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“Tao ddcil, de olhar profundo, sentimento puro, amo tanto, se ele soubesse a
forca que tem... ndo seria tao facil maltrata-lo, aprisiona-lo...

...hé aqueles que o estimam, que cuidam, sorriem pra ele, até Ihe
abragam...

ele é sensivel e ao mesmo tempo forte, seu andar desenha as nuvens, faz
do vento a carruagem, olhar profundo, certeiro, corajoso, perfeito, e assim

mesmo ha quem o abandone.”

(Autor desconhecido)
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RESUMO

NEVES, Maria Gazzinelli, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2014.
Perfil de testosterona e parametros seminais de garanhoes da raga
Mangalarga Marchador dentro e fora da estagao reprodutiva. Orientador:
Giovanni Ribeiro de Carvalho Co-orientadores: Ciro Alexandre Alves Torres e José

Domingos Guimaraes.

O objetivo do presente estudo foi avaliar os parametros reprodutivos e o perfil de
testosterona de garanhdes da raga Mangalarga Marchador, em dois periodos,
dentro da estacdo de monta e fora da estacao reprodutiva, criados nos municipio
de Vigosa, Muriaé e Tedfilo Otoni — MG e mantidos em regime semi-estabulado. O
estudo foi divido em duas etapas (12 etapa: julho e agosto de 2013 e 22 etapa:
janeiro e fevereiro de 2014) utilizando onze garanhdes na primeira etapa e oito na
segunda, com idades entre 5 e 25 anos que foram submetidos a colheitas de
sangue para determinagao da concentracéo de testosterona sérica, 20 dias apos o
inicio do inverno (1%etapa) e 20 dias apds o inicio do verao (22 etapa). As colheitas
foram realizadas durante 12 horas, intervaladas por 30 minutos. Foi mensurada, no
mesmo dia da colheita de sangue, a biometria testicular de cada animal. Para a
determinacao dos parametros seminais, fez-se nos dois dias consecutivos da
colheita de sangue, as colheitas de sémen, totalizando dois ejaculados de cada
garanhdo por estacdo, momento em que também foi avaliado o comportamento
pré-copula de cada animal. Em relacdo a biometria testicular, percebeu-se que as
variaveis quantitativas avaliadas, altura, largura, comprimento e volume dos
testiculos direito e esquerdo nao tiveram diferencas entre as estagdes (P>0,05). Do
mesmo modo, 0s parametros seminais e comportamentais, volume, aspecto
seminal, motilidade, vigor e concentragcdo eseprmatica, integridade de membrana
dos espermatozoides, tempo de reacdo, tempo de laténcia, tempo de monta e
numero de montas nao apresentaram diferencas entre as estagcbes do ano
(P>0,05). Apesar de que a distribuicdo dos valores absolutos de testosterona
serem diferentes dentro e fora da estagcdo, ndo se observou diferenga nas médias
das concentragdes (P>0,05). Essas diferengas foram maiores nas amostras feitas
pela manha, em que as concentracbes no periodo durante a estacdo de monta
foram maiores do que fora da estagao reprodutiva (P>0,05). No entanto, ocorreu

Xiii



interacao de animal e estagdo, o que permitiu concluir que em alguns animais as
concentragbes médias do androgeno apresentaram comportamento sazonal,
enquanto em outros animais, esse comportamento ndo foi observado. Portanto,
sazonalidade nao exerce efeito sobre as caracteristicas reprodutivas como
biometria testicular, comportamento sexual e parametros seminais, além da
secrecao de testosterona, sendo que a influéncia sobre esta ultima ndo apresenta

correlagcdes importantes com as demais caracteristicas estudadas.
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ABSTRACT

NEVES, Maria Gazzinelli, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2014.
Testosterone profile and seminal parameters in Mangalarga Marchador
stallions outside and inside the breeding season. Adviser: Giovanni Ribeiro de

Carvalho Co-advisers: Ciro Alexandre Alves Torres e José Domingos Guimaraes.

The aim of this study was to evaluate the reproductive parameters and the profile of
testosterone release and their average concentrations in Mangalarga Marchador
stallions. It was evaluated in two periods, during breed season and outside the
breed season, in Vicosa, Muriaé and Tedfilo Otoni-MG. The research was divided in
two phases (First: July and August, 2013 and the second: January and February,
2014), using eleven stallions at the first one and eight at the second one, age
between 5 and 25 years old. To determine the serum testosterone, they were blood
sampled about 20 days after the beginning of winter(1st phase) and 20 days after
the beginning of summer(2nd phase). The samples were collected for 12 hours/day,
from 7am to 7pm, each 30 minutes. The testicular biometry was measured at the
same Day of the blood sample. To determine the seminal parameters, sémen was
collected from the stallions the two days following the blood samples. At this time,
during the semen collects, the reproductive behaviour was evaluated. Regarding
the measurements of the testis, the quantitative variables, height, width, lengh and
volume of right and left testis did not differ significantly between seasons(P>0.05).
The same was observed about seminal and behavioral parameters, volume,
appearance, motility, vigor, concentration, membrane integrity, reaction time,
latency time, copulation time and number of mounts, in which the results do not
indicate differences between seasons(P>0.05). Dispite the fact that the profile of
testosterone release are differents during the seasons, there was no difference in
means of concentrations (P>0,05). This differences were bigger during the morning,
when the concentrations in this time were higher during breeding season. However,
there was difference between animal interaction and season,which suggests that in
some animals the mean androgen concentrations displayed a seasonal pattern,
while in other animals, this behavior was not observed. It was concluded that
seasonality has no effect on the reproductive characteristics as testis size, sexual

behavior and semen parameters, beyond the average testosterone secretion, so
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that the influence on the latter not presented correlations with other important traits
studied.
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1. INTRODUGAO

Em 2007, o Brasil possuia o quarto rebanho equino do mundo (Faostat,
2007) com 5,8 milhdes de cabecas e uma movimentagdo financeira de R$ 7,5
bilhdes ao ano. O mercado equestre gera aproximadamente 642 mil empregos
diretos e 2,6 milhdes de empregos indiretos, desempenhando papel de grande
importancia social e econbmica no cenario do agronegocio nacional. As
exportacdes dessa atividade totalizaram no ano de 2009, U$ 27,4 milhdes, receita
superior a de produtos como café torrado e cachacga, os quais tém uma divulgacao
bem mais ampla fora do pais (CNA, 2010).

Dentre as ragas equinas criadas no Brasil, o Mangalarga Marchador € a
mais comum. Os animais dessa raga conquistam admiradores em todo pais e no
exterior, alcangando expressiva expansao nacional e internacional (Cabral et al.,
2004a). Em 2010 a Associagado Brasileira dos Criadores de Cavalo Mangalarga
Marchador, ABCCMM, ¢é composta por 5000 associados ativos, sendo 105
associados no exterior, em um universo de mais de 400000 animais registrados.
Existem 24 mil criadores espalhados pelo Brasil, Estados Unidos, Alemanha,
Bélgica, Holanda, Portugal, Canada, Israel, Peru e Uruguai.

Alguns garanhdes chegam a servir um numero superior a 200 éguas
(VENTUROLI e NICOLINI, 2011) durante a estacdo de monta sendo de extrema
importancia um bom desempenho reprodutivo dessa categoria a fim de evitar
grandes prejuizos econdmicos a atividade. Apesar disso, poucos levantamentos
tém descrito caracteristicas fundamentais como o padrao hormonal de garanhdes e
a relacdo com os parametros seminais e comportamento sexual. A maior parte dos
estudos relevantes relacionados a parametros reprodutivos de garanhdes foram
realizados nas décadas de 70 e 80 (SULLIVAN et al., 1975; DOWSET e PATTIE,
1982; PICKETT et al., 1987), ndo sendo registrados relatos com numero expressivo
de animais buscando descrever tais caracteristicas das ragas nacionais.

O equino é uma espécie estacional, em que a atividade sexual € aumentada
em periodos de dias longos, suspeita-se que as mudancas de comprimento do dia
ao longo do ano influenciam o perfeito funcionamento gonadal. Em regides de
clima temperado, onde as estagdes do ano sdo bem definidas, a producao
espermatica e a funcgao testicular sdo claramente mais elevadas durante a estagao

reprodutiva, enquanto que fora desta ocorre diminuicdo do tamanho e da



concentracdo de testosterona testiculares (JOHNSON; THOMPSON, 1987).
Entretanto, poucos sédo os estudos referentes a influéncia da sazonalidade sobre a
funcao reprodutiva de garanhdes em regides tropicais.

Diante do exposto, percebe-se a necessidade de pesquisas que avaliam
possiveis fatores que influenciam na fertilidade dos ejaculados e a resposta das
ragas criadas em condigdes tropicais a esses fatores. Assim sendo, os objetivos a
serem alcancados com este estudo foram:

— Caracterizar o perfil de secreg¢ao de testosterona e suas concentragdes médias
em garanhdes da raga Mangalarga Marchador, durante a estagao reprodutiva e
fora da estacgéo reprodutiva;

— Avaliar a qualidade seminal e o comportamento sexual no momento pré-copula
de garanhdes Mangalarga Marchador e constatar possiveis diferengas durante
a estacdo de monta e fora da estagao de monta;

— Constatar se ocorrem variacbes quanto as biometrias testiculares durante a
estacdo de monta e fora da estagao de monta;

— Correlacionar a producdo de testosterona com o comportamento sexual,
parametros seminais e biometria testicular nas duas fases: fora e dentro da

estagao de monta.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Araca Mangalarga Marchador

Na regiao sudeste esta a maior concentragao de equinos do Brasil, sendo a
raga mais popular o Mangalarga Marchador, que se encontra em maior quantidade
em Minas Gerais (CNA, 2006). O Mangalarga Marchador € uma raca brasileira de
cavalos de sela com aproximadamente 200 anos de seleg¢do, sendo criada pelos
integrantes da familia Junqueira, por meio do cruzamento de animais Puro Sangue
Lusitanos, vindos para o Brasil acompanhados da familia real portuguesa, em
1808, com éguas nativas da regido do Sul de Minas Gerais. Em 1949, foi fundada a
Associagao Brasileira dos Criadores do Cavalo Mangalarga Marchador (ABCCMM),
que é atualmente a maior associagao de raga equina da América Latina, possuindo
0 maior numero de associados e de animais inscritos.

Os animais dessa raga conquistaram admiradores em todo pais e no
exterior, alcangando expressiva expansao nacional e internacional (CABRAL et al.,
2004). Os dados mais atuais constam que a ABCCMM é composta por 5000
associados, sendo 105 associados no exterior, em um universo de mais de
400.000 animais registrados. Existem 24 mil criadores espalhados pelo Brasil,
Estados Unidos, Alemanha, Bélgica, Holanda, Portugal, Canada, Israel, Peru e
Uruguai. S&o 53 nucleos brasileiros, um norte-americano, U.S. Mangalarga
Marchador Association (USMMA), e um europeu, European Association of
Mangalarga Marchador (EAMM), pelos quais trabalham 50 técnicos de registro, 30
arbitros e 15 instrutores para cursos de treinamento e reciclagem de criadores e de
mao-de-obra.

Além da ja reconhecida comodidade, o Mangalarga Marchador destaca-se
por sua beleza, docilidade, qualidades zootécnicas e versatilidade, o que
proporciona aos animais 6timo desempenho nas atividades em que sao utilizados.
Os animais Mangalarga Marchador atendem ao tipo “sela internacional”, possuindo
porte médio, estrutura forte e bem proporcionada, expressao vigorosa e sadia,
temperamento décil e ativo (ABCCMM, 2010).

Tem como caracteristica principal a marcha, que é o passo acelerado, capaz
de transportar o cavaleiro de maneira cémoda, pois nao transmite nele os impactos
ocorridos com os animais de trote. Esse andamento é de origem genética e resulta
da coordenagao neuromotora dos movimentos e, especialmente, de medidas

morfométricas adequadas ao desempenho dessa fung¢ao (PINTO et al., 2005).



Todas essas habilidades, resisténcia, docilidade, comodidade e
regularidade, permitiram ao Mangalarga Marchador um lugar no Guinness Book, o
Livro dos Recordes, em 1993. Entre maio de 1991 e julho de 1993, trés cavaleiros
(Jorge Dias Aguiar, 64 anos, Pedro Luiz Dias Aguiar, 60 anos, € o capataz de
Pedro, José Reis, 65 anos) e seis animais da raca fizeram uma cavalgada durante
aqueles dois anos, entre os pontos mais distantes do Brasil, Chui, no Rio Grande
do Sul, e Oiapoque, no Amapa, pelo projeto "Brasil 14 mil". Com o retorno a S&o
Paulo, percorreram 19.300 quildbmetros. Uma das maiores estratégias de marketing
feitas com a raga, o projeto acabou transformando-se na "Cavalgada Mercosul -
Projeto Brasil 14 mil", com a inclusdo da Argentina e Paraguai, totalizando 25.104
quilémetros .

Os objetivos da raca séo as exposig¢des, os concursos de marcha, o enduro,
a lida com o gado, as provas funcionais, cavalgadas e lazer em geral.
Anualmente sio realizados mais de 200 eventos nos diversos estados do pais, o
que comprova a grandeza do Mangalarga Marchador. A Exposi¢do Nacional, a
mais importante mostra do Mangalarga Marchador, € realizada desde 1982 pela
Associacao Brasileira dos Criadores do Cavalo Mangalarga Marchador (ABCCMM),
no Parque da Gameleira, em Belo Horizonte, e reune representantes de todos os
Estados. Os expositores levam a pista cerca de 1.000 animais, todos credenciados
anualmente com os titulos de Campedo ou Reservado Campedo nas exposicdes
oficializadas pela entidade em todo o pais (ABCCMM, 2010).

2.2. Sazonalidade em equinos

A atividade reprodutiva de muitas espécies encontra-se delimitada em
determinadas épocas do ano, a fim de garantir que o neonato nasga em uma época
favoravel, em que o ambiente se encontre em 6timas condigdes de clima e
disponibilidade de alimentos. Além disso, diferentemente desses fatores, o
fotoperiodo fornece informacdes sobre a estacdo e se mantém constante ano a ano
(GERLACH; AURICH, 2000).

Ja se sabe que o fotoperiodo, que tem sua duragao variavel ao longo do
ano, seja o fator externo que mais influencia a sazonalidade reprodutiva equina
(GINTHER, 1992). Apesar de que, os efeitos do fotoperiodo sobre a reprodugao
podem ser modificados, até certo ponto, pela temperatura, nutricdo, escore
corporal e idade (GERLACH; AURICH, 2000).



A melatonina (MEL) é o horménio que regula a atividade reprodutiva dos
animais sazonais e € produzida em periodos de menor luminosidade. Conforme os
dias comegam a ficar mais curtos, a exposi¢ao dos animais a melatonina aumenta,
informando ao organismo a duragao da noite e consequentemente, o periodo do
ano correspondente (SRINIVASAN et al., 2009). Estda bem estabelecido que a
melatonina exerce influéncia sobre a sincronizagdo da resposta reprodutora
apropriada de varios animais as condicées ambientais. O fotoperiodo, mantém- se
constante ao longo dos anos e como citado anteriormente, reflete a sazonalidade
em funcéo da latitude. Nas regides tropicais, o tempo de luz se aproxima ao tempo
de escuro, 12h. Enquanto em regides temperadas a fase € ajustada ao longo do
ano (ZIV et al., 2005). O fotoperiodo, juntamente com outros sincronizadores como
temperatura, disponibilidade de alimentos, de chuva ou agua e salinidade, podem
moldar os ritmos circadianos e/ou anuais. O fotoperiodo e fendmenos ambientais
sao o0s que apresentam maior influéncia sobre o biorritmo dos animais afetando o
ganho de peso, a ingestdo de alimentos, o gasto de energia, a atividade de
locomogéao, assim como outros parametros fisioldgicos.

A maioria das espécies de mamiferos usa a deteccdo de modificagdes no
fotoperiodo para registrar mudangas estacionais, regulando o seu comportamento
reprodutivo sazonal (fotoperiodismo). A conversdo de sinais ambientais em
mensagens neuroenddcrinas € feita via retina ao nucleo supraquiasmatico do
hipotalamo, o qual funciona como um controle autbnomo para o ganglio cervical
superior, de onde as fibras ganglionares posteriores alcangam finalmente a pineal
(MAGANHIN et al., 2008).

Os animais classificados como espécies sazonais, as variagcdbes no ciclo
reprodutivo anual ocorrem em fungao das variagdes no fotoperiodo e no perfil de
secrecao da melatonina, sendo classificados como animais de fotoperiodo curto ou
longo. Nas espécies bovina e suina, a expressao fisioldogica da sazonalidade foi
atenuada ou suprimida, porém na maioria das ragas de ovinos, caprinos, equinos e
bubalinos foi mantida e observada claramente em regides de climas temperados.

A funcgao reprodutiva é controlada pelo eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal
(HHG), em que os horménios hipotaldamicos sdo secretados, de forma pulsatil, o
GnRH, que atua na hipdfise, estimulando a liberacdo de LH e FSH, que, por sua
vez, agem nas gbénadas, estimulando a producao de esterdides e promovendo a
gametogénese. Nas espécies que apresentam reprodugdo sazonal, o eixo HHG é
modulado pela melatonina. Isso ocorre por meio da ativacdo de receptores de
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melatonina encontrados em diferentes locais: neurénios hipotalamicos liberadores
de GnRH, hipéfise anterior, gonadotrofos e lactotrofos da hipéfise posterior, ovarios
e testiculos (ROCHA, R.M.P. et al., 2011).

A partir da puberdade, a melatonina apresenta efeitos estimulatérios e/ou
inibitérios sobre o eixo HHG dependendo da espécie. Em roedores de laboratério,
assim como em todas as espécies de dias longos, o efeito da melatonina sobre o
eixo HHG é predominantemente inibitério. Em células liberadoras de GnRH com
expressdo de receptores para melatonina (MT1 e MT2), observou-se que a
melatonina reduziu a expressao do mRNA para o GnRH (ROY et al., 2001). Isso
sugere a possibilidade de um efeito direto da melatonina na secre¢do de GnRH em
neurdnios hipotaldmicos. Por outro lado, estudos recentes sugerem efeito indireto
na regulagao do eixo HHG pelo estimulo da secrecdo de proteinas denominadas
de kisspeptinas (BERLINGUER et al., 2009). Considerando que as kisspeptinas
potencialmente influenciam a secreg¢ao de FSH/LH via GnRH, a ativacdo dessa via
enddcrina pela melatonina poderia gerar um ambiente hormonal mais propicio para
o crescimento folicular e a maturagao oocitaria (ROCHA et al., 2011).

A melatonina, reguladora sazonal da fungéo reprodutiva do macho, durante
a estacao nao reprodutiva, que varia entre espécies, altera a secreg¢ao e produgcao
de GnRH. Em garanhdes, espécie de dias longos, durante a estagéo reprodutiva, a
producao de melatonina é baixa e as reservas de GnRH sao maiores e suficientes
para promover a fungao testicular 6tima e reservas extra-gonadais. O GnRH ativa a
hipdfise para a produgédo de LH e FSH. LH se liga aos receptores nas células
testiculares de Leydig, que estimula a producdo de testosterona e estrogeno.
Enquanto o FSH se liga aos receptores das células de Sertoli, estimulando a
produgao de estrogeno, inibina e ativina.

Vaérios trabalhos ja comprovaram as evidéncias da ac¢do antioxidante da
melatonina sobre os espermatozdéides. Shiu et al. (2000), detectaram a presenga
de receptores da melatonina no tecido epididimario de ratos e Lavi et al. (2002)
confirmaram a presenga do horménio no plasma seminal de humanos, assim como
no de carneiros (CASAO et al., 2010). Isso levou a suspeita de que a melatonina
exerce importante funcdo sobre a viabilidade das células espermaticas. A
melatonina também esta associada a capacitacdo, reagdo acrossbmica e
hiperativagdo dos espermatozoides, além da agao anti-oxidante.

Esse hormdnio é produzido na glandula pineal, localizada no teto do terceiro
ventriculo entre os dois hemisférios cerebrais, e € secretada seguindo um padrao
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ritmico, com pico no periodo noturno e quase nenhuma sintese no periodo diurno.
A magnitude e duragdo de sua concentracdo no meio extracelular estdo na
dependéncia da duragéo do periodo de escuro (escotoperiodo) da alternancia dia-
noite.

A biossintese da melatonina tem inicio com a captagdo do aminoacido
essencial triptofano pelas células parenquimatosas da gléndula pineal, que é
convertido em outro aminoacido, o 5-hidroxitriptofano, pela acdo da enzima
triptofano hidroxilase e, em seguida, € convertido no neurotransmissor 5-
hidroxitriptamina (serotonina) pela enzima descarboxilase de aminoacido
aromatico. (Figura 1). As concentragbdes de serotonina s&o elevadas na pineal e
sua conversao em MEL envolve duas enzimas principais: a N-Acetil-Transferase
(NAT) e a Hidroxi-Indol-Orto-Metil-Transferase (HIOMT). A enzima NAT apresenta
um complexo ritmo diario, atingindo concentragbes 100 vezes superiores na fase
de escuro, quando comparado a fase de claro (LOTUFO et al. 2001). O ritmo da
segunda enzima € menos evidente, mas HIOMT participa da regulagdo sazonal da
producao de melatonina (RIBELAYGA et al., 2000) . Esta variagao diaria na enzima
NAT faz com que a redugao da concentragcado de serotonina na fase de escuro seja

acompanhada por aumento das concentracdes de N-acetilserotonina e melatonina.



Figura 01: Principais mecanismos envolvidos na sintese de melatonina.
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Fonte: Adaptado de Sousa et al.(2008).

A informacgao luminosa € percebida pela retina e é transmitida aos nucleos
supraquiasmaticos (NSQ), gerador dos ritmos. O sinal entdo é passado pelo nucleo
paraventrivular (NPV), segue para os ganglios cervicais superiores até alcangar os
receptores adrenérgicos (NA) pineais. AA-NAT: arilalquilamina-N-acetiltransferase;
HIOMT:hidroxindol-O-metiltransferase.

A glandula pineal, associadamente aos nucleos supraquiasmaticos
hipotalamicos, constitui parte importante do sistema neuroenddcrino, responsavel
pela organizagado temporal dos diversos eventos fisioloégicos e comportamentais
(DUBOCOVICH, L. et al., 2003). Pelo principal produto, a melatonina, exerce esse
papel regulador sobre no controle de fenbmenos enddcrinos independentes do eixo
hipotalamo-hipdéfise-gonadal; termoregulacao; regulagao do sistema cardiovascular;
ciclos de atividade-repouso e vigilia-sono; sistema imunolégico, aumentando a
mobilidade das células de defesa contra microorganismos; crescimento e
envelhecimento. Alguns autores indicam a melatonina como molécula chave, que
controla o ciclo circadiano dos animais e humanos.

Em mamiferos, a luz agindo pela retina, cumpre o papel classico de
modulador da ritmicidade circadiana na producdo de melatonina, fazendo com que
seu pico diario coincida sempre com a noite. Diferentemente, no entanto, do que
acontece com outros ritmos enddégenos, a luz, incidindo sobre a retina de
mamiferos durante o periodo de escuro da noite circadiana, bloqueia,

instantaneamente, a producdo de melatonina, fazendo com que sua concentracio
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plasmatica caia a concentracdes basais em poucos minutos, podendo ou nao ser
retomada, dependendo da duragdo e do momento da noite em que se da a foto-
estimulacao retiniana.

O ritmo sazonal da fertilidade é dado primariamente por variagdes na
frequéncia de pulsos do hormdnio liberador de gonadotrofina (GnRH), controlado
parcialmente pela melatonina, o qual regula a liberagdo dos horménios
gonadotroficos na hipofise e consequentemente alterando a fungdo de drgéos
genitais (MALPAUX et al., 2001).

Outra caracteristica importante a ser considerada € a variacédo do perfil
plasmatico diario da melatonina ao longo do desenvolvimento ontogenético dos
mamiferos: a producdo é maxima nos primeiros anos de vida, caindo
imediatamente precedendo a puberdade e tornando-se minima com a idade
avancada. Dessa forma, postula-se para a melatonina, também, um importante
papel na determinagdo das modificagbes fisioldgicas associadas ao ciclo de vida

(crescimento, amadurecimento e envelhecimento).

2.3. Testosterona

O hormoénio testosterona € um esterdide produzido nas células de Leydig
(testiculos), com limitada quantidade produzida pelo cértex da adrenal (GUYTON,
1992). Essencial a fungao reprodutiva dos machos, atua estimulando os estagios
iniciais e finais da espermatogénese, prolonga a vida util dos espermatozoides no
epididimo e estimula o crescimento, o desenvolvimento e a atividade secretora dos
orgaos sexuais do macho, como prostata, glandulas vesiculares e bulbouretrais,
vasos deferentes e genitdlia externa. A manutencéo das caracteristicas sexuais
secundarias, do comportamento sexual ou da libido do macho também é controlada
pelos androgenos (HAFEZ, 1995). Estudos realizados por Odonell Santos et al.
(1994), em ratos, demonstraram que o desenvolvimento das espermatides
arredondadas para a forma alongada € altamente dependente de testosterona.

A biossintese da testosterona é realizada na mitocdéndria e no reticulo
endoplasmatico das células de Leydig. A conversao a 5-dihidrotestosterona (DHT),
produto biologicamente mais ativo, € realizada nos o6rgaos-alvo da testosterona
(testiculo, préstata, pele, foliculos pilosos, cérebro) pela 5-a-redutase que requer
NAPH como coenzima. O precursor do horménio androgénico € o colesterol
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(CHOL). As glandulas produzem os hormoénios a partir do acetil-CoA ou a partir do
colesterol fornecido pelo LDL. O numero de receptores para LDL é aumentado por
estimulo dos hormdnios trépicos, como LH e ACTH. A redugdo dos estoques
intracelular de colesterol estimula a atividade da enzima 3 hidroxi-3metilglutaril
coenzima A sintase (HMG-CoAsintase) e da HMG-CoA redutase, enzimas chaves
na sintese do colesterol a partir do acetilCoA.

Os hormdnios tropicos como LH, FSH, ACTH e hCG atuam na membrana
ativando o sistema adenilciclase que produz o AMPc. Este, por sua vez, aumenta a
sintese de um ativador protéico e do polifosfoinusitol, que promovem aumento da
interagdo do colesterol com o citocromo P450 no interior da mitocondria,
possivelmente facilitando o transporte do colesterol para a mitocondria. Essa
associagcdo € o passo limitante na sintese dos esterdides, pois permite a
transformacao do colesterol em pregnenolona. A enzima produtora da quebra da
cadeia lateral do colesterol (citocromo P 450s) esta localizada na membrana
interna da mitocondria. Apos a formagao da pregnenolona, essa € convertida, na
célula de Leydig, a progesterona, 17 a-OH-progesterona, pela enzima P450.47. A
enzima 17,20 desmolase entdo, remove os carbonos 20 e 21, que pertenciam ao
citocromo P450.47, 0 que produz a androstenediona. Essa, pela acdo da 17-3-OH-
esteroidedesidrogenase, transforma-se em testosterona.

Influéncia da estacdo do ano na concentragdo da testosterona no plasma
periférico de garanhdes ja foi observado (BERNDTSON et al., 1974; COX e
WILLIAMS,1975; WIESNER e KIRKPATRICK, 1975; KIRKPATRICK et al., 1977).
No entanto, estudo mais recentes realizado em regides de latitudes menores, nao
obteve resultados significativos que revelam o padrdao sazonal esperado na
concentragdo de testosterona em soro de garanhdées (PACHECO 2002), o que
sugere que outros horménios além da testosterona devem ser considerados na
regulacao da reprodugao dos garanhdes.

A produgcdo qualitativa e quantitativa dos andrégenos e estrogenos
testiculares varia de acordo com as espécies. Particularmente, grande quantidade
de estrogeno é sintetizada por cachagos (CLAUS e HOFFMANN, 1980, RAESIDE,
1983), e garanhdes (BEDRAK e SAMUELS, 1969).

2.4. Parametros seminais em garanhoées
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A avaliacado e determinacado dos parametros seminais se tornaram rotina na
reproducdo equina, devido principalmente a inseminacgao artificial, que € uma
realidade dentro dos criatérios e centros reprodutivos equestres do Brasil. Tal fato
faz com que as pesquisas se direcionem com o objetivo de obter maior
produtividade de garanhdes considerados superiores de acordo com as
caracteristicas valorizadas em cada raca. Estudos envolvendo as caracteristicas
reprodutivas em garanhdes sugerem que o efeito da raga € importante para os
diferentes aspectos reprodutivos, dentre eles, aspectos seminais (Tabela 01)
(HENDRIKSE, 1966; SKINNER e BOWEN, 1968; DOWSET e PATTIE, 1982;
VOSS et al., 1982; DOWSETT e PATTIE, 1987, OLIVEIRA, 2014).

Segundo Colenbrander et al. (1992), o objetivo geral na avaliagdo do sémen
seria analisar as perspectivas de fertilidade de um garanhao e/ou de amostras de
sémen (refrigerado, congelado). O melhor método de predizer a fertilidade de
garanhdes seria por meio de um exame clinico dos 6rgaos genitais e de analises
laboratoriais do sémen (AMANN, 1981).

A fertilidade de um reprodutor pode ser influenciada pelo seu uso,
comportamento sexual, momento e método de cobri¢cao e, também pela fertilidade
das éguas, dentre outros fatores. Submetidos a um manejo adequado, machos
subférteis podem atingir taxa de nascimento razoavel (HURTGEN, 1992). No
entanto, poucos sado os reprodutores que cobrem um numero suficiente de éguas
para se estabelecer, verdadeiramente, o seu potencial de fertilidade (PICKETT e
VOSS, 1973). Alguns autores consideram que a espécie equina possui indices de
fertiidade mais baixos quando comparada as demais espécies domésticas
(SULLIVAN et al., 1975). Parte dessas observagdes relaciona-se ao fato de que
nesta espécie, ndo ha selegao para fertilidade (MERKT, 1986). Além disso, ha uma
tendéncia de se atribuir a fémea os problemas de infertilidade, comprometendo
uma avaliacdo mais criteriosa do garanhao (PIMENTEL, 1989; HAMMES et al.,
1996). Dentre os fatores que podem alterar os indices reprodutivos, a qualidade
seminal se destaca. No entanto, essa associagdo ainda apresenta resultados
conflitantes na literatura. Neste sentido, Haag (1959), Nishikawa (1959) e Bielanski
(1975) foram os pioneiros em estabelecer uma variacéo da fertilidade a partir de
diferentes padrdes seminais.

Haag (1959) verificou melhores indices de concepgdo associados a
garanhdes que apresentavam mais de 50% de motilidade e percentuais de
espermatozoides anormais inferiores a 40%, Bielanski (1975) observou que
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garanhdes com altos indices de anormalidades morfolégicas poderiam apresentar
excelente fertilidade. Mais tarde, Kenney et al. (1983) verificaram que a
concentracdo espermatica associada ao percentual de espermatozdides
morfologicamente normais e a motilidade espermatica foram as caracteristicas
seminais que melhor explicavam variagdes nas taxas de concepgao obtidas ao final
de uma estagao de monta.

Essas caracteristicas serviram de base para determinar um padrao
qualitativo que pudesse auxiliar na interpretacdo dos espermiogramas de
garanhdes. Outros autores reportam que, das variaveis seminais, a motilidade e a
morfologia espermatica sdo as mais relevantes (DOWSETT et al., 1984; JASKO et
al., 1990).
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Tabela 01: Médias de parametros seminais de garanhdes para diferentes ragas de equinos

Raca Volume sem Volume de gel  Motilidade Concentragdo  Numero total sptz Autor
gel (ml) (ml) (0-100%) (x 10%/ml) (x10°)
Adaptado:
Thoroughbred Dowsett&Knott,
(n=141) 28,3 2,7 70,7 114,3 5,0 1996.
Adaptado:
Standardbreed Dowsett&Knott,
(n=111) 30,2 3,1 84,6 97,2 4,7 1996.
Adaptado:
Arabe Dowsett&Knott,
(n=73) 36,2 1,0 85,0 286,8 12,7 1996.
Adaptado:
Australina Stock Horse Dowsett&Knott,
(n=73) 33,2 5,5 77,8 116,1 4,8 1996.
Adaptado:
Quarto de Milha Dowsett&Knott,
(n=30) 23,8 4,0 73,9 171,7 54 1996.
Adaptado:
Palomino Dowsett&Knott,
(n=44) 23,8 1,1 72,9 138,5 4,0 1996.
Adaptado:
Ponei Dowsett&Knott,
(n=38) 20,8 2,5 69,7 104,0 1,1 1996.
Adaptado:
Shetland Dowsett&Knott,
(n=8) 44,4 13,1 70,1 101,2 1,7 1996.
Adaptado:
Apalosa Dowsett&Knott,
(n=18) 23,3 2,0 73,2 90,4 3,3 1996.
Adaptado:
Ponei Paccamonti et al.,
(n=216) 24,2 * 63,8 233,6 49 1999.
Dutch Warmblood— Adaptado:
riding type Parlevliet et a.,
(n=318) 64,3 * 70,0 214,3 11,7 1994.
DutchWarmblood— Adaptado:
carriagetype Parlevliet et a.,
(n=80) 67,4 * 66,4 174,2 9,9 1994.

Pugliesi, G., 2009.



2.5. Comportamento reprodutivo e a influéncia da testosterona

Uma etapa fundamental no exame androlégico do garanhdo é a avaliagao do
comportamento sexual. Em estudos com garanhdes domesticados, mantidos sob
uma variedade de condigcbes semi-selvagens, pesquisadores encontraram
variagdes extremas nas concentracoes de testosterona e comportamento sexual
que podem ser produzidas com a manipulagao das condi¢gdes sdcio-sexuais do
equino (Mc DONNELL et al. 1995). Com a crescente producédo das biotécnicas
reprodutivas e predominancia das mesmas, os garanhdes, que participam de
muitas atividades equestres, sdo obrigados a exercer os dois papéis, reprodutivo e
esportivo ao mesmo tempo. Apesar de que, alguns garanhdes parecem lidar bem
com o duplo desafio, para a maioria dos animais criados sob regime intensivo ou
semi-intensivo, a libido e fertilidade tendem a diminuir com o manejo reprodutivo
uma ou duas vezes por dia (Mc DONNELL et al. 2000, 2011). De acordo com Mc
Donnell et al. (1995), a exposi¢cdo do garanhdo a égua, resulta em aumento nas
concentragbes de testosterona, do comportamento sexual e agressividade.
Percebe-se que uma simples colheita de sémen, com rapida estimulagdo do
garanhao, resulta em pequenos aumentos nas concentra¢des de testosterona.

Muitos horménios estdo envolvidos na regulagcéo da fung¢ao reprodutiva dos
machos, controlando o comportamento sexual, influenciando a excitagcdo, os
momentos de erecao e ejaculacdo e a detumescéncia pds-ejaculatoria. Sabe-se
que os hormdnios esterdides sexuais estdo ligados ao controle central do
comportamento sexual. Os andrégenos parecem agir principalmente no controle
espinhal, apresentando efeitos trépicos (aumenta a sintese de neuromediadores
pré-erétil e facilita a transmissdo do glanglio nicotinico) (KEAST et al. 1998). A
dopamina (DA), na area pré-6ptica medial (MPOA), facilita o comportamento sexual
de camundongos machos (MELIS e ARGIOLAS, 1995, HULL et al. 2002). Na
MPOA a DA é liberada na presenca da fémea em estro e durante a cépula (HULL
et al., 1995). A presenca da testosterona € necessaria para esse aumento pré-
copulatorio da liberagdo de DA. Embora a neuroendocrinologia da reprodugao tem
sido intensamente estudada em roedores e primatas nas ultimas décadas, muito
pouco foi pesquisado em equideos. Uma melhor compreensdo sobre os

mecanismos que regulam os processos reprodutivos sexuais de comportamento
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poderiam ser benéficos para aumentar o desempenho reprodutivo tanto em
garanhdes normais quanto em subférteis.

Segundo Mc Donnell (2009) o comportamento normal de um garanh&o apos
aproximacgao de uma égua em cio pode incluir: vocalizagao, investigagao olfatoria e
tatil e reflexo de flehmen. A maior parte dos animais apresenta eregao em até 2
minutos e realizam a monta 5-10 segundos apds eregdo. Dessa forma, os
garanhdes normalmente ejaculam apds a primeira monta, tendo uma duragéo total
do cortejo e copula que varia de 2-5 minutos.

Em estudo avaliando o comportamento de garanhdes da raga arabe, Najjar
et al. (2010) relataram maiores valores médios no numero de montas (1,6 ; 1,2),
tempo de preparagdo para colheita (107 s.; 89 s.) e tempo de colheita (136 s.;
117s.) para garanhdes com menos de 15 anos de idade, quando comparado
comos de mais de 15 anos. Os pesquisadores também observaram que quanto
maior o numero de montas e maior a duragado da colheita, maior o niumero de
espermatozoides mortos e menor a motilidade do sémen fresco destes garanhdes.

Analisando o comportamento de garanhdes da raga Mangalarga Marchador,
Oliveira (2014) nao observou diferenga nas caracteristicas de comportamento pré
copula em diferentes faixas etarias avaliadas para garanhdes adaptados ao regime
de colheita de sémen. No mesmo experimento, caracteristicas como tempo de
reacdo e tempo de laténcia variaram de 1s a 29m39s e 1s a 7mb53s,

respectivamente.

2.6. A influéncia da sazonalidade e das concentragdes de testosterona nos

parametros seminais

Efeitos da estagédo nas fungdes gametogénica e enddcrina dos testiculos em
garanhdes tém sido bem relatados. Ja revisado por Johnson (1985) e Roser e
Hughes (1992), a reserva espermatica, concentracdo de gonadotropinas,
testosterona e estrogenos aumentam durante a estacdo de monta. Além do
controle hipotalamico e adeno-hipofisario, as fungbes gametogénica e enddcrina
testiculares s&o influenciadas por varios fatores autocrinos e paracrinos (MORERA
et al.,1987; FABBRI e DUFAU,1998; YING,1989). Além disso, os esteroides
testiculares também exercem efeitos locais nas fungdes das células de Leydig e
Sertoli, possivelmente envolvendo também acbes gendmicas e nao gendmicas
(SANCHEZ-BUENO et al.,, 1991, BLACKMORE,1993). Tendo em vista a

15



diversidade dos mecanismos enddécrinos que controlam a funcéo testicular, muito
pouco se sabe sobre os machos equinos. Em acordo, os diagndsticos de
infertiidade causada por disfungbes enddcrinas, continuam sem solugcdo nas
criagdes de equinos.

Hoffmann e Landeck (1999), em estudo avaliando a funcdo endécrina
testicular, sazonalidade e qualidade seminal, observaram que apenas a motilidade
espermatica estava correlacionada com a estagao, seguindo a conclusao de que a
fungcdo gametogénica do testiculo € menos afetada pela estagdo do que a fungao
enddécrina. Sendo esse ultimo importante fator que controla a funcionalidade do
epididimo e das glandulas acessoérias e portanto, também, a motilidade
espermatica (JASKO et al.,1990; JOHNSON, 1991).

Janett et al.(2003) observaram melhor motilidade espermatica durante o
verao, enquanto Robalo Silva et al. (2007) e Wrench et al. (2010) ndo registraram
diferencgas significativas e Blottner et al. (2001) verificaram valores superiores desta
caracteristica durante o inverno. Com relacdo a morfologia espermatica, Robalo
Silva et al. (2007) também nao observaram variagdes ao longo do ano. Ja Janett et
al. (2003) obtiveram menores porcentagens de espermatozoides morfologicamente
normais no verdao, quando ocorreram as maiores concentragdes de defeitos
maiores, comparado a primavera e outono. Avaliando o parametro seminal de
garanhdées Mangalarga Marchador nas quatro estagdes do ano, Freitas (2010)
observou que o volume do ejaculado com ou sem a fracdo gel e a motilidade

espermatica mostraram-se influenciados pela estagao do ano.

2.7. Efeito sazonal sobre as concentragoes de testosterona

Em garanhdes, a fungdo enddcrina e conseqlentemente a testicular sao
influenciadas pela estagdo do ano (HOFFMANN e LANDECK, 1999) e de acordo
com Morera et al. (1987) por inumeros fatores autocrinos e paracrinos. Ao
estudarem o efeito da administragdo de melatonina exégena em garanhdes, Argo
et al. (1991) observaram que as concentragbes plasmaticas de testosterona
diminuiram apés 11 dias do inicio do tratamento. Sabe-se que no hemisfério Norte,
as concentragdes plasmaticas dos horménios sexuais exibem padrao sazonal bem
definido. Diversos autores verificaram a maior concentracdo plasmatica de

testosterona durante a estacido reprodutiva, quando comparado a ndo reprodutiva
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(BERNDTSON et al.,, 1974; HARRIS et al.,, 1982; COX et al., 1988; ROSER;
HUGHES, 1992; HOFFMANN e LANDECK, 1999).

A influéncia da estacdo na concentracdo da testosterona no plasma
periférico de garanhdes ja foi observada ha mais tempo (BERNDTSON et al., 1974;
COX e WILLIAMS,1975; WIESNER e KIRKPATRICK, 1975; KIRKPATRICK et al.,
1977). No entanto, Thompson et al. (1977) n&o obtiveram resultados significativos
que revelaram o padrao sazonal esperado na concentracdo de testosterona em
soro de garanhdes, o que sugere que outros hormoénios além da testosterona sao
considerados na regulagao da reprodugcdo dos garanhdes. Em estudo feito com
garanhdes da ragca Mangalarga Marchador, Freitas (2010) concluiu que o padréo
de secrecao da testosterona ndo apresentou um ritmo circadiano bem definido e as
meédias de secregao variaram com a estacao climatica.

Nos “reprodutores sazonais de dias longos”, a secrecdao de LH aumenta
durante a primavera e diminui no outono (GERLACH; AURICH, 2000). Em
garanhdes, a liberagcdo de LH é correlacionada positivamente com o comprimento
do dia, de forma que suas concentragdes plasmaticas sdo maiores durante a
estacdo de monta, conforme observado por Johnson e Thompson (1983), o que é
fundamental para o restabelecimento da funcio testicular normal de animais
adultos (STANBENFELD; EDQVIST, 1993). Quanto ao FSH, sua concentragéo
plasmatica média em garanhdes parece ser relativamente constante ao longo do
ano, tendendo a certo aumento durante a estacdo de monta, segundo Johnson e
Thompson (1983) e Thompson et al. (1986). As concentragbes plasmaticas de
testosterona em garanhdes variam paralelamente com o LH (BERNDTSON et al.,
1974; JOHNSON; THOMPSON, 1983), enquanto cavalos castrados nao mostram
variagdes circanuais nas concentragdes plasmaticas de LH (IRVINE; ALEXANDER,
1982). Assim, as mudancgas na liberagdo de LH em equinos requerem a presenca
das gbnadas, indicando efeito esterdide-dependente do fotoperiodo (GERLACH,;
AURICH, 2000).

2.8. Efeito sazonal sobre a biometria testicular

As dimensdes testiculares estao diretamente relacionadas com a producgao
espermatica diaria, visto que esta producdo depende do numero de
espermatozoides produzidos por grama de tecido testicular. Testiculos maiores

possuem maior potencial de produgao espermatica e, embora o tamanho testicular
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seja um fator importante, é necessario que o tecido testicular seja completamente
normal e funcional para que a produgédo espermatica seja maxima, uma vez que
existem razdes patoldgicas para aumentos das dimensdes testiculares (LOPATE et
al., 2003).

Uma das influéncias da sazonalidade nas caracteristicas reprodutivas do
garanh&o é o aumento do tamanho testicular durante a primavera e o verao, devido
ao maior fotoperiodo (BURNS et al., 1984). O aumento da largura testicular resulta
em maior produgao espermatica, 0 que sugere a positiva correlagao entre volume
testicular e numero total de espermatozéides no ejaculado (LOVE et al.,1991).
Além disso, as concentracdes de testosterona sdo mais altas durante a estacao
reprodutiva, o que influencia também o volume testicular, maior na primavera e no
verdao (JOHNSON L. et al.,1987). Alguns estudos verificaram diferentes medidas
dos testiculo direito e esquerdo durante a estagao reprodutiva e nédo reprodutiva
(THOMPSON et al., 1979 e KAVAC et al.,2003). Essa variagao, no entanto, nao foi
observada por Carluccio et al. (2013), em que as biometrias dos testiculos direito e
esquerdo nao sofreram alteragcbes entre estacdes, apesar de que, nesse mesmo
estudo, observou-se influéncia sazonal no comportamento reprodutivo (tempo de
reacao) e nos parametros seminais.

Segundo Johnson (1985), o aumento na produgédo espermatica diaria de
garanhdes na época do verdo resulta de um aumento na populagdo de
espermatogbdnias do tipo A. Nesta mesma época do ano, assim como as
concentragbes plasmaticas de LH (JOHNSON; THOMPSON, 1983; CLAY et al.,
1988) e testosterona (BERNDTSON et al., 1974; JOHNSON; THOMPSON, 1983),
o0 numero de células de Sertoli (JOHNSON; THOMPSON, 1983; JOHNSON;
NGUYEN, 1986) e de células de Leydig (JOHNSON; THOMPSON, 1983, 1986)
sao maiores que fora da estacao reprodutiva. Estas relagcdes estdo de acordo com
os estudos de Johnson e Tatum (1989) que verificaram que as variagdes sazonais
de peso testicular e numero de células de Sertoli, células de Leydig e células
germinativas foram maximas em maio e junho (correspondente a novembro e

dezembro no Hemisfério Sul).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Localizagao geografica e periodo experimental

O experimento foi realizado nos municipios de Vigcosa, Muriaé e Tedfilo
Otoni, em Minas Gerais, Brasil, latitude variando entre 20°45'14” e 17°51°27”. O
periodo experimental foi divido em duas fases, a primeira realizada em julho e
agosto de 2013 (tratamento 1) e a segunda em janeiro e fevereiro de 2014

(tratamento 2).

3.2. Animais e instalagoes

Foram utilizados 11 garanhdes da ragca Mangalarga Marchador com idade
entre 5 e 25 anos, que estavam alojados em baias dos Haras Lagloria, Recreio e
Invernada e no Setor de Equideocultura da Universidade Federal de Vigosa.
Durante o periodo experimental, nos dias de colheita de sangue e de sémen, os
garanhdes ficaram alojados em baias de alvenaria de 16 m?, com cama de capim
gordura ou maravalha. A alimentagdo foi oferecida duas vezes ao dia, sendo
constituida por capim tifton (Cynodon spp.) picado (Haras Lagldria, Recreio e
Invernada) e capim elefante (Pennisetum purpureum cv.cameroon) com cana
(Saccharum officinarum) picada (3,5% + 1% do peso vivo, respectivamente), sendo
a cana oferecida apenas aos animais do primeiro tratamento (julho), sal mineral e
agua ad libitum. Os onze garanhdes que compuseram o grupo experimental foram
considerados higidos e classificados como aptos a reprodugdo ao exame

andrologico.

3.3. Biometria Testicular

As biometrias dos testiculos de cada animal foram realizadas no dia das
colheitas de sangue, no intervalo de colheitas, no periodo da manha. Para
realizagao das mensuracdes testiculares, com auxilio de paquimetro, os garanhdes
foram contidos em troncos e as seguintes medidas foram avaliadas:

- Comprimento testicular: avaliagao realizada entre a insercdo da cabeca e a

cauda do epididimo (avaliagdo cranio-caudal).
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- Largura testicular: maior diametro lateral de cada testiculo (avaliagédo

latero-medial).

- Altura testicular: avaliacdo entre o corpo do epididimo e sua extremidade

contra lateral na regido de maior didmetro (avaliagao dorso-ventral).

- Consisténcia testicular: classificou-se a consisténcia testicular de 1-3 (1-

flacido, 2- normal (tenso-elastico), 3-rigido).
Com estes dados, foi calculado o volume testicular individual e combinado (a

partir do somatério dos volumes dos dois testiculos) conforme Love et al. (1991):
VT =41/3 x (C/2) x (L/2) x (A/2)

Em que,

VT: volume testicular (mm?®);

C: comprimento testicular (mm);
L: largura testicular (mm);

A: altura testicular (mm)
3.4. Colheitas de sémen

As colheitas de sémen foram realizadas utilizando vagina artificial, modelo
Botucatu’, preenchida previamente com agua aquecida a 47 °C. A mucosa plastica
descartavel que revestia internamente a mucosa de latex foi lubrificada com
vaselina estéril. O sémen foi colheitado em copo coletor revestido por saco plastico
proprio para colheita, sendo o copo coletor protegido da luz e oscilagbes da
temperatura.

Antes do inicio de cada colheita, os animais tiveram o pénis higienizado com
agua a 33 °C (RAPHAEL, 2007). Todas as colheitas de sémen ocorreram com
auxilio de égua em estro natural, durante a estacdo de monta, ou induzido com
cipionato de estradiol> (5mL — 2mg/mL) , no periodo fora da estacdo de monta
devidamente contida fisicamente.

Ao inicio do experimento, cada reprodutor foi submetido a seis colheitas de
sémen consecutivas, intercaladas em 24 horas, a fim de esgotar a reserva

espermatica extra-gonadica (STICH et al., 2002), e no sétimo dia deu-se o inicio do

'BiotechLtda, Botucatu, Brasil.
2 ECP® - Pfizer Saude Animal, SP, Brasil.
20



experimento. As colheitas de sémen foram realizadas nos dois dias seguintes a
colheitas de sangue, no periodo da manha. Os garanhdes foram retirados das

baias e em local proximo foram feitas as colheitas.

3.5. Avaliagao do comportamento

A partir da visualizagdo da égua em estro pelo garanhdo na area de colheita
de sémen, os seguintes tempos foram cronometrados e as seguintes variaveis
foram quantificadas:

- Tempo de reacéo (segundos): duragdo entre a visualizagdo da égua pelo

garanh&o até a eregcao completa do pénis.

- Tempo de laténcia (segundos): duragao entre a eregao e a realizagcdo da

primeira monta do garanhao.

- Tempo de monta (segundos): duragéo entre o inicio da monta do garanhé&o

na égua e a introdugéo do pénis na vagina artificial até a descida apos ejaculagao.

- Numero de montas (n): numero de montas, com garanhdo em eregao,

necessarias para a colheita do sémen. Foram quantificadas apenas as montas em
que houve introduc¢do do pénis do garanhdo na vagina artificial.

- Numero de reflexos de flehmen(n): foram quantificados do momento de

visualizacdo da égua em cio pelo garanhao até a finalizagao da colheita de sémen.
3.6. Avaliacao do sémen fresco

As caracteristicas seminais analisadas apds a obtencao do ejaculado foram:
volume ejaculado livre de gel (mL), volume de gel (mL), motilidade espermatica
total (%), vigor espermatico (0 a 5), concentracdo espermatica (10°
espermatozoides/mL). O volume do ejaculado e do gel foi aferido mediante a
utilizagdo de proveta graduada de 300 mL, previamente aquecida a 37 °C. O
sémen foi entdo acondicionado em banho Maria a 37 °C, onde permaneceu até que
as analises fossem devidamente concluidas.

Para determinagdo da motilidade total e vigor espermatico, uma gota de 20
ML de sémen foi depositada entre lamina e laminula, ambas pré-aquecidas em
mesa térmica a 37°C. A amostra foi entdo observada em microscopia de contraste
de fase em aumento de 200x, pelo método “duplo-cego”. Para reduzir os erros de
observacdo, no minimo duas laminas por amostra foram examinadas, sendo
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observados no minimo cinco campos microscopicos por lamina. A concentracao
espermatica foi determinada a partir de uma aliquota de 50 uL de sémen diluida
em 950 uL de formol salina tamponado, proporgao 1:20. Apés a homogeneizagao,
uma pequena gota da amostra foi depositada em cada um dos reticulos de uma
camara de Neubauer e o0s espermatozoides presentes em cinco quadrados
dispostos em diagonal de cada reticulo foram contados em microscépio éptico, sob
aumento de 200x. ApOs a operagao, a média aritmética foi calculada e multiplicada
por 105, a fim de se obter o nimero de espermatozoides por mL de ejaculado.

A avaliagao das células viaveis e nao viaveis pelo teste supravital (SV) foi
realizada utilizando solugdo de eosina (1%) e negrosina (5%), conforme descrito
por Swanson e Bearden (1951). Uma amostra de 20 pL de sémen foi
homogeneizada com 20 uL do corante e um esfregaco foi feito sobre a lamina.
Apos aproximadamente 30 segundos (BARTH; OKO, 1989), a amostra foi
analisada em microscopia optica com aumento de 1.000x sob 6leo de imerséo e
contabilizado o total de espermatozoides corados, dentro de um grupo de 100
células. As células viaveis permaneciam sem se corar enquanto que as n&o viaveis
se apresentavam coradas em rosa-avermelhado.

A integridade da membrana espermatica foi avaliada pelo teste hiposmatico,
seguindo metodologia descrita por Alves et al. (2005). Uma amostra de 100 pL de
sémen foi adicionada em 800 pyL de agua destilada pré-aquecida a 37 °C. A
solugcdo permaneceu entdo incubada a esta temperatura por 15 minutos, quando
entado foi procedida a fixacdo das células com 0,5 mL de formol salina tamponada.
As avaliagbes foram realizadas posteriormente por metodologia de preparagao
umida, adicionando-se uma gota de 20 pL da amostra entre lamina e laminula. A
contagem de 200 células foi feita em microscopia de contraste de fase sob 6leo de
imersdao e aumento de 1.000 X. Na analise, todas as células espermaticas
apresentando dobra ou enrolamento de cauda foram consideradas como reativas
ao teste. A reacao hiposmoética foi obtida pela diferenga da porcentagem das
células reativas ao teste pela porcentagem das células com caudas alteradas antes
do teste (MELO; HENRY, 1999).

Para a avaliagdo da morfologia espermatica, foram adicionados em 1mL de
solugao formol salina tamponada, 100 uL de sémen ou quantidade suficiente para
turvar a mesma. A analise posteriormente realizada pelo método de preparagao
umida foi baseada na quantificagdo das patologias, segundo classificagdo de Blom
(1973), preconizadas pelo CBRA (1998), em defeitos maiores, defeitos menores e

22



defeitos totais, contando 200 células em microscopia 6ptica em contraste de fase

em aumento de 1.000x, utilizando 6leo de imersao.

3.7. Procedimento das colheitas de sangue e analise hormonal

As colheitas de sangue foram realizadas 20 dias apds o inicio de cada
solsticio, de inverno e verao. Foram realizadas uma vez em cada estacdo durante
um periodo de 12 horas (7h as 19h), com intervalo de trinta minutos entre cada
colheita, o que representa 25 amostras por animal, por estacdo. No primeiro
periodo, fora da estacdo de monta colheitou-se amostras dos 11 garanhdes. No
entanto, no segundo periodo, dentro da estagdo de monta, so foi possivel realizar a
coleta de 8 garanhdes, uma vez que os animais foram vendidos e ja nao se
encontravam nos haras e nem nas proximidades.

Para quantificacdo da testosterona sérica, a veia jugular de cada animal foi
canulada com cateter 14G para obtengdo do sangue. Para evitar possiveis
transtornos, a cada colheita o cateter foi lavado com solucdo de heparina
(1000UI/mL), visando diminuir a coagulacdo de sangue e entupimento do catéter.
Anteriormente a cada puncgédo descartou-se1mL de sangue, a fim de diminuir a
contaminagdo da amostra e depois o sangue foi depositado em tubos vacuteiner
para centrifugacao. As amostras foram centrifugadas a 330G por 10 minutos para a
obtencao do soro, que foi acondicionado em tubos plasticos de 2 mL em duplicata
e congelado a -20°C para posterior analise. A determinagcdo das concentragbes
séricas de testosterona foi realizada pelo teste de quimioluminescéncia, pela
técnica imuno-enzimatica utilizando-se de kits de reagentes comerciais3, conforme
as especificagdes do fabricante, no aparelho Access®" que pertencente ao
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa.

O preparo dos animais para colheita das amostras teve inicio sempre as

6:00h, uma hora antes do inicio das colheitas.

3.8. Analises estatisticas

Para analise dos dados o Statistical Analisys System foi utilizado (SAS,

2002). Para a avaliagdo da normalidade dos dados e homocedasticidade das

% Beckman Coulter, Inc., CA, E.U.A.
4 Beckman Coulter, Inc., CA, E.U.A.
23



variancias, foram utilizados os testes de Shapiro-Wilkk e Cochran e Bartlett,
respectivamente.

As variaveis quantitativas (Motilidade, volume seminal, volume testicular,
concentracdo espermatica, supravital (SV), TR, TL, TM, RF, NM e as
concentragbes médias e picos de testosterona) foram analisadas por analise de
variancia.

As concentracbes de testosterona em cada horario de colheita foram
comparados dentro e fora da estagao pelo teste t.

As variaveis qualitativas (aspecto seminal, vigor espermatico e consisténcia
testicular) foram avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis.

A correlacdo simples de Pearson foi realizada entre as variaveis
quantitativas, e a correlagdo de Spearman entre as variaveis qualitativas. A

significancia adotada foi a = 0,05.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo a biometria testicular (tabela 2), percebeu-se que as variaveis
quantitativas avaliadas, comprimento, altura, largura, e volume dos testiculos direito
e esquerdo nao tiveram diferengcas entre as estagdes (P>0,05). Robalo Silva
(2007), em pesquisa com garanhdes da raga Lusitano, em alta latitude (39°12"ao
Norte) observou variabilidade sazonal e entre garanhdes em relagcédo as dimensdes
testiculares. Estudando jumentos da raca Martina, Carluccio et al. (2013)
observaram que nas condigbes experimentais impostas, a latitude de 42°42°, a
morfometria testicular nao sofreu alteracbes estacionais. Os dados desses
experimentos levantam a possibilidade da influéncia de outros fatores, ndo sé a
duragédo do fotoperiodo, nas medidas testiculares ao longo do ano. No presente
estudo, pode-se mostrar que sob essas determinadas condigdes geograficas e de
manejo, os garanhdes da raga Mangalarga Marchador n&o apresentaram

diferencas nas biometrias testiculares durante as estagbes avaliadas.

Tabela 02:Valores médios e desvio padréo da biometria testicular de garanhdes da
raca Mangalarga Marchador fora da estagao reprodutiva (tratamento) e na estacao
de monta (tratamento 2)

Caracteristicas Tratamento 1 (n=11) Tratamento 2 (n=8)
CONSTD 20+0,1 2,0 £0,0

CTD (mm) 98,0 +3,3 100,2 5,0
LTD (mm) 57,1 £1,5 54,1 +2,0
ATD (mm) 74,0 £2,6 72,5125
VTD (mm?3) 222139,9 +18634,7 207588,2 +17740,5
CONSTE 2,0 +0,1 2,0 £0,0

CTE (mm) 100,9 £4,3 100,5 4,5
LTE (mm) 61,2 £2,2 62,7 £3,2
ATE (mm) 73,4 +2,8 75,7 £3,8
VTE (mm?3) 245167,9 +22386,9 259705,8 £35519,5
VTT (mm3) 233653,9 +19166,3 233647,0 £24708,0

P > 0.05, ANOVA.

Consisténcia, comprimento, largura, altura e volume do testiculo direito (CONSTD, CTD, ATD,VTD);
consisténcia, comprimento, largura, altura e volume do testiculo esquerdo (CONSTE, CTE, ATE,
VTE); volume testicular total (VTT).
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Todos os animais utilizados neste estudo apresentaram consisténcia
testicular normal e biometrias constantes durante os dois periodos avaliados
(Tabela 02). A determinacdo da dimensao e da consisténcia testicular deve ser
sistematicamente associada a avaliacido das caracteristicas seminais nos exames
de avaliagdo do potencial reprodutivo de cada garanhdo (ROBALO SILVA, 2007),
visto que, o tamanho e volume testiculares sdo medidas diretas da quantidade de
parénquima presente no tecido (THOMPSON et al., 1979), considerando-se
também que é possivel de predizer a producado espermatica a partir do volume
testicular.

Com relagdo aos parametros seminais avaliados, volume, aspecto,
motilidade, vigor, concentracdo e supra-vital, os resultados obtidos n&o
apresentaram diferengas entre as estagbes do ano (P>0,05) (Tabela 03). Na
literatura ha citagdes de variagbes desses dados ao longo do ano, havendo
registros de maiores volumes na primavera e menores no inverno (JANETT et al.,
2003b; ROBALO SILVA et al., 2007), volumes maximos no verdao e minimos no
inverno (JANETT et al.,, 2003a) ou maximos no verao € minimos na primavera
(PICKETT et al., 1976). Freitas (2010), avaliando garanhdes da raga Mangalarga
Marchador em regido de clima tropical, a 20° 4520” de latitude sul, encontrou
diferengas sazonais, tanto o volume médio total quanto o volume médio desprovido
da fragcdo gel aumentaram progressivamente entre o verédo e o outono (30,2 a 73,1
mL e 35,8 a 115,4 mL, respectivamente). Essas diferengas podem ser explicadas
em funcdo das diferentes racas estudadas, frequéncia na coleta de sémen e
principalmente pela latitude e pelo clima, que parece influenciar o comportamento
sexual dos reprodutores e a proporcao de gel nos ejaculados (ROBALO SILVA et
al., 2007).

Tabela 03:Média e desvio padrdao dos parametros seminais de garanhdes da raca
Mangalarga Marchador na estagcédo nao reprodutiva (tratamento 1) e na estagao de
monta (tratamento 2)

VARIAVEIS TRATAMENTO 1 (n=11) TRATAMENTO 2 (n=8)
Volume (mL) 49,8 +4,7 59,6 £ 5,6
Aspecto 2,6 +0,1 2,6 +0,1
Motilidade (%) 74,3 +1,7 734+1,9
Vigor (1-5) 3,0+£0,1 3,0+£0,2
Concentracdo(10%/mL) 163,0 + 11,5 136,9 £+ 10,5
Supra Vital (%) 78,9+ 2,1 73,8+1,8

P > 0.05, ANOVA.
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Durante as avaliagbes microscopicas do sémen fora da estacao reprodutiva
e dentro dela, Silva et al. (2007) observaram valores de motilidade total (MT) e
progressiva (MP), respectivamente, 76,67+5,59; 66,67+5,59; 83,89+5,46;
75,56+6,35 para o sémen in natura, logo, os valores de MT e MP dos
espermatozoides no verao foram superiores aqueles observados no inverno. Da
mesma forma, no mesmo trabalho, o vigor espermatico do sémen in natura
apresentou-se superior nas amostras colhidas na estagéo reprodutiva (4,00 £0,71)
quando comparados aquelas colhidas na estacdo n&o reprodutiva (3,39 +0,42). E
importante ressaltar, que o experimento citado foi realizado a 8°01°18"" de latitude
Sul, ou seja, a diferenga entre duragdo do fotoperiodo entre as estagbes é muito
pequena, o0 que leva a pensar na interagdo de outros fatores climaticos na
influéncia da reprodugao equina e na variagao individual de garanhdes.

Freitas (2010) obteve valores superiores de motilidade espermatica durante
as estacdes de outono e inverno, assim como Pacheco (2002) em experimento
conduzido na regido sudeste do Brasil. Pickett et al. (1976) e Leme (2003) nao
observaram diferengas estacionais na motilidade espermatica. Esses autores
relataram que as diferengas estacionais na motilidade espermatica podem ser
influenciadas pelo manejo dos animais, frequéncia na colheita de sémen e
condigdes ambientais, como temperatura e umidade. Ainda, o numero de animais e
a idade dos mesmos devem ser considerados (DOWSETT; KNOTT, 1996).

Conforme exposto na Tabela 03, os valores médios obtidos nas duas
estacdes para o volume total do ejaculado, vigor e concentragdo espermatica foram
semelhantes aos resultados apresentados por Oliveira (2014) trabalhando com
garanhdes da raca Mangalarga Marchador (61,3mL; 3,4 e 1594 x 10°
espermatozoides/mL, respectivamente) Da mesma forma, as médias de motilidade
espermatica total e integridade da membrana espermatica, avaliada pelo teste
supra-vital, foram também semelhantes aos obtidos pelo mesmo pesquisador
(73,94 e 72,8, respectivamente). Os valores médios de motilidade espermatica total
também foram semelhantes aos descritos para ragas como Thoroughbreed,
Shetland, Appalosa, Ponei, Palomino e Quarto de Milha que foram
respectivamente, 71, 70, 73, 70, 74 %. Foram inferiores aos valores médios
descritos para as racas Arabe e Standardbreed, respectivamente, 85 e 79 %
(DOWSETT e KNOTT, 1996).
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As caracteristicas de tempo de reacao, tempo de laténcia, tempo de monta e
numero de montas nédo apresentaram diferengas entre os periodos estudados
(P>0,05) (Tabela 04).

Tabela 04: Médias e desvios padrao dos parametros comportamentais no
momento pré-copula observados nos periodos fora da estagdo reprodutiva
(tratamento 1) e durante a estagdo de monta (tratamento 2)

VARIAVEIS TRATAMENTO 1 TRATAMENTO 2
TR 48.7 +10.5 322+7.3

TL 74.7 £13.7 60.9 £ 10.5
™ 96.0 £ 15.5 87.8 £9.1

RF 0.5+0.2 04+0.2

NM 1.1+0.1 1.1+0.1

P > 0.05, ANOVA.
TR = Tempo de Reagao, TL= Tempo de laténcia, TM = Tempo de monta, RF = niumero de reflexos

de flehmen, NM = nimero de montas.

Thompson et al. (1977) trabalhando com garanhdes submetidos ao
tratamento com luz artificial, simulando o aumento natural do fotoperiodo em uma
regido de latitude 40°35" ao norte, também nao verificaram alteragées em relagéo
ao numero de montas. No entanto, o tempo de reacéo foi menor nos animais que
foram submetidos a luz. Isso ja havia sido relatado por Skinner e Bowen (1968) e
Pickett et al. (1970,1976) em que a média do tempo de reagéo tende a ser a maior
durante o inverno e a menor durante a estacdo de monta natural. Talvez, a menor
latitude em que foi realizado o presente estudo, com pouca diferenca entre a
duracdo do fotoperiodo durante as estagdes, nao foi possivel de perceber esta
diferenca de comportamento dos garanhdes.

Os valores obtidos para o comportamento neste experimento foram
inferiores aos observados por Oliveira (2014), que trabalhou com 110 garanhdes da
raca Mangalarga Marchador, em que as médias para tempo de reagao, tempo de
laténcia, tempo de monta, numero de reflexos de flehmen e numero de montas
foram 101,1s; 28,1s; 32,8s; 0,9; 1,6, respectivamente. Isso pode ser observado na
tabela 04. Percebe-se entdo, que neste estudo, a duracédo da colheita de sémen foi
menor do que o verificado para a raga Mangalarga Marchador por Oliveira (2014).
O numero de colheitas de sémen e de garanhdes trabalhados pode explicar a

diferenca dos resultados.
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Nett (1993) sugere que, para a dosagem de horménios do eixo hipotalamico-
hipofisario-testicular, as colheitas de sangue devem ser realizadas num periodo
minimo de seis a oito horas e em intervalos de 30 minutos, visto que a avaliacdo de
uma unica amostra pode estimar concentragdes de trés a quatro vezes diferentes.
Como observado na tabela 05, os picos de testosterona observados nos dois
tratamentos, sa&o superiores aos valores de referéncia determinados para
garanhdes segundo Nachreiner e Hyland (1993) (200-1000pg/ml), trabalhando com
animais puro sangue inglés em unica colheita no dia. Isso explica a necessidade da
colheita de amostra sanguinea em varios momentos do dia, ja que a maioria dos
estudos avaliando a concentracdo dos horménios esterdides se baseia em uma
colheita no dia. Além disso, deve-se levar em conta a metodologia de analise
hormonal utilizada, uma vez que os trabalhos relacionados a dosagem de
horménios esterdides sdo embasados na analise por radioimunoensaio (RIA) e
neste estudo, determinamos os valores pelas analises da quimioluminescéncia.

Os animais neste experimento ndo apresentaram comportamento sazonal
quanto as concentragdes séricas de testosterona. Corroborando com Pacheco
(2002), trabalhando com cinco animais da raca Puro Sangue Arabe, em pesquisa
realizada na regido sudeste do pais (~ 22 °S) em que as concentragdes médias de
testosterona, obtidas de colheita unica de sangue durante a manha, ao longo das
estagdes do ano nao apresentaram variagdes nas estagdes climaticas.

A influéncia do fotoperiodo na secregao de testosterona tem sido relatada na
literatura (BERNDTSON et al.,, 1974; HARRIS et al, 1982; JOHNSON;
THOMPSON, 1983; COX et al., 1988; ROSER; HUGHES, 1992; HOFFMANN e
LANDECK, 1999; PACHECO, 2002; LEME, 2003), o que indica que, normalmente,
as maiores concentracdes desse hormoénio sdo observadas durante o periodo de
maior luminosidade. No entanto, a maioria dessas pesquisas sao realizadas em
regides de clima temperado, em que devido as altas latitudes, as estagdes
climaticas sdo muito bem marcadas, caracterizadas por uma maior diferenca entre
o comprimento do dia durante o ano. Nas regides tropicais, como as estudadas
neste experimento, as estagdes climaticas sdo menos definidas e os meses de
inverno ndo sao necessariamente improprios para a reprodu¢cdo dos machos
equinos, o que reflete em menores mudancas da luminosidade ao longo do ano, o
que pode nao ser suficiente para a sinalizagao da luminosidade. Segundo Bronson
e Heideman (1994), o fotoperiodo nao parece ser muito confiavel para a regulagéo
sazonal naqueles animais que vivem em latitudes inferiores a 30°. Apesar disso, o
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efeito da diferenca de luminosidade entre estagdes, mesmo que pequena, €
observado nas fémeas equinas, que entram em anestro durante um periodo do

ano.

Tabela 05:Picos e médias das concentragbes de testosterona em garanhdes da
raca Mangalarga Marchador avaliados fora da estagao reprodutiva (Tratamento 1)
e durante a estacdo de monta (Tratamento 2)

Tratamento 1 Tratamento 2
Pico de testosterona (pg/mL) 1676,4 + 277,2 2451,1 + 956,0
Concentracdo média de testosterona (pg/mL) 835,4 £ 32,2 854,5+ 53,0
Concentracdo média de testosterona (pg/mL)* 752,4 1+ 36,1 854,5+ 53,0

P >0.05. * 8 garanhdes; pelo teste t.

Freitas (2010) ndo observou um padrao regular de secreg¢do diaria da
testosterona, assim como pesquisa conduzida por Cox e Williams (1975). No
mesmo estudo, a pesquisadora percebeu variacao de secrecdo do hormdnio entre
animais e entre estagdes, em que as maiores concentra¢des foram observadas, de
uma forma geral, entre 10:00 e 14:00h, mas outros picos de secre¢cao ocorreram ao
longo das 24 horas de colheita em todas as estagdes. Essa mesma inconstancia
em relagcdo a secregcdo do hormodnio foi proposto por Nett (1993), no entanto,
obteve as maiores concentragdes ao entardecer. De acordo com Pickett et al.
(1989), as concentragdes deste hormdnio estdo elevadas as 06:00 e 18:00h. Em
estudo conduzido por Sharma (1976), as maiores concentracoes de testosterona
foram observadas nas colheitas realizadas as 08:00h, corroborando com
Kirkpatrick et al. (1976), enquanto Ganjam e Kenney (1975) observaram que as
maiores concentragcdes ocorriam as 06:00h. Como mostrado nas figuras 2 e 3,
pode-se perceber que a distribuicdo dos valores de testosterona foi diferente dentro
e fora da estacdo, apesar de ndo se observar diferenca nas médias das
concentragdes. Ainda, as figuras mostram que as diferengas foram maiores nas
colheitas pela manha, em que as concentragdes no periodo durante a estagao de
monta foram maiores do que fora da estacao reprodutiva. Essa variacao no perfil
de secregcao hormonal justifica, mais uma vez, a importdncia da metodologia
empregada, colheita a cada 30 min, visto que a maioria dos estudos se baseia em
amostras unicas, normalmente obtidas no periodo da manha. A partir das figuras 2
e 3, pode-se pensar que a secrecao de testosterona ocorreu de forma pulsatil e
sem um comportamento definido entre os diferentes periodos de luminosidade. O

gue mais uma vez, confirma que uma unica coleta de sangue durante o dia pode
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levar a superestimacdo ou subestimacdo de resultados, o que provoca uma

conclusao errbnea em relagéo o status endocrino daquele animal.
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Figura 02: Médias das concentragdes de testosterona (pg/mL) em garanhdes da
raca Mangalarga Marchador em cada sessao de colheita (Testosterona 1=Fora da
estacao reprodutiva /Testosterona 2=durante a estacdo de monta)

*Médias baseadas nos dados obtidos com os 11 garanhdes
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Figura 3: Valores da concentragcao sérica de testosterona (pg/mL) obtidos de
garanhdes da raca Mangalarga Marchador em 25 colheitas intervaladas por 30

minutos durante 12h

Nos resultados deste estudo néo se verificou relagdo da concentragcédo de
testosterona com volume do ejaculado, motilidade espermatica, concentragao
espermatica e integridade espermatica (P>0,05). Pickett et al. (1976) verificaram
baixa correlacdo entre as concentracbes desse hormdénio e parametros seminais.
No entanto, no presente estudo, quando relacionado ao comportamento no
momento pré-copula, percebeu-se média correlacdo, do numero de montas com as
concentragbes séricas de testosterona (Tabela 06). Como ja exposto, alguns

pesquisadores observaram que em garanhdes, as concentragdes circulantes de
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testosterona sdo influenciadas pela estacdo e sao maiores durante a estacao
reprodutiva (BERNDTSON, et al., 1974, THOMPSON,1977; KIRKPATRICK, 1977
CLAY, 1988). Esse fato, associado as mudangas de comportamento sazonais é
consistente com a hipotese de que variagdbes sazonais na libido e na
espermatogénese sao mediados, em parte, pela disponibilidade do andrégeno
(PICKETT, 1992). Ainda, isso pode explicar os resultados verificados neste estudo,
em que nao se percebeu alteragdes sazonais do comportamento sexual no
momento pré-copula e das concentragdes de testosterona.

Apesar de existir diferenga significativa nas dosagens de testosterona entre
animais (Tabela 07), ndo ocorreu diferenga entre as estagées. No entanto, ocorreu
diferenga entre a interagdo animal e estagéo, o que permite concluir que em alguns
animais as concentragbes meédias do andrégeno apresentou comportamento
sazonal, enquanto em outros animais, esse comportamento ndo foi observado,
Thompson (1977), Thompson et al. (1985) e Pacheco (2002) ndo observaram
alteragcdes da interagdo animal e estagcdo e entre animais, Freitas (2010)
trabalhando com garanhdes da mesma raca deste estudo, observou diferencas
significativas.

Em relacio aos resultados obtidos o que deve ser levado em consideracao é
que o fotoperiodo exerce importante influéncia nos mecanismos reprodutivos da
especie equina, mas ainda assim, as inter-relacdes entre o ambiente, a nutricdo e a
reproducdao devem ser mais estudadas. Freitas (2010) observou altas correlagdes
entre variaveis climaticas e caracteristicas do sémen fresco. Sabe-se que a
variagao do fotoperiodo das regides estudadas é muito pequena, por isso talvez, os
resultados observados. No entanto, deve-se atentar para outros fatores, visto que
os efeitos do fotoperiodo podem ser modificados por temperatura, nutricéo,
condigao corporal e idade (GRUBAUGH et al., 1982). Além disso, a escassez de
literatura com metodologia semelhante, varias colheitas durante o dia para a
dosagem de horménios esterdides e analise pela quimioluminescéncia, dificulta a
comparagao entre os resultados.

Ainda, devem ser consideradas as diferengcas entre as caracteristicas
reprodutivas dos machos e fémeas sazonais de uma mesma espécie, 0 que pode
estar relacionado a diferentes formas de regulagdo ambiental. O anestro sazonal
das fémeas foi observado claramente em todas regides estudadas, tendo em vista
que nas coletas durante a estagdo nao reprodutiva (tratamento 1), foi necessaria a
inducéo das fémeas ao estro para serem utilizadas como manequim.
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Tabela 06: Correlagcdo simples de Pearson dos parametros quantitativos de
biometria testicular e qualidade seminal e comportamento no momento pré-copula
com o0s picos e médias de testosterona em garanhbes da raca Mangalarga
Marchador

Pico testosterona Média testosterona
VTD(mm3) -0,08 0,11
VTE(mm?3) -0,09 -0,12
Volume (mL) 0,25 0,01
Motilidade (%) 0,12 0,20
Concentragado (10%/mL) 0,13 0,35
SV(%) 0,04 0,37
TR (s) -0,02 0,33
TL (s) 0,03 0,34
T™M (s) -0,01 0,27
RF -0,04 0,33
NM 0,23 0,56*

* P < 0.05; **VTD (Volume testicular direito), VTE(Volume testicular esquerdo), SV(supra-vital),
TR(Tempo de Reagédo), TL (Tempo de laténcia), TM (Tempo de monta), RF (niumero de reflexos de

flehmen), NM (numero de montas).

Tabela 07: Médias e desvio-padrao da concentracao de testosterona (pg/mL) por
garanhdo da raga Mangalarga Marchador no periodo fora da estagao reprodutiva
(tratamento 1) e dentro da estagdo de monta (tratamento 2)

Garanhoes Tratamento 1 Tratamento 2
1 1401,2 +136,7 @' 788,3 +63,0°°
2 966,2 +44,0 22 670,1 +36,2 323
3 813,5+59,4 % 861,8 +335,7
4 404,9 +28,23* 377,2 29,7
5 407,4 +18,0* 980,2 +32,6 22
6 652,1 +127,33% 910,1 +88,5 22
7 832,7 +93,8" 1559,9 +146,0 "
8 547,5 +59,1 23 688,1 +57,7 3%

Valores seguidos por letras diferentes na linha diferem entre si (P < 0.05), valores seguidos por
numeros diferentes na coluna diferem entre si (P < 0.05). Resultados obtidos pelo teste t.
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5. CONCLUSAO

As biometrias testiculares, parametros seminais e comportamentais e
concentragbes de testosterona ndo sao influenciadas pelo fotoperiodo dentro das
condicbes geograficas e de manejo estudadas. Além disso, as caracteristicas
biométricas, comportamentais e seminais ndo se mostram influenciadas pelas

concentracdes séricas de testosterona.
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7. APENDICE |

Figura 01: Grafico das concentragdes de testosterona (pg/mL) do Garanhéo 1, fora

da estacdo de monta (tratamento 01) e durante a estagao reprodutiva (tratamento

02)
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Figura 02: Grafico das concentragdes de testosterona (pg/mL) do Garanhao 2, fora

da estacdo de monta (tratamento 01) e durante a estagéo reprodutiva (tratamento

02)
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Figura 03: Grafico das concentragdes de testosterona (pg/mL) do Garanhao 3, fora

da estacdo de monta (tratamento 01) e durante a estagao reprodutiva (tratamento

02)
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Figura 04: Grafico das concentragdes de testosterona (pg/mL) do Garanh&o 4, fora

da estacdo de monta (tratamento 01) e durante a estagao reprodutiva (tratamento

02)
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Figura 05: Grafico das concentragdes de testosterona (pg/mL) do Garanhéo 5, fora

da estagcado de monta (tratamento 01) e durante a estagao reprodutiva (tratamento

02)
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Figura 06: Grafico das concentragdes de testosterona (pg/mL) do Garanhao 6, fora

da estacdo de monta (tratamento 01) e durante a estagao reprodutiva (tratamento

02)
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Figura 07: Grafico das concentragdes de testosterona (pg/mL) do Garanhéo 7, fora

da estagcado de monta (tratamento 01) e durante a estagao reprodutiva (tratamento

02)
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Figura 08: Grafico das concentragdes de testosterona (pg/mL) do Garanhao 8, fora

da estacdo de monta (tratamento 01) e durante a estagéo reprodutiva (tratamento

02)
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