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RESUMO

FREITAS, Bruna Waddington de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho
de 2010. Aspectos fisiolégicos e seminais de garanhfes da raca
Mangalarga Marchador na regido da Zona da Mata Mineira no decorrer das
estagOes climéticas. Orientador: José Domingos Guimaraes. Co-orientadores:
Giovanni Ribeiro de Carvalho e Lincoln da Silva Amorim.

O objetivo do presente estudo foi avaliar os parametros reprodutivos e
fisiologicos de garanhfes da raca Mangalarga Marchador, nas diferentes
estacdes climaticas criados no municipio de Vicosa — MG e mantidos em
regime semi-estabulado. O estudo foi conduzido por um periodo de dez meses
(abril de 2009 a margo de 2010) utilizando trés garanhdes com idades entre 7 e
15 anos que foram submetidos a coletas de sémen, em intervalos de 14 dias,
para avaliacdo de parametros fisicos e morfoldgicos, testes complementares e
resfriabilidade do mesmo e quantificacdo de proteinas sollveis totais presentes
no plasma seminal. Os parametros fisiolégicos avaliados foram a frequéncia
cardiaca, respiratoria e temperatura retal em intervalos semanais pela manhé e
a tarde. Foram mensuradas as biometrias e ecotexturas testiculares antes das
coletas de sémen e, para determinacdo da testosterona sérica, foi realizada
uma sessdo de coleta de sangue a cada estacdo climatica, com coletas em
intervalos de 20 minutos por um periodo de 24 horas. Quanto as caracteristicas
seminais, observou-se um aumento progressivo do volume com e sem gel
entre o outono e veréo (p < 0,05), enquanto a concentragcdo do ejaculado e
motilidade espermatica foram menores no periodo primavera/verdo (p < 0,05).
A porcentagem de espermatozéides com membrana celular lesada, avaliada
pela fluorescéncia, indicou menores valores no outono e inverno, tanto para o
sémen fresco quanto para 24 horas pos-resfriamento (p < 0,05). A
concentracdo de proteinas sollveis totais presentes no plasma seminal ndo
variou (p > 0,05) entre as estacdes climaticas e apresentou uma média de 14,3
mg/mL. A secrecdo de testosterona ndo apresentou um padréo circadiano,
porém as maiores concentragdes ocorreram de 10:00 as 14:00, sendo que as
maiores concentragdes foram observadas no inverno e verdao (p < 0,05). O
volume testicular ndo foi influenciado pela sazonalidade (p > 0,05) e a
ecotextura testicular foi maior no verdo (p < 0,05). Concluiu-se que a estacéo
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do ano exerce efeito sobre algumas caracteristicas seminais, principalmente
gquanto aos aspectos fisicos do sémen e resisténcia ao processo de
resfriamento do mesmo, além da ecotextura testicular e da secrecdo média de
testosterona, de forma que a influéncia sobre estas Ultimas ndo apresentou

correlagdes importantes com as demais caracteristicas estudadas.
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ABSTRACT

FREITAS, Bruna Waddington de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June,
2010. Physiologycal and seminal characteristics of Mangalarga Marchador
stallions in the Zona da Mata Mineira region during climatic seasons.
Adviser: José Domingos Guimardes. Co-advisers: Giovanni Ribeiro de
Carvalho and Lincoln da Silva Amorim.

The aim of this study was to evaluate the reproductive and physiological
parameters of Mangalarga Marchador stallions raised in Vigosa, Minas Gerais,
Brazil during the four seasons and maintained semi-stabled. Thus, the study
was conducted in a period of ten months (April 2009 to March 2010), using
three stallions between 7 and 15 years of age and submitted to semen
collections at intervals of 14 days for evaluation of physical and morphological
semen parameters, complementary tests and cooling, and quantification of total
soluble proteins present in seminal plasma. The physiological parameters
measured were: respiratory and cardiac frequencies and rectal temperature at
weekly intervals in the morning and afternoon. Testicular biometics and
echotexture were measured before semen collection and, to determine the
serum testosterone, the blood was collected every season at 20 minute
intervals during a period of 24 hours. In relation to the seminal characteristics, a
progressive increase in the volume with and without gel between autumn and
summer was observed (p<0.05), while the concentration of the ejaculate and
sperm motility were lower during spring/summer (p<0.05). The percentage of
sperm with injured cellular membrane evaluated by fluorescence presented
lower values in the autumn and winter, both for the fresh semen and for 24
hours post-cooling (p<0.05). The concentration of total soluble proteins present
in seminal plasma did not change (p>0.05) between seasons and showed an
average of 14.3 mg/mL. Testosterone secretions did not show a circadian
pattern, but the highest concentration occurred between 10 and 14 hours, so
that the largest average concentrations were observed in winter and summer
(p<0.05). Testicular volume was not influenced by seasonality (p>0.05) and
testicular echotexture was higher during summer (p<0.05). It was concluded
that the season has an effect on some semen characteristics, mainly on the
physical aspects of semen and resistance to the cooling process, apart from
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testicular echotexture and average secretion of testosterone, so that the

influence on these latests showed no significant correlations with other traits.
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1. INTRODUCAO

O agronegécio cavalo vem ocupando uma posi¢éo de destaque tanto em
paises desenvolvidos quanto em muitos daqueles em desenvolvimento,
principalmente por ndo ser mais considerado um animal somente util para
transporte e tragdo. De acordo com dados publicados pelo Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE) em 2008, cerca de 5,6 milhdes de equinos
encontram-se distribuidos em todo o territério nacional, conferindo ao Brasil o
quarto lugar no ranking mundial em nimero absoluto da espécie (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2008) onde o
estado de Minas Gerais se destaca com mais de 800 mil animais (IBGE, 2008).
Portanto, trata-se de uma atividade importante e lucrativa, refletindo uma
movimentacdo econémica da ordem de R$ 7,3 bilhdes por ano e a ocupagéo
de cerca de 3 milhdes de pessoas, empregadas direta ou indiretamente
(ESCOLA SUPERIOR DE AGRICULTURA LUIZ DE QUEIROZ, 2006). Outro
dado relevante sdo as exportagdes desta atividade que, em 2009, totalizaram
US$ 27,4 milhdes, receita superior a de produtos como o café torrado e a
cachaca, que tém uma divulgacdo bem mais ampla fora do pais
(CONFEDERACAO NACIONAL DA AGRICULTURA E PECUARIA, 2010). De
fato, a atividade esta em franca ascensdo em funcdo da amplitude e
diversificagdo das atividades equestres, demandando cada vez mais servigos
especializados.

Em fungcdo de toda esta conjuntura, muitas pesquisas vém sendo
realizadas a fim de aprimorar e lapidar a industria equina, visando aumentar os
indices de fertilidade da espécie. Isto por que a domesticagdo exerceu uma
forte influéncia no desempenho do cavalo, acrescentando pouca ou nenhuma
pressdo de selecdo na fertiidade (COSTA, 2009). Além disso, hd uma
tendéncia de se atribuir & fémea os problemas de infertilidade, o que
compromete uma avaliacdo mais criteriosa do macho. E, sabe-se que dentre os
fatores que podem alterar os indices reprodutivos, a qualidade seminal assume
um efeito consideravel (FERNADES; PIMENTEL, 2002).

Além disso, o interesse na difusdo e no desenvolvimento de

biotecnologias voltadas a reproducdo equina vem se fomentando cada vez



mais como uma importante ferramenta para acelerar o ganho genético. Dentre
estas, a inseminacgdo artificial (IA) é a mais utilizada por ser de fécil
implementacdo, economicamente vidvel e base para realizacdo de outras
biotécnicas (PIMENTEL; CARNEIRO, 2008). Assim sendo, a manipulagédo
correta, 0 armazenamento e a criopreservacdo do sémen s&o aspectos
fundamentais para obtencdo de sucesso em programas de reprodugao
assistida.

Uma vez que o garanhdo é um reprodutor estacional cuja atividade
sexual aumenta em épocas de dias longos, as mudancas anuais no
comprimento do dia também podem influenciar o funcionamento gonadal
(JANETT et al., 2003a). Em regides de clima temperado, onde as estagdes do
ano sdo bem definidas, a producéo espermatica e a funcdo testicular sédo
claramente mais elevadas durante a estagcdo reprodutiva (JOHNSON;
THOMPSON, 1983), enquanto que fora desta ocorre diminuigdo do tamanho e
da concentragao de testosterona testiculares (JOHNSON; THOMPSON, 1987).
Entretanto, poucos sao os estudos referentes a influéncia da sazonalidade
sobre a fungao reprodutiva de garanhdes em regides tropicais.

Diante disso, mais pesquisas sdo necessarias a fim de avaliar o
potencial de fertilidade das células esperméticas e os possiveis fatores que
influenciam na fertiidade do ejaculado a fim de predizer o sucesso da
inseminacgao artificial. Assim sendo, os objetivos a serem alcangados com este
estudo foram:

- Avaliar a qualidade seminal de garanhfes Mangalarga Marchador ao
longo de dez meses e constatar possiveis diferencas quanto as épocas do ano;

- Correlacionar os aspectos fisico-morfolégicos do sémen in natura e
resfriado com a sazonalidade;

- Verificar se h& variagdo na concentracdo protéica do plasma seminal
de equinos entre as estacfes climéticas;

- Caracterizar o perfil de secre¢cdo de testosterona bem como suas
concentragdes médias nas quatro estacdes climéticas;

- Constatar se ocorrem variacfes quanto as biometrias e ecotexturas

testiculares ao longo de dez meses;



- Avaliar se os parametros fisiolégicos freqiéncia cardiaca e respiratoria
e temperatura retal sofrem alteragbes relevantes em funcdo das estacdes

climaticas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Sazonalidade em equinos

A atividade reprodutiva de muitas espécies encontra-se delimitada em
determinadas épocas do ano, a fim de garantir que o neonato nas¢a em uma
época favoravel, onde o ambiente se encontre em Gtimas condi¢des de clima e
disponibilidade de alimentos (GERLACH; AURICH, 2000). Em regides de clima
temperado, estas condi¢cdes sdo observadas durante a primavera e o verao,
enquanto em &reas tropicais e &ridas, a estacdo das chuvas é freqlientemente
o fator limitante (ZUCKER et al., 1980). Porém, diferente da temperatura, da
disponibilidade de alimento, da pluviosidade e de outras variaveis, o
fotoperiodo fornece informacdes sobre a estacdo e se mantém constante ano a
ano (GERLACH; AURICH, 2000).

A resposta ao fotoperiodo nos mamiferos ndo é baseada somente no
comprimento do dia absoluto. Os animais sazonais respondem diferentemente
ao comprimento do dia, se este aumenta ou diminui. Como cada comprimento
do dia ocorre duas vezes ao ano (uma vez na primavera-verdo e outra no
outono-inverno), é a capacidade de integrar o histérico e a mudanca do
fotoperiodo que permite aos animais determinar com precisdo a época do ano
(MALPAUX, 2006). Apesar disso, os efeitos do fotoperiodo sobre a reproducéo
podem ser modificados, até certo ponto, pela temperatura, nutricdo, escore
corporal e idade (GERLACH; AURICH, 2000). Porém, ja é bem descrito, em
equinos, que o fotoperiodo seja o fator externo mais influente na sazonalidade
reprodutiva (GINTHER, 1992).

Conforme os dias comegam a ficar mais curtos, a concentragcédo de
melatonina aumenta. Por alguns mecanismos nao totalmente elucidados, isto
exerce um efeito estimulante na secre¢cdo de GnRH pelo hipotdlamo nos
“reprodutores sazonais de dias curtos”, como € o caso dos ovinos. Em
“reprodutores sazonais de dias longos”, como 0s equinos, 0 aumento da
exposicdo a melatonina tem efeito oposto, inibindo a secrecdo de GnRH pelo
hipotadlamo. Assim, diferengcas na extensdo do dia sdo reconhecidas e

transformadas em sinais capazes de “ligar ou desligar” a atividade sexual. Fora



da estacao reprodutiva, as fémeas sazonais ndo apresentam ciclos ovulatérios
e 0s machos podem apresentar diminuicdo da fertilidade ou até mesmo
cessacao da espermatogénese (GERLACH; AURICH, 2000).

A resposta as mudangas anuais no comprimento do dia requer um
complexo ajuste de mecanismos para detectar trés tipos de mudancas:
primeiro, a deteccdo da presenca de melatonina acima de um limiar minimo
(noite x dia); segundo, a detec¢do da duracdo da presenca da melatonina
acima desse limiar minimo (dias longos x curtos); e finalmente, a deteccdo de
mudancas na duragdo da presenca de melatonina relativa a exposi¢do anterior
da mesma (aumento x diminuigdo do comprimento do dia). Ou seja, embora a
principal caracteristica do ritmo de secrecdo da melatonina parega ser a sua
duragéo (tempo com concentragdes elevadas), essa interpretagdo depende do
histérico “fotoperiodico” e “melatoninico” do animal. A direcdo da mudanca
parece ser mais importante do que a duragdo absoluta do fotoperiodo para
determinar a reposta fisioldgica (MALPAUX et al., 2001).

Embora o efeito do fotoperiodo seja bem documentado, o local de agéo
da melatonina ainda néo esta totalmente elucidado. Sabe-se que, em algumas
espécies, a melatonina néo influencia diretamente a secrecdo de GnRH, mas
age por meio de uma complexa rede de interneurdénios envolvendo uma série
de neurotransmissores dopaminérgicos, serotoninérgicos e aminoacidérgicos
excitatorios, que parecem ter como sitio de a¢do o hipotalamo (MALPAUX et
al., 1999). Nos eqinos, a ligacao especifica in vitro da melatonina foi verificada
em maiores quantidades na Pars Tuberalis e na eminéncia mediana e, um
menor nimero destes receptores, no nucleo supraquiasméatico (NSQ) e na area
pré-optica do hipotdlamo. Neste mesmo estudo, as propriedades e distribuicdo
dos receptores mostraram-se idénticos aqueles observados em ovelhas e
coelhos (STANKOV et al., 1991). J& Nonno et al. (1995), estudando a
distribuicdo e caracterizagdo de receptores de melatonina em equinos,
jumentos e bovinos, concluiram que este hormdnio age primariamente na Pars
Tuberalis, mas também na Pars Intermedia e Distalis, sugerindo a hipdfise
como principal local de agéo da melatonina .

Nos mamiferos, o fotoperiodo é percebido pelos olhos através da retina,

que transmitem o sinal fético via sinptica para a glandula pineal (CHEMINEAU



et al., 2007) a partir de uma projecéo de fibras nervosas denominada trato
retino-hipotalamico - TRH (MALPAUX, 2006), demonstrado em equinos por
Sharp et al. (1984). Por meio do TRH, a retina comunica-se com 0s nlcleos
supraquiasmaticos que por sua vez conectam-se com a coluna
intermediolateral da medula espinhal. A partir desta, a informacéo fética chega
a pineal por meio de nervos simpéticos (SOUSA et al., 2008) que a traduz em
sinal quimico com a sintese e secre¢do de melatonina.

A secrecdo da melatonina aumenta com o inicio de uma fase escura e
diminui rapidamente ao final da mesma — como se trata de uma molécula
lipofilica, ela ndo fica estocada nos pinealdcitos, sendo liberada para o espaco
intersticial imediatamente (MALPAUX, 2006). Durante as horas de escuro, a
secrecdo de melatonina é estimulada pela norepinefrina, secretada por
neurdnios pos-ganglionares do ganglio cervical superior (NAGY et al., 2000).
Em equinos, este conceito é suportado pela observagcédo de que o isoprotenol,
um agonista alfa-adrenérgico, estimula a secre¢do de melatonina (SHARP et
al., 1980).

O precursor da melatonina é o aminoécido essencial L-triptofano, o qual
é retirado da corrente sanguinea e convertido a serotonina em duas etapas:
nos pinealdcitos, o triptofano é primeiramente convertido a 5-hidroxitriptofano
(5-HTP) pela triptofano hidroxilase nas mitocondrias e depois é transformado
em serotonina (5-HT) no citosol por um amino&cido aromatico descarboxilase.
A serotonina é entdo convertida em N-acetilserotonina (NAS) pela acdo da
enzima arilalquilamina-N-acetiltransferase (AA-NAT). A NAS, oximetilada pela
enzima hidroxiindol-O-metiltransferase (HIOMT), resulta na formacgédo de 5-
metoxi-N-acetiltriptamina (melatonina) (MALPAUX, 2006) (Figura 1).
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FIGURA 1: Principais mecanismos envolvidos na sintese de melatonina. A informacao

luminosa ¢é percebida pela retina e é transmitida aos Ndcleos
supraquiasmaticos (NSQ), gerador dos ritmos. O sinal entdo é passado
pelo nicleo paraventrivular (NPV), segue para os ganglios cervicais
superiores até alcancar os receptores adrenérgicos (NA) pineais. AA-NAT:
arilalquilamina-N-acetiltransferase; HIOMT: hidroxindol-O-metiltransferase
Fonte: Adaptado de Sousa et al. (2008).

A converséo do triptofano a serotonina ocorre tanto durante o dia quanto
durante a noite. Porém, todas as substancias envolvidas na sintese e
degradagdo da melatonina apresentam uma flutuagdo diaria na sua
concentragdo. A atividade da enzima triptofano-hidroxilase apresenta um ritmo
circadiano de atividade, com pico noturno. As concentragdes de serotonina na
pineal sdo maiores durante o dia e resulta numa transformagédo noturna da
serotonina em NAS em funcdo da maior atividade da AA-NAT neste periodo,
enquanto que a atividade da HIOMT é relativamente constante ao longo de 24
horas (CIPOLLA-NETO; AFECHE, 2008). Além disso, as concentracbes
plasmaticas diarias médias da enzima HIOMT s&o maiores durante o
outono/inverno e diminuem 2 a 3 meses antes do inicio da esta¢ao reprodutiva
de equinos (WESSON et al., 1979).

Outras substancias como neurotransmissores, neuromoduladores ou

horménios também podem modular a sintese de melatonina: neuropeptideo Y,
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peptideo intestinal vasoativo, vasopressina, angiotensina I, insulina,
acetilcolina, dopamina, GABA, glutamato, prostaglandinas, entre outras
(CIPOLLA-NETO; AFECHE, 2008).

2.2. Efeito sazonal sobre as concentracfes de testosterona

Em garanhdes, a fun¢do enddcrina e consequentemente a testicular séo
influenciadas pela estagdo do ano (HOFFMANN; LANDECK, 1999). Ao
estudarem o efeito da administracado de melatonina exdgena em garanhdes,
Argo et al. (1991) observaram que as concentracdes plasmaticas de
testosterona diminuiram apés 11 dias do inicio do tratamento.

A influéncia do fotoperiodo na secrecdo de GnRH é refletida pelas
mudancgas circanuais na liberacdo de LH. Nos “reprodutores sazonais de dias
longos”, a secregédo de LH aumenta durante a primavera e diminui no outono
(GERLACH; AURICH, 2000). Em garanhdes, a liberagdo de LH é
correlacionada positivamente com o comprimento do dia, de forma que suas
concentragdes plasméticas sédo maiores durante a estacdo de monta, conforme
observado por Johnson e Thompson (1983), o que € fundamental para o
restabelecimento da fungdo testicular normal de animais adultos
(STANBENFELD; EDQVIST, 1993). Quanto ao FSH, sua concentracdo
plasmética 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).

O tamanho da populacéo de células de Leydig de garanhdes também
varia ao longo do ano (JOHNSON; THOMPSON, 1983; JOHNSON; TATUM,
1989). Entretanto, o volume individual das células de Leydig ndo difere com a
estacdo do ano, mas sim o numero deste tipo celular por testiculo, o que foi
correlacionado com as concentragfes plasmaticas de testosterona por Johnson
e Thompson (1986). Isto porque o LH ao ligar-se as membranas das células de
Leydig, d& inicio a um processo de fosforilacdo de proteinas intracelulares e
mobilizacdo de precursores de esterdides, principalmente por meio da
conversdo do colesterol a pregnenolona (STANBENFELD; EDQVIST, 1993),

culminando com a produgao de testosterona, principalmente.



Em carneiros, Lincoln e Short" (1980 apud Stanbenfeld; Edqvist, 1993)
observaram que embora a liberacdo episédica do LH fora da estacdo
reprodutiva seja de grande amplitude, a producédo de testosterona pela célula
de Leydig € minima porque a frequéncia de liberagéo do LH é baixa e a célula
de Leydig se encontra pouco responsiva a gonadotrofina. Durante a estacéo de
monta fisiologica, a secre¢cdo de LH com muito menor amplitude, porém com
duragéo de tempo muito maior, elicia a liberacdo de uma quantidade maior de
testosterona.

Em hamsters machos, a exposi¢do a dias curtos inibitorios resultou num
aumento na sensibilidade da secrecéo de LH ao feedback negativo esteroidal
(TUREK; ELLIS, 1981; SISK; TUREK, 1983). Estudos comparaveis ndo tém
sido realizados em cavalos, mas a a¢cao de andrégenos tem sido sugerida por
exercerem um feedback negativo no hipotalamo (IRVINE; ALEXANDER, 1982;
MUYAN et al.,, 1993). As concentragdes plasmaticas de testosterona em
garanhdes variam paralelamente com o LH (BERNDTSON et al.,, 1974,
JOHNSON; THOMPSON, 1983), enquanto cavalos castrados ndo mostram
variagbes circanuais nas concentracdes plasméticas de LH (IRVINE;
ALEXANDER, 1982). Assim, as mudancas na liberacdo de LH em equinos
requerem a presenca das gbnadas, indicando efeito esterdide-dependente do
fotoperiodo (GERLACH; AURICH, 2000).

Sabe-se que no hemisfério Norte, as concentragfes plasmaticas dos
hormonios sexuais exibem um padrédo sazonal bem definido. Diversos autores
verificaram a maior concentracdo plasmatica de testosterona durante a estacao
reprodutiva, quando comparado a fora da mesma (BERNDTSON et al., 1974;
HARRIS et al, 1982; COX et al, 1988, ROSER; HUGHES, 1992;
HOFFMANN; LANDECK, 1999).

2.3. Efeito sazonal sobre as biometrias testiculares

As dimensdes testiculares estao diretamente relacionadas com a

producéo espermética diria, uma vez que esta producdo depende do numero

! LINCOLN, G.A.; SHORT, R.V. Seasonal breeding: Nature's contraceptive. Recent Progress
in Hormone Research, v.36, p.1-52. 1980.



de espermatozéides produzidos por grama de tecido testicular. Testiculos
maiores possuem maior potencial de producdo espermética e, embora o
tamanho testicular seja um fator importante, é necessario que o tecido
testicular seja completamente normal e funcional para que a producdo
espermdtica seja maxima, uma vez que existem razdes patoldgicas para
aumentos das dimensdes testiculares (LOPATE et al., 2003).

Os equinos, como reprodutores estacionais, apresentam suas
caracteristicas testiculares variaveis ao longo do ano. Porém, diferentemente
de algumas espécies sazonais, 0s garanhdes mantém a producgdo espermética
entre as estagdes (AMANN, 1993a). As dimensdes dos testiculos de garanhdes
variam de acordo com a estagdo em funcdo do numero de células de Leydig,
células de Sertoli e espermatozdides por grama de testiculo (LOPATE et al.,
2003).

Segundo Johnson (1985), o aumento na producdo espermatica diaria de
garanhdes na época do verdo resulta de um aumento na populacdo de
espermatogbnias do tipo A. Nesta mesma época do ano, assim como as
concentracdes plasmaticas de LH (JOHNSON; THOMPSON, 1983; CLAY et
al., 1988) e testosterona (BERNDTSON et al., 1974; JOHNSON; THOMPSON,
1983), o 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 estagéo reprodutiva. Estas relacdes estédo
de acordo com os estudos de Johnson e Tatum (1989), que verificaram que as
variagfes sazonais de peso testicular e nimero de células de Sertoli, células
de Leydig e células germinativas foram maximas em maio e junho
(correspondente a novembro e dezembro no Hemisfério Sul).

O desenvolvimento testicular méaximo ocorre entre maio e julho no
Hemisfério Norte. De setembro a fevereiro, os testiculos regridem alcangando
menor tamanho entre novembro e janeiro. Neste momento, as células de
Leydig encontram-se em menor numero, e consequentemente menos
testosterona € produzida, assim como as células de Sertoli e producéo
espermatica (BERNDTSON et al., 1983; CLAY et al., 1987).
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2.4. Efeito sazonal sobre os aspectos fisicos e morfologicos do

sémen

Um dos pré-requisitos para o sucesso ha criopreservacdo do sémen de
garanhdes é a qualidade inicial do mesmo, que varia consideravelmente entre
animais (DOWSETT; KNOTT, 1996; SIEME et al., 2004). Em muitos
estabelecimentos, o congelamento seminal ocorre com maior freqiiéncia fora
da estacao reprodutiva, como forma de poupar o garanhdo durante a estagéo,
e esta realidade € uma das principais justificativas para a investigacdo da
influéncia da estagao sobre os aspectos seminais.

O volume seminal é aproximadamente 40% maior durante a estacao
reprodutiva do que durante o inverno, enquanto que a concentracado média por
ejaculado é 50% maior na estacdo de monta (LOPATE et al., 2003).

Para Robalo Silva et al. (2007), a influéncia sazonal sobre a produgé&o
espermética testicular esta correlacionada com o volume testicular, sugerindo
que a producdo de espermatozéides tenha relagdo direta com o volume do
parénquima testicular. Estes autores também notaram diferengas entre as
estacdes com relacdo ao volume médio total e desprovido de gel: ambos
diminuiram progressivamente entre a primavera e o inverno. Estes resultados
contrastam com os observados por Janett et al. (2003a) que registraram
volumes maximos no verdo, podendo esta diferenca ser em funcdo da
diferenca do clima entre as regides dos dois estudos, a freqiiéncia de coleta
dos ejaculados e/ou raga dos animais.

Com relagdo a motilidade espermética e normalidade morfolégica dos
espermatozoides, a variacdo sazonal destas caracteristicas € controversa.
Janett et al (2003a) observaram melhor motilidade espermatica durante o
verdo, enquanto Robalo Silva et al. (2007) e Wrench et al. (2010) néo
registraram diferencas significativas e Blottner et al. (2001) verificaram valores
superiores desta caracteristica durante o inverno. Com relacdo a morfologia
espermética, Robalo Silva et al. (2007) também n&o observaram variacdes ao
longo do ano. J& Janett et al. (2003a) obtiveram menores porcentagens de
espermatozoides morfologicamente normais no verdo, quando ocorreram as

maiores concentragfes de defeitos maiores, comparado a primavera e outono.
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Tais resultados corroboram com o estudo de Blottner et al. (2001), que
registraram maiores valores para morfologia espermética normal durante o
inverno, embora, as coletas dos ejaculados tenham sido realizadas somente

em um més dentro (maio) e fora (dezembro) da estagédo de monta.

2.5. Proteinas do plasma seminal

O plasma seminal € um componente fundamental na monta natural por
servir como meio de transporte e protecdo para os espermatozoides. Porém,
ndo é essencial para a fertilidade dos mesmos, uma vez que € possivel a
inseminacao artificial com espermatozéides provenientes do epididimo. Trata-
se de um meio de grande interesse bioquimico em funcdo da complexidade da
sua composicdo: carboidratos, &cidos graxos, aminoacidos, peptideos,
proteinas, enzimas, constituintes antimicrobianos e diversos hormonios
(GARNER; HAFEZ, 1995). Para Frazer e Bucci (1996), a presenca ou auséncia
de muitos destes elementos parece estar relacionada a fertilidade do ejaculado.

Segundo Calvete et al. (1994) e Topfer-Petersen et al. (2005), as
proteinas secretadas ao longo do trato genital do macho, presentes no plasma
seminal, exercem uma importante funcdo no processo de maturagdo e
capacitacdo espermaética por meio do remodelamento da superficie celular,
possibilitando a célula espermatica penetrar a zona pelicida por meio da
reagcdo acrossomal. Entretanto, a influéncia do plasma seminal na
criopreservacado de sémen ainda ndo esta bem definida, pois, enquanto alguns
estudos evidenciam seus beneficios, outros postulam que o mesmo provoca
efeitos maléficos aos espermatozoides e, por isso, deve ser excluido ou
mantido em pequenas fracbes (BARRETO, 2007). Embora amplamente
estudados, os efeitos do plasma seminal nas fungbes esperméaticas ainda sédo
contraditorios (PEREZ-PE et al., 2001).

Parece existir uma concentragdo minima destas proteinas para que elas
se adsorvam na membrana plasmatica espermatica e possibilitem a reverséo
das lesdes provocadas pelo estresse térmico, como a aglutinagdo cabeca com
cabeca (MAXWELL; JOHNSON, 1999). Souza et al. (2002) relacionaram

melhorias no quadro espermatico de carneiros no primeiro ano de vida ao
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aumento dos niveis de proteinas totais no plasma seminal, enquanto em
equinos foi relatado por Bittmar e Kosiniak (1992) que o aumento da
concentracdo de proteinas em sémen pouco concentrado diminuiu a
congelabilidade do mesmo.

O perfil das proteinas identificadas no plasma seminal parece variar de
acordo com hormdnios, enzimas, fatores de crescimento e glicoproteinas que
permanecem desconhecidos em sua natureza ou funcdo. Além disso, a
proporgcdo destas proteinas varia entre individuos de uma mesma espécie
(FRAZER; BUCCI, 1996) e entre ejaculados de um mesmo animal (AMANN et
al., 1987). A composicdo e seus efeitos na habilidade de fertilizagdo do
espermatozoide variam com a fertilidade individual de cada animal (BRANDON
et al., 1999) e possivelmente, com a estagao climéatica, como sugere WRENCH
et al. (2008).

Segundo Topfer-Petersen et al. (2005), a maioria das proteinas isoladas
do plasma seminal de garanhdes (HSP-1 a HSP-8) possuem baixo peso
molecular (de 14 a 30 KDa) e podem ser divididas em trés principais classes.
As HSP-1 e HSP-2 (ou SP-1 e SP-2) sdo as mais abundantes proteinas do
plasma seminal, correspondendo a 70-80 % do contetdo protéico total deste:
elas pertencem a familia de proteinas do tipo Fn-2 e parecem corresponder as
proteinas ligadoras de heparina de bovinos (BSPs) que estdo envolvidas nas
primeiras etapas da fertilizacdo (capacitagdo). A segunda classe de proteinas
descrita por estes autores confere a familia de proteinas secretoras ricas em
cisteina (CRISP), cuja HSP-3 pertence, e parece estar relacionada a fusédo
espermatozoide-ovaocito, funcdo de defesa imune inata e bloqueio de canais
idnicos. Ja a familia das espermadesinas, com a HSP-7 como uma de suas
representantes, esta relacionada ao estabelecimento da reserva e capacitacao

esperméticas e a interacdo espermatozéide-zona pellcida.

2.6. Avaliagao ultrassonografica em machos

O exame ultrassonogréfico é frequentemente realizado na clinica
ginecoldgica. No entanto, 0 mesmo € pouco realizado em machos (POZOR,

2005), embora ele seja uma excelente alternativa de exame complementar
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para a investigacdo de desordens patologicas dos testiculos e genitalia interna
(LOVE, 1992).

Por ser um método nao invasivo de visualizagdo da anatomia interna, a
ultrassonografia € considerado o mais importante avanco tecnoldgico na
pesquisa da reproducdo animal (GINTHER, 1986). Em machos, ela pode ser
utilizada para examinar e mensurar testiculos, préstata e glandulas vesiculares
(WEBER; WOODS, 1991; POZOR; MCDONNELL, 2002) e, aliada ao exame
clinico, confere diagnosticos precisos de algumas desordens (PASTORE,
2008). Porém, trata-se de uma técnica que depende do conhecimento prévio
da anatomia do 6rgéo a ser avaliado para correta interpretacdo das imagens e
reconhecimento de artefatos (GINTHER, 1986), j& que a andlise da imagem é
subjetiva, variando com a interpretacdo de cada examinador. Por isso, é
importante a padronizacdo de valores quantitativos aos diferentes tons de cinza
para determinacdo da normalidade da ecotextura para 6rgdos reprodutivos
(PASTORE, 2008). Ao determinar o histograma da imagem, uma distribuicdo
estatistica das 256 diferentes tonalidades de cinza é descrita em termos
numéricos para quaisquer segmentos obtidos.

Para a realizacdo do exame testicular e das glandulas acessorias, é
recomendavel o uso do transdutor linear de 5 MHz para a visualizagéo e
mensuracgdo dos testiculos e de 7,5 MHz para escanear as glandulas sexuais
acessorias e estruturas menores, como as artérias testiculares (LOPATE, 2003;
JUCA, 2005).

O parénquima testicular normal é caracterizado como homogéneo e
moderadamente ecogénico e com uma estrutura central hiperecdica de
ecogenicidade variavel, o mediastino (PECHMAN; EILTS, 1987; ANDRADE
MOURA; MERKT, 1996; GOULETSOU et al., 2003).

Chandolia et al. (1997a) associaram a mudangas nas imagens do
parénquima testicular durante o desenvolvimento sexual de ovinos, a
proliferac@o celular e producdo de fluidos. Valores numéricos dos pixels das
imagens diminuiram da segunda para a oitava semana de vida dos animais,
provavelmente como reflexo da produgéo de fluidos, em consequéncia do
término da formacdo das células de Sertoli, comum ao inicio da

espermatogénese. E entre a oitava e vigésima segunda semana, 0 aumento
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destes valores foi correlacionado a proliferacdo e formacao gradual dos tipos
celulares espermatogénicos. Em outro estudo, com bovinos de origem taurina,
Chandolia et al. (1997b) correlacionaram com o aumento da ecogenicidade
testicular, a partir da vigésima semana de vida, o aumento, duas semanas
apds, das concentragfes séricas de testosterona.

Para Gabor et al. (1998), a ecotextura testicular prediz o potencial da
funcdo gonadal de bovinos. Em estudo conduzido por Kastelic et al. (2001), a
ecotextura testicular de touros apresentou uma regressao linear positiva com a
producdo espermatica diaria. Porém, Brito et al. (2003) ao promoverem
estresse por calor em bovinos, notaram uma queda na qualidade e produgé&o
de sémen, embora a ecogenicidade do parénquima testicular ndo tivesse sido

alterada.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Localizac&o geogréfica

O experimento foi realizado no setor de Equideocultura do Departamento
de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, situado no municipio de
Vigosa, localizada na Mesorregido da Zona da Mata de Minas Gerais, Brasil, a
uma latitude 20°4520” Sul, longitude 42° 5253 Oeste, altitude média de 752 m
e clima predominante do tipo tropical mesotérmico brando Uumido (COELHO;
DA-SILVA, 2003). O célculo do fotoperiodo da localidade foi realizado de
acordo com Varejao-Silva (2006), de forma que os menores dias foram de 17 a
27 de junho, com média de 10,85 horas de luz/dia, e os maiores ocorreram de

18 a 27 de dezembro, com 13,37 horas de luz/dia.

3.2. Instalagdes e manejo dos animais

Foram utilizados trés garanhdes da raca Mangalarga Marchador com
idade entre 7 e 15 anos e pesando entre 405 e 480 Kg (animal 1 - 15 anos, 480
Kg; animal 2 - 15 anos, 410 Kg; animal 3 - 7 anos, 405 Kg). Durante o periodo
experimental, os mesmos ficaram alojados em baias de alvenaria de 16 m?
com cama de capim gordura e eram soltos diariamente, individualmente, em
piquetes de capim coast cross e tifton (Cynodon spp.), de 225 m?, no periodo
das 07:00 as 14:00. A alimentacéo, oferecida duas vezes ao dia, consistiu em
ragdo concentrada adequada para a categoria (garanhdes em manutengao —
14% de proteina total — 1,0% do peso vivo), formulada segundo as
recomendacdes do National Research Council (2007) e capim elefante
(Pennisetum purpureum cv cameroon) com cana (Saccharum officinarum)
picada (3,5% + 1% do peso vivo, respectivamente), sal mineral e agua ad
libitum. O controle de ecto e endoparasitas foi realizado de acordo com o
programa sanitario do setor. Os trés garanhdes que compuseram O grupo
experimental foram considerados higidos e classificados como aptos a

reproducdo ao exame androldgico.
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3.3. Coletade sémen

As coletas de sémen foram realizadas utilizando vagina artificial, modelo
Botucatu?, preenchida previamente com agua aquecida a 50 °C. A mucosa
plastica descartavel que revestia internamente a mucosa de latex foi lubrificada
com vaselina estéril. O sémen era coletado em saco plastico que revestia
internamente o copo coletor, sendo este protegido da luz e oscilagdes da
temperatura.

Antes do inicio de cada coleta, os trés animais tiveram o pénis
higienizado com agua a 33 °C (RAPHAEL, 2007). Todas as coletas de sémen
ocorreram com auxilio de égua em estro natural ou induzido com cipionato de
estradiol® ou dinoprost trometamina®, devidamente contida fisicamente.

Ao inicio do experimento, cada reprodutor foi submetido a seis coletas
de sémen consecutivas, intercaladas em 24 horas, a fim de esgotar a reserva
espermética extra-gonadica (STICH et al., 2002), e no sétimo dia deu-se o
inicio do experimento (29 de abril de 2009). A partir de entéo, as coletas foram
realizadas a cada quatorze dias. Foram realizadas 23 coletas por animal,
perfazendo um total de 69 ejaculados analisados ao longo do experimento, o

qual foi finalizado em 02 de marco de 2010.
3.4. Determinacdo da concentracdo protéica do plasma seminal

Aproximadamente 15 mL de sémen de cada ejaculado foram submetidos
a centrifugacdo a 700 g por 20 minutos a 4 °C, para obtencdo do plasma
seminal. O sobrenadante obtido de cada amostra foi aliquotado em tubos
plasticos de 1,5 mL e estocados a -80 °C em ultrafreezer.

Foi realizado um pool composto por duas amostras de dois ejaculados
subsequentes de cada animal, que posteriormente, foi centrifugado a 10.000 g
por 10 minutos a 4 °C e uma segunda centrifugacdo foi realizada também a

4 °C, a 20.100 g por 30 minutos, para a clarificagdo das mesmas.

2 Bjotech Ltda, Botucatu, Brasil.
3 ECP® — Pfizer Salde Animal, SP, Brasil.
4 Lutalyse® — Pfizer Saude Animal, SP, Brasil.
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A dosagem de proteinas sollveis totais foi realizada conforme método
descrito por Bradford (1976), utilizando o reagente Coomassie Brilliant Blue G-
250 e a albumina sérica bovina (BSA) como solucdo de proteina padrdo. As
amostras foram analisadas em ftriplicata por meio de leitura por
espectrofotdmetro, com absorvancia no comprimento de onda de 595 nm. A
estimativa da concentragdo total das proteinas solUveis de cada amostra foi

feita com base na equagéo ajustada (Figura 2).
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FIGURA 2: Curva padrao ajustada para estimar a concentragcédo de proteinas sollveis
totais do plasma seminal de eqiiinos pelo método de Bradford (1976).

3.5. Anéalise do sémen fresco

As caracteristicas seminais analisadas apds a obten¢édo do ejaculado
foram: volume ejaculado total (mL), volume ejaculado livre de gel (mL),
motilidade espermatica total (%), vigor espermatico (1 a 5), concentragdo
espermatica (10° espermatozdides/mL) e total de espermatozéides no
ejaculado (10° espermatozoides). A integridade de membrana (%) avaliada a

partir das analises com coloracdo eosina-negrosina e sondas fluorescentes
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também foram realizadas logo apds a coleta do ejaculado, enquanto que a
morfologia espermética (%) e integridade de membrana espermética (%), por
meio de preparacdo Umida e pelo teste hiposmotico respectivamente e
posteriormente foram avaliadas a partir de amostras previamente fixadas em
solucéo formol salina tamponada (HANCOK, 1957).

O volume do ejaculado foi aferido mediante a utilizagdo de proveta
graduada de 250 mL, previamente aquecida a 37 °C. Posteriormente, o sémen
foi filtrado em filtro de nylon préprio e novamente avaliado para a determinacao
do volume seminal sem a fragéo gel e entdo acondicionado em banho Maria a
37 °C, onde permaneceu até que as andlises fossem devidamente concluidas.

Para determinac&o da motilidade total e vigor esperméticos, uma gota de
20 pL de sémen foi depositada entre [amina 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
0os erros de observacdo, no minimo duas laminas por amostra foram
examinadas, sendo observados no minimo cinco campos microscépicos por
[amina.

A concentragdo espermatica foi realizada a partir de uma aliquota de
50 yL de sémen diluida em 950 yL de formol salina tamponado. Apés a
homogeneizagdo, uma pequena gota da amostra foi depositada em cada um
dos reticulos de uma camara de Newbauer e 0s espermatozoides presentes
em cinco quadrados dispostos em diagonal de cada reticulo foram contados
em microscopio Optico, sob aumento de 200x. ApOs a operagdo, a média
aritmética foi calculada e multiplicada por 10°, a fim de se obter o nimero de
espermatozoides por mL de ejaculado. O numero total de espermatozéides foi
obtido a partir da multiplicacdo da concentracdo espermatica pelo volume livre
de gel da amostra (COLEGIO BRASILEIRO DE REPRODUCAO ANIMAL —
CBRA, 1998).

A avaliacdo das células viaveis e ndo viaveis pelo teste supravital foi
realizada utilizando solugcéo de eosina (1%) e negrosina (5%), conforme
descrito por Swanson e Bearden (1951). Uma amostra de 20 yL de sémen foi
homogeneizada com 20 pL do corante e um esfregago foi confeccionado sobre
a lamina. Apo6s aproximadamente 30 segundos (BARTH; OKO, 1989), a
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amostra foi analisada em microscopia 6ptica com aumento de 1.000x sob 6leo
de imersao e contabilizado o total de espermatozdides corados, dentro de um
grupo de 100 células. As células viaveis permaneciam sem se corar enquanto
que as ndo viaveis se apresentavam coradas em rosa-avermelhado.

Amostras de todos os ejaculados foram avaliadas quanto a integridade
funcional da membrana espermatica por meio do teste hiposmético, seguindo
metodologia descrita por Alves et al. (2005). Uma amostra de 100 yL de sémen
foi adicionada em 800 uL de agua destilada pré-aquecida a 37 °C. A solucéo
permaneceu entéo incubada a esta temperatura por 15 minutos, quando entéo
foi procedida a fixacdo das células com 0,5 mL de formol salina tamponada. As
avaliacdes foram realizadas posteriormente por metodologia de preparacéo
Umida, adicionando-se uma gota de 20 pyL da amostra entre lamina e laminula.
A contagem de 200 células foi feita em microscopia 6ptica com contraste de
fase em 6Oleo de imerséo, sob aumento de 1.000 X. Na analise, todas as células
espermaticas apresentando dobra ou enrolamento de cauda foram
consideradas como reativas ao teste. A reacdo 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).

O teste de integridade de membrana por fluorescéncia foi realizado
homogeneizando-se 20 uL de sémen com 80 pL da solugédo contendo iodeto de
propidio (PI) e diacetato de carboxifluoresceina (CFDA), descrita por Harrison e
Vickers (1990) e modificada por Zuccari (1998) (Anexo A), em um tubo plastico
de 1,5 mL previamente protegido com papel aluminio para evitar contato com a
luz, e incubado por 15 minutos em banho Maria a 37 °C. Uma gota de 10 pL foi
entdo depositada entre lamina e laminula e analisada em microscopia de
fluorescéncia, utilizando filtro de 480 nm, em aumento de 1.250x com objetiva
de imersdo. Foram avaliadas 100 células por amostra, sendo consideradas
como possuindo membrana integra aquelas que coraram em verde; as que
coraram em vermelho foram consideradas de membrana danificada e as semi-
lesadas aquelas células coradas em verde na regido acrossomal e em
vermelho no nucleo.

Para a avaliacdo da morfologia espermética, foram adicionados em 1 mL

de solugdo formol salina tamponada, 100 pL de sémen ou quantidade

20



suficiente para turvar a mesma. A andlise posteriormente realizada pelo
método de preparacdo Umida foi baseada na quantificacdo das patologias,
segundo classificagédo de Blom (1973), preconizadas pelo CBRA (1998), em
defeitos maiores, defeitos menores e defeitos totais, contando 200 células em
microscopia 6ptica em contraste de fase em aumento de 1.000x, utilizando 6leo

de imersao.

3.6. Resfriamento seminal

Apos a quantificacdo da concentracdo espermatica de cada ejaculado,
foi obtido um volume seminal compativel com a presenca de 300 milhdes de
espermatozoides vidveis (VIDAMENT et al., 1997). A partir de entdo, o volume
definido para o resfriamento foi diluido em meio comercial a base de leite
desnatado®, de forma que a concentracéo final resultasse em 20 a 50 milhdes
de espermatozoides viaveis/mL (VARNER et al., 1987; SCHMITT, 2002) e a
propor¢cdo sémen:diluidor entre 1:2 e 1:9 (BERLINER,1942; JASKO et al.,
1991a; EILTS, 2004; PICOCK, 2007). A amostra foi acondicionada em saco
plastico (coletor de urina) e imersa em agua a 37 °C num recipiente térmico de

isopor, sendo entdo acondicionada em geladeira a 5 °C.

3.7. Anéalise do sémen resfriado

O sémen resfriado foi avaliado a cada 12 horas apds a coleta, até que a
motilidade espermatica total fosse quantificada em 20%. As andlises realizadas
nestes intervalos foram: motilidade espermatica (%), vigor espermético (1 a 5),
coloracdo supra-vital (%) e choque osmético (%). Ainda, com intervalos de 24 e
48 horas apo6s o resfriamento, uma aliquota da amostra seminal resfriada foi
destinada & andlise por meio das sondas fluorescentes. Todas as analises

foram realizadas conforme descrito para o sémen fresco.

5 Equimix®, Nutricell Nutrientes Celulares, SP, Brasil.
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3.8. Avaliagéo testicular

As biometrias e avaliagdo ultrassonogréfica dos testiculos de cada
animal foram realizadas a cada quatorze dias, em torno de dois dias antes da
coleta de sémen.

Foi realizada a inspecé@o do escroto e palpagéo bilateral do epididimo,
funiculo espermético e testiculos, que foram caracterizados de acordo com a
consisténcia, sendo classificados em tenso elastico (normal), flacido e muito
flacido. A mensuracdo dos testiculos foi feita com a utilizacdo de um
paquimetro nas dimensées comprimento, largura, espessura e largura escrotal,
sempre pelo mesmo operador. A partir destes dados, foi calculado o volume
testicular individual e combinado (a partir do somatério dos volumes dos dois

testiculos) conforme Love et al. (1991):
VT =4m/3 x (C/2) x (L/2) x (A/2)

onde,
VT: volume testicular (mm?);
C: comprimento testicular (mm);
L: largura testicular (mm);

A: altura testicular (mm).

As ultrassonografias testiculares foram realizadas sempre pelo mesmo
operador e as configuragdes do aparelho de ultra-som (ganhos proximal, distal
e total, area de foco; brilho e contraste) foram padronizadas em valores pré-
determinados e iguais durante todo o experimento. O transdutor utilizado era
linear de 5 MHz. Foram adquiridas quatro imagens de cada testiculo,
consistindo dos planos transversal nos sentidos ventro-dorsal e latero-medial,
sagital sentido ventro-dorsal e dorsal sentido latero-medial. As imagens

geradas foram entdo digitalizadas a partir do software Fast Capture XP®° e

6 Espectrolab Medical Scientific®, MG, 2007.
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posteriormente analisadas com o auxilio de um processador especifico e
aperfeicoado para andlise de imagens’.

Todas as imagens foram padronizadas em tamanho de 314 X 235 pixels
em programa especifico para edicdo de imagens®. Foi feita entdo a selecéo de
uma area homogénea de 40 x 40 pixels do tecido testicular para
posteriormente, ser realizado o histograma de cada uma. A tonalidade de cinza
de cada pixel que compds a regiéo selecionada foi calculada pelo processador
e representada numericamente em uma escala de 256 tons de cinza, na qual
zero (0) representa um pixel de tonalidade totalmente preta e 255 um pixel de
tonalidade totalmente branca. A regido selecionada para a analise consistiu
somente de tecido testicular, sendo retiradas da analise possiveis regibes que
possuissem quaisquer tipos de artefatos.

Os valores numéricos expressos pelo software representaram o valor
médio da tonalidade de cinza da dada area testicular, correspondendo

guantitativamente a ecotextura testicular.

3.9. Perfil sérico de testosterona e cortisol

Para determinagdo do perfil de testosterona e cortisol séricos, a veia
jugular de cada animal foi canulada para obtengdo do sangue, com cateter
14G. Para evitar possiveis transtornos, a cada coleta o cateter era lavado com
solucéo de heparina (1:1000) visando diminuir a coagulagdo de sangue e
entupimento do instrumento. Anteriormente a cada punc¢ao, foi descartado um
volume de 1 mL de sangue, a fim de diminuir a contaminagdo da amostra com
0 anticoagulante.

As amostras foram centrifugadas a 330 g por 10 minutos. O soro
sanguineo de cada amostra foi acondicionado em tubos plasticos de 1,5 mL,
em duplicata, e congelado a -20° C para andlise posterior. A determinagdo das
concentragdes séricas da testosterona e cortisol foram realizadas por

quimioluminescéncia, pela técnica imuno-enzimatica utilizando-se de kits de

" ImageJ® - Algorithmic Approach using Java, NY, 2008.
# Adobe Photoshop CS5® - Adobe Systems Incorporated, CA, 2010.
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reagentes comerciais®, no aparelho Access®, conforme as especificages do
fabricante.

As coletas foram realizadas ap6s aproximadamente 60 dias do inicio de
cada estacdo climatica (22 de maio de 2009; 21 de agosto de 2009; 20 de
novembro de 2009; e 19 de fevereiro de 2010). Desta forma, as coletas
ocorreram uma vez a cada estacdo climatica, num periodo de 24 horas em
intervalos de 20 minutos. Assim sendo, foram obtidas 73 amostras de cada
animal a cada sesséo de coleta, totalizando 876 amostras analisadas.

O preparo dos animais para a rotina das coletas de sangue comegava
em torno das 16:00, duas horas antes da obtencdo da primeira amostra. Para a
comparagao dos dados obtidos, optou-se por padronizar seis turnos de quatro
horas, aleatoriamente, de forma que os mesmos ficaram distribuidos em: turno
1, referente as amostras obtidas das 18:00 as 21:40; turno 2, das 22:00 as
01:40; turno 3, das 02:00 as 05:40; turno 4, das 06:00 as 09:40; turno 5, das
10:00 as 13:40; e turno 6, das 14:00 as 17:40, concluindo o ciclo de 24 horas.

3.10. Parametros fisiolégicos

Foram aferidos os parametros cardio-respiratérios por meio de
auscultacdo e temperatura corporea retal com o uso de termémetro de
mercurio veterinario, uma vez por semana, em dois momentos diferentes

(09:00 e 16:30) durante todo o periodo experimental.

® Beckman Coulter, Inc., CA, E.U.A.
1 Beckman Coulter, Inc., CA, E.U.A.
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3.11. Variaveis climéaticas

Os ambientes no quais os animais passavam a maior parte do tempo foi
monitorado por meio de termémetros de maxima e minima, bulbo seco e bulbo
umido e globo negro. A partir de entdo, foi calculado o indice de globo e

umidade (ITGU) proposto por Buffington et al. (1977), cuja equagao segue:

ITGU =0,72 (GN + BU) + 40,6
onde,
GN — temperatura de globo negro (°C), e

BU — temperatura de bulbo Gmido (°C).

Foram instaladas duas mini-estagdes meteoroldgicas, de modo que uma
ficou alocada numa baia vazia, visando simular aquelas onde os animais se
encontravam alojados, e a outra no ambiente externo ao galp&o das baias. Isto
se fez necessério em fungdo do manejo dos animais, que eram soltos
diariamente (das 07:00 as 14:00). As temperaturas foram entdo averiguadas,
nos dois ambientes, uma vez por semana, em cinco momentos diferentes com
intervalos de duas horas e meia (07:00, 09:30, 12:00, 14:30 e 17:00), durante

todo o periodo experimental.

3.12. Anélises estatisticas

Para andlise dos dados foi utilizado o programa estatistico Sistema de
Andlises Estatisticas e Genéticas 9,1 (SAEG-UFV, 2007).

Para todas as caracteristicas estudadas foram estimadas as médias,
desvios-padrao, coeficiente de variagao e distribuicdo de frequéncia.

Todos os dados quantitativos foram submetidos ao teste de normalidade
dos dados e a homocidacidade das variancias, posteriormente submetidas a
ANOVA, e as médias comparadas pelo teste de Tukey com 5% de
probabilidade de erro. Quando n&o atendidas as premissas da ANOVA, os
dados foram avaliados por anélise ndo paramétrica (teste de Kruskal Wallis ou

Wilcoxon), também com 5% de probabilidade de erro.
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Com relagdo as caracteristicas qualitativas ou de classes, os dados
foram arranjados em tabelas de contingéncia e analisados pelo teste de qui-
quadrado, com 5% de probabilidade de erro.

Analise de regressédo foi empregada para estudar o comportamento da
concentracdo de testosterona e cortisol ao longo de 24 horas e durante as

guatro estacdes do ano.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos sistemas de producdo agropecudrios, considera-se o ambiente no
qual os animais encontram-se alojados um fator preponderante a eficiéncia da
atividade econdmica desenvolvida (OLIVEIRA et al., 2008), uma vez que, além
dos fatores genéticos e nutricionais, aspectos relacionados ao comportamento
e bem estar dos animais devem ser observados a fim de garantir a estabilidade
de producéo e desempenho animal (LEWIS, 2000). Assim sendo, o ambiente
deve ser o mais adequado possivel para que o0s animais expressem seu
potencial maximo (OLIVEIRA et al., 2008). No presente trabalho, as condi¢des
climaticas tanto do ambiente de pastejo quanto das baias nas quais 0s animais
permaneceram alojados foram monitoradas (Tabela 1) e os resultados obtidos
evidenciam uma equivaléncia entre os dois ambientes, exceto para aqueles
parametros que refletem a radiacdo térmica, temperatura de globo negro e
ITGU.

TABELA 1: Variaveis climaticas monitoradas dentro e fora das baias dos reprodutores
da raca Mangalarga Marchador ao longo das estag¢des climaticas.

VARIAVEIS CLIMATICAS OUTONO INVERNO PRIMAVERA VERAO
AMBIENTE EXTERNO
Globo Negro (°C) 28,8+4,3"°%  261+39°% 203+42"° 318+41"
Bulbo Seco (°C) 21,3+26°%  201+18°% 255+16" 272+24"
Bulbo Umido (°C) 19,9+24°%  189+15% 244+16" 264+21"
Umidade Relativa (%)* 87,1+22% 88,0+26°" 899+32°* 909+19"
Minima (°C) 17,9+27%  165+24°%  220+12" 229+18"
Méaxima (°C) 238+21% 222432  278+21°% 311+23"
ITGU 757+47°%%  730+£37“ 793+36"" 825+42"
AMBIENTE INTERNO
Globo Negro (°C) 20,1+22%  190+21% 242+16" 253+21"
Bulbo Seco (°C) 20,4+33°%  194+16° 242+15" 258+21"
Bulbo Umido (° C) 19,8+2,3%  184+15%  236+17" 254%20"
Umidade Relativa (%)** 87,1+35" 882+29" 908+14% 91,9+04"
Minima (°C) 16,4+27% 155+23°%  219+18" 224+19"
Méaxima (°C) 238+26°%* 223+25% 261+27" 280+39"
ITGU 69,3+33%  676+25% 750+23" 771+29"

"~ Médias seguidas por diferentes letras mailisculas na mesma linha diferem entre si (p < 0,05) pelo
Teste de Tukey.
&b Médias seguidas por diferentes letras minisculas na mesma coluna e de uma mesma caracteristica
diferem entre si (p < 0,05) pelo Teste de Fisher.
@ Médias seguidas por diferentes letras mintsculas na mesma coluna e de uma mesma caracteristica
diferem entre si (p < 0,05) pelo Teste de Wilcoxon.

A-C Médias seguidas por diferentes letras maitisculas na mesma linha diferem entre si (p < 0,05) pelo
Teste de Kruskal-Wallis.
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Durante a primavera/verdo, as temperaturas de bulbo seco e a umidade
relativa foram maiores do que durante o outono/inverno (p < 0,05),
independente do ambiente monitorado, de forma a caracterizar duas
“subestacgfes” distintas durante o periodo experimental. Uma vez que a zona
de conforto térmico de equinos é estimada numa faixa de -1° C a 25° C
(MALSCHITZKY, 2010), nota-se que os ambientes n&o ofereceram a condi¢&o
térmica ideal para os reprodutores durante o periodo primavera/verdo, uma vez
gue a temperatura de bulbo seco, de uma forma geral, se encontrou acima do
maximo recomendado (24,2 a 27,2° C), chegando a atingir 31,1° C (média da
temperatura didria maxima no ambiente externo durante o verao).

Porém, a radiagdo térmica é um dos mais importantes fatores
ambientais, especialmente para animais a campo aberto (TOJAL, 2002). Assim
sendo, o ITGU, proposto por Buffington et al. (1977), € um bom indicador do
conforto térmico de animais expostos a ambientes tropicais, com temperaturas
elevadas e radiagdo solar intensa. Segundo classificagdo utilizada por Ferreira
et al. (2006), ao estudarem as reacdes fisiologicas de caprinos mantidos em
diferentes ambientes, valores de ITGU abaixo de 70 conferem uma condi¢céo
térmica normal; valores entre 71 e 78 indicam uma condicéo critica; entre 79 e
83 existe perigo; e acima de 83 caracteriza uma condigéo de emergéncia.

No presente estudo, baseado nos valores relatados para caprinos por
Ferreira et al. (2006), foram registrados valores freqiientemente dentro da zona
critca (73,0 a 77,1 entre outono/inverno do ambiente externo e
primavera/verdo do ambiente interno), sendo que o ambiente de pastejo
durante o periodo de primavera/verdo se apresentou “perigoso” a saude e bem
estar dos animais (ITGU: 79,3 — 82,5). Entretanto, os animais eram soltos
diariamente pela manhd, periodo em que os parametros fisiologicos frequéncia
cardiaca (FC) e temperatura retal (TR) dos reprodutores apresentaram-se
dentro dos limites considerados fisiologicos para a espécie (32 a 44
batimentos/minuto e 37,2 a 38,2° C), de acordo com os valores de referéncia

descritos por Cunningham (1999) (Tabela 2).
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TABELA 2: Parametros fisiolégicos dos reprodutores da raca Mangalarga Marchador
avaliados as 09:00 e 16:30 ao longo das estacdes climaticas.

PARAMETROS A X
FISIOLOGICOS HORARIC OUTONO INVERNO PRIMAVERA VERAO

Frequéncia Cardiaca 09:00 415+6,1° 381+88"° 36753 333+42"
(batimentos/minuto) 16:30 41,1+53" 399+80" 386+6,8" 32,7+39

Frequéncia Respiratéria  09:00 21,3+58% 191+69"°" 256+9,1°° 249+52"

(movimentos/minuto) 16:30 249+6,1" 213+62" 259+77" 241+62"
Temperatura Retal 09:00 376+09% 375+04°% 378+02% 380+02"
(°c) 16:30 37,9+0,1"** 37,7+03"" 380+0,2"° 379+02"

~® Médias seguidas por letras mailsculas diferentes na mesma coluna de uma mesma caracteristica
diferem entre si (p < 0,05) pelo Teste de Wilcoxon.

&¢ Médias seguidas por diferentes letras minGsculas na mesma linha diferem entre si (p < 0,05) pelo
Teste de Kruskal-Wallis.

Segundo Silva (2000, 2005), os componentes do ambiente térmico sdo
fatores que podem resultar em estresse ao organismo, determinando uma
reacdo fisiologica proporcional a intensidade do estimulo aplicado e a
capacidade de compensacdo daquele, de forma que os resultados dessa
reacdo devem ser avaliados por meio do comportamento de variaveis
fisioldgicas que, em conjunto, ddo uma idéia da tensdo a qual o animal esté
submetido. Assim sendo, 0 estresse esta relacionado com a capacidade de
adaptacéo do individuo, uma vez que, diante desta nova situacdo, o organismo
reage com uma hiperatividade da glandula adrenal e do sistema nervoso
simpéatico (LAY Jr; WILSON, 2001). Portanto, a adaptabilidade pode ser
considerada como uma habilidade do animal de ajustar-se as condicdes
ambientais médias ou extremas (BACCARI Jr, 1986).

O aumento das frequéncias respiratoria e cardiaca e da temperatura
retal sdo considerados, entre outros, sinais de estresse térmico (CURTIS,
1983). Segundo Cunningham (1999), alteracdes nos parametros fisiolégicos
sdo evidéncias de tentativas a que 0 organismo recorre para sair da condi¢céo
de estresse térmico a qual esta submetido. A manuteng&o da temperatura retal
dentro dos limites normais para a espécie, quando mantida em condigbes
adversas, tem sido utilizada como critério para caracterizar adaptabilidade
(PALUDO et al., 2002). Ainda segundo Cheung e McLellan (1998), animais
adaptados a climas quentes podem apresentar maior taxa de sudorese,
decréscimo na frequiéncia cardiaca e na temperatura retal.

Levando em conta estes conceitos, pode-se considerar que 0S animais

utilizados no estudo estavam adaptados ao ambiente em que permaneceram
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durante o periodo experimental, mesmo com o ITGU acima do limiar
recomendavel (Tabela 1 — 73,0 a 82,5 para inverno e verdo do ambiente
externo, respectivamente), uma vez que somente a frequéncia respiratoria dos
mesmos (Tabela 2) apresentou-se acima dos padrbes fisiolégicos para a
espécie (12 a 20 movimentos respiratérios/minuto) descritos por Thomassian
(1984). Estes resultados séo respaldados por Paludo et al. (2002), que
justificaram ser essa caracteristica a primeira linha de defesa fisiol6gica do
animal, guando submetido ao estresse térmico ou por exercicio, uma vez que a
perda de calor latente via respiracdo é uma forma complementar a perda que
ocorre via sudorese (YOUSELF, 1985), que nos equinos constitui o mais
importante mecanismo de dissipagdo de calor (REECE, 2006) em fungéo do
elevado numero de glandulas sudoriparas espalhadas por todo o corpo do
animal (DYCE et al., 1996).

Além disso, a adaptacdo dos animais ao ambiente no qual os mesmos
encontravam-se expostos também pdde ser respaldada pelos resultados
obtidos com relagdo as concentracbes séricas de cortisol (Tabela 3). Em
nenhuma das coletas efetuadas ficou caracterizada condicdo de estresse,
segundo parametros estabelecidos por Kaneko et al. (2008) e Stull e Rodiek
(1987).

TABELA 3: Média das concentracdes seéricas do cortisol (ug/dL) de garanhdes
da raca Mangalarga Marchador ao longo das estacdes climaticas.

OUTONO INVERNO PRIMAVERA VERAO Média/turno
1(18-21:40) 3,04+1,17% 296+090%* 250+0,61% 241+124%* 270+1,02"
2(22-01:40) 2,26+0,84% 284+098% 373+101° 1,98+097%* 2,71+1,16"
3(02-05:40) 2,99+0,79% 2,81+064% 348+1,13* 217+0,75° 2,86+0,96"
4 (06-09:40) 2,77+0,98% 2,79+0,91% 2,01+1,02> 252+0,79°° 252+0,97"
5(10-13:40) 2,02+0,87% 2,62+0,86% 259+148% 1,74+055% 224+1,05°
6 (14-17:40) 1,95+0,68% 221+089% 227+0,75% 2,18%0,82% 2,15+0,79°

Média/estacdo 2,48 +0,98° 2,70+0,89° 2,76+1,20° 217+0,90° 2,53 +1,03

% Médias seguidas por diferentes letras mailisculas na mesma coluna diferem entre si (p < 0,05), pelo
Teste de Kruskal-Wallis.
&¢ Médias seguidas por diferentes letras minisculas na mesma linha diferem entre si (p < 0,05), pelo
Teste de Kruskal-Wallis.

O conhecimento destas mudancas no perfil metabdlico resultantes da

reacdo do organismo ao ambiente € de extrema importancia, uma vez que ja



esta comprovada a relacdo entre estresse e reproducao (LAY Jr; WILSON,
2001), além do fato de a temperatura ser o fator de maior importancia na
espermatogénese dos machos de qualquer espécie (MIES FILHO, 1975). As
altas correlagbes observadas entre as variaveis climéticas avaliadas e algumas
caracteristicas do sémen fresco (Tabela 4) constituem uma evidéncia da
influéncia do clima na capacidade reprodutiva dos animais. Fica claro a maior
influéncia do clima sobre o volume ejaculado, com ou sem a fragéo gel, a
concentracdo por mL do ejaculado, a motilidade espermatica e integridade de
membrana, em funcdo das correlacdbes médias e altas; enquanto que as
demais caracteristicas (total de espermatozdéides presentes no ejaculado, vigor,
integridade de membrana avaliada pelos testes supravital e HOST, e
morfologia espermética), por apresentarem correlagdo baixa ou nula com as

variaveis climaticas consideradas, foram menos afetadas.

TABELA 4: Correlagbes da temperatura de bulbo seco e ITGU, e caracteristicas do
sémen fresco dos reprodutores da raca Mangalarga Marchador ao longo
das estacdes climaticas.

CARACTERISTICAS BULBO SECO ITGU BULBO SECO ITGU

SEMINAIS (E) (B) 0} ()
Volume com gel 0,64 0,56 0,65 0,67
Volume sem gel 0,49 0,41 0,53 0,54
Concentracéo do ejaculado -0,47 -0,43 -0,49 -0,51
Total de espermatozdides NS NS NS NS
Motilidade -0,35 -0,33 -0,32 -0,35

Vigor NS NS NS NS

Supra Vital -0,21 -0,24 NS NS

Hiposmatico NS NS NS NS
integros -0,57 -0,48 -0,54 -0,54

Semi Lesados NS NS NS NS
Lesados 0,56 0,46 0,53 0,53

Defeitos Maiores NS -0,22 NS NS

Defeitos Menores NS NS NS NS

Defeitos Totais NS -0,21 NS NS

(E): ambiente externo; (I): ambiente interno.
NS: ndo significativo. p > 0,05.

E importante ressaltar que estas correlagdes refletem as condigbes de
um ambiente onde animais estdo adaptados. Isto por que naquelas pesquisas
onde os reprodutores foram submetidos ao estresse térmico, a influéncia do
ambiente parece ocorrer de maneira inversa para o volume do ejaculado em
especial, ou com muito mais intensidade sobre as demais caracteristicas
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padrdo do sémen. Por exemplo, Coelho et al. (2006) observaram decréscimos
do volume, concentragdo, turbilhonamento e vigor esperméticos de caprinos
alojados em camaras bioclimaticas por 30 dias, em condi¢cdes de estresse
térmico. Segundo Jainudeen e Hafez (1995), o volume seminal e o ndmero
total de espermatozéides no ejaculado de suinos sdo maiores durante o tempo
frio, e, quando estes reprodutores sdo submetidos a elevadas temperaturas
ambientais, ocorre uma diminuicdo da concentracdo e motilidade e aumento
das anormalidades espermaticas. Parkinson (1987), em estudo sobre o efeito
da sazonalidade sobre as caracteristicas seminais de touros, observou maiores
porcentagens de espermatozoides anormais no verdo e correlacdo alta e
positiva entre esta caracteristica e a temperatura maxima diaria.

Com relagdo aos parametros seminais quantitativos, os resultados
obtidos indicam diferengas sazonais entre as estagbes do ano (Tabela 5).
Tanto o volume médio total quanto o volume médio desprovido da fracdo gel
aumentaram progressivamente entre o outono e o verdo (35,8 a 115,4 mL e
30,2 a 73,1 mL, respectivamente). Estes padrdes sdo varidveis entre 0s
estudos, havendo registros de maiores volumes na primavera e menores no
inverno (JANETT et al., 2003b; ROBALO SILVA et al., 2007), volumes maximos
no verdo e minimos no inverno (JANETT et al., 2003a) ou maximos no verao e
minimos na primavera (PICKETT et al., 1976).

Estas diferencas podem ser explicadas em fungéo das diferentes racas
estudadas, frequiéncia na coleta de sémen e principalmente pela latitude e pelo
clima, que, além de ter apresentado alta correlacdo (0,41 — 0,67) com esta
caracteristica no presente experimento (Tabela 4), parece influenciar o
comportamento sexual dos reprodutores e a propor¢cao de gel nos ejaculados
(ROBALO SILVA et al., 2007). E o que demonstrou Silva (2007) num estudo
realizado na regido nordeste do pais: foram registrados menores volumes
ejaculados no verdo, época em que as éguas apresentaram anestro, o que
resulta em um estimulo sexual inadequado dos reprodutores com consequente
diminuic&o do volume ejaculado. De fato, o maior estimulo sexual sofrido pelos
reprodutores aumenta a secregdo de fluidos por parte das glandulas sexuais
acessorias, em especial as glandulas vesiculares (responsaveis pela secre¢éo

da fracdo gelatinosa). Porém, esta variavel é a menos importante, uma vez que
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a fracdo gel € pobre em espermatozdides e parece ndo afetar a fertilidade do
ejaculado (PICKETT et al., 1974; AMANN, 1993b).

TABELA 5: Aspectos fisicos e morfolégicos do sémen de reprodutores da raca
Mangalarga Marchador ao longo das esta¢6es climaticas.

CARACTERISTICAS

SEMINAIS OUTONO INVERNO PRIMAVERA VERAO
VO'””zan‘)’m gel 358+11,1%  40,9+190%  67,2+27,3% 1154 +44,6"™
Volume sem gel 30,2+11,7° 38,3+18,4° 54,3 +253° 73,1+243"%

(mL)
Concentracio 311,8+148,3° 358,7+180,6% 1789+97,0% 191011101
(10%/mL)
Total de 8,8+4,0° 137+97° 9,0+55° 120+64°
espermatozoéides
(10°)
Motilidade (%) 746+69" 745+59" 66,4+8,9° 67,8 +7,5"°

Vigor (1-5) 34+04" 32+07" 32+04" 3,3+05"

Defeitos Maiores (%)  23,3+6,2" 255+9,1% 22,8+98" 248+95%
Defe't"z%)'\g'e”‘”es 7.9+37"4 7,0+54"% 6,0+6,0" 6,8+48"
Defeitos Totais (%) 31,2+82" 325+11,6" 288+125" 31,6 +11,8"

2% Médias seguidas por diferentes letras minGsculas na mesma linha diferem entre si (p < 0,05) pelo
Teste de Kruskal-Wallis.

A B Médias seguidas por diferentes letras maitisculas na mesma linha diferem entre si (p < 0,05) pelo
Teste de Tukey.

O numero de espermatozoides por ejaculado se manteve constante ao
longo do ano (Tabela 5) e estd de acordo com as médias estabelecidas pelo
CBRA (1998), exceto na estagdo do outono. J& a concentracdo por mL dos
ejaculados foi maior no outono/inverno, sendo que a primavera revelou os
menores valores obtidos (178,9 £ 97,0 sptz/mL), corroborando com os valores
obtidos por Janett et al (2003b). Estes valores se justificam, uma vez que o
volume ejaculado foi maior durante a estacdo reprodutiva. De forma
semelhante, Janett et al. (2003a) e Silva (2007) verificaram menores
concentragdes espermaticas no verdo do que no inverno, enquanto Robalo
Silva et al. (2007), Cazales et al. (2008) e Wrench et al. (2010) ndo observaram
diferengcas na concentragdo espermética por mL entre ejaculados nas

diferentes estacdes reprodutivas.
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A maior motilidade espermatica observada durante o periodo
experimental (Tabela 5) foi registrada nas estagcdes de outono e inverno
(p<0,05), sendo que a primavera apresentou os menores valores (66,4 + 8,9;
p<0,05), assim como Pacheco (2002) em experimento conduzido na regido
sudeste do Brasil. Pickett et al. (1976) e Leme (2003) n&o observaram
diferengas estacionais na motilidade espermatica. Ja no estudo de Silva (2007),
a motilidade espermética foi maior no verdo do que no inverno, ao contrario de
Janett et al (2003b) que evidenciaram valores menores no verdo em relacéo as
demais estacdes. Estes autores relataram que as diferengas estacionais na
motilidade espermatica podem ser influenciadas pelo manejo dos animais,
frequéncia na coleta de sémen e condicdes ambientais, como temperatura e
umidade. Ainda, o nimero de animais e a idade dos mesmos devem ser
considerados (DOWSETT,; KNOTT, 1996). Todavia, durante todo o periodo
experimental, a motilidade esteve inversamente relacionada com o volume de
gel ejaculado, de forma a confirmar a influéncia deste em funcdo da
aglutinacdo das cabecas dos espermatozoides (PICKETT, 1993a).

Jasko et al. (1991b) relataram valores menores para motilidade
espermética no inverno, utilizando o CASA (computer-aided sperm analysis),
enquanto Warnke et al. (2003), utilizando do mesmo sistema de avaliagéo
espermética, observaram o oposto (maior motilidade no inverno do que no
verdo). Diante dessa controvérsia de dados, torna-se importante mais
investigacdes sobre os constituintes do plasma seminal (JANETT et al., 2003b),
uma vez que ja foi demonstrado a influéncia do mesmo sobre a motilidade
espermética (PICKETT et al., 1975a).

Com relacéo ao vigor e & morfologia espermatica, ndo foram observadas
variagdes ao longo do ano (p > 0,05) (Tabela 5), assim como em estudo
publicado por Robalo Silva et al. (2007). Janett et al. (2003a) e Pacheco (2002)
observaram menores porcentagens de espermatozoides normais no verao,
onde os defeitos maiores foram mais presentes comparados ao outono e
primavera. Janett et al. (2003b) observaram maiores quantidades de
espermatozodides normais no outono do que nas demais estagfes, ao contrario
de Blottner et al. (2001) que verificaram mais patologias durante o outono e o

inverno. Estas discrepancias nos resultados obtidos por diferentes
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pesquisadores devem ser avaliadas com cuidado, uma vez que, ao contrario do
que foi efetuado neste estudo, normalmente as analises seminais ndo séo
realizadas de forma continua ao longo de todo um ano e, em muitos estudos,
sao referentes a garanhdes diferentes nas diferentes estagdes, o que aumenta
ainda mais o erro em funcgéo da variagéo individual.

Todavia, 0s animais utilizados nesta pesquisa apresentaram valores
percentuais pouco superiores de defeitos maiores do que o recomendado pelo
CBRA (1998) (maximo de 25,5%), de forma que os mais presentes foram
cauda fortemente dobrada e dobrada com gota. A presenca destes defeitos
esti negativamente correlacionada com a fertilidade (LOVE, 2000), o que pode
ser contornado com o uso de maiores concentracdes espermaticas para
inseminagao artificial, a fim de compensar a alta incidéncia de defeitos
importantes. Porém, deve-se tomar cuidado com o excesso de patologias, uma
vez que defeitos nucleares ndo sdo “compensaveis”, ja que estas células sao
incapazes de fecundar o ovécito (Janett et al., 2003a).

Embora as caracteristicas espermaticas padrdo (concentracéo,
motilidade e morfologia espermaticas) sejam as variaveis mais utilizadas para
predizer a fertilidade de uma amostra de sémen, elas sdo frequentemente
insuficientes por si s6 para cumprir com este objetivo, a ndo ser que
individualmente sejam muito diferentes dos valores da normalidade para a
espécie (MELO et al.,, 2005). Isto por que o espermatozdide é uma célula
complexa que se torna infértl quando um dos seus Varios aspectos
bioquimicos ou morfologicos se encontra afetado e, normalmente, a avaliagdo
de somente uma destas caracteristicas ndo garante a funcionalidade celular
(MELO, 1999). Portanto, para que o0 espermatozoOide seja considerado
qualitativamente viavel e potencialmente fértii € necessario que o mesmo
também possua, além da morfologia, atividade metabdlica e membrana
plasmatica normais (ZUCCARI, 1998), uma vez que a presenca de uma
membrana celular integra e funcional € um requisito para que ocorra a
fecundacdo (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 1997; MELO, 1999). Assim
sendo, a associacdo de testes complementares a andlise rotineira de sémen
permite a obtencdo de resultados mais abrangentes no que diz respeito a

fisiologia espermatica.
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A analise por fluorescéncia do sémen fresco foi o Unico teste
complementar que indicou diferenca (p < 0,05) quanto & integridade da
membrana espermatica ao longo das estacdbes do ano (Tabela 6),
apresentando alta correlagdo negativa (-0,48 - -0,57) com as condigdes
climaticas caracteristicas deste estudo (Tabela 4). A variagdo nas
porcentagens de espermatozoides integros seguiu um comportamento similar &
motilidade espermética, porém apresentando valores inferiores quando
comparado a esta caracteristica, indicando a presenca de espermatozéides
maoveis, porém com membrana celular lesada, assim como observado por
Valcarcel et al. (1994) ao avaliarem sémen de carneiros.

Quanto ao resfriamento seminal, este teste acusou uma menor
quantidade de espermatozoéides lesados nas primeiras 24 horas no periodo de
outono (Tabela 6), sugerindo que durante esta época, 0 sémen se encontra
menos susceptivel as injarias provocadas por este processo. Resultados
similares foram descritos por Janett et al (2003a) que observaram que 0 sémen
coletado no outono apresentou melhores motilidades quando poés-
descongelado e, ao avaliarem a viabilidade de membrana pela fluorescéncia e
HOST, os piores resultados ocorreram no veréo e no inverno, respectivamente.
Porém, nao foi observada diferenca, quanto as estacées climéaticas, no numero
de amostras que apresentaram motilidade espermatica abaixo de 20% entre 0s
tempos poés-resfriamento avaliados (Tabela 7), o que sugere que o0s
componentes do plasma seminal influentes na fisiologia espermatica se

mantiveram dentro de um padr&o ao longo do experimento.
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TABELA 6: Caracteristicas seminais avaliadas em intervalos de 12 horas durante o
periodo de resfriamento do sémen de reprodutores da raca Mangalarga
Marchador ao longo das esta¢@es climaticas.

CARACTERISTICAS TEMPO

SEMINAIS ) OUTONO INVERNO PRIMAVERA VERAO
0 746+6,9" 745+59" 66,4+89° 678+75"
12 442 +205"  48,6+23,7" 40,4+254" 446+241"
. 24 36,4+16,3" 42,8+16,7" 464+126" 447+113"
Motilidade A A A A
%) 36 25,0 + 10,4 . 35,4 + 16,2A 33,1+ 15,1A 27,1+17,8 .

48 25,0 + 10,0 25,0+8,7 31,7+8,3 27,1+12,5

60* 150+7,1 15,0 £ 29,0 13,8+ 4,8 15,0 £0,0

72% 15,0 £ 0,0 30,0 £ 0,0
0 68,4 +10,6 * 71,9+8,9" 67,4+102" 69,1+6,7"
12 51,3+12,9" 50,5+16,7" 423+253" 343+221"
24 49,4 +97" 46,7+154"  477+146" 475+191"
Supra Vital (%) 36 44,0+12,0"  46,8+487"  404+200" 296+135"
48 50,4+139"  433+170" 39,4+14,0" 353+14,6"

60* 30,5+ 12,3 36,0 + 26,2 9,8+7,5 16,0 £ 8,5

72% 29,0 £ 0,0 24,0+ 0,0

0 57,3+10,6° 51,1+21,4°% 53,9+10,7% 629+81°
12 29,9+95" 233+125* 245+139" 398+94"
24 258+11,6" 251+11,9" 275+115"* 293+112"
HOST (%) 36 247+140% 226+112" 264+10,1"* 28,0+95"
48 30,8+24" 21,3+7,1"% 204+11,8% 235+11,1"

60* 25,0+ 0,0 16,3+7,7 14,5+ 0,0 25,0+ 8,5

72% 14,0 £ 0,0 7,5+0,0
0 69,2+16,6" 60,8+19,3" 457+204°° 379+187°
integros (%) 24 42,9+205" 37,1+20,7" 270+199" 208+203"
48 28,2+18,8" 23,5+18,0" 13,3+10,6"* 275+31,4"

0 53+72°% 25+52° 2,1+54%2 12+19°

Semi Lesados (%) 24 9,1+87"% 1,8+27% 35+65% 1,0+21"
48 8,5+10,2% 1,6+34°% 1,8+7,1" 0,3+0,8%
0 254+136° 36,7+206° 522+205" 621+17,7"
Lesados (%) 24 48,0+229°% 61,1+212"° 70,0+235" 783+196"
48 63,8 +28,6° 749+19,1°2 850+11,6% 722+31,1°%

A~ Médias seguidas por diferentes letras mailsculas na mesma linha diferem entre si (p < 0,05), pelo

Teste de Tukey.

&¢ Médias seguidas por diferentes letras minisculas na mesma linha diferem entre si (p < 0,05), pelo

Teste de Kruskal-Wallis.

* N&o avaliado em fungdo do nimero amostral.
Supra Vital: % de espermatozéides vivos; HOST: % de células espermaticas reativas ao Teste
Hiposmatico; integros: % de espermatozéides com membrana celular integra ao Teste de Fluorescéncia;
Semi-Lesados: % de espermatozéides com membrana celular semi lesada ao Teste de Fluorescéncia,

Lesados: % de espermatozoides com membrana celular lesada ao Teste de Fluorescéncia.
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TABELA 7: Percentual das amostras de sémen de garanhdes da raca Mangalarga
Marchador analisadas de acordo com o tempo de resfriamento.

TEMPO (h) OUTONO INVERNO PRIMAVERA VERAO
0 12 (100) 21 (100) 18 (100) 18 (100)
12 12 (100) 21 (100) 14 (77,8) 15 (83,3)
24 11 (91,7) 18 (85,7) 14 (77,8) 15 (83,3)
36 8 (66,7) 14 (66,7) 13 (72,2) 14 (77,8)
48 5(41,7) 11 (52,4) 9 (50) 7 (38,9)
60 2 (16,7) 6 (28,6) 4(22,2) 2 (11,1)
72 1(4.,8) 1(5.6)

n () = nimero e percentual de amostras analisadas em cada tempo de resfriamento.

O conhecimento das interagdes entre os componentes do plasma
seminal e a membrana plasmatica dos espermatozéides em decorréncia dos
processos de criopreservacdo € de extrema importancia (PARKS; GRAHAM,
1992). Segundo Fagundes et al. (2004), a presencga, auséncia ou concentragao
de proteinas do plasma seminal devem influenciar a fertilidade e a protecéo da
membrana esperméatica contra o choque térmico. Isto por que as proteinas
presentes no plasma seminal, ao se ligarem & membrana espermética,
provocam alteracdes bioquimicas que podem resultar numa mudanga na
permeabilidade da membrana, promovendo uma maior susceptibilidade aos
danos celulares e choque térmico inerentes aos processos de criopreservagao
(MOORE; HIBBIT, 1976). Pickett et al (1975a) afirmaram que a alta
concentracdo de plasma seminal € deletério as células espermaticas
submetidas ao resfriamento. Ja Pérez-Pé et al (2001) observaram que a adi¢édo
de proteinas de baixo peso molecular (3 kDa) preveniu o choque térmico no
sémen de caprinos, resultando numa maior viabilidade do mesmo.

Martins et al (2006) ndo observaram correlacdes entre as caracteristicas
fisicas e morfologicas do sémen fresco com a concentracdo de proteinas totais
solaveis do plasma seminal de caprinos, enquanto Gundogan (2006)
demonstrou que as concentracdes de proteinas totais presentes no sémen de
ovinos apresentaram correlacdo com a motilidade espermatica, de forma que
as maiores concentragdes encontradas ocorreram no outono. Pinheiro et al
(1996) e Catunda (2007) verificaram diferengas entre as concentracdes de
proteinas totais do plasma seminal de caprinos entre os periodos chuvoso e
seco, assim como Pickett et al (1975b) que observaram variagdo sazonal na

concentragdo de proteinas totais do plasma seminal de equinos
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Esta variagdo sazonal ndo foi caracterizada no presente estudo, de
forma que a concentracdo média de proteinas sollveis do plasma seminal se
manteve em torno de 14,3 mg/mL ao longo das estagdes (Figura 3). Este valor
esta muito proximo daqueles citados por Topfer-Petersen et al. (2005) (10
mg/mL), Fonseca (2006) (14,5-17,0 mg/mL), Ribas et al. (2006) (10,6-12,7
mg/mL), Barreto (2007) (12 mg/mL) e Zhan (2006) (12,1-14,6 mg/mL). Pacheco
(2002) porém, observou uma variagdo consideravel da concentragdo de
proteina total do plasma seminal quanto a época do ano (16,70 mg/mL no
outono a 27,07 mg/mL na primavera), sugerindo possivel influéncia do
fotoperiodo. Embora na regido de Vigosa - MG a variacdo do fotoperiodo seja
pequena (Anexo B), € imprudente associar esta caracteristica ao resultado
verificado. Até por que os efeitos do fotoperiodo podem ser modificados por
fatores como temperatura, nutricdo, condicdo corporal e idade (GRUBAUGH et
al., 1982).

22
20 5 a a
18 T
16

14
12
10

Outono Inverno Primavera Verao Média

sollveis totais (mg/mL)

Concentracéao de proteinas

oON B O

Estacdo do ano

FIGURA 3: Concentracdo média das proteinas solliveis totais presentes no plasma
seminal (mg/mL) de garanhdes da raca Mangalarga Marchador ao longo
das estacGes climaticas. ® Teste de Kuskal-Wallis (p > 0,05).

Souza et al. (2002) observaram que a concentracdo de proteinas do
plasma seminal de carneiros puberes se elevou na fase poés-pubere, em

paralelo com o0 aumento das concentracdes séricas de testosterona, sugerindo
39



que, apbs a puberdade, aumentos na secrecdo deste horménio estimulam a
sintese e secre¢do de proteinas andrégeno-dependentes, que podem estar
relacionadas com a melhora detectada no quadro espermatico dos animais.
Estas associacdes, entretanto, ndo foram possiveis no presente estudo,
provavelmente por se tratar de animais maturos sexualmente cujas secregdes
hormonais se encontram estabilizadas e com as concentragdes variando dentro
da normalidade fisiologica para a espécie, o que reflete num padréo de
estimulacdo das glandulas sexuais acessorias e a atividade normal das células
epiteliais das mesmas.

Davies Morel (2003) sugere que a produgdo de testosterona siga um
ritmo circadiano e seja dependente da estacdo. Segundo Pickett et al. (1989),
as concentragfes deste hormdnio estdo elevadas as 06:00 e 18:00. Em estudo
conduzido por Sharma (1976), as maiores concentracbes deste hormonio
foram observadas nas coletas realizadas as 08:00, corroborando com
Kirkpatrick et al. (1976), enquanto Ganjam e Kenney (1975) observaram que as
maiores concentragdes ocorriam as 06:00. No presente estudo, entretanto, ndo
foi observado um padrédo regular de secrecdo deste andrégeno (Figura 3),
assim como em pesquisa conduzida por Cox e Williams (1975).

A secrecao da testosterona diferiu tanto entre animais (Apéndice B)
quanto entre as estagOes (Figura 4 e Tabela 8). Neste estudo, as maiores
concentragdes foram observadas, de forma geral, entre 10:00 e 14:00, mas
picos de secregcdo ocorreram ao longo das 24 horas de coleta em todas as
estacOes. O mesmo foi sugerido por Nett (1993), baseado em estudo publicado
por Clay et al. (1988), onde as maiores concentragdes foram observadas com a

proximidade da tarde.
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FIGURA 4: Padrdo de secrecdo diario de testosterona (ng/mL) de garanhfes da raca Mangalarga Marchador nas quatro estacfes

climéticas.
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Esta inconstancia na concentragdo sérica da testosterona justifica as
coletas em intervalos de 20 minutos. A grande maioria das pesquisas difere
quanto & metodologia empregada, no sentido de que as amostras de sangue
sdo geralmente Unicas e obtidas em horarios pré-determinados (normalmente
no periodo das 08:00 as 10:00). A partir da analise da Figura 4, percebe-se a
flutuacdo na secrecdo da testosterona que, além de pulsatil, ndo apresentou
um comportamento bem definido entre as estagfes. Desta forma, a andlise de
uma Unica amostra, independente do horario de coleta, pode ser pouco
fidedigna a real concentracdo deste hormonio, independente da estagcdo, uma
vez que a sua secre¢do ndo evidenciou um ritmo circadiano confiavel. Nett
(1993) sugere que, para a dosagem de hormonios do eixo hipotalamico-
hipofisario-testicular, as coletas de sangue devem ser realizadas num periodo
minimo de seis a oito horas e em intervalos de 30 minutos, j4 que a avaliacdo
de uma Unica amostra pode estimar concentracdes de trés a quatro vezes
diferentes.

Quanto a sazonalidade da secrecdo de testosterona, diversos sdo 0s
estudos no que diz respeito a influéncia do fotoperiodo (BERNDTSON et al.,
1974; HARRIS et al., 1982; JOHNSON; THOMPSON, 1983; COX et al., 1988;
ROSER; HUGHES, 1992; HOFFMANN; LANDECK, 1999; PACHECO, 2002;
LEME, 2003), de forma que, geralmente, as maiores concentragdes Sao
observadas durante a estacdo reprodutiva. Porém, a maioria das pesquisas €
realizada em locais de clima temperado. Poucos sdo os dados relativos as
regides tropicais, onde, em funcdo das baixas latitudes, além das estacdes
climaticas serem menos definidas e os meses de inverno ndo serem
necessariamente improprios para a reproducdo, as menores mudancas no
comprimento do dia podem néo ser suficientes para sinalizarem a sazonalidade
(HEIDEMAN; BRONSON, 1993; JACKSON; BERNARD, 1999).

Segundo Bronson e Heideman (1994), o fotoperiodo ndo parece ser
muito confiavel para a regulagdo sazonal naqueles animais que vivem em
latitudes inferiores a 30°. E o que demonstrou Pacheco (2002) em pesquisa
realizada na regido sudeste do pais (~ 22° S) onde as concentracGes médias
de testosterona ao longo das estagbes do ano ndo apresentaram um

comportamento sazonal, assim como Thompson et al. (1985) em pesquisa
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realizada na Louisiana (~ 30° N), EUA. Além disso, existem evidéncias de que
os ciclos reprodutivos circanuais possam ser gerados de maneira endégena em
condi¢cdes ambientais constantes (TUREK; VAN CAUTER, 1994).

Em funcdo destas evidéncias, era de se esperar que 0S animais
utilizados neste estudo também ndo apresentassem um comportamento
sazonal quanto as concentragfes séricas de testosterona. Porém, n&o foi o
ocorrido: as maiores concentragdes médias foram observadas nas estagfes de
inverno e verdo (p < 0,05) (Tabela 8). Cabe ressaltar que as medias das
concentracdes obtidas estdo dentro dos valores de referéncia para garanhdes,

segundo Nachreiner e Hyland (1993).

TABELA 8: Média das concentracfes séricas de testosterona (ng/mL) de reprodutores
da raca Mangalarga Marchador nas quatro estagdes climaticas.

TURNO OUTONO INVERNO PRIMAVERA VERAO Média/turno
1(18-21:40) 0,34+0,26* 0,33+0,24® 0,36+0,13% 0,65+0,37° 041+0,29"
2 (22-01:40) 0,37+0,24°% 058+041°% 045+0,36°% 0,42+0,31% 0,46+0,34"
3(02-05:40) 0,52+0,21% 0,41+0,24* 0,31+029” 049+0,36" 043+0,29"
4 (06-09:40) 0,43+0,28° 0,58+0,22%" 0,36+0,40* 0,67+0,40% 0,52+0,35"
5(10-13:40) 0,51+0,38% 0,79+0,34” 046+0,35% 0,60+0,19" 0,60 +0,34°
6 (14-17:40) 0,29+0,24% 0,71+041° 058+0,39° 051+0,21° 0,52+0,36%

Média/estacdo 0,41+0,28%* 0,56+0,35° 0,42+0,34% 055+0,33° 0,49+0,33

% Médias seguidas por diferentes letras maitisculas na mesma coluna diferem entre si (p < 0,05), pelo
Teste de Kruskal-Wallis.
&€ Médias seguidas por diferentes letras minisculas na mesma linha diferem entre si (p < 0,05), pelo
Teste de Kruskal-Wallis.

As interrelagbes existentes entre 0 meio ambiente, a nutricdo e a
reproducdo sdo sem davida importantes, advindo dai uma constante caréncia
de novos estudos e a abordagem de conceitos recentes, que levem a um
entendimento mais preciso de como os fatores ambientais e nutricionais
interferem sobre os mecanismos reprodutivos (GRUNERT et al.,, 2005),
considerando muitos outros elementos além daqueles ja4 estudados (LEME,
2003). Assim sendo, um fator que deve ser considerado € que, uma vez que 0
fotoperiodo da regido de Vigosa apresenta pouca variagdo no comprimento do
dia (diferenca de cerca de duas horas e meia entre o maior e o0 menor dia do
ano), os animais podem responder a variagdes ambientais mais marcantes a
despeito desta variavel, como a temperatura ambiental, pluviosidade e
disponibilidade de alimento. E o que parece ocorrer ao se comparar a época de

inicio da estagdo de monta para éguas alojadas em algumas cidades proximas
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a Vicosa (local onde o experimento foi conduzido), onde a variacdo do
fotoperiodo € praticamente a mesma. Ainda, devem-se considerar as
diferengas entre as caracteristicas reprodutivas dos machos e fémeas sazonais
de uma mesma espécie, o que pode estar relacionado a diferentes formas de
regulagdo ambiental. Por mais que tenham sido observadas diferengas nas
concentragdes medias deste hormdnio entre as estacdes, ndo foi observada
nenhuma correlagdo importante com quaisquer outras caracteristicas
estudadas, 0 que sugere que este aumento, por mais que significativo, n&o
implicou numa variagcdo marcante quanto a fisiologia reprodutiva dos animais.
A maior correlagdo observada (p < 0,05) se deu entre as concentra¢des
médias de testosterona com o numero de espermatozéides presentes no
ejaculado (0,30), caracteristica esta que ndo sofreu variacdo sazonal, o que
permite supor que a funcdo germinativa dos testiculos foi ainda menos afetada
pela estacdo do que a fungdo enddcrina. Este fato vai de acordo com os
achados referentes as biometrias testiculares (Tabela 9) dos animais utilizados
no estudo, uma vez que o numero de espermatozéides presentes no ejaculado,
apés a estabilizacdo das reservas esperméticas extra-gonadicas, €
frequentemente relacionado ao tamanho e volume gonadais (LOVE et al,
1991; SILVA et al., 1996; BLANCHARD, 2001; ROBALO SILVA, 2007).
Segundo Pickett (1993b), garanhdes com largura testicular total menor
que 80 mm n&o devem ser aprovados como reprodutores, por que além de
serem potencialmente mau produtores de espermatozoéides, eles podem sofrer
problemas reprodutivos futuros ou até mesmo passar caracteristicas genéticas
de hipoplasia para a progénie (LOPATE et al., 2003). Baseado nestas
constatagOes, verifica-se que os animais utilizados s&o considerados
reprodutores normais, embora a ocorréncia de uma variagdo na média do
volume testicular direito tenha sido reflexo direto de uma hidrocele mais
pronunciada neste testiculo observada em um dos animais durante o periodo
experimental. Isto pode ser comprovado pela analise dos dados da Tabela 10,
gue demonstra que o animal 3 apresentou o comportamento mais heterogéneo

frente as diferentes estacoes.
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TABELA 9: Biometrias testiculares de reprodutores da raca Mangalarga Marchador ao

longo das estagdes climaticas.

CARACTERISTICA OUTONO INVERNO PRIMAVERA VERAO
Altura (cm) 6,6+0,1" 6,5+0,6" 6,5+0,8" 6,5+0,4"
, Comprimento 1551084  92:09% 8,9+0,9" 92+05"
Testiculo (cm)
Direito
Largura (cm) 58+03" 55+0,5" 59+05" 57+04"
Volume (cm®  230,3+0,0%® 169,6+30,8™ 172,6+28,9° 180,2+17,0™
Altura (cm) 6,8+0,3" 6,8+0,6" 6,7+0,9" 6,8+0,5"
) Comprimento g4, 9 34 9,5+0,94 9,5+074 9,1+084
Testiculo (cm)
Esquerdo
Largura (cm) 59+04" 6,1+0,6" 6,1+06" 58+04"
Volume (cm®  211,1+30,0® 2050+50,2% 202,4+46,1% 189,2+30,8%
Lergra chsé;;”'ar Tl 944+55° 103:07°  106%07°  107£06°
Yolre ety 416,1+51,4° 3746+728° 3750+644° 369,4+43,0°

Combinado (cm?)

A% Médias seguidas por diferentes letras mailisculas na mesma linha diferem entre si (p < 0,05), pelo
Teste de Tukey.

&-¢ Médias seguidas por diferentes letras minGsculas na mesma linha diferem entre si (p < 0,05), pelo
Teste de Kruskal-Wallis.

TABELA 10: Volumes testiculares (cm®) individuais de reprodutores da raca
Mangalarga Marchador nas quatro estagdes climaticas.

CARACTERISTICA OUTONO INVERNO PRIMAVERA VERAO

ANIMAL 1

VTD 205,0+21,6 a 165,6 +30,9ab 192,9 +26,2 ac 172,0+22,6 a

VTE 1748+0,0a 188,6 £ 15,1 a 195,8 +33,4 a 186,3 +16,2 a

VTC 357,1+0,0a 354,2+449a 388,6 +58,1 a 358,4+359a
ANIMAL 2

VTD 182,4+0,0a 167,5+28,7bc 1714174 ac 178,5+14,7 a

VTE 206,3+0,0a 1776 £29,7b 1742+7,7b 175,8+149b

VTC 402,1+0,0a 3451 +55,4 b 3456 +215b 354,3+29,0 a
ANIMAL 3

VTD 1959+0,0 a 174,4 + 33,1 bc 162,8 +349b 187,9+11,5 ac

VTE 2441+0,0a 2445 +57,1a 1758+ 149ab 207,1+422ac

VTC 4745+0,0a 418,9+82,6 a 399,0+84,5a 395,0+50,3 a

&€ Médias seguidas por diferentes letras minisculas na mesma linha diferem entre si (p < 0,05), pelo
Teste de Kruskal-Wallis.
VTD: volume do testiculo direito; VTE: volume do testiculo esquerdo; VTC: volume testicular combinado.

Porém, a hidrocele ndo foi suficiente para afetar a qualidade seminal
deste animal — a consisténcia, formato, tamanho e ecotextura testiculares nao
diferiram dos padrdes apresentados tanto entre os dois testiculos quanto pelos

demais animais (p > 0,05). Além disso, as avaliacdes seminais dos animais
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foram homogéneas, de forma semelhante as observacdes feitas por Amaral
(1997) ao estudarem animais com e sem hidrocele. Segundo esta autora, a
hidrocele nos equinos pode ter causas variadas e as consequéncias sobre o
potencial reprodutivo estdo na dependéncia do tipo de fator desencadeante e
da presenca de outras patologias. Neste caso, a hidrocele foi caracterizada
como idiopatica, uma vez que o acumulo de liquido escrotal ndo foi associado a
processos patologicos.

Como todos os animais utilizados neste estudo apresentaram
consisténcia testicular normal e biometrias constantes ao longo das estacdes
(Tabela 10), a estreita correlagdo entre o volume testicular e a produgédo de
espermatozoides permite concluir que € possivel predizer a produgdo
aproximada de espermatozoides a partir do volume testicular. Isto significa que
a determinagcdo da dimensdo e da consisténcia testicular deveria ser
sistematicamente associada a avaliacdo das caracteristicas seminais nos
exames de avaliagdo do potencial reprodutivo de cada garanh&o (ROBALO
SILVA, 2007). Isto por que o tamanho e volume testiculares sdo medidas
diretas da quantidade de parénquima presente no tecido (THOMPSON et al.,
1979).

Segundo Gébor et al. (1998), a utilizagdo de imagens ultrassonograficas
também podem ser utilizadas para predizer a capacidade espermatogénica.
Coulter e Bailey (1988) verificaram correlacdo de 0,50 (p < 0,05) entre
ecotextura testicular e area de tubulos seminiferos, ao avaliarem a funcéo
testicular de touros. No presente estudo, o numero de pixels se manteve
praticamente constante ao longo do periodo experimental (Tabela 11),
provavelmente em reflexo da estabilidade do nimero de células espermaticas
em estagio final de maturagéo presentes no limen dos tabulos seminiferos. O
aumento ocorrido no verdo parece ser decorrente das maiores temperaturas
ambientais caracteristicas desta época, uma vez que esta caracteristica
apresentou alta correlacdo (0,54; p < 0,05) com a temperatura de bulbo seco.
Esta constatagédo corrobora com Ferreira e Silva (2009), que observaram que a
ecodensidade testicular varia em fungcdo do horéario do dia, de forma que as

maiores ecogenicidades ocorrem nos horérios mais quentes.
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TABELA 11: Ecotexturas testiculares de reprodutores da raca Mangalarga Marchador
ao longo das estacdes climaticas.

ECOTEXTURA OUTONO INVERNO PRIMAVERA VERAO
TD 127,9+2,8°2 1284 +1,4°° 128,3+5,1 % 1335+1,8 2
TE 1298 +1,7 % 128,2+1,9"% 128,7 +2,2 % 133,1+1,5"
TDE 128,8+1,8° 128,3+1,4° 1285+3,1° 1333+1,2"

~® Médias seguidas por letras mailsculas diferentes na mesma linha diferem entre si (p < 0,05), pelo
Teste de Tukey .

# Médias seguidas por diferentes letras minisculas na mesma coluna diferem entre si (p < 0,05), pelo
Teste de Wilcoxon.

TD: testiculo direito; TE: testiculo esquerdo; TDE: testiculo direito e esquerdo.

As analises computacionais das imagens geradas demonstraram que 0
parénquima testicular dos animais apresentou ecogenicidade homogénea
independente do eixo ou superficie examinada, permitindo a avaliagdo de uma
média de todos os pontos aferidos (TDE) por animal a cada coleta de dados.

No presente estudo, os dados referentes a ultrassonografia testicular
apresentaram um comportamento quadrético (Figura 5), de forma que n&o foi
observada diferenca na queda dos valores obtidos nas trés primeiras estacoes,
sendo diferente somente no verdo (Y = 134,814 - 6,4973x + 1,5187x%, onde
x=estacdo e y=ecotextura estimada; R®=0,42; p=0,00001). Contudo, esta
diferenca néo refletiu em altera¢cdes nos valores médios obtidos para a maioria

das caracteristicas estudadas.
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FIGURA 5: Ecotexturas testiculares de garanhfes da raca Mangalarga Marchador em
funcdo das quatro estacdes climaticas.
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5. CONCLUSAO

- O volume do ejaculado com ou sem a fracdo gel e a motilidade espermatica
mostraram-se influenciados pela estacdo do ano, enquanto as demais
caracteristicas seminais estudadas néo foram alteradas pelos efeitos sazonais.
- A melhor época para resfriamento do sémen foi no outono e a pior foi o veréo.
- O plasma seminal ndo sofreu alteracdo quanto a concentracdo de proteinas
solaveis ao longo das estagdes climéticas.

- O padrdo de secregcdo da testosterona n&do apresentou um ritmo circadiano
bem definido e as médias de secrecdo variaram com a estacdo climética,
porém sem apresentar nenhuma correlagdo importante com as caracteristicas
estudadas.

- As biometrias testiculares ndo sofreram influéncia sazonal e as ecotexturas
testiculares foram influenciadas pelo clima.

- De acordo com os valores dos parametros fisioldgicos obtidos no periodo
experimental, os animais apresentaram-se adaptados ao ambiente em que

permaneceram alojados.
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FIGURA 3: Concentrag
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8. ANEXOS

TABELA 1: Descri¢ao das solu¢des estoque e de trabalho utilizadas na avaliagéo da
integridade de membrana plasmética de espermatozoéides pelo método

da fluorescéncia.

SOLUCAO

CONSTITUINTE

QUANTIDADE
I. Solucéo estoque de CFDA 92mg
CFDA* DMSO** 20 mL
IP 10 mg
Il. Solugéo estoque de Solucéo fisiologica 20 mL
[Px* (NaCl 0,9%)
Formalina a 40%
[ll. Solucédo estoque de Solucéo fisiologica Diluigéo 1:80
formaldeido (NaCl 0,9%)
Citrato de sédio 349
IV. Solucéo estoque de Solucéo fisiologica 100 mL
citrato de sodio a 3% (NaCl 0,9%)
Solugéo | 20 yL
N Solugéo Il 10 L
V. Solucéo de trabalho Soluczo Il 10 uL
Solucéo IV 960 pL
* CFDA: diacetato de carboxifluoresceina

** DMSO: dimetilsulféxido
*** |P: jodeto de propideo
Fonte: Zaccari (1998).
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FIGURA 1: Fotoperiodo (horas) em Vigosa, MG, ao longo de um ano.
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