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RESUMO

ALMEIDA, H. B. Concentracées plasmaticas de estradiol, testosterona,
trilodotironina e tiroxina e longevidade de sémen eqiiino resfriado. [Plasma
concentrations of estradiol, testosterone, trilodothyronine and thyroxine and longevity of
cooled equine semen]. 2004. 137 f. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo,
2004.

Diversos fatores respondem por variacdes na viabilidade do sémen equino e na sua
qualidade espermatica; em humanos, reportam-se correlagdes entre fatores enddcrinos
e parametros seminais, mas em eqlinos poucos estudos contribuem para esta
correlacdo. Para se investigar eventuais correlagcdes entre hormdnios sexuais e
tireoideanos com as caracteristicas seminais fisicas e morfologicas, além de
longevidade seminal, foram mensuradas as concentragcdes plasmaticas de estradiol,
testosterona, T3 e T4 de garanhdes e analisadas tais caracteristicas espermaticas no
momento da colheita seminal e apds 24, 48 e 72 hs de armazenamento a 5°C. 05
garanhoes férteis em idade reprodutiva foram submetidos a colheita de sémen (2
vezes/semana) e sangue (1 vez/semana, a cada 6 horas) durante 6 semanas. Estradiol,
testosterona, Tz e T4 foram analisados por RIE. Apos a colheita, o sémen foi analisado
e resfriado a 5°C, com andlises subsequentes apos 24, 48 e 72 hs de armazenamento.
O sémen foi avaliado quanto as caracteristicas seminais fisicas e morfoldgicas, além de
integridade de membrana. Significativas (p<0.05) diferencas foram observadas entre os
animais quanto as concentra¢cdes hormonais; o estradiol mostrou as maiores variagoes
entre individuos, embora todos os resultados tenham se mostrado compativeis aos

valores de referéncia da literatura. Logo apds a colheita, ndo se observou diferencas



significativas (p<0.05) para vigor e motilidade total/progressiva, em excecao ao
garanhao 4, que apresentou significativa menor motilidade progressiva inicial. Apds 24,
48 e 72 hs de resfriamento, diferencas significativas (p<0.05) foram observadas entre
0s garanhdes; os menores indices de vigor/motilidade progressiva foram observados
nos garanhdes 1 e 4. Diferencas significativas (p<0.05) também foram observadas entre
0S animais para as caracteristicas espermaticas morfologicas e integridade de
membrana. Andlises de covariancia e correlacdes ndo demonstraram correspondéncia
entre concentracdes hormonais, longevidade espermatica e caracteristicas seminais
fisicas/morfolégicas, tendo “tempo de resfriamento” e “individuos” como fatores.
Correlacao positiva foi observada entre motilidade progressiva/vigor e espermatozoéides
vivos com acrossomo intacto (r=0,70 e r=0,71, respectivamente); em analogia,
correlacdo negativa foi encontrada entre motilidade progressiva/vigor e
espermatozdides com acrossomo intacto (r=-0,70 e r=-0,72, respectivamente),
indicando que, vivos ou mortos, apresentar acrossomo intacto € fator critico para a
viabilidade espermatica mesmo apds diferentes tempos de armazenamento em
resfriamento. Os resultados mostram que a longevidade do sémen equino
provavelmente nao é diretamente afetada por razées hormonais primarias; 0 mesmo
pode ser considerado para morfologia espermatica. Por outro lado, a longevidade do
sémen equino parece ser diretamente influenciada pela integridade de membrana

espermatica e eventualmente fatores bioquimicos, metabdlicos e enzimaticos.

Palavras-chave: garanhdes, sémen animal, horménios sexuais, horménios da tiredide.



ABSTRACT
ALMEIDA, H. B. Plasma concentrations of estradiol, testosterone, triiodothyronine
and thyroxine and longevity of cooled equine sémen. [Concentracbes plasmaticas
de estradiol, testosterona, triiodotironina e tiroxina e a longevidade de sémen equino

resfriado]. 2004. 137 f. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2004.

Several factors respond for variations of equine semen viability and sperm quality; in
humans, scientific reports try to correlate endocrine issues and sperm parameters. In
horses, few studies contribute to this correlation. In order to investigate eventual
correlations between sexual and thyroid hormones with physical and morphologic
characteristics and also longevity of equine semen, were measured plasma
concentrations of estradiol, testosterone, T3 and T4 of stallions and analyzed physical
and morphologic characteristics and membrane integrity of spermatozoa at the moment
of collection and after 24, 48 and 72 hours of storage at 5°C. Five fertile stallions in
reproductive age had semen (twice a week) and blood (once a week, every 6 hours)
collected during 6 weeks. Estradiol, testosterone, T3 and T4 were analyzed by RIA. After
collection, semen was analyzed and cooled at 5°C, with further analyses after 24, 48
and 72 hours of storage. Semen analysis consisted in physical, morphologic and
membrane integrity characteristics. Significant (p<0.05) differences were observed
among stallions when compared for plasma hormonal concentrations; estradiol showed
the greater variations between individuals, despite all results were compatible to
reference values in literature. Just after collection, no significant differences (p<0.05)
were observed for vigor and total/progressive motility, in exception to stallion 4, that
presented a significant lower initial progressive motility. After 24, 48 and 72 hours of

storage, significant differences (p<0.05) were observed among stallions; lowest values



of vigor/progressive motility were observed for stallions 1 and 4. Significant differences
(p<0.05) were also observed among stallions for morphologic characteristics of sperm
and membrane integrity. Analyses of covariance and correlations showed no
correspondence among hormonal plasma concentrations, sperm longevity and
physical/morphologic characteristics, having time of storage and individuals as factors.
Meanwhile, a positive correlation was observed among progressive motility/vigor and
live sperm with intact acrosome (r=0.70 and r=0.71 respectively); in analogy, a negative
correlation was found among progressive motility/vigor and dead sperm with intact
acrosome (r=-0.70 and r=-0.72 respectively), indicating that neither being live or dead,
but having acrosome membrane intact is a critical factor for spermatozoa’s viability even
after different times of storage at cooling temperatures. Results show that longevity of
equine semen is probably not directly affected by primary hormonal reasons; the same
can be considered for sperm morphology. Otherwise, longevity of equine semen seems
to be directly influenced by sperm membrane integrity and eventually by biochemical,

metabolic and enzymatic factors.

Key words: stallions, cooled semen, sexual hormones, thyroid hormones.
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1 INTRODUCAO

Ha muito que a reprodugdo equina tém sido prédiga colaboradora da
teriogenologia animal. Neste aspecto, vale lembrar o inicio do desenvolvimento da ultra-
sonografia veterindria, 0os grandes avancos obtidos na inseminacao artificial e
transferéncia de embrides, relevantes estudos concernentes a dinamica folicular e,
impossivel nao citar, modelos e padroes enddcrinos tipicos a espécie, quesitos estes de
fundamental importancia a reprodugdo animal como um todo e que encontraram na
espécie equina modelo de estudo Unico.

De acordo com relatos lendarios, ha milhares de anos nas escaldantes areias
dos desertos arabes, padreadores de elevado valor zootécnico da indescritivel raca
Arabe mostravam-se como objeto de desejo de beduinos interessados em promover
melhoramento genético de suas tropas; entretanto, muitos clas eram rivais entre si,
impossibilitando qualquer contato cordial que permitisse tal aproximagao entre éguas e
garanhdes. Conhecedores de que a “génese de tudo” residia no “precioso liquido” dos
garanhdes, a alternativa mais viavel para a obtencao do mesmo passou a consistir nos
roubos realizados furtivamente entremeio as trevas desérticas (ABCCA, 2002).

Lenda ou nao, percebe-se que o interesse em métodos viaveis de conservacao
de sémen na espécie equlina & escopo antigo de estudo. Entretanto, ndo somente a
viabilidade, mas também a qualidade do sémen conservado e sua consequente
capacidade de fertilizacdo, tém sido intensamente investigadas por parte da
comunidade cientifica ao longo dos ultimos anos (GRAHAM, 1996). O resfriamento e
transporte de sémen a temperatura de 5°C para posterior inseminagéo artificial em

éguas tém sido pratica rotineira na criagdo de equinos (JASKO et al., 1991),
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apresentando resultados vantajosos quando comparados aos obtidos com sémen
congelado, visto o alto custo da criopreservacdo e baixa fertilidade de sémen de
garanhdes submetidos a esta técnica (KLUG, 1989).

Diferentes garanhdes apresentam diferentes caracteristicas seminais fisicas e
morfolégicas (GOETZE, 1987) na dependéncia de raga, idade, manejo, alimentacéo,
repouso sexual, mas principalmente particularidades individuais. Apesar de nao
constituir em método seguro de prognéstico da capacidade fecundante de determinado
garanhdo, a motilidade espermatica se mostra extremamente util na avaliagao da
viabilidade e longevidade dos espermatozoides (PAPA, 1987).

Sabe-se que diversos sdo os fatores influenciadores sobre a viabilidade e
qualidade espermatica, principalmente no tocante a motilidade; dentre eles podemos
citar os diferentes protocolos de resfriamento e congelamento seminal, além de fatores
fisicos, morfolégicos, bioquimicos, histoquimicos e metabolicos inerentes ao
espermatozoide e suas membranas (TROEDSSON et al., 1998). Mais recentemente
tém se descrito que patologias espermaticas, bem como integridade de membrana,
podem se constituir em fatores criticos a viabilidade espermatica e, consequentemente,
a fertilidade de garanhdes (BLACH et al., 1988; JASKO et al., 1992).

Entretanto, pouco se sabe sobre a importancia e impacto do perfil hormonal
nestes aspectos; na espécie humana, diversos trabalhos discorrem sobre viabilidade
espermatica e fertilidade versus perfis enddcrinos, fato nao observado com frequéncia e
intensidade na espécie equlina (ABALOVICH et al., 1999).

A testosterona é o elemento essencial & manutengdo e restabelecimento da
funcdo espermatogénica de cavalos adultos, sendo capaz, isoladamente, de manter de

forma qualitativa, a espermatogénese completa (INOUE et al., 1993). A grande
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quantidade de estrogenos produzidos pelo testiculo equlino atua na maturacao funcional
dos espermatozéides e fertilidade, além de agir diretamente sobre o desenvolvimento
das células de Leydig (HOFFMAN; LANDECK, 1999). Embora artigos descrevam
consistentemente padrbes e perfis tipicos de destes horménios sexuais na espécie
equina, suas interrelagées com a fertilidade sao pouco conhecidas.

Embora sejam relacionadas diversas alteragdes na esfera reprodutiva em
animais portadores de hipo ou hipertireoidismo de diversas espécies domésticas
(MCDONALD; PINEDA, 1989), pouco se sabe sobre os efeitos diretos dos hormonios
tireoideanos no testiculo humano e animal, bem como eventuais relacbes com a
viabilidade e qualidade espermatica nestas espécies.

Por tais razbes este trabalho teve por objetivo conhecer mais proximamente
eventuais correlagdes existentes entre horménios sexuais e tireoidianos com a
longevidade de sémen equino resfriado, procurando responder as seguintes hipoteses
experimentais:

- Ha correlagdes entre as concentracdes plasmaticas de hormébnios sexuais e
tireoideanos com as principais caracteristicas fisicas e morfologicas dos
espermatozéides eqlinos?

- Ha correlacbes entre concentracdes plasmaticas de horménios sexuais e tireoideanos

com a longevidade espermatica do sémen eq(iino, apos seu resfriamento a 5°C?



14

2 REVISAO DE LITERATURA

Bem conhecido e documentado pela literatura técnica mundial é o fato de que o
perfeito e normal funcionamento da funcao reprodutiva do garanhao, inclusa a
espermatogénese, é estritamente dependente do eixo hipotalamico-pituitario-
testicular, envolvendo sincronia fina entre controles enddcrinos de liberagéo e
mecanismos de “feed-back” hormonais, e mesmo modula¢cbées paracrinas e

autocrinas.

2.1 Controle Endécrino da Funcao Reprodutiva do Garanhao

A glandula pineal, principal fonte da amina inddlica melatonina, foi pela primeira
vez reconhecida por anatomistas gregos, que a reputaram como uma espécie de
valvula responsavel pelo “fluxo dos pensamentos”. Mais tarde, René Descartes
expandiu tal idéia, propondo que a pineal seria responsavel pela “traducédo” de
mensagens cerebrais para a execucdo de acgdes musculo-esqueléticas: surgia o
primeiro conceito de transmissor neuroendécrino (SHARP; CLEAVER, 1993). Hoje se
sabe que esta glandula tem papel fundamental na mediacao dos efeitos do fotoperiodo
sobre a reproducdo, através da citada melatonina, que por sua vez é resultante do
catabolismo da serotonina. A sintese e secre¢ao de melatonina sdo muito elevadas
durante a escuriddo e a duragdo desta secrecdo elevada ¢é estreitamente

correspondente & extens&o do periodo de escuriddo (HAFEZ, 1996; SOUZA, 1999).
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A melatonina é de particular importancia para a determinagdo do ciclo
reprodutivo anual relacionado a dura¢do da luminosidade diaria em animais que tenham
atividade sexual com base estacional, como ovinos, caprinos e veados, que se
reproduzem em fotoperiodos decrescentes, ou equinos, furbes e lebres, que se
reproduzem sob fotoperiodo crescente (SOUZA, 1999).

Nos equinos, a atividade elétrica resultante da fotoestimulacdo na retina é
conduzida através de fibras nervosas especializadas diretamente ao nucleo
supraquiasmatico hipotaldmico; uma vez alcancada a pineal, esta converte tais
impulsos elétricos em sinais hormonais por mecanismos ainda desconhecidos no
eqlino, que toma a forma de ritmo circadiano de producdo de melatonina. Tal
transmissao neuroenddcrina promove a secre¢ao de melatonina durante os periodos de
escuridao e inibicdo da secrecao da mesma durante periodos de maior luminosidade.

A melatonina pode agir diretamente sobre as células da hipdfise anterior ou
ainda em outros locais no cérebro para influenciar a atividade hipofisaria, pois ha
receptores de melatonina em grande numero na pars tuberalis da hipdfise e também
em outros locais especificos do cérebro, como hipocampo e septo lateral (LINCOLN,
1992). A partir desta acdo, a melatonina possivelmente influencia a atividade neural no
hipotdlamo médio-basal ou em areas adjacentes, estimulando a liberagéo de peptideos
regulatorios.

Uma vez recebido devido estimulo, o hipotdlamo do garanh@o secreta Hormonio
Liberador de Gonadotrofinas (GnRH) em padrdes pulsateis, por sua vez responsavel
pela estimulagdo da producdo e secrecdo de gonadotrofinas, ou seja, Hormonio
Luteinizante (LH) e Horménio Foliculo Estimulante (FSH). No testiculo, as células de

Leydig sdo estimuladas a produzir e secretar estrogenos e testosterona através do LH,
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sempre em proporcao dose-resposta. Ja o FSH liga-se a célula de Sertoli, estimulando-
a a secretar inibina, ativina, proteinas ligadoras de andrégenos (ABP) e outros fatores
necessarios a espermatogénese (ROSER, 2001).

Por outro lado, proteinas testiculares e horménios esterdides modulam a
secrecao de GnRH, LH e FSH através dos mencionados mecanismos de “feed-back’:
testosterona inibindo GnRH, porém sem efeito sobre LH, e estrogenos exercendo efeito
de “feed back” positivo sobre LH ao nivel pituitario. Tanto testosterona quanto
estr6genos parecem exercer controle negativo sobre a liberacdo de FSH no garanhao
(ROSER, 2001).

De acordo com diversas revisdes disponiveis na literatura, a testosterona mostra-
se como elemento essencial a manutengcdo e restabelecimento da funcéo
espermatogénica no testiculo de animais adultos. Muito embora o FSH pare¢a mostrar
influéncia sobre a quantidade de espermatozéides produzidos, a testosterona é capaz,
isoladamente, de manter qualitativamente a espermatogénese completa (GANJAM,;
KENNEY, 1975; INOUE et al., 1993; IRVINE; ALEXANDER, 1988).

O testiculo equino, diferentemente de em outras espécies, produz grandes
quantidades de estrégenos, que apresentam preponderante papel no mecanismo de
producdo espermatica ao lado da testosterona e do FSH; tal papel reside na
necessidade de estrogenos para a maturacdo funcional dos espermatozoides e
fertilidade, além de ac&o sobre o desenvolvimento das células de Leydig e modulagao
de sua esteroidogénese (HOFFMAN; LANDECK, 1999; NADEN; AMANN; SQUIRES,
1990).

Ultimamente tém-se sugerido que o testiculo talvez seja o principal sitio de

disfuncBes reprodutivas no garanhdo; tal hipétese se respalda nos fatos de que
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garanhdes inférteis apresentam concentracbes significativamente menores de
testosterona como resposta a desafios com gonadotrofina coribnica humana (hCG) em
altas doses (10.000 Ul) e de que disfun¢des hipotalamicas-pituitarias nao parecem ser
problemas primarios. Tecidos testiculares de garanhdes férteis, inférteis e subférteis
foram analisados quanto a atividade de ligagao de receptores para LH e demonstrou-se
que o numero e afinidade destes receptores ndao declinaram em casos de menor
fertilidade (ROSER; HUGHES, 1992).

Sendo assim, a hipdtese atualmente mais aceita para casos de infertilidade ou
subfertilidade idiopatica em garanhdes, reside em desordens testiculares de carater
paracrino e/ou autécrino, causados por agentes diversos tais quais toxinas, drogas,
medicamentos, estresse, esterdides exogenos, nutricdo inadequada e fatores
genéticos; estas desordens levam a perturbacdes testiculares envolvendo disfun¢des
tanto em células de Leydig e Sertoli quanto em células germinativas. Por sua vez, tais
disfungdes podem tanto levar a degeneracgao testicular com subfertilidade e infertilidade
diretamente relacionada, quanto a desbalanco hormonal significativo, que em ultima
analise resulta indiretamente na mesma circunstancia final desfavoravel (ROSER,

2001).

2.1.1 Testosterona

Conforme ja anteriormente discutido, a testosterona é essencial para a
manutencdo e restauracdo da espermatogénese nos testiculos de animais adultos

(MATSUMOTO, 1989; WEINBAUER; NIESCHLAG, 1993) em sinergia a secrecao de
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FSH. De acordo com Zirkin et al. (1994), a testosterona isoladamente é capaz de
manter qualitativamente a completa espermatogénese, enquanto que o papel do FSH
parece residir na influéncia quantitativa dos espermatozéides produzidos aos niveis pré
e pos-meidticos. Neste aspecto, Hinojosa et al. (2001) reportam que pouco se sabe
sobre o controle enddcrino da reproducdo de garanhdes envolvendo androgenos
testiculares e gonadotrofinas, estas consideradas como elementos centrais na
regulacdo da espermatogénese e libido.

Ganjam e Kenney (1975) compararam as concentracdes séricas de androgenos
totais, testosterona e estrégenos totais em garanhdes normais e criptorquidicos,
demonstrando que as concentracbes de androgenos totais se mostraram
significativamente mais baixas em animais bilateralmente criptorquidicos que nos
demais grupos.

Mais tarde, Inoue et al. (1993) determinaram as concentragdes plasmaticas de
testosterona e estrogenos em garanhdes classificados como normais ou inférteis
(azoospérmicos), com resultados significativamente diferentes entre os grupos. Animais
azoospérmicos demonstraram testosterona sérica significativamente mais baixa que
garanhGes normais, comprovando que a mensuracdo deste horménio pode fornecer
sensivel indice da funcdo enddcrina testicular de garanhoes.

Hoffmann e Landeck (1999), no sentido de reunir maiores informacdes sobre a
funcdo gonadal de garanhdes, também avaliaram as concentragdes séricas e seminais
de esteroides testiculares, assim como sua distribuicdo no ejaculado. Para testosterona,
0 esterdide livre dominante no plasma sangiineo, a concentracé@o obtida foi de 570,6 +
1,43 pg/mL, denotando alta correlagdo com estradiol plasmatico, cuja concentracao

observada foi de 31,1 + 1,16 pg/mL. Também se observou alta correlagao entre
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estrogenos plasmaticos e seminais, sendo que o principal esterdide livre no plasma
seminal foi a estrona.

No que concerne as variagdes nas concentragdes plasmaticas de testosterona
em funcdo de estacdo do ano, bem como outros fatores influenciadores como idade e
maturidade sexual, diversos trabalhos tém sido publicados.

Burns et al. (1982) descrevem que garanhdes expostos a periodos crescentes de
fotoperiodo denotam significativo aumento das concentracdes séricas de testosterona,
assim como também de dehidroepiandrosterona (DHA), androstenediona e estrona no
inicio da estacdo reprodutiva, enquanto que concentracdes de estradiol 178 e de
estrogenos totais mostraram-se similares em ambos grupos.

Braun et al. (1996) também descrevem que as concentragbes séricas de
testosterona mostraram-se, em seu estudo, mais baixas no periodo fora da estacao
reprodutiva, assim como Clay et al. (1988), que encontraram variacdes definidas pelo
fotoperiodo para testosterona, FSH e LH plasmaticos. Entretanto, contrariamente a
estes resultados, Stewart e Roser (1998), analisando aspectos relacionados a idade em
machos entre 02 meses e 25 anos de idade, ndo encontraram nenhuma variagao nas
concentracbes plasmaticas de testosterona em fungdo da estagédo reprodutiva;
entretanto, & medida que a idade dos animais aumentava, sua concentracao plasmatica
também se elevava até a maturacao testicular. A partir de entdo nenhum efeito de idade
pode ser observado nos garanhdes adultos, assim como nenhuma diferenca também
pode ser observada entre animais férteis e subférteis quanto a concentragéo plasmatica
de testosterona.

No mesmo ano em que Clay et al. (1988) publicaram trabalho mostrando

diferencas estacionais significativas nas concentracdes de testosterona, Cox, Redhead
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e Jawad (1988) também publicaram trabalho analogo, em que o padrao plasmatico de
testosterona apresentou marcada tendéncia estacional, com picos de concentracao
durante a primavera e valores mais baixos durante o inverno. Contrariando estes
resultados, Thompson et al. (1985) publicaram artigo em que mostraram nao ter havido
diferencas no padrdo de secrecdo de testosterona, LH e FSH em ambas estacoes
(reprodutiva e ndo reprodutiva); além do mais, de acordo com o padrao de secrecao
demonstrado ao longo do periodo experimental, os resultados indicaram que apenas a
colheita de uma uUnica amostra de sangue pode ser representativa para sinalizar a
concentracdo global destes horménios, uma vez que, diferentemente de outras
espécies domésticas, as gonadotropinas e a testosterona do garanh&o variam de forma
muito menos pulsatil.

Ja Amann (1993) publicou tabela em que demonstra variacdo de até 25% nas
concentragdes de testosterona obtidas entre diversos garanhdes durante as estacdes
reprodutiva e ndo reprodutiva, com valores variando entre 27 ng/mL (estagao nao
reprodutiva) e 36 ng/mL (estacdo reprodutiva), lembrando que tais dados foram
compilados de diversos estudos publicados anteriormente e, portanto, nao tendo sido
determinada significancia estatistica para estes valores.

Vale lembrar que a concentracdo total de 17B-hidroxi-androgeno no sangue
emergente dos testiculos através da veia testicular & aproximadamente 45 vezes maior
que a concentracdo no sangue presente na veia jugular; durante os intervalos em que
as células de Leydig estdo sob maxima estimulagao de LH enddgeno, as concentragoes
de testosterona na veia testicular podem exceder 500 ng/mL, ou aproximadamente 100

vezes a concentragao tipica de testosterona colhida na veia jugular (Amann, 1993).



2.1.2 Estradiol

O testiculo do garanh@o possui a habilidade de sintetizar andrégenos como a
testosterona, dihidrotestosterona e androstenediona, assim como grandes quantidades
de estrégenos. Quando comparado a machos de outras espécies de mamiferos, os
garanhdes demonstram producdo de estrona e estradiol em larga escala, sendo que
estrégenos conjugados, como o sulfato de estrona e o sulfato de estradiol 178 também
foram isolados do tecido testicular (LANG et al., 1998).

Roser (1994), reportou concentracdes de estradiol de 71,9 pg/mL e 44,6 pg/mL
para garanhdes normais e inférteis respectivamente, enquanto que Lang (1998)
descreve valores andlogos variando entre 41,2 a 118 pg/mL na primavera e 52,7 a
107,7 pg/mL no inverno para garanhdes com histérico de fertilidade normal. Wallach,
Pickett e Nett (1983), uma vez tendo encontrado concentracdes de estradiol
significativamente mais baixas em garanhdes impotentes quando comparadas com
concentragoes de garanhdes normais, inferiram que impoténcia pode estar baseada em
baixas concentracdes de estradiol e LH; por outro lado, Burns et al. (1982), nao
encontraram variacdes de fertilidade relacionadas a concentracbes de estrona ou
estradiol, ao contrario de LH que demonstrou aparente relacdo com a fertilidade.

Braun et al. (1996) reporta valores maiores de estradiol plasmatico no periodo de
primavera e verdo, enquanto que tal diferenca nao pdde ser observada para o plasma
seminal. Neste estudo, as concentragbes mensais médias de estradiol no sangue e no
plasma seminal giraram em torno de 27,4 pg/mL e 45,3 pg/mL, respectivamente.

De acordo com recentes evidéncias de que a causa idiopatica de

subfertilidade/infertilidade em garanhdes pode estar sediada aos niveis de receptor ou
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de poés-receptor de horménio luteinizante (LH) nos testiculos, Motton e Roser (1997)
mensuraram as concentragoes plasmaticas de LH, FSH, estradiol e testosterona, nao
encontrando diferengas significativas entre garanhdes férteis e subférteis; entretanto,
valores mais baixos destes horménios foram observados entre garanhdes inférteis.
Analogamente, Stewart e Roser (1998) mensuraram concentracées plasmaticas de
diversos horménios em machos equinos entre 02 meses e 25 anos de idade,
encontrando concentra¢gdes maiores proporcionais a idade até a maturacao sexual; a
partir de entdo, nenhuma diferenca pdde ser observada entre garanhdes adultos e entre
estacdes reprodutivas no tocante ao estradiol e demais horménios. Apenas inibina e
estradiol plasmaticos demonstraram menores concentragdes em animais inférteis, neste
estudo.

Hoffman e Landeck (1999), também mensuraram as concentracdes séricas e
seminais dos esterdides testiculares; o estradiol plasmatico, cuja concentracao
plasméatica observada foi de 31,1 + 1,16 pg/mL, denotou alta correlagdo com a
testosterona plasmatica, conforme ja citado.

Embora estudos demonstrem e reconhe¢cam o importante papel dos estrogenos
na fisiologia reprodutiva do garanhao, ainda ndo se conhece definitivamente o papel
dos mesmos na espermatogénese, controle endécrino da reproducdo e qualidade
seminal. Especula-se que dois tipos celulares distintos estejam envolvidos na produgao
de estrogenos e testosterona, uma vez que os estudos de Lang et al. (1998)
demonstraram pequena correlacdo entre testosterona e estradiol, assim como
Thompson et al. (1979), Thompson, Pickett e Nett (1978) e Eisenhauer et al. (1994).
Provavelmente os estrogenos atuam através de mecanismos de “feed-back”

concentracdo-dependentes para regular a via esteroidogénica.
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Recentemente, um grande aumento de dados indicativos do envolvimento dos
estrégenos no macho, bem como de sua potencial modulagao paracrina/autécrina tém
sido apresentados a comunidade cientifica (ROSER, 2001). Estudos atuais tém
demonstrado que tanto as células germinativas como as células de Leydig e Sertoli,
expressam genes para sintese de aromatase e de receptores estrogénicos, sugerindo
que estrogenos sao necessarios para a maturacao funcional dos espermatozdides e
fertilidade, assim como para o desenvolvimento e modulacdo da esteroidogénese das
células de Leydig (ROSER, 2001).

Também preocupados com as implicacdes e envolvimento dos estrégenos na
fertilidade de garanhdes, Reaside e Christie (1997) procuraram mensurar as
concentragdes do principal estrégeno do sangue, o sulfato de estrona (E4S), no plasma
seminal e também nos espermatozoides. Analisando ejaculados de cinco garanhoes,
concluiram que altas concentracdes de E;S no sangue periférico sao refletidas em altos
niveis, ainda que menores que 0s plasmaticos, de esterdides no ejaculado. Inoue et al.
(1993) demonstraram que concentracdes séricas de testosterona e estroégenos totais
podem refletir sensivel indice da fungdo enddcrina de garanhdes, uma vez que em seu
estudo encontraram menores niveis destes horménios em animais castrados e imaturos
guando comparados a garanhdes maduros e inférteis; machos azoospérmicos também
revelaram menores concentracoes de estrogenos totais que garanhdes adultos.

Relevante revisdo envolvendo anormalidades enddcrinas e terapias hormonais
realizada por Douglas e Umphenor (1992) descreve que dosagens rotineiras de
estrogenos, testosterona, T4 (tiroxina), insulina, FSH e LH podem fornecer importantes
dados sobre a eficiéncia reprodutiva dos garanhées. Segundo os autores, tais analises,

em conjunto a outros dados clinicos dos animais, podem ser fatores criticos para o
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sucesso do manejo reprodutivo dos haras. De acordo com este estudo, parece haver
significativa relacdo entre baixas concentracbes de estrégenos totais/altas

concentracdes de FSH com subfertilidade associada a oligospermia e degeneracao

testicular.

2.2 Tiredide e Fisiologia Tireoideana

Responsavel por sistemas enddcrinos distintos, através das células foliculares e
parafoliculares, a glandula tiredide localiza-se imediatamente abaixo da laringe em
porcdo anterior a traquéia, topograficamente lateral a mesma (AHREN, 1986).

Constituida de massas teciduais distintas, porém conectadas entre si, a tiredide
mostra-se de formas multivariadas nas diferentes espécies domeésticas, sendo
conectadas por istmo no cédo e no gato; é substancialmente lobada nos equinos, onde
istmo apenas circunstancial pode ser observado, contrariamente aos bovinos, em que
amplo tecido parenquimatoso caracteriza tal istmo conectivo. Apenas nas espécies
humana e suina pode-se observar a glandula tiredidea em forma mais compacta
recobrindo a traquéia (DYCE; SACK; WENSING, 1997).

Como 6rgao enddcrino, a tiredide sintetiza e secreta horménios através das ja
citadas células foliculares, que aderidas entre si circundam o espaco glandular coloidal;
0 outro tipo celular tipico da tiredide é composto pelas células parafoliculares, que se
apresentam entremeadas as células foliculares e tém como funcéo principal sintetizar e
secretar polipeptideos como a somatostatina e a calcitonina. Os principais horménios
tireoideanos sdo a tiroxina (T4) e a triiodotironina (Ts). A tiroxina é o produto da

iodetacdo do aminodcido tirosina nas células foliculares; o iodo se fixa a tirosina
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- Aumento na protedlise de tireoglobulina armazenada nas células foliculares e a
consequente liberacdo de hormdnios tireoideanos na circulacdao sanguinea.

Os horménios tireoideanos apresentam fung¢des similares, porém atuam
diferentemente em células-alvo no organismo animal. Vale ressaltar que 0s mesmos,
uma vez na corrente sanguinea, ligam-se a proteinas carreadoras como a TBG
(Globulina Ligante de Hormodnios Tireoideanos) e a transtirretina, fazendo com que
concentracbes séricas de T3 e T4 apenas reflitam os valores hormonais ligados as
proteinas carreadoras (KAPTEIN; HAYS; FERGUSON, 1994). Desta forma, dentre os
efeitos gerais dos horménios tireoideanos nos organismos vivos, podemos citar
(CAPEN; MARTIN, 1989):

- Regulacdo do metabolismo basal;

- Estimulacao da sintese de proteinas;

- Aumento dos processos de glicélise, gliconeogénese e absorg¢ao intestinal de glicose;
- Estimulagdo da atividade cardio-circulatéria através de batimentos cardiacos, débito
cardiaco e fluxo sangtiineo;

- Desenvolvimento neuronal e aumento da transmisséo nervosa em células neurais.

2.2.1 Horménios Tireoideanos e a Funcao Reprodutiva

Diversas citacbes correlacionam o hipotireoidismo a infertilidade em humanos.
\Jackson (1982) reportou algumas interagdes entre hormoénios tireoideanos e a fungao
reprodutiva, uma vez que o proprio TRH pode ser observado em tecidos
eminentemente reprodutivos como a prostata, vesiculas seminais, epididimo e até

0 na placenta humana. Por outro lado, tratando-se de hormdnio hipofisario, o
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TRH também estimula em seu sitio de acdo a liberacdo de prolactina conjuntamente ao
TSH. Segundo Hafez (1959) e Parkinson e Follett (1995) os horménios da tiredide
parecem ser necessarios para a expressao da refratariedade ou do ritmo reprodutivo
enddgeno.

Vasta literatura envolvendo casos de hipo/hipertireoidismo pode ser encontrada
na espécie humana e em espécies domésticas; na primeira, por exemplo, descreve-se
que individuos apresentando elevacao significativa em suas concentragdes séricas
normais de horménios tireoideanos podem apresentar significativa reducao em sua
testosterona livre, levando a quadros de impoténcia sexual e até mesmo ginecomastia
em homens, aléem de perturbacgdes ovulatérias em mulheres (JOHNSON; GRACE;
PROBST, 1987). Chandrasekhar et al. (1985), por outro lado, descrevem que casos de
hipotireoidismo talvez ndo estejam relacionados a infertilidade em homens, mas que
aumento das concentracdes séricas de T4 e T3 pode influenciar sobremaneira na
espermatogénese.

Em espécies domésticas também se relacionam alteragdes na esfera reprodutiva
em animais portadores de hipo/hipertireoidismo. Tais disfun¢gées hormonais podem

levar a quadros de diminuicdo da libido e menor concentracdo espermatica nos

machos, além de irregularidades ou mesmo auséncia de ciclos estrais e baixos indices
de concepcao em fémeas (MCDONALD; PINEDA, 1989).

A caréncia total de hormonios tireoideanos suprime a fungéao reprodutiva normal

em carneiros (DICKSON, 1996), enquanto que a tireoidectomia, de acordo com

IParkinson e Follett (1995), abole modificagdes estacionais na atividade reprodutiva

nesta espécie, indicando um requerimento de hormonios tireoideanos para a expressao

normal destes modelos. No macho ovino, a tireoidectomia resulta em diminuicao do
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crescimento testicular, espermatogénese alterada e queda de libido, com reducao
estacional na qualidade seminal associada ao hipotireoidismo (DICKSON, 1996). Em
contraste, Cooke (1996) afirma que estes horménios ndo tém acédo sobre o testiculo
adulto, pois o hipotireoidismo apresenta minimos efeitos sobre a morfologia testicular ou
a producéo de testosterona, havendo pequenas quantidades de receptores para estes
horménios nos testiculos adultos de ovinos. Brooks et al. (1964) também nao
encontraram interferéncia da tireoidectomia na espermatogénese de carneiros adultos,
assim como Chandrasekhar et al. (1986).

No que tange a espécie ovina, em que muitos trabalhos envolvendo horménios e
funcdo reprodutiva podem ser encontrados, é importante citar as estreitas relacdes
entre concentragdes plasmaticas destes horménios e a estagcao do ano. Riis (1983) e
Webster (1991) encontraram niveis maiores de T, durante o inverno do que no verao,
enquanto que Menegatos et al. (1994) verificaram a existéncia de modificagcbes na
concentracdo de T, correlacionadas com o aumento ou diminuicdo do fotoperiodo,

sendo mais elevados em fotoperiodos crescentes em relacdo a decrescentes. Salem et

al. (1991) reportam valores médios de T3 significativamente mais altos no inverno do
que no verdo, exatamente de forma analoga aos achados de Okab et al.(1993) na
espécie ovina. Sendo assim, corroborados ainda pelo estudo de Griffin et al. (1962), em
gue se observou aumento na atividade de producdo hormonal pela tiredide nos meses
mais frios do ano, estes estudos sugerem estreita relagado entre secrecdes da tiredide e
hipdfise no controle do sistema reprodutivo, provavelmente através da regulacao das
- gonadotrofinas hipofisarias.

Cées hipotireoideos podem apresentar diminuicdo na libido e menor produgéo

espermatica segundo Chester (1987). Chastain (1983), por exemplo, descreve caso de
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cao hipotireoideo congénito apresentando significativa diminuicdo do numero de
espermatides nos tubulos seminiferos; em 20% destes nenhuma espermatide pdde ser
observada. Nachreiner (1986), também descreve que aproximadamente 45% dos cées
subférteis apresentam diminuicao dos horménios tireoideanos.

Na fémea canina, baixos niveis de T3 e T, tém sido relacionados a altera¢des na
ciclicidade estral, como prolongamento do anestro reprodutivo e redu¢ao do periodo de
estro; menores taxas de concep¢do, maior ocorréncia de abortamentos precoces e
producdo espontanea de leite também sdo observadas em cadelas. Neste ultimo caso,
especula-se que ocorra por aumento da producdo de prolactina, bloqueando-se,
consequentemente, a secrecao e acao das gonadotrofinas (CHESTER, 1987).

Também se demonstrou que o hipotireocidismo em ratas adultas induz a
hiperprolactinemia nesta espécie; Tohei, Watanabe e Voogt (2000) mostraram que a
proporcado de fémeas hipotireoideas apresentando  pseudogestacao  foi
significativamente maior que naquelas consideradas eutireoideas.

Ainda em ratos, Armada et al. (2001) relatam que ratas hipotireoideas

apresentam menor peso ovariano e uterino que animais do grupo controle, alem de

pouco desenvolvimento folicular e intensas irregularidades estrais, muito embora
nenhuma correlacdo possa ter sido encontrada nas dosagens séricas de
gonadotrofinas, estradiol e progesterona. Tal fato suporta a hipétese de que horménios
fireoideanos podem mostrar efeito direto no desenvolvimento folicular, porém sem
efar a producédo de esterodides sexuais pelo ovario. De fato, receptores para T3 foram
ntrados nas células da granulosa de suinos (WAKIN; RAMANI; RAO, 1987) e

manos (WAKIN et al., 1996).
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Nunca se demonstraram efeitos diretos dos horménios tireoideanos no testiculo
humano, assim como se conhece quanto aos ovarios. Indiretamente, porém, tal relacao
tém sido descrita. Homens com hipertireoidismo apresentam menor concentracao
espermatica, motilidade total normal, porém motilidade progressiva significativamente
menor que homens eutireoideos (JANNINI; ULISSE; D’ARMIENTO, 1995).
Opostamente, adultos com hipotireoidismo denotam diminuicdo no volume do
ejaculado, na motilidade progressiva e também na porcentagem cumulativa de formas
jovens, porém sem alteracbes na densidade espermatica ou porcentagem de
espermatozoides com morfologia normal; neste estudo, ndo houve alteracdes nos
niveis de testosterona e gonadotropinas (HERNANDEZ; GARCIA; DIEZ, 1990).

Abbaticchio et al. (1981) ja procuravam correlacionar a responsividade in vivo
entre os horménios tireoideanos e a atividade testicular em homens férteis e ditos
inférteis; em seus estudos, encontraram estreita correlagcdo entre niveis de T4 e
contagem espermatica e porcentagem de espermatozdides moveis, porém esta mesma
observacdo ndo pode ser validada para Ts e para o indice de Tiroxina Livre (ITL).

O epitélio seminifero do testiculo pré-pubere também & responsivo aos
horménios tireoideanos; receptores nucleares para T; sdo encontrados nas células de
Sertoli de diversas espécies animais, onde o T3 promove sua diferenciacao e alteracoes
na sua capacidade proliferativa e secretéria. Desta forma, conjuntamente ao FSH, o
horménio Tz deve ser considerado como o maior regulador enddcrino do
desenvolvimento do epitélio seminifero testicular (JANNINI; ULISSE; D’ARMIENTO,
1995). Jannini, em 1990, também demonstrou que em ratos neonatos ha altos niveis de
receptores para horménios tireoideanos nas células de Sertoli; entretanto, na fase pds-

natal ha significativa diminuicdo destes receptores, que se tornam minimos no adulto.
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Esta ligacao entre horménios tireoideanos e o desenvolvimento das células de Sertoli
também é relatada por Francavilla (1991), que demonstra imaturidade destas células a

microscopia eletrénica em jovens ratos hipotireoideos.

2.2.2 Hormoénios Tireoideanos em Equiinos

Nunca se reportaram, cientificamente, anormalidades reprodutivas em éguas
tireoidectomizadas, porém muitos veterinarios de campo tém citado grandes progressos
clinicos sob o ambito da fertilidade apds haverem suplementado éguas com hormonios
tiredideos exégenos. Ainda ndo se publicou experimento em que se comprove uma
estreita relagdo entre o teste diagndstico e a abordagem terapéutica de infertilidade
causada por desordem de origem tiredidea (NACHREINER; HYLAND, 1993).

As concentracdes hormonais relativas a funcao tireoideana normal em éguas
variam consideravelmente de laboratério para laboratério; parte do problema se deve a
ampla gama de unidades de medida utilizadas (ng/dL, ng/mL, nmol/L, etc.). Em geral,
as concentragdes séricas normais dos hormonios tireoiedanos em éguas sao: T4, 06 a
32 nmol/L; T3, 0,4 a 1,5 nmol/L. Poucas éguas inférteis tém apresentado concentragoes
destes horménios abaixo destes niveis (NACHREINER; HYLAND, 1993).

Muitos estudos foram conduzidos no sentido de se estabelecer niveis
plasmaticos basais dos horménios tireoideanos em equinos, bem como de seu perfil
tipico, tanto em animais jovens como em cavalos adultos. Chen e Riley (1981)
trabalharam com potros neonatos (idades entre 1,5 a 4 meses) e cavalos adultos entre

2 a 25 anos de idade de diversas racas e demonstraram que neonatos apresentam

concentracoes séricas de T, e Tz (4,02 «g/dL e 192,90 ng/dL, respectivamente)
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superiores aos de cavalos adultos (1,76 «g/dL e 98,69 ng/dL, respectivamente); neste
estudo, garanhdes apresentaram niveis de Tz discretamente maiores que a média
obtida entre machos castrados e fémeas.

Anderson, Nixon e Akasha (1988) também mensuraram niveis de T3 e T, total e
livre em diversas espécies, dentre elas a equina; as concentracdes séricas de T4 total,
T4 livre, T3 total e T3 livre observados foram de 15,00 ng/mL, 5,90 pg/mL, 677,00 pg/mL
e 3,22 pg/mL, respectivamente; analogamente ao estudo de Chen e Riley (1981), T4
livre também se comportou com concentracdes séricas mais altas em garanhdes do
que em outros grupos dentro da mesma espécie (éguas e potros) e mesmo dentre
outras espécies, como bovinos, ovinos, caprinos e suinos.

Com a finalidade de se determinar as concentragdes plasmaticas de Tz, T4 € T4
livre em repouso, apos administracdo de TSH e apds administracdo de fenilbutazona
em animais higidos, Sojka, Johnson e Bottoms (1993) procuraram investigar o melhor
teste laboratorial para o diagnéstico de hipotireoidismo em equinos, uma vez que o TSH
atua estimulando a secrecao de horménios tiredideos e a fenilbutazona possui acao
inibitéria sobre a mesma. Os valores séricos basais encontrados para 0os hormdnios
citados variaram entre: 0,21 a 0,80 ng de Ts/mL, 6,20 a 25,10 ng de T#/mL e 0,07 a 0,47
ng de T4 livre/dL; uma vez que ambos T3 e T, aumentaram sobremaneira apos a
aplicacdo intravenosa de 5 IU de TSH, e que a fenilbutazona foi capaz apenas de inibir
T4, mas nao Ts, 0s autores concluiram que a estimulacdo com TSH parece ser o
método diagndstico mais recomendado em casos de suspeita de hipotireoidismo em
equinos.

Lothrop e Nolan (1986) encontraram valores basais de T4 e T3 de 24,40 ng/mL e

0,44 ng/mL, respectivamente, similares aos encontrados por Sojka, Johnson e Bottoms
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(1993). As concentragdes séricas de T, e T3 publicados por Duckett, Manning e Weston
(1989) também corroboram os valores dos autores anteriormente citados; estes autores
encontraram picos médios de T; em 54,06 + 14,02 ng/dL as 08:00 da manha,
significativamente menores que a meia-noite, cuja média foi de 38,71 + 10,81 ng/dL. A
concentracdo media maxima de T, foi obtida as 16:00 horas ao nivel de 2,43 + 0,81
*g/dL e a minima as 04:00h em 1,79 + 0,63 *g/dL.

Messer et al. (1995) reportam concentracdes basais de Tstotal, Tslivre, T4 total e
T4 livre em 1,02 + 0,16 nmol/L, 2,05 + 0,33 pmol/L, 19,87 + 1,74 nmol/L e 11,55 + 0,70
pmol/L, respectivamente, obtidas em 06 equinos adultos higidos, considerados
eutireoideos com base em resposta ao teste padrao de estimulacdo com TSH.

Malinowski et al. (1996) conduziram interessante estudo com a finalidade de se
determinar possiveis variacdes de concentracao plasmatica de Ts, T4, IGF-I (Fator de
Crescimento Semelhante a Insulina) e de IGFBP (Proteinas Ligadoras de IGF), em
funcdo do crescimento, maturidade sexual e idade. Colheram amostras de sangue de
potras e éguas “trotadoras” (Standardbreds) com idades variando entre 0 a 14 dias, 1 a
9 meses, 5 a 8 anos e 16 a 22 anos; em um segundo experimento, mediram as
mesmas variaveis em 08 racas diferentes, de diferentes tamanhos corpéreos, ou seja,
de cavalos miniatura a Friesians. As concentracdes plasmaticas de Ts decresceram
continuamente de 7,9 ng/mL do nascimento até os 06 meses de idade (0,9 ng/mL) e
entdo pouca variacao foi observada entre os 09 meses (0,7 ng/mL) e os 16-22 anos de
idade (0,5 ng/mL); similarmente, T, declinou de 233 ng/mL ao nascimento, para 49
ng/mL aos 14 dias de idade e variou de 09 a 35 ng/mL entre todos 0s outros grupos de

idades maiores. Neste estudo, embora tenha havido grandes diferencas inter-raciais
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quanto as concentracées hormonais, ndo se observou diferencas quanto ao tamanho
corporal.

Poucos estudos envolvendo correlagdes entre niveis de hormdnios tireoideanos
e a fungao reprodutiva na espécie eqliina, sdo encontrados na literatura. Tal afirmacao
é particularmente verdadeira quando nos referimos ao macho eqiino, uma vez que
alguns estudos foram realizados no sentido de se avaliar efeitos reprodutivos das
fémeas e suas eventuais interrelagdes com hormonios tireoideanos.

Para avaliar as caracteristicas seminais de garanhdes tiroidectomizados, Lowe et
al. (1975) coletaram semanalmente sémen de garanhdes que sofreram retirada
cirurgica da tiredide aos 18 meses de idade, comparando-a ao sémen de garanhdes-
controle, dos 25 aos 39 meses de idade. Embora o estado induzido de hipotireoidismo
tenha causado efeitos negativos sobre a libido e estado geral dos animais, as
caracteristicas seminais, histologia testicular e fertilidade nao foram afetadas pelo
procedimento.

Lowe et al. (1987) também avaliaram o comportamento reprodutivo de éguas
normais e éguas tiroidectomizadas ao longo de duas estagdes reprodutivas. Quando
comparadas a trés éguas nao tiroidectomizadas consideradas como grupo controle, trés
outras éguas tiroidectomizadas com a idade de 1,5 ano mostraram-se letargicas, com
membros posteriores edemaciados e pelagem ruim e espessa. Uma vez expostas ao
garanhdo durante o estro, tais éguas apresentaram responsividade normal ao
garanhdo, e muito pouco refratarias ao mesmo quando em anestro. Entretanto,
caracteristicas como tempo de duracdo do estro, pico de LH e pico de progesterona no

dia 07 apds a ovulagdo nao variaram entre os grupos estudados.
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Com finalidade de se avaliar a eventual associacdo entre concentracdes de T4
séricas com as taxas de prenhez apds 15 a 16 dias da ovulacdo e possiveis beneficios
da suplementacdo com hormdnios tireoideanos no aumento da fertilidade, Gutierrez,
Riddle, e Bramlage (2002) publicaram trabalho envolvendo 329 éguas clinicamente
normais. Estes animais revelaram concentracbes de T, variando entre 4,5 e 53,9
mg/dL, tendo sido suplementadas éguas consideradas com baixos niveis de T,4; nao se
detectou qualquer associagao significativa entre niveis de T, e taxas de prenhez aos 15
e 16 dias pds-ovulagcdo, tampouco a suplementacao de éguas com baixos niveis de Ty

promoveu qualquer efeito na melhora da fertilidade das mesmas.

2.3 Analise Seminal em Garanhoes

Ha mais de meio século, diversos autores vém descrevendo grandes variacoes
quanto ao volume dos ejaculados na espécie equina; Papa (1987), em sua brilhante
revisdo sobre os parametros normais do ejaculado equino, cita Goétze (1949), que
encontrou valores médios de 101,5 ml/ejaculado em ragas de “sangue quente”
(Hannoverana, Trackener, Oldenburg, Holsteiner, Westfalen, Orloff etc) e 47,5
mL/ejaculado na raca Puro Sangue Inglés (PSI); segundo este autor, diversos fatores
estdo relacionados a esta variagado, entre eles raca, particularidades individuais, tempo
apos ultima cobertura, idade, tempo de repouso sexual, época do ano, alimentacéao,
manejo etc. Papa (1987) também descreve que Aehnelt (1950) observou grandes
variacbes entre ejaculados equinos, obtendo valores desde 15 até 450 mL,
“padronizando” valores entre 80 e 100 mL como volumes médios de referéncia. Quanto

a possivel relagdo com fertilidade, Dowsett e Pattie (1982) demonstraram que o volume
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do ejaculado, desde que em niveis iguais ou acima dos padrdes normais de fertilidade,
nao influencia isoladamente nos indices de fertilidade, mas pode interferir quando
houver uma variagdo na somatdria de varios outros parametros espermaticos. Estes
autores encontraram volumes médios dos ejaculados de 63,6 mL e 43,4 mL para
garanhdes de fertilidade comprovada e de baixa fertilidade, respectivamente.

Apesar de nao constituir em seguro e definitivo pardmetro para se prognosticar a
capacidade fecundante do sémen equino, a motilidade espermatica continua se
mostrando extremamente util na avaliagcdo da viabilidade dos espermatozoides (PAPA,
1987). Comparando as racas de “sangue quente” com a ragca PSI, o ja citado autor
Aehnelt (1950) observou médias em porcentagem de motilidade total de 63 e 83%,
respectivamente, enquanto que Werhahn (1978) encontrou 61% de motilidade total das
ditas racas de “sangue quente”. No que se refere a época do ano, Pickett, Faulkner e
Sutherland (1970) ndo obtiveram diferengas significativas entre as estagbes do ano
(motilidade total média de 73%), enquanto que Van der Holst (1975) encontrou
porcentagens médias de motilidade maiores na estagdo de monta, ou seja, primavera e
verdo. Ja Squires, Pickett e Amann (1979) demonstraram que porcentagens maiores de
motilidade espermatica sdo encontradas em garanhdes entre 4 e 6 anos (63,1%),
enquanto que animais mais jovens (2 a 3 anos) e animais mais velhos (9 a 16 anos)
demonstram menores percentagens de motilidade total (55,0 e 59,9%,
respectivamente). Quanto a relacdo entre motilidade e fertilidade, Voss, Pickett e
Squires (1981) demonstraram ndo haver tal relagdo em garanhdes, desde que

apresentem valores médios iguais ou acima dos padrdes normais (motilidade igual ou

superior a 70%).
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Assim como os demais parametros do ejaculado eqlino, a concentracao
espermatica também apresenta grandes variagcbes (PAPA, 1987). Gotze (1949)
encontrou resultados na ordem de 80 a 200 x 10° espermatozéides por mL de ejaculado
(sptz/mL), enquanto que Aehnelt (1950) e Bielanski (1950) obtiveram resultados médios
de 338 x 10° e 132 x 10° sptzs/mL, respectivamente. Outros autores, em trabalhos
classicos, também encontraram valores médios semelhantes, em sptz/mL, como
Cornwell et al. (1972) 302 x 10°, Pickett et al. (1976) 281 x 10°, Werhahn (1978) 200 x
10° e Dowsett (1979) 164 x 10°% Dowsett e Pattie (1982) encontraram valores médios de
178 x 10° e 154 x 10° sptz/mL, para garanhdes com fertilidade comprovada e garanhées
de baixa fertilidade, respectivamente.

Diversos autores também reportam grandes variacdes no numero total de
espermatozoides no ejaculado, variagcbes estas dependentes de inumeros fatores
(PAPA, 1987). Gotze (1949), Cornwell et al. (1972), Pickett et al. (1976), Werhahn
(1978), Sullivan e Pickett (1975) e Swierstra, Gebauer e Pickett (1975) reportaram
valores de 6,0 x 10°, 11,3 x 10°, 14,7 x 10°, 26,3 x 10°, 11,0 x 10° e 7,0 x 10° sptzs,
respectivamente; Amann et al. (1979) demonstraram valores de 6,4 e 4,2 x 10° sptzs
respectivamente, para garanhdes de 5-16 e 2-4 anos de idade, enquanto que Squires,
Pickett e Amann (1979) encontraram valores de 1,8, 3,6 e 4,5 x 10° sptzs para
garanhdes de 2 a 3,4 a 6 e 9 a 16 anos de idade, respectivamente.

Ainda de acordo com Papa (1987), muitos pesquisadores, ao longo dos anos,
vém tentando correlacionar as caracteristicas morfolégicas espermaticas de garanhoes
com a fertilidade. Bielanski (1975) encontrou diferencas entre a freqiéncia de defeitos
maiores e menores em diversos ejaculados de diversos garanhdes; este mesmo autor

encontrou, assim como Henrikse (1966) e Dott (1975), correlacdo negativa entre
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fertilidade e a percentagem de patologias espermaticas, diferentemente de Voss,
Pickett e Squires (1981) que nao encontraram correlagdes entre fertilidade e
porcentagem de espermatozodides anormais. Papa (1987) descreve em sua revisao que
os fatores que podem influenciar a presenca de patologias espermaticas podem estar
ligados desde a espermatogénese até o armazenamento e posterior ejaculacao do
sémen, além do excessivo uso do garanhao, aumento de temperatura epididimaria por
febre, perda de termorregulacao testicular, além de fatores individuais ligados a idade
do garanhao.

Werhahn (1978) dividiu garanhdes de “sangue quente” em trés faixas etarias, a
saber: 3 a 5, 6 a 10 e acima de 11 anos, demonstrando que 0s maiores niveis de
patologias (46,6 e 62,0%, respectivamente) sdo observados em animais em tenra idade
de maturidade sexual e animais senis, diferentemente de animais ja demonstrando a
devida maturidade sexual (38,4%). Bielanski et al. (1982) afirmaram ser possivel
prognosticar a fertilidade dos garanhdes antes da estacdo de monta, desde que estes
se apresentem de acordo com condigbes sexuais normais, como concentracdo e
motilidade espermaticas dentro dos padrdes de referéncia e menos de 10% de gotas
citoplasmaticas, 30% de cauda enrolada, 3% de cabecas destacadas e 1% de outras
formas patoldgicas. Analogamente, Mies Filho (1987) descreve que este tipo de
“progndstico” reprodutivo pode ser valido para animais portadores de patologias
espermaticas entre 25 e 30% (sendo que até 10% de defeitos maiores e 20% de
defeitos menores), mas que torna-se muito subjetivo ao passo que muitas variaveis

podem interferir no julgamento da amostra seminal, como raca, idade, época do ano e

fatores individuais.
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Jasko et al. (1992), avaliaram as caracteristicas seminais morfologicas e de
movimentacao do ejaculado de 99 garanhdes, comparando-as aos indices de fertilidade
destes garanhdes. Animais apresentando baixa fertilidade média durante as estagoes
reprodutivas avaliadas, demonstraram baixos valores médios de motilidade total e
progressiva, menor velocidade média de células mdveis e significativamente menor
percentuai de espermatozoides morfologicamente normais. Por outro lado, em
garanhdes com fertilidade normal, demonstraram que as caracteristicas mais altamente
correlatas com fertilidade foram: motilidade espermatica total e progressiva,
porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais e porcentagem de
espermatozdides moveis através de andlises computadorizadas.

Dois anos antes, Jasko, Lein e Foote (1990) publicaram estudo semelhante,
também com 99 garanhdes. A andlise de dados reprodutivos e a classificagao
morfolégica espermatica revelaram significativa correlacdo entre o percentual de
espermatozéides morfologicamente normais e a fertilidade estimada por ciclo
reprodutivo dos garanhdes estudados. Além do mais, 0s percentuais de
espermatozdides classificados como portadores de defeitos maiores (cabecas
anormais, gota proximal e pecas intermediarias anormais) se mostraram negativamente
correlacionados a fertilidade de forma significativa. Aparentemente, um grande
percentual de espermatozdéides com defeitos maiores ou outros defeitos em
combinacéo aos defeitos maiores pode ser associado a intensa reducéo de fertilidade.

Com o objetivo de avaliar os efeitos da sazonalidade reprodutiva sobre a
qualidade seminal e concentragdes plasmaticas hormonais entre outros parametros em
garanhdes férteis e subférteis, Roser e Hughes (1992) analisaram o sémen destes

garanhdes quanto a volume, concentragdo, motilidade, pH e morfologia. Comparados a
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garanhdes férteis, animais subférteis demonstraram concentragbes plasmaticas de
gonadotropinas significativamente maiores, porém similares entre os grupos para a
testosterona. O numero total de espermatozoides méveis (motilidade progressiva) foi
menor em garanhdées subférteis em ambas estacoes reprodutivas.

Naden, Amann e Squires (1990) se mostraram preocupados em estabelecer
relacbes entre concentragcbes hormonais e caracteristicas seminais de garanhdes.
Estes pesquisadores avaliaram as variagées hormonais de cavalos machos desde 08
até 100 semanas de idade, mensurando LH, FSH e testosterona plasmaticos, além de
comportamento sexual e caracteristicas seminais. Neste estudo, alta correlagcao foi
encontrada entre o aumento dos niveis hormonais plasmaticos e qualidade seminal,
assim como produgao seminal diaria e “output” seminal diario com o passar da idade
desde a infancia e puberdade até a fase adulta.

Através da hipétese de que animais “imunizados” contra GnRH podem
apresentar supressdo da funcgao testicular, Malmgren et al. (2001) investigaram tal
efeito sobre as concentragcbes hormonais periféricas, comportamento sexual e
qualidade seminal em garanhdes. Ao final do experimento observou-se que animais
submetidos a imunizagdo com GnRH demonstraram significativa queda nos niveis de

testosterona plasmatica, assim como intenso decréscimo na qualidade seminal (volume,

concentracao, motilidade e morfologia).
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2.4 Viabilidade Espermatica e Integridade de Acrossomo

A membrana plasmatica do espermatozoide € composta por uma dupla camada
lipidica que, além do colesterol, possui muitos fosfolipideos polares e proteinas que
atuam como bomba de ions para mover calcio, sodio e outros ions para fora da célula;
estas proteinas também aumentam as associagbes com células do trato reprodutor
feminino e atuam como receptores de ligagdo entre espermatozdides e ovocito
(GRAHAM, 1996).

Muitos fatores alteram a fluidez ou a flexibilidade das membranas plasmaticas,
como, por exemplo, a temperatura. O resfriamento induz a mudancas estruturais dos
fosfolipidios do estado liquido para o estado cristalino, impedindo sua movimentacao
lateral e resultando na formagdo de regidbes ou dominios cristalinos (QUINN, 1985;
JASKO, 1994); resta-se somente discretas regides de lipidios em estado liquido, onde o
agrupamento das proteinas no interior destes dominios lipidicos leva ao aumento da
permeabilidade da membrana e diminuigao da fungao metabdlica.

Durante o processo de criopreservagdo do sémen, ou mesmo de seu simples
resfriamento com vistas a seu transitério armazenamento, o choque térmico sofrido pelo
sémen desde 37 até 5°C pode induzir a danos irreversiveis nas células espermaticas,
como alteragdes no padrdo normal de motilidade, danos metabdlicos, perda de
componentes intracelulares, desequilibrio na concentragdo de ions (pela diminuigao da
formacido de ATP e perda da capacidade de bombeamento de sédio e potassio) e
morte celular (AMANN; PICKETT, 1987; GRAHAM, 1996; SOUZA, 2001).

Desta forma, muitos estudos tém sido conduzidos no sentido de se melhorar a

visualizacdo dos danos acrossomais de membrana, através da avaliagao microscopica
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em contraste de fase, ou de interferéncia diferencial, destas alteracdes induzidas pelo
processo de resfriamento e criopreservacao seminal (BLACH et al., 1988). Entretanto,
uma vez que o acrossomo do espermatozoide do garanhao € pequeno e compacto, ele
nao pode ser adequadamente avaliado por estes métodos, pois se torna inviavel a
acurada identificacdo de todos os danos do acrossomo induzidos pelo processo de
resfriamento e/ou criopreservagao (VOSS; PICKETT; SQUIRES, 1981).

Diversas técnicas empregando corantes supravitais tém sido desenvolvidas para
uma adequada avaliagcdo simultdnea da viabilidade espermatica e da integridade
acrossomal do espermatozoide equino (e de outras espécies) em microscopia 6ptica
(MERKIES et al., 2000). Kovacs et al. (2000) avaliaram a aplicabilidade do método de
coloracao descrito por Kovacs e Foote (1992) em sémen eqiino criopreservado, onde
todos os tipos celulares foram perfeita e claramente distingiiidos, inclusive a integridade
da membrana da cauda do espermatozodide. Através deste método de coloracao, além
de espermatozéides vivos e mortos, também puderam ser detectados e identificados as
seguintes classes de espermatozdides: vivos com acrossomo intacto, vivos com
acrossomo lesado, mortos com acrossomo intacto e mortos com acrossomo lesado
(SOUZA, 2001).

Informacgdes simultaneas sobre a viabilidade e a integridade da membrana do
acrossomo sao muito relevantes para a avaliagdo global da fungao geral da célula
espermatica; € por tal razdo que muitas técnicas de marcacdo com sondas
fliorescentes tém sido empregadas para facilitar a visualizacdo do acrossomo em
diversas espécies, uma vez que as mesmas fornecem meios para detectar
componentes especificos dentro de uma célula com acurada sensibilidade e

seletividade (SOUZA, 2001). Além do mais, tais técnicas de microscopia de
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fluorescéncia podem ser correlacionadas com os parametros de motilidade espermatica
pela utilizagao de analise computadorizada de sémen (CASA). Arruda (2000) utilizou o
Pisum sativum (FITC-PSA/H258) em espermatozoéides criopreservados de eqinos
segundo a técnica descrita por Casey et al. (1993) e correlacionou os resultados
obtidos em microscopia de fluorescéncia com os parametros de motilidade espermatica
através da citada analise computadorizada de sémen (CASA); as correlagdes
encontradas foram: vivos com acrossomo intacto e motilidade progressiva, r=0,33
(p<0,01), mortos com acrossomo lesado e motilidade progressiva, r=-0,16 (p<0,05) e

total de espermatozoides vivos e motilidade progressiva, r=0,26 (p<0,01).

2.5 Qualidade e Viabilidade do Sémen Eqiiino Resfriado

Sao indiscutiveis as vantagens econ6micas que a inseminacgao artificial, na
espécie eqlina, pode proporcionar a criadores e mesmo veterinarios (BRINSKO;
VARNER, 1993). Ao longo dos anos, foi possivel perceber-se que nao somente
vantagens econdémicas, mas também sanitarias e genéticas poderiam ser levadas aos
plantéis de diferentes racas em todo o mundo. Neste contexto surge a importancia e
necessidade do armazenamento e transporte de sémen, uma vez que o mesmo, desde
que realizado de forma adequada, pode reduzir significativamente os custos do
transporte da égua com seu potro para cobertura ou inseminagdo, ou até mesmo
transporte do proprio garanhdo. A conservagdo e armazenamento de sémen equino
também se fazem relevantes em circunstancias que permitam a coleta e inseminagao
de determinadas éguas no mesmo dia, porém a inseminagdo de outras em dias

posteriores devido a momentos ovulatorios distintos (SQUIRES et al., 1999).
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A qualidade seminal de garanhdes observada imediatamente ap6s a colheita é
variavel de individuo a individuo; variagcbes nos quesitos volume, concentragao,
motilidade, vigor e também nas caracteristicas fisicas e morfolégicas do sémen podem
ser significativas em diferentes animais quando observado a fresco, mesmo sendo
todos os animais considerados férteis. Entretanto, a despeito destas observagées, os
indices de fertilidade do sémen utilizado a fresco é relativamente alto na espécie
eqiiina. A medida que se procura realizar o armazenamento do sémen através do
resfriamento para sua inseminacao a posteriori, tais indices de fertilidade decrescem
significativamente (KLUG, 1989).

Diversas variaveis estao envolvidas com a viabilidade do sémen resfriado, desde
o tipo de diluidor a ser utilizado na amostra seminal (JASKO et al., 1993), protocolo de
resfriamento do sémen e taxa de resfriamento do mesmo (DEMICK; VOSS; PICKETT,
1976), até diferentes sistemas ou metodologias de transporte (DOUGLAS-HAMILTON
et al., 1984). Além do mais, uma série de outras variaveis inerentes ao proéprio
espermatozoide e suas caracteristicas de membranas devem ser consideradas, assim
como variagdes hormonais em cada individuo.

Uma vez que a estrutura basica da membrana plasmatica de qualquer ceélula
segue o0 modelo do “mosaico fluido” proposto por Singer e Nicholson (1972), a
membrana plasmatica do espermatozéide também é formada uma dupla camada
lipidica entremeada por moléculas de proteinas, cujas fungdes diferem regionalmente
ao longo da estrutura do espermatozoide. Bombas ibnicas sdo responsaveis pelo
equilibrio das concentragdes intra e extracelulares de ions, assim como a camada
lipidica responsabiliza-se pela permeabilidade de diferentes substancias e fluidez da

membrana plasmatica como um todo (AMANN; PICKETT, 1987). A medida que sofre
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resfriamento, ocorre significativa disfungcdo de enzimas metabdlicas e alteragbes na
permeabilidade desta membrana, levando a perdas de integridade de membrana e
decrescente motilidade e viabilidade dos espermatozoides (AMANN; GRAHAM, 1993).

Ao analisarmos economicamente, o transporte de sémen pode promover
significativa reducdo dos custos da inseminacado artificial em comparagdo a monta
natural. Neste sentido, diversas investigacbes cientificas vém sendo realizadas com
sémen resfriado na tentativa de aumento da qualidade e viabilidade espermatica in vitro
(DOUGLAS-HAMILTON et al., 1987; SILVA FILHO et al., 1994). Entretanto, reconhece-
se que a metodologia classica para manutencao da viabilidade espermatica e também
de sua capacidade fecundante € o armazenamento do sémen a 5°C, por periodos de 24
a 48 horas (DE VRIES, 1987; BRINSKO; VARNER, 1992; KLUG, 1992).

Jasko et al. (1988) compararam as taxas de prenhez entre sémen recém
coletado e sémen resfriado a 4°C por 24 horas, obtendo indices considerados
aceitaveis de 76,65 e 56,00%, respectivamente. Dez anos mais tarde, Shore et al.
(1998) compararam os indices de fertilidade obtidos com inseminacao artificial
utilizando-se sémen resfriado por 24 horas a 5°C versus sémen resfriado por 24 e 48
horas a 5°C; em ambos grupos experimentais os indices de fertilidades foram os
mesmos, ou seja, de 67%. Squires et al. (1998) também realizaram experimento
analogo, porém testando diferentes doses inseminantes, ndo encontrando taxas de
prenhez significativamente distintas entre si para éguas inseminadas com sémen
resfriado apos 24 horas nas diferentes doses inseminantes testadas.

Heiskanen et al. (1994) testaram os resultados de inseminagédo artificial com
sémen de garanhées resfriados a 5°C por aproximadamente 40 horas, utilizando dois

extensores seminais (Kenney e Kenney modificado); os extensores utilizados,
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combinados ao protocolo de resfriamento empregado, foram responsaveis por uma taxa
de prenhez média de 73% (87% para o grupo Kenney e 60% para o grupo Kenney
modificado), bastante adequada ao uso de sémen equino por mais de dois dias.

Embora a inseminacao artificial com sémen resfriado seja uma realidade a
reproducao equina ja ha muitos anos, as taxas de prenhez ainda podem ser muito
baixas na dependéncia da qualidade do sémen de diferentes cavalos; tais variagbes
sao relacionadas sobremaneira as condigdes metabdlicas dos espermatozoides,
suprimento energético dos mesmos e também aos efeitos causados as caracteristicas
de motilidade dos espermatozéides eqiiinos (devidos as condicbes de armazenamento
como meio e temperatura). Fatores de extrema relevancia ao tratarmos de fertilidade
sao as relagdes existentes entre a mesma e as caracteristicas fisicas e morfolégicas
dos espermatozodides, assim como parametros seminais de motilidade e concentracao.

Pattie e Dowsett (1982) publicaram artigo cientifico analisando
retrospectivamente dados de fertilidade de 47 garanhdes oriundos de “studs”
comerciais na Austrdlia e sua relacdo com as caracteristicas seminais; as
caracteristicas mais claramente associadas a porcentagem de gestacdes por servico
foram: volume total, volume livre de gel, concentracdo espermatica, numero total de
espermatozoides e nimero total de espermatozoéides vivos. Os autores deste estudo, a
época, concluiram que parametros minimos para estas caracteristicas necessitam
melhor observacgao para que se prediza a viabilidade reprodutiva de garanhées.

Jasko et al. (1992) compararam a motilidade espermatica e caracteristicas
seminais a fertilidade em 64 garanhdes; neste estudo, garanhées com fertilidade inferior
a média de sua estagdo reprodutiva apresentaram motilidade total e progressiva

significativamente menor, assim como menor porcentagem de espermatozoides
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morfologicamente normais. Para ambas categorias de garanhdes analisadas (corrida e
trotadores), as caracteristicas seminais e os padrées de fertilidade demonstraram alta
correlagao estatistica; as caracteristicas seminais mais correlacionadas a fertilidade
foram motilidade total e progressiva, porcentagem de espermatozéides
morfologicamente normais e analise computadorizada da porcentagem de
espermatozoides moveis.

Ainda Jasko et al. (1992) também procuraram estabelecer relacées entre
classificacbes morfolégicas espermaticas e fertilidade de garanhdes. Estudando
retrospectivamente 66 garanhdes, observaram significativa correlagao entre a
porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais por ejaculado, com a
fertilidade por ciclo; adicionalmente, a porcentagem de espermatozoéides apresentando
defeitos maiores (cabecas anormais, gota proximal e pecas intermediarias anormais) foi
inversamente correlata a fertilidade por ciclo analisada. Ao que parece em garanhodes, a
alta percentagem de espermatozoéides com defeitos maiores ou outros defeitos em
combinagao com defeitos menores € associada a reducao de fertilidade.

Graham (1996) descreve que avaliagbes seminais de rotina em garanhdes
devem incluir, no minimo, analise do volume seminal, concentracdo espermatica e
motilidade progressiva quando se pretende introduzir machos de forma satisfatéria em
determinada estacdo reprodutiva. Uma vez que técnicas de resfriamento e
criopreservacao induzem a ocorréncia de reducédo da longevidade e funcionalidade das
células espermaticas, o autor cita que, para a manutengdo de niveis adequados e
aceitaveis de fertilidade com estas técnicas de resfriamento e criopreservagao, sao

necessarias amostras seminais com padrées prévios minimos.
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Torres-Boggino et al. (1995) também realizaram inferéncias semelhantes quanto
a relacao entre caracteristicas seminais e fertilidade, mas também incluiram nesta
relacdo a adequabilidade destas amostras seminais ao armazenamento em
refrigeracao e criopreservacgao. Cinco ejaculados de cada um dos quatro garanhdes do
estudo foram analisados quanto a volume seminal total, concentracdo espermatica,
morfologia espermatica e porcentagem de espermatozéides méveis, enquanto que
dados sobre fertilidade foram calculados a partir de dados das ultimas trés estacdes de
monta. Os ejaculados foram resfriados a 5°C e analisados quanto a motilidade nos
momentos 0, 24, 48 e 72 horas; também foram criopreservados e avaliados quanto a
integridade de membrana antes e apdés o procedimento. Diferengcas estatisiticas
significativas foram observadas entre os garanhdes para volumes seminais livres de
gel, porcentagem de espermatozéides morfologicamente normais, integridade de
membrana e fertilidade; diferencas também foram observadas entre garanhdes no
quesito longevidade espermatica, sendo que os melhores resultados foram obtidos
entre animais com maior motilidade progressiva inicial. Neste aspecto, vale lembrar, no
entanto, que em estudo focando a repetibilidade de caracterisiticas seminais de
garanhdes, Pattie e Dowsett (1982) concluem que, caso a analise seminal denote
caracteristicas abaixo do padrdo desejavel, ha a necessidade de se coletar mais uma
ou duas amostras antes de se classificar o garanhao como portador de boa fertilidade
ou nao.

Com a finalidade de se avaliar a habilidade de diferentes “containers” em
preservar a motilidade de espermatozoéides equinos, Brinsko et al. (2000) compararam
diferentes taxas de resfriamento e temperaturas de armazenamento destes “containers”

expostos a diferentes temperaturas ambientes. Neste estudo, elevada correlagao foi
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obtida entre diminuicdo de motilidade e resfriamento a temperaturas a partir de 4°C;
temperatura ambiente e taxas de resfriamento entre 20 e 8°C nao afetaram a motilidade
total, motilidade progressiva e velocidade curvilinear. Os resultados deste trabalho
sugerem que o sémen eqiino € apto a tolerar ampla gama de taxas de resfriamento e
temperaturas de armazenamento, sem prejuizos a sua qualidade e viabilidade.

Sendo assim, fatores seminais bioquimicos e hormonais podem estar
relacionados a viabilidade e longevidade espermatica. O plasma seminal contém
fatores estimuladores da motilidade espermatica que podem ser divididos em dois
grandes grupos. Um deles seria constituido por fatores de ativacdo catalitica, como
certos ions, nucleotideos e ativadores especificos, provavelmente de origem protéica,
encontrados em diversas glandulas acessoérias, principalmente na préstata. O outro
grupo seria formado por nutrientes que fornecem a energia metabdlica exigida para a
motilidade e a sobrevivéncia dos espermatozédides (MANN; LUTWAK-MANN, 1981). Por
outro lado, o plasma seminal nao é um meio ideal para armazenar espermatozdides
(JASKO et al., 1991). Diversos trabalhos em eqtinos indicam que altas concentracbes
de plasma seminal podem ter efeitos deletérios sobre a motilidade espermatica apos
armazenamento por periodos prolongados (JASKO et al.,, 1991; MAGESTRINI et al,,
1995; PICKETT et al., 1975; VARNER et al., 1987).

Braun et al. (1994) examinaram os efeitos do plasma seminal sobre as
caracteristicas de motilidade de espermatozéides eqtiinos ejaculados e epididimarios
durante armazenamento a 5°C, e concluiram que a motilidade espermatica durante o
resfriamento é diretamente afetada apos a exposicdo dos espermatozoides ao plasma
seminal. Brinsko et al. (2000), preocupados neste mesmo aspecto quanto a possivel

influéncia do plasma seminal sobre a pequena tolerdncia ao resfriamento e



50

armazenamento do sémen de determinados garanhdes, promoveram centrifugacao e
parcial remogdo do plasma seminal em seu estudo; encontraram claros beneficios
desta técnica para garanhdes cujos ejaculados apresentavam pobre tolerancia ao
resfriamento e armazenamento através das técnicas de rotina de diluicdo e envase,
especialmente em casos de armazenamento por mais de 24 horas.

Em outro experimento, Vianna et al. (2002) objetivaram verificar a influéncia do
plasma seminal na motilidade espermatica apods o resfriamento (4°C) e apés o
congelamento. Para tanto, utilizaram 4 garanhées, dois com motilidade espermatica
superior pos-resfriamento (75% e 73% de motilidade progressiva) e pés-congelamento
(35% e 40% de motilidade progressiva) e dois considerados com baixa motilidade apos
o resfriamento (40% e 46%) e apdés o congelamento de sémen (3% e 1%). O sémen
dos 4 reprodutores foi centrifugado e 90% do plasma seminal retirado. O sémen dos
garanhdes considerados de melhor qualidade foi re-suspenso com o plasma dos
garanhées considerados de qualidade inferior até uma concentragdo de 200x10°
espermatozoides/mL e diluido. Procedeu-se da mesma forma, porém em ordem
inversa. As amostras de sémen foram resfriadas e congeladas. Os autores observaram
uma melhora na motilidade progressiva dos espermatozoides dos garanhdes
considerados de qualidade inferior apdés a adicdo do plasma seminal daqueles
considerados de melhor qualidade, tanto no sémen resfriado como no congelado, e
concluiram que o plasma seminal tem influéncia na motilidade de células espermaticas
nos diferentes tratamentos térmicos impostos no processamento de sémen.

Espermatozéides mortos teriam algum tipo de influéncia na motilidade total ou na
integridade de membrana de espermatozdides vivos? Para testar esta hipotese, Brinsko

et al. (2003) analisaram amostras seminais adicionadas a diferentes percentuais de
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espermatozoides vivos quanto a motilidade total e progressiva, assim como velocidade
curvilinear de amostras espermaticas a fresco e resfriadas a 5°C apés 24 horas. A
presenca de mais de 75% de espermatozéides mortos nao afetou caracteristicas de
motilidade em ambos casos, embora a velocidade curvilinear e integridade de
membrana tenham se revelado inferiores ao grupo controle; adicionalmente, esta
integridade de membrana apresentou alta correlagdo positiva a motilidade total e
motilidade progressiva, tanto nas amostras a fresco como nas resfriadas.

A maior parte de todos os estudos envolvendo resfriamento de sémen eqino
demonstra que, na dependéncia de variagdes individuais, os espermatozéides mantém
alta capacidade de fertilizacdo se resfriados a 5°C e inseminados depois de
transcorridas 24 horas; entretanto, caso o armazenamento ocorra por tempo superior a
48 horas, esta capacidade de fertilizagdo declina sobremaneira (BRUEMMERT et al.,
2001).

Uma grande variedade de fatores pode afetar negativamente a motilidade
espermatica de sémen submetido a resfriamento, como tipo de diluidor, tipo de
antibiotico, temperatura de armazenamento e quantidade de plasma seminal presente;
entretanto pouco se tem feito no sentido de avaliacdo do grau de denaturacdo da
cromatina espermatica. De acordo com Love et al. (2002), alguns espermatozoides
podem possuir motilidade adequada, porém apresentar deformidades morfologicas ou
cromatinicas que comprometem e limitam sua capacidade fecundante, principalmente
quando submetidos a longos periodos de armazenamento em refrigeragdo. Assim
sendo, delinearam experimento em que avaliaram as taxas de denaturacao do DNA
espermatico de garanhdes férteis e inférteis, cujo sémen foi submetido a diferentes

temperaturas de resfriamento (5, 20 e 37°C). A 20 e 37°C, em garanhées férteis, houve
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significativo aumento no grau de denaturagdo da cromatina espermatica, fato nao
ocorrente a 5°C, indicativo de manutengao da qualidade desta cromatina por mais de 46
horas. Entretanto, entre animais subférteis, a susceptibilidade a denaturagao ou declinio
na qualidade da cromatina aumentou entre 20 e 31 horas de armazenamento a 5°C;
tais resultados levaram aos autores concluir que provavelmente o DNA espermatico de

garanhdes subférteis pode declinar com muito mais intensidade que o DNA de animais

férteis.
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3 OBJETIVOS

3.1 Gerais

Avaliar possiveis correlagées entre concentragcées plasmaticas de triiodotironina
(T3), tiroxina (T,), testosterona e estradiol, com caracteristicas fisicas e morfolégicas e

longevidade de sémen de garanhdes resfriados a 5° C.

3.2 Especificos

1) Analisar o padrao plasmatico de T3, T4, testosterona e estradiol de garanhdes;

2) Avaliar possiveis correlagdes entre as concentragbes plasmaticas dos hormoénios
citados e eventuais diferencas significativas nas caracteristicas espermaticas fisicas e
morfolégicas;

3) Avaliar possiveis correlagdes entre as concentragées plasmaticas dos hormoénios

citados e longevidade espermatica, transcorridas 24, 48 e 72 horas de resfriamento a

5°C;
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4 MATERIAL E METODO

Os materiais utilizados no experimento encontram-se abaixo relacionados.
4.1 Materiais

¢ 05 garanhdes férteis em idade reprodutiva;

¢ 01 vagina artificial modelo Missouri composta por revestimento externo de couro
flexivel e camisa sanitaria interna de latex lavavel;

e 01 centrifuga de alta rotacdo’, 01 resfriadora automatica de sémen®’ e 02
microscopios de contraste de fase com aumentos de 100° e 1000* x;

e Kits de radioimunoensaio para dosagens de estradiol, testosterona, Tz e T4 em
duplicata®e 01 contador de radiacdo gama®;

e Conjuntos de tubos de ensaio/agulhas para coleta de amostras sangliineas para

ensaios hormonais (sistema Vacutainer®) e tubos plasticos de 01 mL tipo “Eppendorf’

para armazenamento e congelamento de plasma sanguineo;
e Diluidor seminal’ e materiais de consumo e suporte diversos;

e Corantes Trypan Blue 0,4 %, Giemsa, Formaldeido 37% e Neutral Red.

4.2 Métodos

O experimento foi desenvolvido no Centro de Biotecnologia em Reprodugao

Animal (CBRA) do Departamento de Reprodugdo Animal da Faculdade de Medicina

1 Fanem, mod.20; 2. Minitub; 3.Carl Zeiss ICS Standart 254; 4 Reichert-Zetopan; 5.Coat-A-Count®
- Diagnostic Products Corporation (DPC®); 6.Cobraf®Autogamma; 7. Max Sémen, EHG Agrofarma.
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Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de Sao Paulo (USP), Campus
Pirassununga, SP (coletas de sémen, sangue e andlises seminais) e Laboratério de
Dosagens Hormonais (LDH) do Departamento de Reproducdo Animal da Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, Campus Sao Paulo,

SP.

4.2.1 Avaliacao Prévia dos Animais

Os garanhbes foram criteriosamente avaliados sob os ambitos clinico e
andrologico, para a exclusdao de eventuais problemas reprodutivos que pudessem
comprometer o trabalho. Os animais apresentavam-se isentos de alteracdées de ordem

reprodutiva, demonstrando histérico favoravel de fertilidade e qualidade espermatica.

4.2.2 Manejo dos Animais

Os garanhdes foram mantidos no Setor de Equideocultura da Prefeitura do
Campus Administrativo de Pirassununga (PCAPS), SP, recebendo alimentacao de
rotina consistindo em ragado concentrada adequada para sua categoria (garanhées em
manutencdo) e feno de coast-cross (Cynodon dactylon). Apresentavam tambem
vacinacdo atualizada contra tétano, influenza, herpesvirus e raiva, bem como

vermifugagao a cada quatro meses com ivermectina.

025159 |
SERVICO DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAQ
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA
E ZOOTECNIA DA USP
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4.2.3 Colheita de Sangue

Para as dosagens de testosterona, as amostras de sangue foram colhidas uma
vez por semana a cada 06 horas (devido as variacdes circadianas deste horménio),
sempre nos mesmos horarios em cada animal (aproximadamente as 07:30h., 13:30h.,
19:30h. e 01:30h.), através de venopuncgéao jugular a vacuo, durante um periodo de 06
semanas, perfazendo um total de 120 amostras sangliineas colhidas para este
horménio. Para as dosagens de estradiol, T; e T4, as amostras de sangue foram
colhidas semanalmente sempre no mesmo hordrio cada animal (aproximadamente as
07:30h.), também através de venopungéo jugular a vacuo, durante um periodo de 06
semanas, perfazendo um total de 30 amostras sangiiineas colhidas para os citados
hormdnios.

Apds colheita em tubos heparinizados de 10 mL, as amostras de sangue foram
centrifugadas a 3000 RPM durante 5 minutos para separacado do plasma, sendo este
recolhido e acondicionado em tubos plasticos tipo Eppendorf de 1,5 mL, devidamente
identificados e fracionados em 2 aliquotas; em seguida, as amostras foram

armazenadas a -18°C. As amostras de plasma foram convenientemente transportadas

para o Laboratério de Dosagens Hormonais (LDH), onde permaneceram congeladas

até o momento das dosagens.



4.2.4 Dosagens das Concentragdes Plasmaticas Hormonais

As concentracées plasmaticas de estradiol, testosterona, triiodotironina (T3) e
tiroxina (T4) foram determinadas através de técnica de Radioimunoensaio (RIE) em fase
sélida. Neste método, o horménio contido no plasma é retido em anticorpo aderido a
parede do tubo (“fase soélida”). Sem necessidade de extracdo prévia, os horménios
marcados com '?°| sao usados como competidores, e a radioatividade remanescente é
medida em contador gama.

As amostras foram transferidas do freezer (-18°C) para o refrigerador (4°C) ate
seu descongelamento. Os reagentes, tubos e amostras foram mantidos em temperatura

ambiente (21°C) com antecedéncia de 30 minutos ao inicio do ensaio. O volume de

reagente utilizado para as amostras e os controles (todos em duplicata) foi de 100 uL.
Apoés a adicdo dos hormoénios marcados, os tubos foram incubados a
temperatura ambiente por 3 horas e, a seguir, o sobrenadante foi removido por
decantacao. Os tubos foram levados ao contador de radiagdo gama e os resultados das
contagens convertidos em pg/mL (estradiol), ng/dL (testosterona), ng/mL (T3) e mg/dL

(T4). Todas as amostras do experimento foram dosadas em duplicata.
4.2.5 Controle de Qualidade dos Radioimunoensaios.
Os controles de qualidade dos radioimunoensaios (RIE) para dosagem (em

duplicata) das concentragdes plasmaticas de estradiol, testosterona, T; e T4 contendo

valores baixos e altos para os calculos dos coeficientes de variagdo inter-ensaio (inferior
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a 10%) e intra-ensaio (inferior a 15%) foram os seguintes:

- Estradiol: coeficientes de variagdo intra-ensaio para valores baixos e altos e
sensibilidade de 9,00, 2,95 e 93,20%, respectivamente;

- Testosterona: coeficientes de variacdo intra-ensaio para valores baixos e altos e
sensibilidade de 14,01, 9,41 e 93,05%, respectivamente;

- T3: coeficientes de variagao intra-ensaio para valores baixos e altos e sensibilidade de
7,54, 0,18 e 93,20%, respectivamente;

- T4: coeficientes de variacao intra-ensaio para valores baixos e altos e sensibilidade de

12,86, 3,43 e 92,70%, respectivamente;

4.2.6 Colheitas de Sémen

Os 05 garanhdes foram submetidos a colheita de sémen através de vagina
artificial modelo Missouri, com o auxilio de “égua-manequim” em estro, devidamente
contida fisicamente para que riscos de acidentes fossem evitados.

Duas colheitas de sémen semanais, durante trés semanas foram realizadas
antes do inicio do experimento para o “nivelamento biolégico” do sémen de cada
garanhdo. As colheitas foram realizadas durante um periodo de 06 semanas (12

gjaculados/animal), perfazendo um total de 60 ejaculados analisados.

4.2.7 Resfriamento Seminal

O resfriamento do sémen foi realizado em resfriadora automatica de sémen,

calibrada pelo fabricante para alcancar temperatura estavel de manutengédo a 5°C



através de taxa de resfriamento de aproximadamente 0,1°C/minuto.

4.2.8 Analises Seminais

As caracteristicas seminais consideradas e analisadas foram: volume livre de gel
(mL), concentragao (10° sptzs/mL), total de espermatozoides no ejaculado (10° sptzs),
motilidades total e progressiva (%), vigor (1 a 5), caracteristicas morfologicas
patologicas (%) e integridade de membrana (%).

As analises seminais foram realizadas em quatro momentos distintos, a saber:

- Tempo Oh: imediatamente apés a colheita de sémen dos garanhdes foram analisados
volume livre de gel, concentracao, total de espermatozéides no ejaculado, vigor,
motilidade total e motilidade progressiva;

- Tempos 24, 48 e 72hs: transcorridas 24, 48 e 72 horas de resfriamento do sémen
oriundo de cada colheita de cada garanhdo, foram analisados vigor e motilidade
progressiva.

Em cada um dos quatro momentos distintos acima descritos, para cada colheita
seminal de cada garanhao, foram realizadas laminas com coloragao especifica para as
avaliagbes morfolégicas (patologias) do sémen. As caracteristicas morfologicas
consideradas (%) foram defeitos maiores e menores de cabeca e cauda, defeitos de
peca intermediaria e o total de defeitos.

Para fins de analise da integridade de membrana acrossbmica, o0s
espermatozodides foram agrupados em quatro categorias: a) vivos com acrossomo

intacto; b) vivos com acrossomo lesado; ¢) mortos com acrossomo lesado e d) mortos

com acrossomo intacto.



60

4.2.8.1 Técnicas de Analise Seminal Fisica

O volume livre de gel de cada ejaculado foi medido em provetas graduadas até
200 mL.

A concentracao dos ejaculados foi determinada através de Camara de Neubauer
e 0 numero de espermatozéides registrado em mL apés diluicdo em que se utilizou 1,9
mL de agua destilada e 0,1 mL de sémen.

O numero total de espermatozoides ejaculados (em bilhdes) foi calculado
mediante multiplicagéo do resultado do volume de cada ejaculado em mL, pelo numero
de células espermaticas /mL.

A atividade de movimento dos espermatozéides foi medida sobre lamina
microscopica aquecida a 35-37°C, onde se depositou uma gota de sémen
imediatamente recoberta por uma laminula; o exame foi realizado através de
microscopia de contraste de fase, com o resultado emitido em porcentagem (0 a 100%).
O vigor espermatico foi analisado segundo escala padronizada (1 a 5), onde o menor
valor (1) representa espermatozéides com vigor minimo e o maior valor (5) representa

espermatozdides com vigor maximo.
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4.2.8.2 Técnicas de Analise Seminal Morfoldgica

Para a analise da morfologia espermatica o sémen foi diluido e fixado em formol
salino tamponado. Cada amostra de sémen foi avaliada utilizando-se a técnica da
camara umida, sendo que uma gota do sémen diluido foi depositada sobre lamina,
coberta por laminula e analisada em microscépio de contraste de fase (marca Carl
Zeiss, modelo ICS-Standard 25) com aumento de 1000x sob o6leo de imersao. A
avaliacao morfolégica espermatica foi procedida com a contagem de 200
espermatozoides, analisando-se as alteragdes de forma e estrutura e classificando-as
conforme a seguir:

1) Defeitos Maiores: acrossoma (destacado, knobbed, lesado); gota
protoplasmatica proximal; cabeca: (subdesenvolvida, cauda enrolada na cabeca,
isolada patologica, estreita na base, piriforme, pequena anormal, coloracdo anormal,
contorno anormal, pouch formation); formas teratolégicas (duas caudas, duas pegas
intermediarias, entre outros); peca intermediaria (fibrilacdo, fratura total e parcial,
edema, pseudogota); cauda (fortemente dobrada ou enrolada, dobrada com gota
protoplasmatica distal anexa);

2) Defeitos Menores: cabeca (delgada, gigante, curta, larga, pequena normal,
isolada normal); insercées abaxial, retroaxial e obliqua; gota protoplasmatica distal;

cauda (enrolada, dobrada).
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4.2.8.3 Técnicas de Analise de Integridade de Membrana

A morfologia espermatica foi analisada a partir de esfregagos confeccionados em
ldminas microscoépicas, coradas pelo método a seguir, descrito por Souza (2001).
Foram examinadas 200 células espermaticas de cada esfregaco e os resultados
registrados em porcentagem com a classificagao das patologias.

Uma gota de 08 mL do corante Trypan Blue 0,2 % (Trypan Blue 0,4% diluido em
NaCl 1:1) foi adicionada a uma gota de igual volume de sémen, sobre uma lamina e
homogeneizada com o auxilio de uma pipeta Pasteur. Na superficie da mesma lamina
foi realizado um esfregaco; a lamina foi seca ao ar a temperatura ambiente e em
posicao proxima da vertical. Apés a secagem, foi procedida a fixagao por 2 minutos em
solucdo de formaldeido e vermelho neutro (86 mL de HCI 1,0 N + 14 mL de formaldeido
37% + 0,2 g de vermelho neutro). Apds o periodo de fixagao, ambos os lados da lamina
foram lavados com agua destilada corrente e em seguida as laminas foram coradas em
solucédo de 7,5% de Giemsa por 2 a 4 horas ou de um dia para o outro. A lamina foi
novamente lavada em agua destilada corrente e seca ao ar. A avaliacao foi realizada
em microscoépio 6ptico, em aumento de 1.000 vezes com lamina sob laminula em placa
aquecida. Conforme citado, para fins de analise os espermatozoides foram agrupados
em quatro categorias, apresentando as seguintes coloracdes, a saber: a) vivos com
acrossomo intacto: azul claro na regido pos acrossomal e rosa na regido do acrossomo;
b) vivos com acrossomo lesado: azul claro na regido pés acrossomal e violeta claro,
violeta escuro ou branco na regido do acrossomo; ¢) mortos com acrossomo lesado:

violeta escuro na regido pos acrossomal e do acrossomo ou violeta escuro na regiao
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pés acrossomal e violeta claro na regidao do acrossomo e d) mortos com acrossomo

intacto: violeta escuro na regiao p6s acrossomal e rosa na regiao do acrossomo.

4.3 Analise Estatistica

Estatistica descritiva foi utilizada para calculo de valores de tendéncia
central (médias) e variabilidade (erro padrdao da média) para o seguinte conjunto de
variaveis: idade e peso dos animais, concentracées hormonais, parametros seminais
fisicos e paradmetros seminais morfolégicos. Sendo assim, os resultados foram
expressos atraves de média £ erro padrao da média de cada variavel.

Foram utilizadas analises de variancia (ANOVA) e correlagbes simples para as
correspondéncias entre concentracdes hormonais plasmaticas, longevidade
espermatica e caracteristicas seminais fisicas e morfologicas, fixando-se tempo de
resfriamento do sémen. Os dados foram analisados empregando-se o programa Stat-
View® (SAS Institute, Inc. 1998). Quando o principal efeito foi significativo, as médias
foram comparadas individualmente pelo teste de Fisher. A hipotese testada foi

considerada significativa quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Raca, idade e peso corporal

Os dados relativos as ragas, idades (+ EPM) e pesos corporais (+ EPM) dos

garanhdes encontram-se relacionados na tabela 1.

Tabela 1 — Racas, idades (anos) e pesos corporais (kg) de garanhdes submetidos a
colheitas de sémen e sangue — Pirassununga - jul 2003

Garanhao Raca Idade (anos) Peso (kg)

1 Brasileiro de Hipismo 14 574

2 Appalloosa 5 490

3 Arabe 14 464

4 Arabe 14 410

5 Brasileiro de Hipismo 5 592
Médias + EPM 10,4+£22 506 + 34,1

5.2 Concentragoes Plasmaticas Hormonais

As concentracées plasmaticas (médias + EPM) de estradiol, testosterona, Tz e T,

dos garanhdes avaliados ao longo do periodo experimental encontram-se na tabela 2.



65

Tabela 2 — Concentragbes plasmaticas (médias + DPM) de estradiol, testosterona, T; e
T4 de garanhdes submetidos a colheitas de sémen e sangue -
Pirassununga — jul 2003

Garanhao Estradiol (pg/mL) Testosterona (ng/dL) T3 (ng/mL) T4 (mg/dL)

1 24514 + 21,642 77,01 + 20,452 50,79 +5,982 1,110,152
2 261,53 + 57,162 74,63 + 29,282 52,60 + 8,552 0,64 +0,23°
3 197,98 +24,27° 32,00 + 9,58° 38,00 +6,52° 0,77 +0,26™°
4 192,22 + 18,08 " 78,53 + 24,942 47,70 + 14,30 1,00 +0,13"°
5 88,72 + 5,60° 63,00 + 12,472 53,80 +5862 1,44 +0,37¢

Médias seguidas de mesma letra, para cada coluna, ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05)

5.3 Caracteristicas Seminais Fisicas

Os valores totais (médias + EPM) de volume, concentragdo e numero total de

espermatozoides por ejaculado, observados no tempo Oh, encontram-se na tabela 3.

Tabela 3 — Totais de volume, concentragdo e numero total de espermatozéides por
ejaculado (médias + EPM) no tempo Oh, de garanhées submetidos a
colheitas de sémen e sangue — Pirassununga — jul 2003

Garanhao Volume Concentragao Total de sptz/ejaculado
(mL) (10° sptz/mL) (10° sptz)
1 80,41 £ 7,512 156,25 + 21,492 9,81 +0,782
2 4541 + 4,35° 183,12 £ 23,057 8,07 £ 1,362
3 23,95 +1,72° 334,58 + 33,98° 7,99 £ 1,272
4 56,91 + 3,74° 148,12 + 36,012 8,48 + 2,30
5 57,25 + 2,25° 185,62 + 16,35 10,26 + 0,80°

Médias seguidas de mesma letra, para cada coluna, ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05)
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As motilidades total e progressiva, bem como vigor, observados imediatamente
apos a colheita de sémen (tempo Oh) em cada garanhdo, encontram-se apresentadas

na tabela 4.

Tabela 4 — Totais de vigor, motilidade total e motilidade progressiva (médias + DPM) no
tempo Oh, de garanhdes submetidos a colheitas de sémen e sangue —
Pirassununga — jul 2003

Garanhao Vigor Motilidade Total Motilidade Progressiva
(1-5) (%) (%)
1 3,41+0,132 74,16 £ 3,76 60,00 + 5,702
2 3,62 + 0,26° 76,25 + 3,062 60,00 £ 5,702
3 3,91 +0,34° 78,33 £ 2,047 65,41 £ 5,302
4 3,00 + 0,35° 73,33 £ 3,41 49,16 + 7,36"
B 3,45 + 0,40° 73,50 £ 3,442 60,83 + 6,052

Médias seguidas de mesma letra, para cada coluna, nao diferem estatisticamente entre si (p>0,05)

As motilidades progressivas (médias + EPM), observadas em cada um dos
garanhées avaliados, imediatamente apos a colheita de sémen (Oh) e transcorridas 24,

48 e 72 horas de resfriamento a 5° C, encontram-se apresentadas na tabela 5.
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Tabela 5 — Motilidades progressivas (médias £+ EPM) nos tempos 0, 24, 48 e 72h de
resfriamento em garanhdes submetidos a colheitas de sémen e sangue —
Pirassununga — jul 2003

Motilidade Progressiva (%)

Garanhao Oh 24hs 48hs 72hs
1 60,00 + 5,702" 37,08 + 11,172 26,66 + 12,00*° 18,33 + 13,382°
2 60,00 £ 5,702* 59,58 + 6,89°* 52,50 +6 51" 41,25 + 6,27°B
3 65,41 + 5,30%4 58,75 + 6,44 °* 4541 + 857" 35,83+ 7,85°C
4 49,16 + 7,36°" 3500+ 564 2291+ 10,652° 12,08 + 8,122°
5 60,83 + 6,05%" 58,33 £ 6,154 46,25 + 6,84"° 30,41 + 10,88°°¢

Médias seguidas de mesma letra minuscula, para cada coluna, ndo diferem estatisticamente entre si
(p>0,05); médias seguidas de mesma letra maiuscula, para cada linha, nao diferem estatisticamente
entre si (p>0,05).

Os valores de vigor (médias + EPM), observados em cada um dos garanhdes
avaliados, imediatamente ap6s a colheita de sémen (Oh) e transcorridas 24, 48 e 72
horas de resfriamento a 5° C, encontram-se apresentadas na tabela 6.

Tabela 6 — Vigor (médias + EPM) nos tempos 0, 24, 48 e 72h de resfriamento em
garanhbes submetidos a colheitas de sémen e sangue — Pirassununga —

jul 2003
Vigor (1 - 5)
Garanhao Oh 24hs 48hs 72hs
1 3,41 +0,1327 2,33 +0,492° 1,83+ 1,52 1,50 + 0,412°
2 3,62 +0,26>" 2,83+0,382" 245+033"*8 212+0,13"°
3 3,91 + 0,342 295+0,25*% 245+0,332® 208 +0,.20°C
4 3,00 + 0,354 225+026%" 212+0,132"8 170+ 0,402"
5 3,45 + 0,402 2,79+0,392" 237+0,41°"%  204+0.24"F

Médias seguidas de mesma letra minuscula, para cada coluna, ndo diferem estatisticamente_ entre si
(p>0,05); médias seguidas de mesma letra mailscula, para cada linha, ndo diferem estatisticamente
entre si (p>0,05).
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As motilidades progressivas de cada um dos garanhdes avaliados, nos tempos 0,

24, 48 e 72 hs em conjunto as médias das concentragdes plasmaticas de estradiol

encontram-se apresentadas no grafico 1.
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Grafico 1 — Motilidade progressiva (médias + EPM) no tempo Oh e transcorridas 24, 48
e 72 hs de resfriamento e concentracdo plasmatica de estradiol (meédias +
EPM) em garanhdes submetidos a colheitas de sémen e sangue —
Pirassununga — jul 2003
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As motilidades progressivas de cada um dos garanhdes avaliados,
imediatamente apo6s a colheita de sémen (Oh) e transcorridas 24, 48 e 72 horas de
resfriamento a 5° C em conjunto as médias das concentracées plasmaticas de

testosterona, encontram-se apresentadas no grafico 2.
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Grafico 2 — Motilidade progressiva (médias + EPM) no tempo Oh e transcorridas 24, 48
e 72 hs de resfriamento e concentragdo plasmatica de testosterona (médias
+ EPM) em garanhdes submetidos a colheitas de sémen e sangue —
Pirassununga — jul 2003



As motilidades progressivas, observadas em cada um dos garanhdes avaliados,
imediatamente apds a colheita de sémen (Oh) e transcorridas 24, 48 e 72 horas de
resfriamento a 5° C em conjunto as médias das concentragdes plasmaticas de T;

encontram-se apresentadas no grafico 3.
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Gréafico 3 — Motilidade progressiva (médias + EPM) nos tempos Oh e transcorridas 24,
48 e 72 hs de resfriamento e concentragdo plasmatica de T3 (médias *
EPM) em garanhées submetidos a colheitas de sémen e sangue —
Pirassununga — jul 2003
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As motilidades progressivas, observadas em cada um dos garanhdes avaliados,
imediatamente apés a colheita de sémen (0h) e transcorridas 24, 48 e 72 horas de
resfriamento a 5° C em conjunto as médias das concentracbes plasmaticas de T

encontram-se apresentadas no grafico 4.
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Grafico 4 — Motilidade progressiva (médias + EPM) no tempo Oh e transcorridas 24, 48
e 72 hs de resfriamento e concentracdo plasmatica de T4 (médias + EPM)
em garanhdes submetidos a colheitas de sémen e sangue — Pirassununga

— jul 2003
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O vigor, observado em cada um dos garanhdes avaliados, imediatamente apés a
colheita de sémen (Oh) e transcorridas 24, 48 e 72 horas de resfriamento a 5° C em
conjunto as médias das concentragbes plasmaticas de estradiol encontra-se

apresentado no grafico 5.
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Grafico 5 — Vigor (médias + EPM) nos tempos Oh e transcorridas 24, 48 e 72 hs de
resfriamento e concentragdo plasmatica de estradiol (médias + EPM) em
garanhées submetidos a colheitas de sémen e sangue — Pirassununga — jul
2003
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O vigor, observado em cada um dos garanhdes avaliados, imediatamente apés a
colheita de sémen (Oh) e transcorridas 24, 48 e 72 horas de resfriamento a 5° C em
conjunto as médias das concentragcdes plasmaticas de testosterona encontra-se

apresentado no grafico 6.
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Grafico 6 — Vigor (médias + EPM) no tempo Oh e transcorridas 24, 48 e 72 hs de
resfriamento e concentracdo plasmatica de testosterona (médias + EPM)
em garanhdes submetidos a colheitas de sémen e sangue — Pirassununga
—jul 2003
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O vigor, observado em cada um dos garanhdes avaliados, imediatamente apés a
colheita de sémen (Oh) e transcorridas 24, 48 e 72 hs de resfriamento a 5° C em

conjunto as médias das concentragbes plasmaticas de T3 encontra-se apresentado no

grafico 7.
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Grafico 7 — Vigor (médias + EPM) nos tempos Oh e transcorridas 24, 48 e 72 hs de
resfriamento e concentragcdo plasmatica de T; (médias + EPM) em

garanhdes submetidos a colheitas de sémen e sangue — Pirassununga — jul
2003
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O vigor, observado em cada um dos garanhdes avaliados, imediatamente apés a
colheita de sémen (Oh) e transcorridas 24, 48 e 72 hs de resfriamento a 5° C em

conjunto as médias das concentragdes plasmaticas de T, encontra-se apresentado no

grafico 8.
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Grafico 8 — Vigor (médias + EPM) nos tempos Oh e transcorridas 24, 48 e 72 hs de
resfriamento e concentracdo plasmatica de T, (médias + EPM) em
garanhdes submetidos a colheitas de sémen e sangue — Pirassununga — jul

2003
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5.4 Morfologia Espermatica

Os valores correspondentes aos totais de defeitos maiores de cabeca (médias *
EPM), observados em cada um dos garanhdes avaliados, imediatamente apos a
colheita de sémen e transcorridas 24, 48 e 72 hs de resfriamento a 5° C, encontram-se

expressos na tabela 7.

Tabela 7 — Total de defeitos maiores de cabeca (médias + EPM) nos tempos Oh e
transcorridas 24hs, 48hs e 72hs em garanhdes submetidos a colheitas de
sémen e sangue — Pirassununga — jul 2003

Defeitos Maiores de Cabecga (%)

Garanhéao Oh 24hs 48hs 72hs
1 1,67 £0,332" 1,00 +0,312° 1,00 + 0,262° 1,16 + 1,672°
Z 1,40 £ 0,242* 0,66 + 0,21 1,00+ 0,36 2" 0,00 + 0,00 €
3 0,50 +0,34°*  133+061°2 0,83+0402*  0,50+0,29 °*
4 0,66 +0,33°"  150+0,34°B 0,83+0,402" 2,00 +0,36 4
5 1,00+ 0,26°* 0,83 +0,30°* 0,83+0,402*  033+0,21°F

Médias seguidas de mesma letra minuscula, para cada coluna, ndo diferem estatisticamente entre si
(p>0,05); médias seguidas de mesma letra maiuscula, para cada linha, ndo diferem estatisticamente
entre si (p>0,05).

Os valores correspondentes aos totais de defeitos menores de cabega (médias +
EPM), observados em cada um dos garanhdes avaliados, imediatamente apés a
colheita de sémen e transcorridas 24, 48 e 72 horas de resfriamento a 5° C, encontram-

se expressos na tabela 8.
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Tabela 8 — Total de defeitos menores de cabega (médias + EPM) nos tempos Oh e
transcorridas 24hs, 48hs e 72hs em garanhdes submetidos a colheitas de
sémen e sangue — Pirassununga — jul 2003

Defeitos Menores de Cabeca (%)

Garanhao Oh 24hs 48hs 72hs
1 0,75+ 0,252" 0,63 +0,24 2" 036+0153°  0,33+0,18 °
2 2,09 + 0,56 °A 0,63 + 0,205 060+022>8  0,11+0,11°°
3 1,25+0,25°" 0,58 +0,2238 054+020%8 025+0,162°
4 0,83 +0,322% 0,91 + 0,28 ®A 054+036%  041+0,142°
5 3,08 + 0,519 1,00 + 0,30 P8 0,81+029°°  0,91+0,28¢°°

Médias seguidas de mesma letra minuscula, para cada coluna, ndo diferem estatisticamente entre si
(p>0,05); médias seguidas de mesma letra maiuscula, para cada linha, ndo diferem estatisticamente
entre si (p>0,05).

Os valores correspondentes aos totais de defeitos maiores de cauda (médias +
EPM) observados em cada um dos garanhdes avaliados, imediatamente apds a
colheita de sémen e transcorridas 24, 48 e 72 horas de resfriamento a 5° C, encontram-

se expressos na tabela 9.

Tabela 9 — Total de defeitos maiores de cauda (médias + EPM) nos tempos Oh e
transcorridas 24hs, 48hs e 72hs em garanhdes submetidos a colheitas de
sémen e sangue — Pirassununga — jul 2003

Defeitos Maiores de Cauda (%)

Garanhao Oh 24hs 48hs 72hs
1 2,16+ 0,70 2" 5,00 + 0,70 ° 516+0,942° 4,50+ 1,052"
2 4,80+ 1,06 3,50+1,11°8 4,00+068°¢ 700+1,58"°
3 3,00 + 1,26 A 5,83 +0,83°F 5,00+ 1,092¢ 7,25+048°°
4 2,00 + 0,512 7,66 +1,66°F 7,83+1,40°8  767+212°°
5 2,83+ 0,94 %A 7,16 + 0,80 %8 533+0,71¢ 6,16 +0,60°°

Médias seguidas de mesma letra minuscula, para cada coluna, nao diferem estatisticamente entre si
(p>0,05); médias seguidas de mesma letra mailscula, para cada linha, ndo diferem estatisticamente

entre si (p>0,05).
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Os valores correspondentes aos totais de defeitos menores de cauda (médias *
EPM) observados em cada um dos garanhdes avaliados, imediatamente apés a
colheita de sémen e transcorridas 24, 48 e 72 horas de resfriamento a 5° C, encontram-

se expressos na tabela 10.

Tabela 10 — Total de defeitos menores de cauda (médias + EPM) nos tempos Oh e
transcorridas 24hs, 48hs e 72hs em garanhdes submetidos a colheitas de
sémen e sangue — Pirassununga — jul 2003

Defeitos Menores de Cauda (%)

Garanhao Oh 24hs 48hs 72hs
1 18,50 + 3,632" 7,63 £ 0,95 a° 8,00+ 1,853° 433+0,862"
2 21,45 + 33924 9,45 + 1,288 9,50+ 1,312 12,33 +0,88"C
3 13,33 + 3,68 % 7,66 + 12228 6,27+0,66 "2  500+0,942C
4 22,25 + 3,65 2" 4,16 +0,56°° 2,90+0,56%C  241+0,39%C
5 11,00 + 2,36 ** 14,83 + 2,08 °P 8,72+1,852° 925+208%

Médias seguidas de mesma letra minlscula, para cada coluna, ndo diferem estatisticamente entre si
(p>0,05); médias seguidas de mesma letra mailuscula, para cada linha, ndo diferem estatisticamente
entre si (p>0,05).

Os valores correspondentes aos totais de defeitos de peca intermediaria (médias
+ EPM) observados em cada um dos garanhdes avaliados, imediatamente apos a

colheita de sémen e transcorridas 24, 48 e 72 horas de resfriamento a 5° C, encontram-

se expressos na tabela 11.
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Tabela 11 — Total de defeitos de peca intermediaria (médias + EPM) nos tempos Oh e
transcorridas 24hs, 48hs e 72hs em garanhées submetidos a colheitas de
sémen e sangue — Pirassununga — jul 2003

Defeitos de Peca Intermediaria (%)

Garanhéo Oh 24hs 48hs 72hs
1 500+1432"  340+1,032° 3,33+0,762° 316+ 0,60 2°
2 2,60+0,98°"  333+0,3328 3,00+0362%  275+0,85""
3 500+1,392"  266+055F 250+050>®  250+0,86°°
4 20,83+260°" 1366+1,90°®  13,00+1,06°® 14,83 +1,83°C
5 6,83+160%  633+1,119 566+1,17%% 6,16+ 0,65%C

Médias seguidas de mesma letra minuscula, para cada coluna, ndo diferem estatisticamente entre si
(p>0,05); médias seguidas de mesma letra mailuscula, para cada linha, ndo diferem estatisticamente
entre si (p>0,05).

Os valores correspondentes aos totais de defeitos (médias + EPM) observados
em cada um dos garanhdes avaliados, imediatamente apdés a colheita de sémen e
transcorridas 24, 48 e 72 horas de resfriamento a 5° C, encontram-se expressos na

tabela 12.

Tabela 12 — Total de defeitos (médias + EPM) nos tempos Oh e transcorridas 24hs,
48hs e 72hs em garanhées submetidos a colheitas de sémen e sangue —
Pirassununga — jul 2003

Total de Defeitos (%)

Garanhao Oh 24hs 48hs 72hs
1 34,33+321%" 2727+22223°  2218+2102° 18,25+0,88 *“
2 36,18 £3,332"  2100+1,0028  1950+15928  2222+1362°
3 28,41 +436°" 2600+1,342"  2081+1042® 1850+1,612°
4 5466 +322°* 3450+1,13°8  2745+165°C 30,33 +1,52°EC
5 3392 +2512* 3850+3,07%®  2790+275°" 27,83+232°"

Médias seguidas de mesma letra minuscula, para cada coluna, ndo diferem estatisticamente entre si
(p>0,05); médias seguidas de mesma letra mailiscula, para cada linha, n&o diferem estatisticamente

entre si (p>0,05).
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As porcentagens relativas ao total de defeitos espermaticos de cada um dos
garanhdes avaliados, imediatamente apés a colheita de sémen (0Oh) e transcorridas 24,
48 e 72 horas de resfriamento a 5° C em conjunto as médias das concentracoes

plasmaticas de estradiol, testosterona, T; e T4 encontram-se apresentadas nos graficos
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Grafico 9 — Totais de defeitos (médias + EPM) no tempo Oh e transcorridas 24, 48 e 72
hs de resfriamento e concentragdo plasmatica de estradiol (medias +
EPM) em garanhbées submetidos a colheitas de sémen e sangue —
Pirassununga — jul 2003
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Grafico 10 — Totais de defeitos (médias + EPM) no tempo Oh e transcorridas 24, 48 e 72
hs de resfriamento e concentragdo plasmatica de testosterona (meédias *
EPM) em garanhdes submetidos a colheitas de sémen e sangue —
Pirassununga — jul 2003
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Grafico 12 — Totais de defeitos (médias £+ EPM) no tempo Oh e transcorridas 24, 48 e 72
hs de resfriamento e concentracao plasmatica de T4 (médias + EPM) em
garanhdes submetidos a colheitas de sémen e sangue — Pirassununga —
jul 2003

5.5 Integridade de Membrana

Os valores (médias + EPM) correspondentes aos totais de espermatozoides
vivos com acrossomo intacto (VAI), observados em cada um dos garanhées avaliados,
imediatamente apds a colheita de sémen e transcorridas 24, 48 e 72 hs de resfriamento

a 5° C, encontram-se expressos na tabela 13.
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Tabela 13 — Total de espermatozoéides vivos com acrossomo intacto (médias + EPM)
nos tempos Oh e transcorridas 24, 48 e 72hs em garanhdes submetidos a
colheitas de sémen e sangue — Pirassununga — jul 2003

Espermatozéides Vivos Com Acrossomo Intacto (%)

Garanhéo Oh 24hs 48hs 72hs
1 76,33 +3722" 4843 +4282° 4350+6,982°  3428+5852°
2 7533 +3852" 4957 +35428 4750+51328 3628 +4,132°
3 77,00 +1292" 5242 +42328 4216+3572°  30,85+2,97 2P
4 68,83 £2,00°" 4114 +3,72>8 3583+375°°  2943+555°P

5

72,16 + 4,01 @7

5443 +3,7138B

37,83 +7,04°C

22,71 +4,50°P

Médias seguidas de mesma letra minuscula, para cada coluna, ndo diferem estatisticamente entre si
(p>0,05); médias seguidas de mesma letra mailscula, para cada linha, nao diferem estatisticamente
entre si (p>0,05).

As porcentagens de espermatozoides vivos com acrossomo intacto (VAI) de
cada um dos garanhdes avaliados, imediatamente apdés a colheita de sémen (0Oh) e
transcorridas 24, 48 e 72 horas de resfriamento a 5° C em conjunto as médias das
e T4 encontram-se

concentragbes plasmaticas de estradiol, testosterona, T;

apresentadas nos graficos 13 a 16.
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Grafico 13 — VAl (médias + EPM) no tempo Oh e transcorridas 24, 48 e 72 hs de
resfriamento e concentragdo plasmatica de estradiol (médias + EPM) em
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Grafico 14 — VAl (médias + EPM) no tempo Oh e transcorridas 24, 48 e 72 hs de
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resfriamento e concentracdo plasmatica de T4 (médias + EPM) em
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Os valores (médias + EPM) correspondentes aos totais de espermatozodides
vivos com acrossomo intacto (VAl), observados em cada um dos garanhdes avaliados,
imediatamente apos a colheita de sémen e transcorridas 24, 48 e 72 hs de resfriamento

a 5° C, encontram-se expressos na tabela 14.
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Tabela 14 — Total de espermatozoéides vivos com acrossomo intacto (médias + EPM)
nos tempos Oh e transcorridas 24, 48 e 72hs em garanhdes submetidos a

colheitas de sémen e sangue — Pirassununga — jul 2003

Espermatozdéides Vivos Com Acrossomo Intacto (%)

Garanhao Oh 24hs 48hs 72hs
1 76,33 +3,723" 4843 +42823° 4350+6982° 3428 +5852aC
2 7533 +3853" 4957+3543% 4750+5132% 3628 +4,133C
3 77,00+1292% 5242 +4232%  4216+3572°  30,85+2,97 2P
4 68,83 +2,00°" 4114 +372°8 3583+3755C 29,43 + 555°PP
5 72,16 +4,01®" 5443 +37128 3783 +7,04°C 2271 + 4,50°P

Médias seguidas de mesma letra minuscula, para cada coluna, ndo diferem estatisticamente entre si
(p>0,05); médias seguidas de mesma letra maiuscula, para cada linha, ndo diferem estatisticamente
entre si (p>0,05).

Os valores (médias + EPM) correspondentes aos totais de espermatozoides
vivos com acrossomo lesado (VAL), observados em cada um dos garanhdes avaliados,
imediatamente apés a colheita de sémen e transcorridas 24, 48 e 72 hs de resfriamento
a 5° C, encontram-se expressos na tabela 15.

Tabela 15 — Total de espermatozoéides vivos com acrossomo lesado (médias + EPM)

nos tempos Oh e transcorridas 24, 48 e 72hs em garanhdes submetidos a
colheitas de sémen e sangue — Pirassununga — jul 2003

Espermatozoides Vivos Com Acrossomo Lesado (%)

Garanhéao Oh 24hs 48hs 72hs
1 1,83+0,832" 10,28 +2,352° 7,33+2592% 800+1,392°"
2 4,16 +0,91°4 5,71 +2,07°8 6,50 +2,82°¢ 3.85+1,30""
3 1,33+0,332* 10,57 +2,71 2" 7,16 +2,123% 1285+265°P
4 2,16 + 0,65 %A 5,85 + 2,058 6,50 + 1,38°¢ 585+ 140%°
5 6,00+2,04%  1128+2483%  1183+3,80°® 12,00+2,39°°

Médias seguidas de mesma letra minuscula, para cada coluna, n&o diferem estatisticamente. entre si
(p>0,05); médias seguidas de mesma letra maiuscula, para cada linha, ndo diferem estatisticamente

entre si (p>0,05).
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Os valores (médias + EPM) correspondentes aos totais de espermatozoides
mortos com acrossomo intacto (MAI), observados em cada um dos garanhdes
avaliados, imediatamente apo6s a colheita de sémen e transcorridas 24, 48 e 72 horas
de resfriamento a 5° C, encontram-se expressos na tabela 16.

Tabela 16 — Total de espermatozéides mortos com acrossomo intacto (medias + EPM)

nos tempos Oh e transcorridas 24, 48 e 72hs em garanhdes submetidos a
colheitas de sémen e sangue — Pirassununga — jul 2003

Espermatozéides Mortos Com Acrossomo Intacto (%)

Garanhao Oh 24hs 48hs 72hs
1 18,16 +2,8923" 3928 +33223° 4566+6292"° 5328 +7,152°
2 18,50 +3,06 2" 4243+29928  4333+4092% 5685+4292°
3 20,16 +0,91°* 3500+4,17%>8 4850+3652C 52,14 +3522P
4 2750+1,31°" 5157+225° 5550+340>C 61,28+4,24°°

5

19,66 + 2,69 A

3242 +500%8B

4583 + 9,53 aC

57.43 + 6,65 2P

Médias seguidas de mesma letra minuscula, para cada coluna, ndo diferem estatisticamente entre si
(p>0,05); médias seguidas de mesma letra mailuscula, para cada linha, ndo diferem estatisticamente
entre si (p>0,05).

Os valores (médias + EPM) correspondentes aos totais de espermatozoides
mortos com acrossomo lesado (MAL), observados em cada um dos garanhées
avaliados, imediatamente apos a colheita de sémen e transcorridas 24, 48 e 72 horas

de resfriamento a 5° C, encontram-se expressos na tabela 17.
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Tabela 17 — Total de espermatozéides mortos com acrossomo lesado (médias + EPM)
nos tempos Oh e transcorridas 24, 48 e 72 hs em garanhdes submetidos a
colheitas de sémen e sangue — Pirassununga — jul 2003

Espermatozéides Mortos Com Acrossomo Lesado (%)

Garanhao Oh 24hs 48hs 72hs
1 3,66 +145%"  243+0,57 32" 3,50 + 1,62 " 442 +182°2"
2 200+057>* 228+064%" 266+117>8  3,00+1,04">C
3 150+056%" 200+043%*8  216+054>"  414+217°C
4 150+ 067%" 143+048>" 216+065>%  400+1,702%C
5 216+0,54>* 185+050"%  450+214°%°C 7,85 +3,34¢%°P

Médias seguidas de mesma letra minuscula, para cada coluna, ndo diferem estatisticamente entre si
(p>0,05); médias seguidas de mesma letra mailuscula, para cada linha, ndo diferem estatisticamente
entre si (p>0,05).

5.6 Analises de Covariancias e Correlagoes

As correlagbes existentes entre as concentracdes plasmaticas de hormdnios
sexuais e tireoideanos observadas em cada um dos garanhdes ao longo do periodo

experimental, encontram-se apresentadas na tabela 18.

Tabela 18 — Correlagdes entre concentragdes plasmaticas de horménios sexuais e
tireoideanos de garanhdes submetidos a colheita de sémen e sangue —
Pirassununga — jul 2003

Parametros Coeficiente de Correlagao (r) Valor de p
Estradiol, Testosterona 0,35 < 0,0001
Estradiol, T4 -0,58 < 0,0001
T3, T4 0,26 0,004
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As correlacdes existentes entre padrées seminais fisicos e as concentragdes
plasmaticas de hormoénios sexuais e tireoideanos observadas em cada um dos
garanhdes avaliados imediatamente apdés a colheita de sémen, encontram-se

apresentadas na tabela 19.

Tabela 19 — Correlagbes entre caracteristicas seminais fisicas e concentragdes
plasmaticas de horménios sexuais e tireoideanos de garanhdes
submetidos a colheita de sémen e sangue — Pirassununga — jul 2003

Parametros Coeficiente de Correlagao (r) Valor de p
Volume, Testosterona 0,38 0,036
Concentracao, Testosterona -0,45 0,011

As correlagdes existentes entre as formas patolégicas e concentragdes
hormonais de estradiol, testosterona, T; e T, observadas em cada um dos garanhdes

avaliados, encontram-se apresentadas na Tabela 20.

Tabela 20 — Correlagbes entre formas patolégicas e concentracées plasmaticas de
estradiol, testosterona, T; e T4, de garanhées submetidos a colheita de
sémen e sangue — Pirassununga — jul 2003

Parametros Coeficiente de Correlagao (r) Valor de p
Def. Menores Cab., Estradiol -0,28 0,002
Def. Menores Cab., T4 0,20 0,024
Def. Menores Cauda, T3 0,22 0,015
Def. Peca Interm., Testosterona 0,24 0,009
Def. Peca Interm., Estradiol -0,19 0,039
Total de Defeitos, Testosterona 0,27 0,003
Total de Defeitos, Estradiol -0,19 0,033

Total de Defeitos, T4 0,23 0,013
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As correlagdes existentes entre motilidade progressiva e vigor, e os parametros
de integridade de membrana observadas em cada um dos garanhbes avaliados

encontram-se apresentadas na tabela 21.

Tabela 21 — Correlagbes entre motilidade progressiva e vigor, e caracteristicas de
integridade de membrana de garanhdes submetidos a colheita de sémen

e sangue — Pirassununga — jul 2003

Parametros Coeficiente de Correlagao (r) Valor de p
Mot. Prog., VAI 0,70 < 0,0001
Mot. Prog., MAI -0,70 < 0,0001
Vigor, VAI 0,72 < 0,0001

Vigor, MAI -0,72 < 0,0001
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6 DISCUSSAO

Os resultados observados serdo discutidos, a luz da literatura consultada,

segmentados em topicos a seguir.

6.1 Idade e Peso Corporal

A diferenca de idade observada entre os garanhdes mais jovens (05 anos) e os
mais velhos (14 anos), aparentemente nao interferiu diretamente nos aspectos de
dosagens hormonais, bem como caracteristicas seminais; haja vista que os garanhdes
3 e 5, que apresentaram as menores médias plasmaticas para estradiol e testosterona
respectivamente, sao animais apresentando idades, também respectivamente, de 05 e
14 anos. Stewart e Roser (1998), tendo estudado garanhdes entre 02 e 25 anos de
idade, reportam nao haver efeito idade para garanhées adultos a partir de 04 anos, para
concentracdes plasmaticas de estrogenos e testosterona, assim como fertilidade. Por
outro lado, Dowsett e Knott (1995), analisando o sémen de 168 garanhées com idades
variando entre 02 a 26 anos de idade, reportam significativa queda na qualidade
espermatica de garanhdes com idades inferiores a 03 e superiores a 11 anos, sendo
este efeito tanto maior quanto mais préximo do limite estudado (26 anos). Atraves de
dados restrospectivos da performance reprodutiva de 27 garanhdes islandeses em
idade adulta reprodutiva, Davies Morel e Gunnarsson (2000) ndo encontraram efeitos
detrimentais de idade sobre a fertilidade destes animais. Analogamente Inoue et al.
(1993) reportam concentragdes plasmaticas de horménios reprodutivos similares em

garanhdes férteis a partir de 04 anos de idade. Chen e Riley (1981), trabalhando com
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hormdnios tireoideanos, nao reportam diferencas estatisticas significativas entre
concentragdes plasmaticas de tais horménios em garanhdes adultos e sexualmente
maduros; estes dados sdo compativeis com os achados de Breuhaus (2002), que
trabalhou indistintamente com dosagens de horménios reprodutivos e caracteristicas
seminais em animais considerados sexualmente maduros com idades entre 02 e 25
anos de idade.

Malinowski et al. (1996) em um primeiro experimento, colheram amostras de
sangue de potras e eguas “trotadoras” (Standardbreds) com idades variando entre 0 a
14 dias, 1 a 9 meses, 5 a 8 anos e 16 a 22 anos; em um segundo experimento,
mediram as mesmas variaveis em 08 racgas diferentes, de diferentes tamanhos
corporeos, ou seja, de cavalos miniatura a Friesians. O T3 plasmatico pouca variagao
apresentou entre os 09 meses (0,7 ng/mL) e os 16-22 anos de idade (0,5 ng/mL);
similarmente, o T4 declinou de 233,0 ng/mL ao nascimento, para 49,0 ng/mL aos 14
dias de idade e variou de 9,0 a 35,0 ng/mL entre todos os outros grupos de idades
maiores. Neste estudo ndo se observaram diferencas quanto ao tamanho corporal.

Embora varios autores discorram que diversas sdo as variaveis que interferem
diretamente nas caracteristicas seminais fisicas e morfologicas (GOETZE, 1949), estes
se apresentam com menor amplitude de variagdo entre animais adultos sexualmente
maduros; Squires, Pickett e Amann (1979) demonstraram que porcentagens maiores de
motilidade espermatica sdo encontradas em garanhdes entre 4 e 6 anos (63,1%),
enquanto que animais mais jovens (2 a 3 anos) e animais mais velhos (9 a 16 anos)

demonstram menores percentagens de motilidade total (550 e 59,9%,

respectivamente).
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Em nosso estudo nao houve diferencas estatisticas significativas que pudessem
denotar qualquer tendéncia entre os animais no tocante as caracteristicas seminais
fisicas e morfolégicas. Apenas quanto ao volume total de ejaculado observamos
variagdes significativas para o animal 1, de 14 anos (maior volume com 80,41 mL) e o
animal 3, também de 14 anos, com o menor valor, referenciado em 23,95 mL. Para os
demais parametros, como concentracbes espermaticas, totais de espermatozoides no
ejaculado, vigor e motilidade total ndo se observaram variagées significativas. Quanto a
patologia espermatica, embora pequenas diferencas estatisticas tenham sido
observadas entre os individuos, nao pudemos constatar tendéncias de idade ou raga;
apenas o animal 4, de 14 anos de idade, apresentou nivel de defeitos de peca
intermediaria e conseqiientemente de total de defeitos, acima da média dos demais
animais, porém em limites “aceitaveis” conforme descrito na literatura (JASKO; LEIN;
FOOTE, 1990; MIES FILHO, 1987;).

Também parece nao ter havido significativas diferencas entre os cinco animais
quanto ao item bidtipo/peso corporal, devendo ser considerado neste aspecto o fator
raca, que determina o biétipo e conseqlientemente o peso corporal. Diferengas
significativas entre as dosagens hormonais de estradiol, testosterona, T3 e T4 foram
observadas entre individuos de mesma raga, e ndo de racas diferentes. Dowsett e Knott
(1995) observaram variagdes significativas na qualidade espermatica em garanhées de
09 racas distintas, mas entre diversos outros autores, considerando-se animais de
biotipo similar, efeitos de idade, sazonalidade e manejo parecem mostrar-se mais
preponderantes neste tipo de avaliagdo (BRAUN et al., 1996; CLAY et al., 1989; CLAY;
CLAY, 1992; DUSEK, 1980; PICKETT; FAULKNER; SUTHERLAND; 1970; PICKETT;

FAULKNER; VOSS, 1975; THOMPSON et al., 1977; THOMPSON et al., 1978).
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6.2 Testosterona e Estradiol

Diversos autores mensuraram as concentragdes plasmaticas de testosterona e
estradiol de garanhées em diferentes estacbes reprodutivas e circunstancias
(fertilidade, idade, ragcas). Como exemplo, Ganjam e Kenney (1975) compararam as
concentragcdes séricas de androgenos totais, testosterona e estrogenos totais em
garanhdes normais e criptorquidicos, demonstrando que os niveis de andrégenos totais
se mostraram significativamente mais baixos em animais bilateralmente criptorquidicos
gue nos demais grupos. Inoue et al. (1993) também determinaram as concentragoes
plasmaticas de testosterona e estrégenos em garanhées normais e inférteis
(azoospérmicos), com resultados significativamente diferentes entre os grupos; animais
azoospérmicos demonstraram testosterona sérica significativamente mais baixa que
garanhbes normais.

Em nosso estudo, obtivemos concentracbes plasmaticas de testosterona
variando significativamente entre os animais, ou seja, 32,00 ng/mL (menor valor) para o
animal 03 e 78,53 ng/mL (maior valor) para o animal 04. O mesmo comportamento
péde ser observado para as concentracées de estradiol, em que o menor valor
reportado ao animal 05 foi de 88,72 pg/mL, significativamente mais baixo que o maior
valor obtido para o animal 02, de 261,53 pg/mL. Entretanto, conforme vimos nos
trabahos acima mencionados, tais resultados encontram-se dentro da amplititude de
variacao reportada pela literatura internacional. Corroboram esta informagéo os dados

de Hoffmann e Landeck (1999), que encontraram, para testosterona, concentragao

plasmatica média de 570,6 + 1,43 pg/mL.
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Uma vez que o presente estudo foi realizado em periodo de fotoperiodo negativo
para o hemisfério sul, portanto fora da estagdo reprodutiva, uma das preocupacgdes
centrava-se justamente em grandes variagdes nas concentracées plasmaticas em
fungdo deste fator. Outra preocupacdo deu-se em torno de variagbes nas
concentracdes plasmaticas hormonais em funcao de idade e maturidade sexual;
entretanto, diversos trabalhos documentam adequadamente este tema.

Burns et al. (1982) descreveram que garanhées expostos a periodos crescentes
de fotoperiodo denotam, de fato, significativo aumento nas concentragdes séricas de
testosterona, mas néo de estradiol 173 e de estrogenos totais. Braun et al. (1996)
também descreveram concentragoes séricas de testosterona mais baixas no periodo de
fora da estagao reprodutiva, assim como Clay et al. (1988). Ja Stewart e Roser (1998),
analisando aspectos relacionados a idade em machos entre 02 meses e 25 anos de
idade, ndo encontraram variacdes nas concentracées de testosterona em funcéo da
estacado reprodutiva; entretanto, a medida que a idade dos animais aumentava, sua
concentragao plasmatica também se elevava até a maturacao testicular. A partir de
entao nenhum efeito de idade pdde ser observado nos garanhdes adultos, assim como
nenhuma diferenca também pode ser observada entre animais férteis e subférteis
quanto a concentracao plasmatica de testosterona.

Os resultados de nossos estudos mostram-se compativeis com os dados de
literatura, uma vez que as maiores concentragées observadas nos animais 01, 02, 04 e
05 (77,01, 74,63, 78,53 e 63,00 ng/mL, respectivamente), sem diferenga estatistica
entre si (p<0,05), encontram-se dentro dos padrées de normalidade para a estagao
reprodutiva descritos pelos autores consultados. Além do mais, estes resultados se

referem a garanhdes com idades variando de 05 a 14 anos, indistintamente, reforgando
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os estudos de Clay et al. (1988), que ndo encontraram diferencas entre concentracoes
de testosterona para animais adultos que ja tenham alcan¢cado a maturidade sexual.
Amann (1993) cita variagdes, consideradas normais, de até 25% nas concentragdes de
testosterona obtidas entre diversos garanhées durante as esta¢des reprodutiva e néo
reprodutiva, com valores variando entre 27 ng/mL (estagéo nao reprodutiva) e 36 ng/mL
(estacao reprodutiva).

Conforme ja anteriormente citado, as concentragdes de estradiol por n6s obtidas
variaram entre 88,72 pg/mL (menor valor) para o animal 05 e 261,53 pg/mL (maior
valor), para o animal 02. Neste aspecto também vale ressaltar que variagdées foram
observadas, indistintamente para animais com 05 ou 14 anos. Roser (1994), reportou
concentragcdes de estradiol de 71,9 pg/mL e 44,6 pg/mL para garanhdes normais e
inférteis respectivamente, enquanto que Lang (1998) descreve concentragdes variando
entre 41,2 a 118,0 pg/mL na na estacao reprodutiva e 52,7 a 107,7 pg/mL na estacao
nao reprodutiva para garanhées com histoérico de fertilidade normal. Wallach, Pickett e
Nett (1983), uma vez tendo encontrado concentragdes de estradiol significativamente
mais baixas em garanhdes impotentes quando comparadas com concentragdes de
garanhdes normais, inferiram que impoténcia pode estar baseada em baixas
concentragdes de estradiol e LH; releve-se o fato de que, mesmo para o menor valor
encontrado para o animal 05, ainda assim tal valor encontra-se dentro dos padrGes de
normalidade citados pela literatura. Braun et al. (1996) reportam concentragées mensais
médias, sem alteracbes de normalidade, de estradiol no sangue em torno de 27,4
pg/mL.

Avaliando a fungdo gonadal de garanhdes, Hoffman e Landeck (1999),

mensuraram as concentragdes séricas e seminais dos esteroides testiculares, assim
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como sua distribuicdo no ejaculado. O estradiol, cuja concentracdo plasmatica
observada foi de 31,1 + 1,16 pg/mL, demonstrou alta correlacdo com a testosterona
plasmatica. Infere-se que dois tipos celulares distintos talvez estejam envolvidos na
pfodugéo de estrégenos e testosterona, uma vez que os estudos de Lang (1998)
demonstraram pequena correlacdo entre testosterona e estradiol, assim como
Thompson et al. (1979), Thompson, Pickett e Nett (1978) e Eisenhauer et al. (1994).
Nossos estudos também demonstram fraca correlagao (r=0,35) entre as concentracées
plasmaticas de testosterona e estradiol. Provavelmente os estrogenos atuam através de
mecanismos de “feed-back” de forma concentracdo-dependente, para regular a via
esteroidogénica. Estudos recentes tém demonstrado que as células germinativas, bem
como ceélulas de Leydig e Sertoli, expressam receptores estrogénicos, sugerindo que
estrobgenos sao necessarios para a maturacao funcional dos espermatozdides e
fertilidade, assim como para o desenvolvimento e modulagcao da esteroidogénese das

células de Leydig (ROSER, 2001).

6.3 Hormonios Tireoideanos

Assim como reportado por Nachreiner e Hyland (1993), trabalhamos com
unidades de medida distintas para a expressao das concentragdes plasmaticas de Tz e
T4; sendo assim, para T3 utilizamos ng/mL e T4, mg/dL. Desta forma, para comparacao
com dados internacionais da literatura eventualmente algumas conversées foram
necessarias para validagao dos resultados.

Obtivemos, para T3, valor minimo de 38,0 ng/mL para o animal 03, sendo esta a

Unica concentracdo plasmatica significativamente diferente (a menor) dos demais
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garanhées; o maior valor encontrado para este horménio foi de 53,89 ng/mL (animal
05). Quanto ao T4, as variagbes mais amplas foram encontradas, sendo que o menor
valor foi observado no animal 02 (0,64 mg/mL), sem diferenca significativa quando
comparado ao animal 03 (0,77 mg/mL); os animais 01 e 04 ndo apresentaram valores
estatisticamente diferentes entre si (1,11 e 1,00 mg/mL, respectivamente), tendo sido o
maior valor o observado no animal 05 (1,44 mg/mL), estatisticamente diferente de todos
os demais.

As concentragbes plasmaticas dos horménios tireoideanos encontradas sao
compativeis com os valores de referéncia publicados em diversos trabalhos da literatura
internacional. Apés a devida conversdo de unidades de medida, Nachreiner e Hyland
(1993) reportam, em éguas, 0,6 a 3,2 mg de T4/dL e 40,0 a 150,0 ng de Ts/dL. Chen e
Riley (1981) demonstraram que cavalos adultos apresentam concentracées séricas
médias de T4 e T3 em 1,76 mg/dL e 98,69 ng/dL, respectivamente); estes autores
reportam, em garanhdes, niveis de T3 discretamente superiores a média obtida entre
machos castrados e fémeas.

Anderson, Nixon e Akasha (1988) mensuraram T4 e T3 totais e livres na espécie
equina; as concentragdes séricas obtidos destes horménios foram de 15,00 ng/mL e
677,00 pg/mL e 5,90 pg/mL e 3,22 pg/mL, respectivamente. Sojka, Johnson e Bottoms
(1993) obtiveram valores séricos basais encontrados para os horménios tireoideanos
variando entre: 0,21 a 0,80 ng de Ts/mL, 6,20 a 25,10 ng de T4/mL e 0,07 a 0,47 ng de
T4 livre/dL. Lothrop e Nolan (1986) encontraram valores basais de T4 e T3 de 24,40
ng/mL e 0,44 ng/mL, respectivamente, similares aos encontrados por Sojka, Johnson e
Bottoms (1993). As concentragdes séricas de T, e T3 publicados por Duckett, Manning

e Weston (1989) também corroboram os valores por nés encontrados, assim como dos



autores anteriormente citados; estes autores encontraram picos médios de T3 em 54,06

+ 14,02 ng/dL as 08:00 da manha, significativamente menores que a meia-noite, cuja
média foi de 38,71 £ 10,81 ng/dL. A concentragdo média maxima de T4 foi obtida as
16:00 horas ao nivel de 2,43 + 0,81 «g/dL e a minima as 04:00h em 1,79 £ 0,63 *g/dL.

Nossos animais, com idades variando entre 05 e 14 anos, apresentaram valores
plasmaticos de horménios tireoideanos compativeis com os dados de Malinowski et al.
(1996), que conduziram estudo com a finalidade de se determinar possiveis variacées
de concentragcao plasmatica de T3, T4 em funcdo do crescimento, maturidade sexual e
idade. Neste experimento, pouca variagao foi observada entre os animais do grupo com
09 meses de idade média (0,7 ng de Ts/mL) e os animais com idades entre 16 e 22
anos (0,5 ng de Ts/mL); similarmente, T4 declinou de 233,0 ng/mL ao nascimento, para
49,0 ng/mL aos 14 dias de idade e variou de 9,0 a 35,0 ng/mL entre todos os outros
grupos de idades maiores. Malinowski et al. (1996) ndo observaram diferengas
significativas quanto ao tamanho corporal entre animais de diferentes ragas.

Correlagao positiva foi encontrada entre as concentragdes de T3 e T4 (r= 0,26),
assim como correlacdo negativa entre estradiol e T4 (r=-0,58). A literatura descreve a
ocorréncia de correlacdo positiva entre T3 e T4, uma vez que a tiroxina é o produto da
iodetacdo do aminoacido tirosina nas células foliculares; o iodo se fixa a tirosina
iodetando-a a monoiodotirosina e posteriormente a diiodotirosina. Entretanto, uma
molécula de diiodotirosina pode se acoplar diretamente a monoiodotirosina, formando a
propria triiodotironina, que representa aproximadamente 1/5 de toda a quantidade
hormonal armazenada nas células foliculares (GUYTON; HALL, 1997).

Poucos estudos envolvendo correlagdes entre niveis de horménios tireoideanos

e horménios sexuais, bem como a funcdo reprodutiva na espécie eqlina, sao



encontrados na literatura. Tal afirmacdo é particularmente verdadeira quando nos
referimos ao garanhao, uma vez que alguns estudos foram realizados no sentido de se
avaliar efeitos reprodutivos das fémeas e suas interrelagbes com horménios
tireoideanos.

Algumas inferéncias podem ser estabelecidas para a correlagcao negativa
encontrada entre estradiol e T4 de nosso trabalho. Jackson (1982) reportou algumas
interagdes entre hormdnios tireoideanos e a fungao reprodutiva, uma vez que o proprio
TRH pode ser observado em tecidos eminentemente reprodutivos como a prostata,
vesiculas seminais, epididimo e até mesmo na placenta humana. Por outro lado,
tratando-se de hormdnio hipofisario, o TRH também estimula em seu sitio de agao a
liberacdo de prolactina conjuntamente ao TSH. Receptores para prolactina estao
presentes em grande quantidade no testiculo de mamiferos, particularmente nas
células de Leydig; desta forma, a estimulacado deste horménio junto aos seus sitios de
ligacao exerce significativo efeito de “feed-back” negativo sobre a producao e secrecao
de horménios sexuais, pela supressdo da secrecao de gonadotropinas. Em humanos
hiperprolactinémicos reporta-se inclusive hipofuncgao testicular (HUHTANIEMI, 1993).

Neste sentido, vale ressaltar que as células de Leydig de ratos possuem, alem
de receptores para prolactina, também receptores para Horménio do Crescimento (GH),
Hormonio Adrenocorticotropico (ACTH) e TSH em grande quantidade, sendo ambas
prolactina e GH (em combinacdo e acado sinérgica) capazes de aumentar o numero de
sitios de ligacdo de LH nestas proprias células. Em contraste, a possibilidade de
regulacdo dos receptores para LH nas células de Leydig pelo TSH e ACTH ainda nao
foi claramente estabelecida. Homens com aumento patolégico de ACTH apresentam

niveis de testosterona severamente diminuidos sem a correspondente diminuicédo da



secrecao de LH. Entretanto, ainda ndo se sabe exatamente de que forma o ACTH e o

TSH interferem diretamente sobre a producdo de andrégenos pela célula de Leydig
(WEINBAUER; NIESCHLAG, 1993). Uma vez que os hormdnios tireoideanos regulam o
metabolismo lipidico, aumentando e/ou diminuindo a producdao de colesterol,
provavelmente, em circunstancias de maior secrecao tireotrépica e, consequentemente
prolactinémica, pode haver interferéncia na ativacao do sistema adenil ciclase (ativagao
da proteina kinase e sintese de RNA), resultando em menor produgcao de
estradiol/testosterona a partir de colesterol e pregnenolona (PINEDA, 2003).

De fato, alguns autores descrevem que individuos humanos apresentando
elevacao significativa em suas concentragbes séricas normais de hormdnios
tireoideanos podem apresentar significativa reducdo em sua testosterona livre e
estradiol, levando a quadros de impoténcia sexual e até mesmo ginecomastia, aléem de
perturbacdes ovulatérias em mulheres (JOHNSON; GRACE; PROBST, 1987). Em
medicina veterinaria, baixos niveis de T3 e T4 tém sido relacionados a alteragdées na
ciclicidade estral de fémeas caninas, como prolongamento do anestro reprodutivo e
reducdo do periodo de estro; menores taxas de concepgdo, maior ocorréncia de
abortamentos precoces e producdo espontanea de leite também séao observados em
cadelas. Neste Ultimo caso, especula-se que ocorra por aumento da producdo de
prolactina, bloqueando-se, conseqiientemente, a secregdo e acéo das gonadotrofinas

(CHESTER, 1987).



6.4 Caracteristicas Seminais

A motilidade espermatica ja de ha muito tempo é considerada parametro de
extrema relevancia na avaliagéo da fertilidade de garanhdes (PAPA, 1987). Em nosso
experimento, ndo encontramos variagdes individuais entre as motilidades totais no
momento Oh, isto €, imediatamente apds cada colheita seminal, sendo que a menor
motilidade total média apresentada foi de 73,33% e a maior de 78,33%. Estes valores
sao inferiores aos encontrados por Aehnelt (1950) em animais PSI| (83%), porém
superiores aos achados de Werhahn (1978) em racas de “sangue quente” (61%).
Levando-se em consideracao o fato de que as colheitas foram realizadas no inverno
(fotoperiodo decrescente), os valores médios de motilidade total por nés encontrados
mostraram-se perfeitamente de acordo com os resultados demonstrados por Pickett et
al. (1975), que nao encontraram diferencas significativas entre os ejaculados equinos
(73%) no que se refere as estacdes do ano. Apesar dos nossos garanhdes pertencerem
a faixas etarias heterogéneas (5 a 14 anos), nao observamos variagées acentuadas
como as descritas por Squires, Pickett e Amann (1979) em diferentes faixas etarias.

Em bovinos, o vigor espermatico € um dos principais parametros para avaliacao
da qualidade seminal, indicando objetivamente a velocidade e forca com que os
espermatozoéides se movimentam (MIES FILHO, 1987). De acordo com Papa (1987), na
espécie eqlina o vigor espermatico ndo tem sido usado pelos pesquisadores como
parametro de avaliacdo da fertilidade de garanhdes; avaliado segundo uma escala
padronizada variando de zero a um, o nivel um representa vigor minimo e o nivel cinco
o maximo vigor desenvolvido pelos espermatozéides em microscopia Optica de

contraste de fase. Os resultados relativos a vigor espermatico de nosso experimento
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‘ denotaram padréao de comportamento bastante absolutamente analogo a motilidade
total observada imediatamente apods cada colheita, ndo se demonstrando variagcoes

| entre os individuos; o menor valor de vigor médio encontrado foi de 3 e o maior de 3,91.

Na literatura consultada, nenhum autor teceu comentarios sobre este parametro, fato
que nos impediu de comparar nossos resultados assim como também observado por
Papa (1987). Este autor, entretanto, cita que ao longo de suas pesquisas, o vigor
espermatico tem se mostrado tdo importante quanto a motilidade para a avaliagao da
capacidade reprodutiva do garanhdo; em sua experiéncia pratica, ejaculados de
garanhobes de diferentes racas com alta motilidade percentual, mas baixo vigor (menor
que 2), resultam em menores indices de congelabilidade quando comparados com
ejaculados de igual motilidade e vigor superiores. A média relativa ao vigor espermatico
do ejaculado dos garanhdes de nosso experimento em 3,47 permitiu-nos considerar
este parametro como mais um fator positivo na avaliagao preliminar da comprovagao da
fertilidade destes animais.

A concentracdo espermatica média por mL obtida em nosso experimento foi de
201,53 x 10° espermatozdides, ndo tendo havido diferencas estatisticas significativas
entre os individuos, exceto para o garanhdo 3, que apresentou a maior concentracao
espermatica, ou seja, 334,58 x 10° sptz/mL; o menor valor encontrado foi de 148,12 x
10° sptz/mL. Estes resultados sdo compativeis com os dados de todos os autores
consultados, dentre eles Aehnelt (1950), Bielanski (1950), Cornwell et al. (1972),
Dowsett (1979), Pickett et al. (1976) e Werhahn (1978).

O numero total de espermatozéides no ejaculado normalmente apresenta
grandes variacdes e, segundo Squires, Pickett e Amann (1979), a frequéncia de

ejaculagdes e a época do ano em que o sémen é colhido, s&o os dois principais fatores
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de maior relevancia nestas variagdes. Os resultados do presente estudo também nao
demonstraram variagdes significativas entre os animais, com menor valor de 7,99 x 10°
sptzs e maior de 10,26 x 10° sptzs, com média de 8,92 x 10° sptzs presentes no
ejaculado destes animais. Uma vez que o numero total de espermatozéides de um
ejaculado é a somatéria das células espermaticas e esta diretamente relacionada com a
concentragao por mL, os resultados por nés obtidos também se mostram perfeitamente
compativeis aos dados da literatura consultada, e em alguns casos até superiores aos
de diversos autores, como Gétze (1949), Swierstra et al. (1975) e Amann et al. (1979).
As porcentagens médias de defeitos observadas no presente trabalho foram
relativamente baixas quando comparadas com os valores considerados “aceitaveis”
para se garantir comprovacao de fertiidade em garanhdées (MIES FILHO, 1987). A
quantidade de defeitos maiores e menores foi muito variavel entre os ejaculados de um
mesmo animal, bem como entre diferentes garanhfes, sendo esses resultados
compativeis com os dados de Bielanski (1975). Dott (1975) cita inumeros fatores como
responsaveis pelo aumento das formas patolégicas no ejaculado, dentre eles
problemas clinicos reprodutivos e excessiva solicitacao de colheitas ou coberturas,
fatos ambos que nao ocorreram ao longo do experimento. Apesar do uso de animais de
diferentes racas e idades, nossos resultados médios de patologias espermaticas foram
inferiores aos obtidos por Werhahn (1978) em condi¢des semelhantes. Pelos resultados
médios de patologias espermaticas no presente trabalho, podemos afirmar que as
porcentagens enquadram-se perfeitamente dentro das variacbes recomendadas por
Bielanski (1975), Bielanski et al. (1982) e Mies Filho (1987), e, frente a essas

observacées, que os garanhdes confirmaram seus potenciais de fertilidade.



6.5 Correlacées entre Concentragcdes Plasmaticas Hormonais e Caracteristicas

Seminais

Correlagao positiva entre volume seminal e testosterona (r=0,38) e negativa entre
concentragao espermatica e testosterona (r=-0,45) foram observadas. Tais resultados
justificam-se pelo fato de que as glandulas acessérias (prostata, vesiculas seminais e
glandulas bulbouretrais) sao as maiores responsaveis pelo volume do ejaculado, e que
seu desenvolvimento normal e fungdo sdo controlados pela testosterona (PINEDA,
2003).

Embora a testosterona seja o elemento essencial a manutencédo e
restabelecimento da funcdo espermatogénica no testiculo de animais adultos, e
isoladamente capaz de manter qualitativamente a espermatogénese completa, o FSH
parece mostrar mais influéncia sobre a quantidade de espermatozéides produzidos do
que a propria testosterona (GANJAM; KENNEY, 1975; INOUE et al., 1993; IRVINE;
ALEXANDER, 1988). O testiculo eqiiino, diferentemente de em outras espécies, produz
grandes quantidades de estrégenos, que apresentam preponderante papel no
mecanismo de produgdo espermatica ao lado do FSH (HOFFMAN; LANDECK, 1999;
NADEN; AMANN; SQUIRES, 1990). Tais razbes auxiliam a explicar, em parte, a
correlacao negativa encontrada entre testosterona e concentragcdo espermatica.

Nenhuma correlagdo entre motilidade total e motilidade progressiva, bem como
vigor, foi observada com qualquer dos horménios dosados, sejam eles sexuais ou
tireoideanos, tanto no momento imediatamente apés a colheita seminal, como apés o
periodo de resfriamento. O mesmo tipo de observagdo & valido para os parametros de

integridade de membrana, uma vez que a porcentagem espermatozoéides vVivos e
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mortos, com acrossomo vivo ou lesado, também nao apresentou qualquer correlagao
com as concentragdes hormonais em qualquer momento de analise seminal.

Para que haja fertilizacao de um oécito por parte de um espermatozoide, ha a
necessidade de que o mesmo apresente, entre outros fatores, de: metabolismo para
producao de energia, motilidade progressiva, enzimas acrossomais para penetracao no
odcito, adequada distribuicao de lipidios para a estabilizacao de suas membranas ate a
fertiizacdo e proteinas na membrana plasmatica para sua sobrevivéncia no trato
feminino; destas caracteristicas, a motilidade progressiva foi o principal alvo de nossos
estudos, ao elocubrarmos uma eventual “influéncia” hormonal sobre a mesma. Ao nao
encontrarmos nenhuma correlacao entre esta caracteristica e o vigor espermatico com
os perfis hormonais avaliados, vale discutir alguns fatores responsaveis pela regulagcao
da motilidade espermatica em mamiferos.

Ha mais de 30 anos que se sabe que os nucleotideos ciclicos (principalmente
cAMP) e o cation Ca?" afetam diretamente a motilidade e respiragdo dos
espermatozéides de mamiferos; enquanto que altas concentragcbes de AMPc
consistentemente estimulam a motilidade espermatica, o Ca pode apresentar
resultados varidveis de estimulagdo ou inibicdo, de acordo com variagdes interespécies
de responsividade da membrana (HARDY; GARBERS, 1993). Ha que se considerar,
ainda, que espermatozoéides de mamiferos sdo iméveis no trato reprodutivo masculino
até alcancarem a regido caudal do epididimo; a partir de entdo, ocorrem desconhecidas
e drasticas alterages bioquimicas e fisiolégicas nos espermatozodides, que os tornam
moveis (HARDY; GARBERS, 1993).

Coincidentemente, os espermatozoéides presentes na regido caudal de epididimo

tornam-se moveis exatamente ao se misturarem com as secre¢bes glandulares
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ejaculatérias (GARBERS, 1989). Entretanto, como a simples diluicdo, em meio, de
espermatozoéides ainda imoéveis estimula sua movimentacao, pode-se inferir que nao ha
fatores de ativacdo especificos provenientes das glandulas acessorias; o liquido
seminal aparentemente mostra-se muito mais importante na regulagdo da fisiologia
espermatica e da capacidade de transporte de Ca* por parte da membrana
espermatica, do que diretamente sobre a motilidade propriamente dita (HARDY;
GARBERS, 1993). Sendo assim, motilidade, vigor e, conseqiientemente longevidade
espermatica de sémen resfriado, sdo fatores aparentemente muito mais correlatos a
variantes metabolicas, bioquimicas e enzimaticas que propriamente regidos por
interferéncias hormonais diretas ou indiretas.

Entretanto, algumas correlagbes entre tais concentragdes plasmaticas hormonais
e patologias puderam ser observadas. Houve correlagbes positivas entre defeitos
menores de cabeca/cauda e T4/T; (r=0,20 e r=0,22, respectivamente), bem como entre
defeitos de peca intermediaria e testosterona (r=0,24), total de defeitos e testosterona
(r=0,27) e total de defeitos e T, (r=0,23). Por outro lado, correlagées negativas foram
observadas entre defeitos menores de cabeca e estradiol (r=-0,28), além de defeitos de
peca intermediaria e total de defeitos, com o estradiol (r=-0,19 e r=-0,19,
respectivamente).

Nunca se demonstraram efeitos diretos dos horménios tireoideanos no testiculo
humano ou de animais, assim como se conhece quanto aos ovarios, para que se possa
inferir diretamente quanto as correlagcbes observadas entre patologias espermaticas e
concentracdes plasmaticas hormonais. Indiretamente, porém, tal relacdo tém sido
descrita; a literatura descreve que homens com hipertireoidismo apresentam menor

concentracdo espermatica, motilidade total normal, porém motilidade progressiva
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significativamente menor que homens eutireoideos (JANNINI; ULISSE; D’ARMIENTO,
1995). Uma vez que os percentuais de patologia encontrados nos garanhées interferiu
diretamente com a motilidade progressiva dos espermatozoéides, nossos resultados
corroboram plenamente a assertiva destes autores, uma vez que os animais com maior
concentragdo de horménios tireoideanos apresentaram maior quantidade de defeitos,
tanto de cabeca, como de cauda. Opostamente, adultos com hipotireoidismo denotam
diminuicdo no volume do ejaculado, na motilidade progressiva e também na
porcentagem cumulativa de formas jovens, porém sem alteragcbes na densidade
espermatica ou porcentagem de espermatozoides com morfologia normal, e também
sem alteragbes nos niveis circulantes de testosterona e gonadotropinas (HERNANDEZ;

GARCIA; DIEZ, 1990).

6.6 Correlacoes entre Caracteristicas Seminais e Integridade de Membrana

Correlacao positiva foi encontrada entre motilidade progressiva e VAl (r=0,70),
bem como correspondente correlagao negativa entre motilidade progressiva e MAI (r=-
0,70); analogamente foi observada correlagao positiva entre vigor e VAI (r=0,72) e
correlagao negativa entre vigor e MAI (r=-0,72).

Arruda (2000) correlacionou motilidade espermatica e integridade de membrana,
encontrando as seguintes correlagdes: VAl x motilidade progressiva, r=0,33 e total de
espermatozoides vivos x motilidade progressiva, r=0,26. Por sua vez, Zuccari (1998)
encontrou maior coeficiente de correlacdo entre motilidade progressiva e
espermatozdides integros (r=0,59), coeficiente mais préximo que aquele por nos

encontrado. Casey et al. (1993), utilizando sémen fresco de eqiino, obteve elevado
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coeficiente de correlagdo (r=0,88) entre espermatozodides integros e motilidade
progressiva.

Brinsko et al. (2003) analisaram amostras seminais adicionadas a diferentes
percentuais de espermatozoides vivos quanto a motilidade total e progressiva, assim
como velocidade curvilinear de amostras espermaticas a fresco e resfriadas a 5°C apos
24 horas. A presenca de mais de 75% de espermatozéides mortos nado afetou
caracteristicas de motilidade em ambos casos, embora a velocidade curvilinear e
integridade de membrana tenham se revelado inferiores ao grupo controle;
adicionalmente, esta integridade de membrana apresentou alta correlacao positiva a
motilidade total e motilidade progressiva, tanto nas amostras a fresco como nas
resfriadas.

Todos estes dados evidenciam a importancia da analise do acrossomo (e de sua
integridade) na determinacao da qualidade do sémen fresco ou resfriado, bem como de
sua longevidade, uma vez que sua presengca de forma intacta no momento da
inseminagao artificial € de extrema importdncia para o sucesso da fertilizacao

(ARRUDA, 2000).

6.7 Possiveis Fatores Interferentes na Longevidade de Sémen Eqiiino Resfriado

Por qué, entdo, o sémen de alguns garanhdées é mais longevo que o sémen de
outros? Para que possamos realizar algumas inferéncias neste aspecto, vale
retornarmos em alguns resultados no tocante a motilidade total e progressiva dos

animais estudados.



Imediatamente apds a colheita, ndo se observaram diferencas de motilidade total
entre os garanhbées; ou seja, no tocante ao total de movimentacdo dos
espermatozoides, todos os animais se apresentaram de maneira equitativa e uniforme.
A mesma observacao é valida para vigor espermatico. Porém, ao se avaliar a
motilidade progressiva, ou seja, a “quantidade” de movimento retilineo e uniforme dos
espermatozdides, todos os garanhdes apresentaram comportamento semelhante, com
excecao ao animal 4, cuja motilidade progressiva inicial revelou-se inferior a dos demais
animais. Curiosamente este mesmo animal, junto ao garanhdo 1, foi aquele que, ao
longo do tempo, demonstrou menor resisténcia ao processo de resfriamento seminal.

No pélo oposto aos garanhdes 1 e 4, os animais 2 e 3 demonstraram altas
porcentagens de motilidade progressiva imediatamente apos a colheita seminal e, mais
importante, apresentaram (principalmente o animal 2) as maiores capacidades de
resisténcia ao resfriamento ao longo do tempo; ambos animais, apdés 72 horas de
resfriamento seminal a 5°C, demonstraram aproximadamente 40% de motilidade
progressiva, bastante viavel ao processo de inseminagcao artificial dadas as
circunstancias de tempo de resfriamento.

Quando comparamos as concentragbes plasmaticas dos horménios sexuais
destes animais entre si, nos deparamos com uma dicotomia bastante relevante; as
concentracdes de estradiol dos animais que apresentaram as menores resisténcias ao
resfriamento (1 e 4) sdo, no minimo, estatisticamente iguais as dos garanhdes 2 e 3,
respectivamente, que apresentaram sémen mais longevo. O mesmo pode ser
observado para a testosterona, em que todos os animais apresentaram concentragoes
sem diferencas estatisticas significativas entre si, com excec¢éo justamente do garanhao

3, que apresentou as menores concentragdes de todo o grupo. Logo, estradiol e
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testosterona nao pareceram interferir diretamente na capacidade de resfriamento do
sémen destes garanhdes.

Fazendo-se as mesmas observacdes para os hormdnios tireoideanos, o
paradoxo se acentua. Os garanhdes 2 e 3 demonstraram as menores concentracoes de
T, estatisticamente significativas quando comparados aos animais 1 e 4, enquanto que
o garanhao 3 apresentou a menor concentracdo de T3 do grupo. Conforme se pbde
observar, inclusive através da auséncia de correlagdes ja relatada, os hormdnios
tireoideanos também nao pareceram interferir na capacidade de resisténcia seminal ao
resfriamento prolongado em temperatura fixa.

Assim sendo, quais outros fatores avaliados poderiam estar envolvidos na
capacidade individual de determinados garanhdes em apresentar sémen mais longevo
que outros? O nivel de patologia espermatica destes? A integridade de membrana
acrossémica?

O garanhao 4, que menor resisténcia seminal ao resfriamento demonstrou, foi o
animal que apresentou os maiores percentuais de patologia espermatica no tocante ao
total de defeitos, tanto no momento imediatamente apos a colheita seminal, quanto ao
longo do processo de resfriamento. Contrariamente, o garanhao 3 (um dos animais de
sémen mais longevo do experimento) apresentou o menor percentual de total de
defeitos do grupo.

Embora com diferencas estatisticas entre si, todos os garanhbées do grupo
experimental apresentaram comportamento bastante semelhante no tocante aos
defeitos maiores e menores de cabega, bem como defeitos maiores de cauda. Por outro

lado, grandes porcentagens de defeitos menores de cauda e defeitos de peca
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intermediaria puderam ser observados nos animais, fato que merece analise individual
mais proxima.

Excecao feita aos animais 3 e 5, ndo houve diferencas estatisticas significativas
entre os garanhdes para a porcentagem de defeitos menores de cauda imediatamente
ap6s a colheita de sémen. Entretanto, em numeros absolutos, o animal 4 foi o que
apresentou maior grau desta patologia no momento Oh; também foi o animal com maior
porcentagem de defeitos de peca intermediaria neste momento, perpetuando estas
altas porcentagens mesmo transcorridas horas de resfriamento. Vale lembrar que o
garanhao 4 apresentou a menor resisténcia ao resfriamento ao longo do tempo dentre
todos os demais do grupo experimental.

Quando comparamos o garanhdo 4 ao garanhao 1, que também sofreu grandes
perdas de motilidade progressiva e vigor ao longo do tempo de resfriamento, este
segundo animal nao demonstrou os mesmos percentuais iniciais de patologias
(menores de cauda e de peca intermediaria) que o garanhao 4, mas proporcionalmente
as manteve mais altas apos 24, 48 e 72 horas de resfriamento que o proprio garanhao
4. Estes dados talvez denotem a importancia de patologias de cauda (particularmente
defeitos menores, neste estudo) e de peca intermediaria, tanto imediatamente apos a
colheita de sémen, como apoés horas de resfriamento, na capacidade dos
espermatozéides em se manterem moveis de forma progressiva. Em ultima analise, os
percentuais de tais defeitos talvez sejam criticos na selecao de sémen mais ou menos
longevos.

De fato, e de maneira analoga, o garanhao 4 também foi aquele que apresentou
os maiores percentuais de total de defeitos dentre todos os demais animais; contudo,

quando transpomos estes totais de defeitos tendo como “pano de fundo” as
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concentragdes plasmaticas de hormonios sexuais e tireoideanos, ndo se observou clara
relacdo entre estes parametros, embora fracas correlacdes tenham sido observadas
entre algumas patologias e horménios tireoideanos e testosterona, conforme ja
discutido.

O animal 4, de menor capacidade de resisténcia ao resfriamento, também
apresentou a menor porcentagem inicial de espermatozéides vivos com acrossomo
intacto dentre os demais animais do grupo. Ja os animais 2 e 3, de maior capacidade
de resisténcia ao resfriamento, além de demonstrarem altos percentuais iniciais de
espermatozodides vivos com acrossomo intacto, também alcancaram 72 horas de
resfriamento com os maiores percentuais desta caracteristica. Uma vez que o
comportamento do animal 1 quanto a longevidade espermatica foi semelhante ao
animal 4, mas nao congruente em resultados de integridade de membrana, talvez
sejam necessarios mais estudos com nimero maior de animais para checagem desta
eventual tendéncia.

Quais seriam, entdo, outros fatores relacionados a longevidade espermatica, a
parte concentracdes plasmaticas de hormoénios sexuais e tireoideanos, caracteristicas
seminais fisicas e morfolégicas e integridade de membrana? Provavelmente ha fatores
espermaticos e seminais metabolicos, bioquimicos e enzimaticos relacionados a
capacidade do sémen eqiliino em resistir ao resfriamento apos sua colheita.

A motilidade dos espermatozoides depende diretamente da integridade da
membrana mitocondrial, cujos componentes principais sdo fosfolipidios; se acidos
graxos destes fosfolipidios forem oxidados por radicais de oxigénio livres, os
espermatozoides serdo lesados e a motilidade, conseqiientemente, diminuida

(ALVAREZ; STOREY; 1982). Jones et al. (1978) mostraram que espermatozéides com



117

pobre movimentagdo sdo mais suscetiveis a agdo oxidativa, além de que ha uma
correlagdo positiva e linear entre nivel de peroxidacdo e perda de motilidade
espermatica. Suleiman et al. (1996) mensuraram as concentracées seminais de
malondialdeido (MDA), um agente oxidante, e descobriram que homens com altas
concentracbes de MDA apresentaram menor motilidade espermatica; o tratamento
destes individuos com vitamina C, um agente antioxidante, diminuiu significativamente
as concentragcdées seminais de MDA e aumentou a motilidade progressiva nestes
individuos. Assim sendo, o processo oxidativo pode estar diretamente relacionado a
longevidade seminal em diferentes individuos na espécie eqiiina, uma vez que o
garanhdo 4, de menor capacidade de resisténcia ao resfriamento do grupo
experimental, e, conseqientemente menor longevidade seminal, apresentou o maior
percentual de defeitos de peca intermediaria; e é justamente na peca intermediaria
onde encontramos um grande arranjo helicoidal de mitocéndrias, responsaveis pela
producéo de ATP (energia) do espermatozoide (JUHASZ et al., 2000)

A leptina é uma proteina que estimula a secrecdo de horménio liberador de
gonadotropinas (GnRH) e exerce efeitos indiretos sobre as gdnadas através de
neuropeptideos (GLANDER et al.,, 2000). Recentemente, Glander et al. (2002)
demonstraram em humanos que ha significativa correlagcdo negativa (r=-0,46;
p=0,0005) entre a concentracdo seminal de leptina e a porcentagem de
espermatozéides moveis; em contraste, ndo se observaram correlagées entre leptina
sérica e as caracteristicas seminais fisicas e morfolégicas. Estes autores concluiram
que a quantidade de leptina no trato genital, principalmente em tibulos seminiferos,
pode influenciar diretamente nos mecanismos de desenvolvimento de motilidade dos

espermatozoides. Embora tais resultados tenham sido reportados na espécie humana,
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nao se pode descartar mais este aspecto na espécie eqiliina como fator interferente no
padrao de motilidade e longevidade espermatica entre individuos.

O sistema relativo ao Fator de Crescimento Semelhante a Insulina (IGF) consiste
numa rede de moléculas envolvidas na regulagdo do crescimento e morte celular em
muitos orgéos e tecidos, normais e patologicos. No testiculo, o IGF interage com as
gonadotropinas, andrégenos, e multiplos outros horménios peptidicos na coordenacao
do crescimento celular, espermatogénese e esteroidogénese, e através de sua potente
acao mitogénica e metabdlica (HENRICKS et al., 1998).

Glander et al. (1996) descrevem que o IGF é necessario para o desenvolvimento
de ceélulas germinativas normais, enquanto que o IGF seminal é associado a morfologia
espermatica normal; além do mais, este IGF seminal parece exercer fungao regulatéria
no esperma pré e pos ejaculado, afetando diretamente a motilidade e capacitacao
espermatica. Henricks et al. (1998), trabalhando com sémen bovino centrifugado,
demonstraram que a adigao de IGF-I estimula a motilidade espermatica e aumenta a
velocidade dos espermatozéides, provavelmente através do aumento do metabolismo
espermatico, uma vez que os IGFs aumentam a captacao de glucose, producao de
lactase, atividade da piruvato desidrogenase e sua conversao a glucose-6-fosfato. Vale
ressaltar que os IGFs também exercem atividade antioxidante, resultando em aumento
da viabilidade, motilidade e velocidade espermaticas.

Maiores estudos se fazem necessarios na espécie equina, focando aspectos
relacionados ao plasma seminal, aos fatores de crescimento, agentes antioxidantes e
outras proteinas, bem como suas interagbes com as caracteristicas seminais, uma vez
que nao se demonstrou haver influéncias diretas das concentragdes plasmaticas de

horménios sexuais e tireoideanos sobre a longevidade de sémen equino.
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7 CONCLUSOES

As analises dos resultados obtidos nos possibilitaram auferir as seguintes conclusées:

/¥ As concentracdes hormonais de testosterona e estradiol mostraram-se compativeis
com o historico de fertilidade e desenvolvimento sexual de cada garanhao, bem
como idade e qualidade espermatica dos mesmos.

¥ Os garanhées utilizados mostraram-se eutireoideos;

/¥ A resisténcia ao resfriamento, e conseqiientemente a longevidade seminal, denota
nitido padrao individual, aparentemente relacionado ao nivel de patologia
espermatica e integridade de membrana dos animais.

7% Nao houve correlagio entre concentragdes plasmaticas de testosterona e estradiol
com a longevidade seminal e viabilidade espermatica observada em diferentes
garanhdes, transcorridas 24, 48 e 72 horas de resfriamento seminal.

/¥ Nao houve correlagdo entre concentracbes plasmaticas de T; e T4 com a
longevidade seminal e viabilidade espermatica observada em diferentes garanhdes,
24,48 e 72 horas de resfriamento seminal.

/¥ Nao houve influéncia direta entre as concentracées plasmaticas de T3 e T4 e 0s
principais caracteriticas seminais fisicas e morfolégicas analisadas.

/¥ Aparentemente ha outros fatores inerentes, de forma provavel, ao plasma seminal
que interferem de forma individual na longevidade seminal.

/¥ Novos estudos deverdao ser conduzidos neste mesmo sentido, incluindo-se
garanhées com histérico de disfungdes hormonais e/ou seminais, com a finalidade
de se pesquisar objetivamente eventuais correlacdes mais especificas entre estes

parametros.
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/¥ Novos estudos deverdo ser conduzidos no sentido de avaliagdo e mensuracédo de
fatores inerentes ao plasma seminal, como IGFs, leptina e agentes oxidantes, e

suas interrelagdes com a longevidade do sémen de garanhdes.
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