onde foi realizado o experimento, maior € a variagcdo dos parametros reprodutivos entre
a estacdo de reproducéo e estacdo ndo-reprodutiva (Aguirre, et al., 2007). Segundo alguns
autores, diferentemente das fémeas, a variacdo de muitos desses parametros durante o ano ndo
compromete a capacidade de fertilizacdo do macho (Roca, et al., 1992; Karagiannidis, et al.,
2000; Kafi, et al., 2004; Aguirre, et al., 2007; Sarlés, et al., 2013).

De acordo com os trabalhos apresentados, sémen de qualidade e quantidade superior é
coletado no final do verdo e durante o outono (Roca, et al., 1992; Karagiannidis, et al., 2000;

Kafi, et al., 2004; Barkawi, et al., 2006). Segundo Sarlos et al. (2013) existe correlacdo negativa
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entre a sazonalidade e anormalidades espermaéticas (r = —0.55), ou seja, durante o periodo de
estacdo reprodutiva ocorrem menores indices de espermatozoides defeituosos que

comprometem a qualidade espermatica e sua eficiéncia de fertilizac&o.




Tabela 1. Influéncia da sazonalidade na circunferéncia testicular, concentracdo plasmatica de testosterona e alteracfes seminais de ovinos e caprinos.

Research, Society and Development, v. 9, n. 10, 4359108243, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i10.8243

ESPECIE RACA LATITUDE FASE CE (cm) TESTOSTERONA AUTOR
) Estacdo 31,77 £ 0,26 19,76 + 1,96 (ng/mL) ]
Black Racka 47°29' N (Hungria) Sarlés, et al., 2013.
Anestro 27,65 0,36 6,34 £ 0,75 (ng/mL)
) Estacéo 34,5 4,47 (nmol/mL) o
Moghani 39°26’ N (Ird) Zamiri, et al., 2010.
) Anestro 30,0 3.04 (nmol/mL)
Ovina
) Estacéo 33314 6,2+ 1,2 (ng/mL) ) ) )
Persian Karakul 29° 50’ N (Ird) Kafi; Safdarian; Hashemi, 2004.
Anestro 319+12 4,1+ 1,3 (ng/mL)
) ) Estacéo 30,90+0,12 8,68 + 0,44 (ng/mL) ) )
Pelibuey 18° 37" N (México) Aguirre; Orihuela; Vazquez, 2007.
Anestro 29,59 £ 0.32 6,03 £ 0,65 (ng/mL)
Estacéo 26,8+ 0,31 -
Saanen Inglés 51° 46’ N (Inglaterra) Ahmad; Noakes, 1996.
Anestro 23,2+0,22 -
. Estagao - - o .
Alpino 40° 37’ N (Grécia) Karagiannidis; Varsakeli; Karatzas, 2000.
Anestro - -
Estacéo - - o )
Saanen 40° 37’ N (Grécia) Karagiannidis; Varsakeli; Karatzas, 2000.
. Anestro - -
Caprina
Estacéo - - o )
Damascus 40° 37° N (Grécia) Karagiannidis; Varsakeli; Karatzas, 2000.
Anestro - -
) ] Estacéo - -
Murciano-Granadina | 37° 59° N (Espanha) Roca, et al., 1992.
Anestro - -
. Estacédo 25,4 +0,22 8,2 £ 0,47 (ng/mL) )
Zaraibi 30° 1’ N (Egito) Barkawi, et al., 2006.
Anestro 26,2+0,34 2,6 £ 0,56 (ng/mL)

CE: circunferéncia testicular (cm).
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VS

CS

TC

CA

MOT

ESPECIE| RACA |LATITUDE| FASE AUTOR
(mL) (10%/mL) (x109) (%) (%)
Black 47°29' N Estacdo | 0,91+ 0,05|5,75+0,25| 541+0,42 | 6,15+0,73 -
) Sarlds, et al., 2013.
Racka (Hungria) | Anestro | 0,55+ 0,05 | 6,15+0,24 | 3,44+ 0,33 {16,90 +1,70 -
. |39°26°N Estacéo 1,60 4,84 - 9,2 84,9 -
Moghani Zamiri, et al., 2010.
) (Ird) Anestro 0,93 3,44 - 14,2 69,3
Ovina
Persian 29°50° N Estacdo | 1,3+0,3 - 4617 - - ) ) )
Kafi; Safdarian; Hashemi, 2004.
Karakul (Ird) Anestro| 1,0+0,2 - 43+£1,05 - -
) 18°37'N Estacdo | 0,86 +0,02|4,40+0,16 | 3,37 £0,17 - - ) )
Pelibuey o Aguirre; Orihuela; Vazquez, 2007.
(México) Anestro |0,73+0,05|4,02+0,19| 2,73 £0,27 - -
Saanen 51°46’ N Estacdo | 0,87 +0,04|4,37+0,14 | 3,64 £0,14 |13,65+0,62| 79,71+ 0,71
Ahmad; Noakes, 1996.
Inglés (Inglaterra) | Anestro |0,40+0,01|5,51+0,21| 2,22+0,13 | 16,32+ 1,15| 72,70 + 1,47
40°37°N Estagdo | 1,42+0,04|3,50+0,09| 492+0,18 | 8,9+0,14 | 64,04+0,70
Alpino . Karagiannidis; Varsakeli; Karatzas, 2000.
(Grécia) Anestro | 1,09+ 0,04 |3,77+0,10| 4,11+0,20 | 11,9+ 0,20 | 55,11 +0,91
40°37°N Estacdo | 1,27+ 0,04|3,42+0,09 | 4,37+0,20 | 7,41+0,25 |68, 73+0,67 o ]
Saanen . Karagiannidis; Varsakeli; Karatzas, 2000.
Caori (Grécia) Anestro |1,01+0,04|3,82+0,08| 3,78+0,15 | 9,5+0,30 | 59,64 +0,82
aprina
40°37°N Estacdo | 1,18 +0,03|3.54+0,09 | 4,12+0,13 | 5,68 +0,26 | 69,04 + 0,56 o ]
Damascus . Karagiannidis; Varsakeli; Karatzas, 2000.
(Grécia) Anestro | 1,00+ 0,03 |3,83+0,09| 3,73+0,14 | 7,21+0,33 | 61,20 £ 0,61
Murciano- |37°59° N Estacdo | 1,21 +0,02|3,35+0,06 | 4,06 +0,09 | 555+ 0,23 | 89,36 + 0,88
. Roca, et al., 1992.
Granadina | (Espanha) | Anestro|0,88 +0,02|4,73+0,10| 4,17 +0,15 | 6,80+ 0,33 | 89,30 + 0,83
30°1°’N
Zaraibi (Eqgito) Estacdo [ 0,98+ 0,03| 47+0,10 | 46+0,02 | 88+0,46 | 79,5+1,37 |Barkawi, etal., 2006.
gito

VS: volume seminal (mL); C: concentragdo seminal (10%/mL); TC: total de células (x10%); CA: células anormais (%); MOT (%). Fonte: Autores.
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Apesar das variagOes reprodutivas sazonais ndo serem consideradas suficientes para
impedir os carneiros de serem usados para a reproducdo ao longo do ano, deve-se considerar
tais alteraces para algumas praticas zootécnicas e tomadas de decisbes. Por apresentar melhor
qualidade, Zamiri et al. (2010) recomendam o sémen de carneiro produzido durante o outono
(estacdo) para se realizar o armazenamento (criopreservacdo). Durante a estacao reprodutiva,
também se pode fazer a correta selecdo dos melhores machos para fase de monta e coleta de
sémen para inseminacdo artificial (Roca, et al., 1992; Barkawi, et al., 2006), sem condenar de
forma equivocada os machos com menores indices reprodutivos. Além disso, conhecer 0s
parametros reprodutivos dos machos de cada raca permite criar alternativas no manejo de
animais em sistemas intensivos de cria¢éo, que buscam, por exemplo, terem dois partos por ano
em seus rebanhos (Barkawi, et al., 2006).

Portanto, de forma geral, os trabalhos apresentam resultados semelhantes quanto a
variacdo sazonal da testosterona plasmatica e dos parametros androlégicos em pequenos
ruminantes, com a estacdo de monta sendo comum nas épocas de fotoperiodo decrescente (final

do verdo/outono) (Figura 2).

3.5 A melatonina na reprodug¢do do macho

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) é sintetizada a partir do triptofano, e
secretada principalmente pela glandula pineal de mamiferos, mas existem varias estruturas
reprodutivas periféricas que a produzem provavelmente para seu proprio uso (Itoh, et al., 1999;
Tosini & Fukuhara, 2002). Ainda se tem sugerido que as mitocondrias de todas as células
eucaridticas produzem melatonina (Tan, et al., 2013). Obviamente, se esta hipotese for
verdadeira, ndo haveria nenhuma célula no organismo que ndo sintetizasse esta importante
indolamina (Reiter, et al., 2013).

Esse hormdnio sintetizado quase que exclusivamente durante a auséncia de luz é um dos
componentes essenciais na regulacdo reprodutiva dos animais sazonais, ja que todo o eixo
reprodutivo é positivamente ou negativamente influenciado pela melatonina (Reiter, et al.,
2013).

Os estudos relacionados aos efeitos benéficos da melatonina sobre os espermatozoides
ainda ndo mostraram claramente se eles ocorrem por a¢des diretas no esperma ou consequéncia
de uma alteracdo na funcéo do eixo HHG (Reiter, et al., 2013), ou ambos 0s mecanismos. O
fornecimento de melatonina exdgena a carneiros tem mostrado aumento da frequéncia de

liberacdo pulsatil de GnRH e, consequentemente, horménio luteinizante (LH), hormdnio
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foliculo estimulante (FSH) e testosterona (Webster, et al., 1991; Lincoln & Clarke, 1997; Rosa,
et al., 2000). Assim, a melhoria na qualidade do sémen pode ser devida as ac¢Ges diretas da
melatonina sobre os espermatozoides, por exemplo, como um antioxidante, ou indiretas, com
acOes mediadas pelo LH, FSH e, especialmente, a testosterona. A presenca de melatonina no
fluido seminal de carneiro se encontra em concentragdes mais elevadas do que no soro
sanguineo (Casao, et al., 2009), o que aumenta a possibilidade da melatonina de ter a¢cdes diretas

sobre os espermatozoides (Reiter, et al., 2013).

Figura 2. médias mensais dos pardmetros androlégicos em carneiros da raga Chios e Daglic

durante o ano.
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Fonte: Adaptado de Giindogan (2007).

Os receptores de membrana para melatonina, MT1 e MT2, foram identificados em
carneiros por imunocitoquimica agrupados em quase todas as areas do espermatozoide: cabega
(regido equatorial e pos-acrossomal), pesco¢o ou peca conectora e regides da cauda (Casao, et
al., 2012). No entanto, a razéo para a distribuicdo heterogénea dos receptores de melatonina

13




Research, Society and Development, v. 9, n. 10, 4359108243, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i10.8243

ainda ndo foi decifrada (Reiter, et al., 2013). Esses receptores também foram identificados nas
células do epitélio epididimario, com densidade regulada pela testosterona e hidrocortisona (Li,
et al., 1998; Shiu, et al., 2000). Em ratos, a melatonina tem a funcdo de modular a proliferacdo
da linhagem celular epididimaria (Li, et al., 1999), que auxilia a musculatura lisa na
movimentacao espermaética nos ductos do epididimo (Reiter, et al., 2013).

A vesicula seminal e prostata apresentaram mudancas no tamanho e fungdo em animais
que sdo classificados como reprodutores sazonais sensiveis ao fotoperiodo. No entanto, essas
mudancas sdo secundarias as alteracfes na sintese e secrecdo de androgenos que séo regulados

pelas gonadotrofinas (Reiter, 1975; Chaves, et al., 2012).

3.6 Melatonina como molécula antioxidante e protetora do DNA celular

A melatonina influencia, independente de receptores, a fisiologia reprodutiva do macho
estimulando enzimas antioxidantes, e também, sequestrando radicais livres (OH e ONOQO") que
poderiam levar a danos e apoptose das células espermatica (Rodriguez, et al., 2004; Du Plessis,
etal., 2010) (Figura 3).

Quando a fungdo mitocondrial dos espermatozoides, como em qualquer outra célula,
estd comprometida, ocorre um vazamento dos elétrons da cadeia respiratoria levando a
excessiva producdo de radicais livres que danificam as organelas e os espermatozoides, que
eventualmente, sofrem apoptose (Reiter, et al., 2013). Shang et al. (2004) usando sémen
humano induziram a sintese de radicais livres, e verificaram o aumento na atividade da
succinato desidrogenase mitocondrial, a geracdo de ROS e a reducdo do potencial de membrana
mitocondrial. O grau de alteracdo de cada um destes parametros foi reduzido na presenca de
melatonina e o0s autores sugeriram a utilizacdo deste antioxidante em diluentes seminais para
proteger os espermatozoides de danos oxidativos.

Essas alteragdes danosas que prejudicam a funcionalidade espermaética e a fertilidade,
muitas vezes ocorrem também por contaminantes ambientais (Reiter, et al., 2013).
Espermatozoides de ratos, retirados do epididimo, e incubados com mercdrio apresentaram
reducdo na motilidade e na atividade de enzimas antioxidantes, e aumento na geragao de H>O>
e produtos de peroxidacdo lipidica. Quando coincubados com melatonina (mercario +
melatonina) todas as mudancas induzidas pelo metal pesado foram revertidas para os niveis
encontrados em espermatozoides normais (Rao & Gangadharan, 2008). Outra questdo
ambiental sdo os pesticidas organofosforados utilizados em lavouras e que podem levar a

alteracfes no genoma celular. Roedores tratados com Diazinon, um pesticida muito utilizado
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para controlar insetos em culturas de frutas e legumes, apresentaram extensa ruptura do DNA
e da cromatina em espermatozoides epididimarios. Porém, quando a melatonina foi
administrada antes do fornecimento do pesticida, os danos ao DNA foram drasticamente
diminuidos (Sarabia, et al., 2009).

Figura 3. a¢Oes da melatonina reduzindo radicais livres. A melatonina estimula muitas
enzimas antioxidantes incluindo a superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx),
glutationa redutase (GRd) e glutamilglicina ligase (GCL); e também, inibe enzimas pro-
oxidativas como, oxido nitrico sintase (NOS). O radical anion superdxido (O2"), peréxido de
hidrogénio (H20>) e radical hidroxila (-OH) sdo referidos como espécies reativas de oxigénio
(ROS), e o d6xido nitrico (NO) e anion peroxinitrito (ONOQ™) sédo referidos como espécies

reativas de nitrogénio (RNS).
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Fonte: Adaptado de Reiter, et al., (2013).

Os profissionais que trabalham em locais de altas altitudes, como pilotos de aeronaves,
estdo sempre submetidos a hipdxia, que pode danificar os espermatozoides (Tamme, et al.,

2010), principalmente, os que estdo concentrados na cauda do epididimo (Kurcer, et al., 2010).
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Uma vez que os efeitos danosos causados pela isquemia/reperfusdo sanguinea sédo
principalmente uma consequéncia da geragdo excessiva de radicais livres, a capacidade da
melatonina de diminuir os danos dos espermatozoides no epididimo foi atribuida a atividade de
eliminacdo de radicais livres de forma direta (Reiter, et al., 2013). Roedores expostos a altas
altitudes (4500 m acima do nivel do mar) por 33 dias resultaram em aumento de
teratozoospermia (teratospermia), assim como, elevada peroxidacéo lipidica e danos ao DNA.
A administracdo regular de melatonina em condi¢fes de hipdxia amenizou parcialmente as
acOes destrutivas do ambiente de baixo oxigénio (Vargas, et al., 2011).

Quando espermatozoides de humanos foram incubados com 2 mM de melatonina in
vitro, durante 120 min. e avaliados posteriormente, a percentagem de espermatozoides maveis,
com mobilidade progressiva e rapida foram todos elevadas (Du Plessis, et al., 2010). Estas
alteracdes foram acompanhadas por um aumento na viabilidade do esperma analisado por meio
de sonda fluorescente lodeto de Propidio (IP), o qual passa pelas membranas celulares de
celulas lesionadas ou com metabolismo deficiente, corando o DNA. No mesmo trabalho, a
melatonina também reduziu as concentracGes de dxido nitrico no esperma, mas ndo na geracao
de ROS.

Na produgao de “semen sexado”, oS espermatozoides que carreiam 0S Cromossomos X
e Y séo separados por citometria de fluxo para produzir um sémen comercial que permite o
nascimento de crias com o sexo desejado (Johnson, 2000). No entanto, a taxa de prenhez ao
utilizar este tipo de sémen é menor que a aquela obtida ao se utilizar o sémen convencional,
pois o processo de sexagem, e também de criopreservacdo logo apos, produzem muitos radicais
livres que comprometem a funcionalidade do esperma (Agawal & Probakaran, 2005). Li et al.
(2012) usaram melatonina como protetor do esperma de bdfalos Nili-Ravi durante o processo
de sexagem. Eles concluiram que a melatonina no diluidor de sémen, devido a sua capacidade
de sequestrar efetivamente espécies reativas de oxigénio, é altamente Gtil ao proteger os
espermatozoides de bufalos durante a coloragdo, classificacdo (processo de sexagem) e
congelacdo. Eles também previram que espermatozoides bubalinos tratados com melatonina
teriam uma melhor capacidade de fertilizacdo e taxas de prenhez aumentadas apds a

transferéncia de embrides ou inseminacao artificial.

3.7 Melatonina e conservacédo do sémen

A criopreservacdo espermaética é realizada em varias espécies, porém o processo de

congelamento e descongelamento causam danos moleculares e prejudicam a capacidade
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fertilizadora dos espermatozoides. A melatonina ja foi utilizada em vérios trabalhos para
preservar a qualidade e viabilidade espermatica durante a estocagem.

Succu et al. (2011) adicionaram melatonina (em concentracdes de 0,001 a 1 mM) no
diluente de congelacdo de carneiros para determinar se a presenca da indolamina iria diminuir
os danos celulares e melhorar a qualidade dos espermatozoides ap6s o descongelamento. Na
concentracdo de 1 mM, a melatonina apresentou, ap6s o descongelamento, as maiores
porcentagens de espermatozoides moveis, de motilidade progressiva, de espermatozoides com
velocidade média rapida e média, altas concentracGes de ATP intracelular e maior integridade
do DNA. Além disso, os odcitos fertilizados por espermatozoides tratados com melatonina
exibiram maiores taxas de clivagem do que aqueles fertilizados por espermatozoides de carneiro
congelados sem melatonina. Como a criopreservacdo do sémen esté associada a producéo de
elevadas concentracdes de reagentes toxicos, incluindo ROS e RNS (Ortega Ferrusola, et al.,
2009), a melatonina agiria como um antioxidante contribuindo para diminuir 0s danos contra o
espermatozoide.

Além da adicdo de melatonina no diluente de criopreservacdo, também ja foram
utilizados em carneiros implantes subcutaneos de melatonina durante e fora da estacéo
reprodutiva, e apos a coleta e criopreservacgdo, a qualidade do ejaculado foi avaliada (Kaya, et
al.,, 2001). Os resultados mostraram que a melatonina melhorou a viabilidade pos-
descongelamento durante a estacdo reprodutiva, e melhorou, em ambas as fases reprodutivas,
as taxas de acrossomos intactos. Assim, o sémen de carneiros tratados com melatonina
antecipadamente parece ser mais bem conservado durante a criopreservacao (Reiter, et al.,
2013).

Em suinos, a melatonina na concentragdo de 1 uM foi adicionada ao sémen com o
objetivo de aumentar a vida util do espermatozoide refrigerado (a 17 °C) (Martin-Hildago, et
al., 2011). Apds os periodos de 1, 4 ou 7 dias, foram analisados os parametros referentes a
motilidade total e progressiva por analise computacional. Também foram analisados por
citometria fluxo, o estado de potencial de membrana mitocondrial com JC-1, a viabilidade
celular com IP, a fluidez da membrana (que inversamente se correlaciona com o grau de
peroxidacdo lipidica) (Garcia, et al., 1997) com M-540/Y0oPro-1, e o estado do acrossoma com
FITC-PNA/PI. No dia 7, o numero de espermatozoides estaticos aumentou e a percentagem de
espermatozoides moveis progressivos foi reduzida. As caracteristicas de velocidade
(velocidade curvilinea, a velocidade em linha reta, e a velocidade média de precursor) foram
elevadas pelo tratamento de melatonina. As medidas de citometria documentaram que a

melatonina aumentou a porcentagem de espermatozoides viaveis com acrossoma intacto e uma

17




Research, Society and Development, v. 9, n. 10, 4359108243, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i10.8243

porcentagem significativamente maior de espermatozoides permanecendo vidveis durante o

periodo de armazenamento de 7 dias.

3.8 Melatonina como redutora de apoptose

Casao et al. (2010c) investigou se o ejaculado de carneiro durante a estacdo néo-
reprodutiva, incubado com melatonina nas concentracdes 1uM, 10 nM e 100 pM, reduziria a
apoptose espermatica e melhoraria a qualidade do sémen, ao avaliar a fertilizacao in vitro (FIV).
Os resultados ndo mostraram influéncia da melatonina nos pardmetros de motilidade e de
viabilidade espermatica, porém, na concentracdo de 1 uM, a melatonina diminuiu a capacitacédo
e a translocacdo de fosfatidilserina (marcador utilizado para estudar o fenébmeno apoptético).
Por outro lado, a 100 pM melatonina aumentou a capacitacdo em curto prazo, o que levou a
elevadas taxas de fertilizacdo e clivagem de odcitos na fertilizacdo in vitro.

Em equinos, a incubacédo a 37 °C por 3 horas, do sémen com melatonina (0, 50 pM, 100
pM, 200 pM ou 1 uM) mostrou redugdo nas alteragdes que estdo normalmente associados com
apoptose (aumento da permeabilidade da membrana plasmatica e do baixo potencial de
membrana mitocondrial), além de baixas concentrag¢fes de produtos de peroxidacao lipidica e
uma maior fluidez (menos rigidez) das membranas plasmaticas dos espermatozoides (Silva, et
al.,, 2011). A peroxidacdo dos lipideos é considerada como um grave risco durante a
criopreservacdo de esperma e a sua reducdo com a melatonina, juntamente com o0s
melhoramentos funcionais relacionados, é altamente notavel. Eles concluiram que as agdes
protetoras da melatonina foram uma consequéncia de suas a¢0es diretas no sequestro de radicais
livres e indiretas na estimulacdo de enzimas antioxidantes (provavelmente receptor-mediado).

Em trabalhos com sémen humano (Espino, et al., 2010), a melatonina foi testada quanto
a sua capacidade para proteger os espermatozoides humanos da apoptose depois da exposi¢do
a agentes toxicos. Ap0Gs a sua incorporacao, a melatonina inibiu 0 aumento da atividade das
caspase-3 e caspase-9, que sdo essenciais para a realizagcdo do processo apoptdtico, alem de
reduzir a externalizacdo da fosfatidilserina que é um dos primeiros eventos da apoptose, e
também dos niveis de radicais livres que podem levar a morte das células. Assim, como as
técnicas de reproducéo assistida induzem a producéo de radicais livres e apoptose, e com base
nos dados ja descobertos por outros pesquisadores, Espino et al. (2010) também sugeriram a
possibilidade de utilizacdo de melatonina como um componente do meio de armazenamento

para a preservacdo espermatica, devido as suas atividades antioxidante e anti-apoptotica.
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3.9 Melatonina como indutor da capacitacdo e hiperativacdo espermatica e reacdo

acrossémica

A capacitacdo espermatica € um processo de modificacdo estrutural e funcional
necessario que o espermatozoide deve passar para obter a capacidade de fertilizar os odcitos.
Essas modificagdes ocorrem ao nivel molecular da membrana plasmatica e resultam em
alteracdes morfoldgicas (reacao acrossoémica) e fisiologicas (hiperativacao do flagelo), sendo
todo o processo dependente de alteracbes da permeabilidade da membrana ligadas ao transporte
dos ions Ca?*. A reacéo acrossdmica é caracterizada pela fusdo entre a membrana plasmatica e
a acrossomal externa, resultando em formacéo de vesiculas e permitindo a liberagdo de enzimas
do conteudo acrossdmico (Bendahmane, et al., 2001). Ja a hiperativacdo, caracteriza-se por
mudancas no padrdo do batimento flagelar, fato que facilita a penetracdo dos espermatozoides
através dos diversos envoltérios dos odcitos (Fujinoki, et al., 2006).

A hiperativacdo ap6s a adicdo de melatonina foi observada em espermatozoides de
suinos (Martin-Hidalgo, et al., 2011) e de hamsters (Fujinoki, 2008). A hiperatividade nos
estagios iniciais de armazenamento pode ter sido resultado de uma elevada sintese de ATP, ja
que a melatonina pode promover a eficiéncia do complexo mitocondrial e a producdo de ATP
(Martin, et al., 2000; Martin, et al., 2002; Leon, et al., 2004). Devido a sua elevada solubilidade
lipidica, a melatonina passa facilmente através do plasmalema de células e entra nas
mitocondrias (Jou, et al., 2007). Algumas das acdes da melatonina sobre a motilidade do
esperma também podem ter sido uma consequéncia de sua interacdo com a calmodulina (Pozo,
et al., 1997; Benitez-King & Anton-Tay, 1993) que, entre as suas varias func@es, influencia
elementos do citoesqueleto, e assim, regula a motilidade dos espermatozoides (Reiter, et al.,
2013).

Fujinoki (2008) sugeriu que a melatonina produzida no ovario serviria como 0 agente
de ativacdo para 0s espermatozoides no trato reprodutivo feminino. No entanto, como a
melatonina € sintetizada em varios tecidos do tratro reprodutivo feminino, a fonte deste
hormdnio que auxilia na hiperativacdo do esperma no Utero e, ou, tuba uterina permanece
indefinida (Reiter, et al., 2013). Fujinoki (2008) também descobriu que o tratamento de esperma
hamster com luzindol, um antagonista dos receptores de membrana da melatonina, MT1/MT2,
bloqueou a hiperativagdo, enquanto a incubacdo de espermatozoide com dois diferentes
antagonistas para MT2 ndo conseguiu alterar a resposta hiperativa. Assim, pode-se pressupor
que a agdo da melatonina sobre a hiperatividade espermética é mediada pelo receptor MT1.

Apds a capacitacao, os espermatozoides estdo aptos a realizarem a fecundacao apos se
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ligarem a Zona Pellcida que envolve o odcito. Casao et al. (2010) examinaram pelo Teste de
Ligacdo a Zona Peldcida a habilidade da melatonina em influenciar a fertilidade do
espermatozoide. Ao utilizarem o sémen de carneiros com e sem implantes de melatonina, eles
observaram maior facilidade de ligacdo do espermatozoide ao o6cito do sémen de animais que
receberam melatonina. Além disso, ovelhas inseminadas com sémem de doadores tratados com
melatonina, exibiram uma melhoria na fertilidade e fecundidade. Assim, os autores concluiram
que o uso de melatonina poderia ser um meio eficaz para melhorar a qualidade do

espermatozoide e melhorar a sua capacidade fertilizadora.

3.10 O plasma seminal e a sazonalidade

Em varias espécies, o plasma seminal (PS) contém fatores (ions ou proteinas) que
podem influenciar a viabilidade espermatica, como por exemplo, mantendo a motilidade
espermaética (Graham, 1994) ou melhorando a sua viabilidade (Ashworth, et al., 1994). Alguns
estudos ainda, demonstram a capacidade do PS de carneiros de reparar a integridade da
membrana dos espermatozoides que sofreram choque térmico (Barrios, et al., 2000) e, ou, de
evitar crioinjurias (Pérez-Pé, et al., 2001). Por outro lado, os efeitos prejudiciais do PS na
motilidade, viabilidade, e sobrevivéncia ap6s o congelamento-descongelamento (Graham,
1994; Pellicer-Rubio & Combarnous, 1998) também tém sido relatados. Estes resultados
indicam que o PS é uma mistura complexa que contém uma grande variedade de componentes
que afetam a sobrevivéncia e motilidade dos espermatozoides (Dominguez, et al., 2008)

A composicdo molecular do plasma seminal possui caracteristicas inerentes a cada
espécie, podendo diferir entre os tipos e a atuacGes das proteinas espermaticas que nele se
encontram (Souza, et al., 2009). Ainda se pode considerar a variacdo sazonal nos niveis de
proteinas (Dominguez, et al., 2008), aclcares (Matsuoka, et al., 2006) e ions (Zamiri &
Khodaei, 2005).

Além dos componentes adquiridos de forma fisioldgica ou endogena, o plasma seminal
pode ainda adquirir moléculas e, ou, estruturas do ambiente apds a sua ejaculacdo. Azawi e
Ismaeel (2012) observaram que houve um significativo efeito sazonal na contagem bacteriana
do sémen de carneiros, sendo maior no meio do verdo e no outono, ou seja, no periodo da
estacao reprodutiva. Esses microrganismos podem prejudicar a qualidade do sémen ejaculado,
principalmente se for utilizado para criopreservacéo (Azawi & Ismaeel, 2012). Além de serem
causas de doencas, eles podem alterar o equilibrio osmético do meio, produzir substancias

toxicas aos espermatozoides, e diminuir os nutrientes destinados as células espermaticas
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contidos nos meios de conservacdo. As bactérias mais frequentemente isoladas no sémen de
carneiro sdo Escherichia coli, Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae, Staphylococcus
epidermis e Staphylococcus aureus (Yaniz, et al., 2010). Como essas espécies necessitam de
uma temperatura Otima para crescimento entre 25 e 45 °C, acredita-se que o aumento da
temperatura e de possiveis secregcdes uretrais na época da estacdo, estimule o crescimento
bacteriano na mucosa do pénis (Azawi & Ismaeel, 2012).

A presenca ou auséncia de determinadas substancias do plasma seminal que sustentam
as células espermaticas, ou seja, mantém sua integridade funcional e fisioldgica, podem
influenciar na eficiéncia da fertilizacdo. Essas funcGes de auxilio e preservacdo do ambiente
ideal para os espermatozoides sdo realizadas por essas substancias plasmaéticas tanto
internamente, no armazenamento dos espermatozoides na cauda do epididimo, quanto apés a
gjaculacdo, através da criacdo de um microambiente favoravel para o movimento de
espermatozoides (Evans & Maxwell, 1987). Assim, as informacdes sobre a variacdo sazonal da
composicao do plasma seminal podem ser utilizadas na producgéo de solugdes utilizadas como
diluentes ou como meio de armazenamento de espermatozoides (Zamiri, et al., 2010).

Alguns ions, como, o Ca?*, Na* e K* ajudam estabelecer o equilibrio osmético do plasma
seminal, e também sdo elementos essenciais nos componentes de muitas enzimas (Zamiri &
Khodaei, 2005). Portanto, a analise bioquimica do plasma seminal pode ser importante para a
avaliacdo da qualidade espermatica dos machos reprodutores. Zamiri et al. (2010) observaram
niveis mais baixos de K* e Na" no fluido seminal de carneiros na contra-estacdo (72,7 e 70,2
mg/dL, respectivamente), que na estacdo reprodutiva (94,1 e 72,4 mg/dL, respectivamente).
Ainda foi observado que a correlacdo da percentagem de espermatozoides vivos e da motilidade
espermatica com o nivel seminal de K* (r= 0,61 e 0,49, respectivamente) e nivel de Na* (r=
0,48 e 0,34, respectivamente) foram positivas (Zamiri, et al., 2010). Assim, quanto maior a
presenca destes elementos no plasma seminal, possivelmente melhor serd a qualidade e
viabilidade espermatica.

Diluentes seminais a base de gema de ovo ou leite para congelacdo de espermatozoides
usualmente contém glicose ou frutose. No sémen ejaculado, a frutose é o maior sacarideo
presente, e tem um papel no metabolismo do espermatozoide, o qual a utiliza para producédo de
adenosina trifosfato (ATP) (Kamp, et al., 1996; Rigau, et al., 2001; Rigau, et al., 2002). A
frutose € sintetizada a partir da glicose sanguinea pelas glandulas acessorias, que s&o
estimuladas pela testosterona (Kumar & Faroog, 1994). O sémen de Carneiros da raga Sulfock
foi coletado durante o curso de um ano e as mudangas sazonais nas concentragdes de frutose no

plasma seminal, e de glicose e testosterona no plasma sanguineo foram analisadas. A
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concentracdo de frutose aumentou na estacdo reprodutiva, com o maximo em outubro (179,8
mg/dL) e o minimo na primavera (6,9 mg/dL). A concentragdo plasmaética de glicose e
testosterona em (79,3 mg/dL e 10,2 ng/mL) foi também significantemente maior na estacédo
reprodutiva do que na contra estacdo (52,1 mg/dL e 1,8 ng/mL). Desta forma, a constatacdo de
mudancas sazonais dos niveis de frutose no plasma seminal durante o ano, pode auxiliar na
determinacdo da apropriada concentragdo deste carboidrato a ser adicionada nos diluentes
seminais (Matsuoka, et al., 2006).

Um recente estudo (Casao, et al., 2010b) demonstrou também a presenca sazonal da
melatonina no plasma seminal de carneiros, e suas correlaces positivas com 0s niveis de
testosterona e com a atividade de enzimas antioxidantes no mesmo fluido. O tratamento com
melatonina exdgena em carneiros durante a estacdo ndo reprodutiva modificou o perfil do
plasma seminal ao aumentar a melatonina endogena, testosterona ¢ 17f estradiol, e também a
presenca de enzimas antioxidantes como a glutadiona peroxidade e redutase (Casao, et al.,
2013). Assim, as diferencas sazonais na qualidade espermética e na fertilidade de carneiros
pode ser devido a presenca de melatonina no plasma seminal agindo diretamente nos
espermatozoides (Casao, et al., 2010c) através da ligacdo com seus receptores de membrana
(Casao, 2012), ou variando a composic¢éo do plasma seminal.

Como relatado anteriormente, algumas fungdes do plasma seminal nem sempre
promovem a melhoria e conservacdo das células espermaticas. Neste caso, ele pode afetar a
qualidade do sémen e a capacidade de fertilizacdo devido a atividade de alguns elementos que
0 compde (Maxwell, et al., 2007).

Em caprinos, o plasma seminal tem um efeito negativo sobre a sobrevivéncia dos
espermatozoides quando sao utilizados diluente a base de gema de ovo (Roy, 1957; Iritani &
Nishikawa, 1963). Essa interferéncia é causada por uma enzima conhecida como coaguladora
de gema de ovo (EYCE), uma fosfolipase A secretada pelas glandulas bulbouretral (Iritani &
Nishikawa, 1963). Essa enzima hidrolisa os triglicerideos das membranas plasméticas dos
espermatozoides e as tornam mais fusogénica, induzindo assim a reagdo acrossomica (Upreti,
et al., 1999). Além disso, ela também hidrolisa a lecitina da gema do ovo em lisolecitina que €
toxica aos espermatozoides (Pellicer-Rubio & Combarnous, 1998), e induz a condensacao da
cromatina (Sawyer & Brown, 1995). Somado a isso, tem sido demonstrado que a atividade das
glandulas sexuais acessorias em ruminantes aumenta durante a epoca de reproducéo (Santiago-
Moreno, et al., 2005), sendo uma caracteristica negativa para as células espermatica no processo
de criopreservacdo durante este periodo.

Lavar amostras de sémen caprino antes do processo de congelacdo, no entanto, € um
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processo demorado e que pode danificar as células se realizado de forma inadequada. Alguns
trabalhos indicam que a remocéo do plasma seminal € necessaria para maximizar a motilidade
e preservar a integridade acrossomal na descongelacdo (Memon et al, 1985; Ritar & Salamon,
1991), enquanto outros relatam resultados positivos para 0 sémen congelado sem passar pelo
processo de lavagem (Azerédo et al, 2001; Ritar & Salamon, 1982). Coloma et al. (2010) ao
remover o plasma seminal de bodes (Capra pyrenaica) observou o efeito benéfico durante a
época de fotoperiodo decrescente, mostrando que 0 sémen caprino apresenta um aumento da
atividade fosfolipase durante a época da estacao reprodutiva. Desta forma, os efeitos negativos
da congelacdo-descongelacdo sobre a qualidade espermatica (motilidade, integridade da
membrana plasmaética e do acrossoma) foram mais graves nas amostras de sémen néo lavadas
do que naquelas da qual foi removido o plasma seminal.

No entanto, ao se analisar as possiveis funcdes e acdes do plasma seminal, sera
observada a importancia da sua presenca, no que se diz respeito a conservacao da qualidade
espermatica, principalmente, quando criopreservado.

Como descrito anteriormente, em paises de regides com clima temperado, a estacéo
reprodutiva é determinada pelo fotoperiodo, o qual regula a secrecdo de gonadotrofinas, e estas
modulam as gdnadas dos animais sazonais. Ja nas regides tropicais e subtropicais, 0s caprinos
se reproduzem em todas as épocas do ano, pois ndo sofrem interferéncia do fotoperiodo, porém
os fatores ambientais, tais como alimentacdo e temperatura, regulam os periodos reprodutivos
(Malpaux, 2006). De Souza et al. (2009), ao estudarem o plasma seminal de bodes da raca
Alpina no Nordeste do Brasil, observaram que o sémen de melhor qualidade e um grupo de
proteinas de 13 kDa e 45 kDa foram encontrados somente no periodo de alto indice
pluviométrico. Assim, eles concluiram que o aumento das chuvas e, consequentemente, de
alimentos, estimularia a sintese de proteinas do PS que influenciariam positivamente na
qualidade do sémen.

Vérias proteinas do plasma seminal sdo aderidas a superficie do esperma ejaculado
(Metz, et al., 1990; Desnoyers & Manjunath, 1992; Amann, et al., 1999), mantendo a
estabilidade da membrana plasmatica do espermatozoide até a capacitacdo, que se inicia no
trato reprodutivo da fémea (Cross, 1996) e é um pré-requisito para a fertilizagdo (Desnoyers &
Manjunath, 1992). Varios componentes do PS previnem e revertem danos causados pelo
choque térmico na membrana espermatica e melhoram a viabilidade e fertilidade do sémen
congelado-descongelado (Barrios, et al., 2000; Barrios, et al., 2005; Fernandez-Juan, et al.,
2006). Em bovinos, esse grupo de proteina ¢ chamado de “proteinas plasmaticas seminais

bovinas” (BSP) ou (PDC-109), sendo as mais estudadas as BSP A1/A2. Proteinas homdlogas
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as encontradas em bovinos foram descobertas em caprinos (GSP 14/15 kDa) (Villemure, et al.,
2003) e em ovinos (RSP 15) (Bergeron, et al., 2005). A possibilidade dessas proteinas,
influenciadas pelo fotoperiodo, serem sintetizadas em diferentes niveis durante o ano levou
Dominguez et al. (2008) a realizarem um estudo onde se incluiu o plasma seminal de diferentes
épocas do ano de carneiros no diluente de congelagdo, com o objetivo de se prevenir ou reverter
o0s danos causados pelo choque térmico durante o processo de criopreservagao/descongelagéo.
As proteinas do plasma seminal que se ligam aos espermatozoides foram afetadas pela estacéo,
uma vez que a inclusdo do plasma seminal do outono (estacdo reprodutiva) aumentou a
motilidade espermatica, diferentemente dos plasmas seminais coletados na primavera ou verdo
(Dominguez, et al., 2008).

4. Considerac0es Finais

A melatonina é um hormdnio sintetizado principalmente durante o periodo de escuro e
pode influenciar na fisiologia reprodutiva do macho de forma direta ou indireta. Esse horménio
pode tanto regular a sintese de gonadotrofinas e estas agirem nos testiculos estimulando a
esteroidogénese e gametogénese, quanto pode agir diretamente nos 6rgdos reprodutores e
plasma seminal. A sintese de melatonina aumenta durante a estacao reprodutiva dos caprinos e
ovinos, a qual segue um padrdo sazonal anual regulada pelo fotoperiodo. Apesar do volume
seminal, da qualidade seminal e da concentragdo de testosterona serem maiores na estacéo
reprodutiva (final do verdo e outono), os menores valores destes parametros nas outras épocas
do ano ndo sdo responsaveis por mudancgas na qualidade e quantidade do sémen que possam
prejudicar a fertilizacdo. No entanto, o conhecimento destas variacdes sazonais auxilia nas
tomadas de decisdes zootécnicas.

Os autores sugerem que em trabalhos posteriores sobre a fisiologia da reproducdo do
macho que estdo sob influéncia da luminosidade ambiental, também sejam abordados os
animais selvagens e outros animais domeésticos, podendo compara-los aos pequenos

ruminantes.
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