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1. INTRODUCAO

Achados arqueoldgicos indicam que o cao doméstico existe ha pelo
menos 14.000 anos e que a sua domesticacdo ocorreu, inicialmente, na
Europa e Asia Ocidental, muito antes das outras espécies animais
(JOHNSTON, 2000; WILLS & ROBSON, 2000).

De acordo com estudos genéticos recentes, acredita-se que os lobos
sao vinte vezes mais relacionados aos caes do que o seu parente selvagem
mais préximo, o coiote. Alguns pesquisadores consideram o cdo doméstico
mais uma subespécie do lobo (JOHNSTON, 2000).

Ao selecionar os tracos desejaveis nos lobos adultos mais mansos, o
homem primitivo estava inconscientemente manipulando a populacao
reprodutora e, portanto, iniciando o processo de domesticagao. Uma reducao
geral no tamanho do corpo € a principal caracteristica da domesticacdo e
pode estar relacionada, em parte, as restricdes dietéticas impostas no
cativeiro (WILLS & ROBSON, 2000).

Nas espécies selvagens o periodo de reproducao é determinado para
que 0s nascimentos ocorram nas estagdes com melhores condigdes
ambientais para a sobrevivéncia (FORSBERG et al., 1989). Com a
domesticagao, a protecao dos animais contra as condicdes ambientais mais
adversas promoveu a diminuicao ou supressao de muitas das expressoes

fisioldgicas sazonais (THIERY et al., 2002).
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A partir do século XVIII na Europa, com o dominio do homem sobre a
natureza, iniciou—se a aplicagdo de biotécnicas na reproducdo dos cdes e o
desenvolvimento de novas ragas (WILLS & ROBSON, 2000).

Apesar dos primeiros sucessos com a inseminagao artificial de caes
datarem de mais de trés séculos, ainda nos tempos atuais muito pouco é
conhecido em relagao aos fatores que dificultam a preservacao do gameta
masculino, os quais podem alterar as caracteristicas bioquimicas do plasma
seminal, entre eles o efeito da sazonalidade.

Na literatura cientifica, a influéncia da sazonalidade na reprodugdo de
caninos domeésticos em climas temperados € escassa e em condicOes tropicais
nao foi estudada.

Com o intuito de preencher essas lacunas cientificas existentes na
reproducao de caes, criados em clima tropical, foi proposto testar a seguinte
hipdtese: existe um padrdo sazonal na funcdo testicular de caes considerando

a regiao sudeste do Brasil?
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Principal:

v

Identificar a ocorréncia de um padrao sazonal na funcdo testicular de

cdes, mantidos sob fotoperiodo natural.

2.2. Objetivos Especificos:

v

Verificar variacao do padrao hormonal de testosterona no periodo de
14 meses.

Identificar a variacdo na qualidade espermatica, pré e pds congelacao,
do sémen de cades no periodo de 14 meses.

Identificar a variacdo do volume e do parénquima prostatico e dos
testiculos de caes ao longo de 14 meses.

Identificar a variacao das proteinas totais, sodio, potassio, cloretos
totais, calcio, magnésio e perfil eletroforético das proteinas do plasma
seminal de cdes no periodo de 14 meses.

Determinar o padrao eletroforético das proteinas do plasma seminal no
periodo de 14 meses.

Identificar a correlacdo entre as diversas variaveis analisadas e as
condicdes climaticas.

Identificar a correlagdo entre o perfil eletroforético das proteinas e

eletrolitos do plasma seminal e a qualidade do sémen.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. FATORES SAZONAIS QUE INTERFEREM NA REPRODUCAO

A selecdo natural sempre favorece aqueles mamiferos adaptados as
variagdes ambientais e que se reproduzem em harmonia com o ambiente
explorado. De uma forma ou de outra, a maioria dos animais exibe, no
minimo, uma tendéncia a sazonalidade, sendo que muitas espécies se
reproduzem somente durante um periodo restrito do ano. Pois sabe-se que
em animais de vida livre, as demandas que competem mais intensamente
com a reprodugao sao a manutengao celular, a termorregulacdao e o gasto na
locomocao associado a procura de alimento (BRONSON & HEIDEMAN, 1994).

Diferentes interferéncias do fotoperiodo na regulacao sazonal da
reproducao tém sido documentadas em espécies mamiferas (BRONSON &
HEIDEMAN, 1994).

Na regido equatorial o fotoperiodo e a temperatura sao importantes
fatores que podem influenciar no ciclo reprodutivo de diferentes espécies. O
efeito do fotoperiodo envolve pelo menos dois mecanismos separados.
Primeiro, existe uma acao direta sobre o eixo hipotalamico-hipofisario e
segundo, existe uma modificacdo simultdnea na sensibilidade do sistema
nervoso central para o mecanismo retrégrado negativo dos esterdides

(BLACSHAW, 1977; HAFEZ, 1987).
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Em espécies sazonais, o fotoperiodo € um estimulo primario para a
liberacao de GnRH. Na auséncia de grandes modificagdes ambientais, o ritmo
endégeno da atividade hipotalamica pode controlar a liberacao de
gonadotrofinas e o desenvolvimento gonadal (BLACKSHAW, 1977).

As informacoes de fotoperiodo sao capturadas na retina e
transportadas por fibras nervosas para a glandula pineal, a qual vai inibir a
producdo de melatonina. Em eqliinos, a producdo de melatonina é inibida
durante os dias longos (SAMPER, 1997).

A melatonina é sintetizada e liberada de forma ritmica, no periodo de
escuriddo do ciclo dia-noite. A sua producdo é controlada por um sistema
enddgeno circadiano e é suprimida pela luz. A duragao da secregdo pulsatil de
melatonina aumenta com a duragao da noite, promovendo dessa maneira um
calendario interno que regula ciclos sazonais na reproducdo e outras funcoes
nas espécies fotoperiddicas (MACCHI & BRUCE, 2004).

O aumento no periodo diario de secrecdao de melatonina esta associado
com a diminuicdo na liberagdo de GnRH, conseqilientemente ocorre a
regressao das gonadas de animais de estacionalidade reprodutiva em dias
longos. Inversamente, esse sinal de melatonina é seguido por uma ativacao
das gbnadas nos animais de reproducao em dias curtos (GROSSE et al.,
1993).

Dessa maneira, em eqliinos os baixos niveis circulantes de melatonina
sao coincidentes com altos niveis de GnRH e gonadotrofinas (SAMPER, 1997).

Em carneiros, a melatonina provoca variagao na acao da testosterona como
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hormonio inibidor da secrecdo de GnRH e das gonadotrofinas, (FITZGERALD,
1997).

Apesar da espécie humana ndo ser considerada fotoperiddica, a
ocorréncia de desordens afetivas sazonais (SAD) e o sucesso do tratamento
com luminosidade, sugere que alguma resposta ao fotoperiodo é mantida.
Dados recentes demonstram uma associacao entre os niveis de melatonina
enddgena e o inicio da puberdade, assim como niveis elevados desse
hormbnio em homens e mulheres com hipogonadismo e/ou infertilidade
(MACCHI & BRUCE, 2004).

A atividade sexual em todos os mamiferos selvagens varia de acordo
com as estagdes do ano. Estudos experimentais demonstram que a variacao
do numero de horas de luz didria € o que mais influencia a atividade sexual
(HAFEZ, 1987).

Na Europa, o inicio da atividade reprodutiva no macho da raposa
vermelha tem sido relacionado ao fotoperiodo. Em altas latitudes (maiores de
60°N), a fertilidade maxima é encontrada com o aumento do comprimento do
dia, enquanto que nas baixas latitudes (menores de 50°N) a fertilidade esta
associada com a diminuigao do dia (LOYD & ENGLUND, 1973).

A influéncia do fotoperiodo na regulacdo sazonal da reproducao,
provavelmente desapareca em animais que vivem abaixo da latitude 300°.
Nessas regioes, a variacdo sazonal na temperatura ambiente € muito menor,
entretanto existe uma marcada variacdo sazonal na precipitacdo pluviométrica

(BRONSON & HEIDEMAN, 1994).
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Num estudo realizado por FORSBERG et al. (1989), no hemisfério
norte, foi observado que os machos do lobo-prata (Wulpes vuipes)
apresentavam um padrao reprodutivo sazonal, com a atividade testicular
variando consideravelmente durante o ano, com o pico da capacidade
reprodutiva durante os meses de fevereiro e margo.

Entretanto, TAHA et al. (1981) pesquisando o efeito da sazonalidade
em cdes domésticos, no hemisfério norte, detectaram grandes variagdes nas
concentracdes de testosterona entre os individuos, mas ndo variacoes

sazonais.

3.2. INFLUENCIA DA SAZONALIDADE NA REPRODUGCAO DOS

MACHOS

3.2.1. CONTROLE ENDOCRINO

A fisiologia reprodutiva masculina é controlada, endocrinologicamente,
por duas gonadotrofinas secretadas pela hipdfise anterior, LH (hormonio
luteinizante) e FSH (hormonio foliculo estimulante). A secrecao de
gonadotrofinas é dependente do controle positivo do horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH), que é liberado em pulsos pelo hipotdlamo e que se
liga a receptores especificos na membrana plasmatica da hipdfise anterior. O
GnRH sofre controle negativo da testosterona e de seus metabdlitos ativos, o
sulfato de estrona e a dihidrotestosterona. O “feed back” negativo ocorre

tanto ao nivel hipofisario como hipotalamico. Também sofre controle negativo
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do estradiol, produzido no testiculo pela aromatizacdo da testosterona
(DEPALATIS et al., 1978; AMANN, 1986; HAFEZ, 1987; HEWITT, 1998).

A secrecao de FSH é estimulada pelo GnRH e controlada pela inibina,
uma glicoproteina secretada pelas células de Sértoli, em resposta a sinais das
células germinativas (HAFEZ, 1987; SETCHELL, 1993).

O LH estimula a produgdo e secrecao de testosterona pelas células de
Leydig. O FSH se liga as células de Sértoli e estimula a producao da proteina
fixadora de androgenos — ABP, a qual é secretada na luz do tubulo
seminifero, se liga a dihidrotestosterona, a forma bioativa da testosterona,
ajudando a manter nivel alto de testosterona dentro do tubulo (HAFEZ, 1987;
SAMPER, 1997; HEWITT, 1998).

Todo mecanismo de controle enddcrino da reprodugdo nos machos
pode sofrer influéncia da sazonalidade. As alteracbes de luminosidade diaria,
eventualmente, desencadeiam variagdes nos niveis plasmaticos de
gonadotrofinas e de prolactina. Nos ovinos, uma reducdo nas 16 horas diarias
de luminosidade para 8 horas é seguida por uma diminuicdo da prolactina e
um aumento paralelo de FSH-LH, e conseqiientemente por uma elevacao da
testosterona e do peso testicular (HAFEZ, 1987; SETCHELL, 1993).

Em homens, REINBERG et al. (1988) demonstraram picos de LH,
testosterona e estradiol no outono, relacionados com a concentragao
espermatica, e pico de FSH e 20 o-dihidrotestosterona no verao. Esses
pesquisadores sugerem um fator potencial comum conduzindo mudangas

sazonais na concentragdo espermatica e na producdo de andrdgenos.
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Tem sido documentado que a mensagem de fotoperiodismo dentro da
maioria dos animais é conduzida pelo hormoénio da pineal, a melatonina.
Entretanto, a despeito da evidéncia da influéncia do fotoperiodo na familia
Canidae, tem sido sugerido por ASA et al. (1987) que o controle sazonal da
reproducdao no lobo prata deve basear-se num outro sistema que nao a
glandula pineal. Esses autores realizaram a exérese da pineal e do ganglio
cervical superior em lobos machos e fémeas pré-pluberes e observaram que o
inicio da puberdade nao foi alterada, sendo que todos os animais exibiram um
ciclo reprodutivo normal, quando comparados aqueles ndo submetidos a
cirurgia.

KREEGER et al. (1990) demonstraram que a retirada da pineal de lobos
prata nao alterou o ritmo circanual da prolactina, enquanto que o
fornecimento de melatonina deprimiu significativamente os niveis de
prolactina.

A secregdo de LH em caes machos é pulsatil com picos ocorrendo em
intervalos de 1,5 a 5 horas, seguida por aumento nos niveis de testosterona
60 minutos apds. Em caes intactos, a concentracao média de testosterona
variou de 0,4 a 6,0 ng/mL durante o periodo de 24 horas (DEPALATIS et al.,
1978).

FALVO et al. (1980) sugeriram a possibilidade de uma sazonalidade
ancestral em machos de caes mesticos. A mensuracao de LH e testosterona
sérica indicou alteragdo no padrdo anual ciclico da secrecao de LH e um

significante pico na testosterona durante o outono.
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VariagOes sazonais tém sido reportadas nas concentracdes de LH (1,0 -
1,2 ng/mL a 3,8 — 10,0 ng/mL) e testosterona (0,5 — 1,5 ng/mL e picos de até
3,5 - 6,0 ng/mL) em caes, mas embora haja uma relagao entre a secregao
dos dois horménios, as influéncias sazonais sobre eles sdo independentes.
Acredita-se que a prolactina tenha acdo sinérgica com o LH, regulando a
producado de testosterona, pois receptores para prolactina estao presentes nas

células de Leydig (HEWITT, 1998).

3.2.2. CARACTERISTICAS SEMINAIS

A avaliagdo da qualidade do sémen compreende as caracteristicas
fisico-quimicas e macro e microscopica. No cao, a motilidade e o vigor
espermaticos, concentracdo de espermatozdide, alteracdes morfoldgicas e
integridade da membrana espermatica sdo as principais caracteristicas
seminais avaliadas. Antes de caracterizar as possiveis variagdes sazonais,
devem ser considerados os valores normais.

O ejaculado canino é dividido em trés fracdes diferenciadas. A primeira
¢ a fracao pré-espermatica, de origem prostatica, possui um aspecto aquoso
e transparente, um volume que varia de 0,5 a 5,0 mL. A segunda fracdo é
rica em espermatozoides, a coloracdo varia de branco leitoso a translicido,
dependendo da concentracao; e o volume varia de 1,0 a 4,0 mL (JOHNSTON
et al., 2001). A terceira fracdo é também de origem prostatica, de aspecto
aquoso, transparente, volume variando de 2,5 a 80,0 mL e possui a funcao de
facilitar o transporte espermatico pela cervix e aumentar o volume do

ejaculado (ENGLAND & ALLEN, 1992).
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O volume total do ejaculado varia de 1,0 a 80,0 mL, tem a
osmolaridade ao redor de 320 mOsm e pH de 6,4 a 6,6. O pH normal varia
entre 6,3 a 7,0 e depende da quantidade de liquido prostatico colhido
(AMANN, 1986, JOHNSTON et al., 2001).

A motilidade espermatica de uma amostra de sémen fresco de cao
deve ser no minimo de 70% (LINDE-FORSBERG, 1991). O movimento
espermatico pode ser avaliado subjetivamente em microscopio de contraste
de fase ou num analisador computadorizado (HTR — IVOS 10 ANALYSER,
Hamilton Thorn Research), o qual é mais preciso e informa caracteristicas
diversas do movimento. Esse sistema determina a motilidade espermatica
total, motilidade total progressiva, padrao médio de velocidade espermatica
(VAP), velocidade de deslocamento em linha reta (VSL), velocidade de
deslocamento curvilineo (VCL), sobreposicao do deslocamento retilineo e a do
deslocamento curvilineo (STR) e ainda a linearidade do movimento dos
espermatozdides (LIN) (IGUER-OUADA & VERSTEGEN, 2001).

O numero total de espermatozdides num ejaculado canino varia de 300
milhdes a 2 bilhdes e é dependente da raga, da idade e da freqliéncia de
colheita (JOHNSTON et al., 2001).

A morfologia espermatica (cabeca, acrossomo, peca intermediaria e
cauda) determina os defeitos maiores, menores e o total de defeitos.
Segundo o Manual para Exame Androldgico e Avaliacdo de Sémen Animal do
CBRA - Colégio Brasileiro de Reproducdao Animal (1998), a proporcao de
defeitos maiores e menores no sémen do cao deve ser no maximo 20%,

sendo que o total de defeitos maiores nao deve ser superior a 10%.
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A integridade de membrana espermatica pode ser avaliada por sondas
fluorescentes (diacetato de 6-carboxifluoresceina e iodeto de propidio), que é
uma técnica descrita por HARRISON & VICKERS (1990), e modificada para
utilizagdo em cdes por CUNHA et al. (1996). Esse tipo de método é capaz de
avaliar a presenca de rupturas na membrana espermatica como resultado da
lesao celular.

A qualidade espermatica é influenciada por varios fatores externos,
alguns dos quais sao sazonais. Em homens normais, nas latitudes 69°N e
60°N, embora tenha sido detectada uma concentracdo maior (p=0,02) de
inibina B no inverno, quando comparado ao verao, nao houve mudancas
substanciais na concentracdo e motilidade espermaticas (MALM et al., 2004).

Porém em homens, com fertilidade comprometida, a espermatogénese
e a qualidade espermatica podem sofrer influéncia negativa adicional, quando
a temperatura testicular e a exposicdo didria a luz s3o alteradas (KUNZLE et
al., 2004).

Adicionalmente, homens inférteis apresentam baixa motilidade
espermatica total e progressiva durante a primavera, quando comparada ao
verdo. Além disso, diferencas sazonais também foram observadas quanto a
morfologia espermatica, sendo a porcentagem de formas estreitas
significativamente maior no outono que na primavera. Isto pode estar
relacionado as altas temperaturas observadas no verao, quando o
espermatozdide foi formado no testiculo e subseqiientemente, maturado e
diferenciado no epididimo. Por outro lado, defeitos de cauda foram maiores

na primavera, talvez como resultado dos efeitos do frio ocorridos no inverno e
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na primavera. Ja que o ciclo da espermatogénese tem duragao de 75 a 90
dias, esses dados podem ser justificados pelos efeitos da temperatura
ambiente terem sido manifestados somente no final da estacao (CENTOLA &
EBERLY, 1999).

Embora os eqliinos, ovinos e caprinos tenham a capacidade de
reproduzir-se o ano todo, ocorre uma interferéncia sazonal na
espermatogénese com melhora na quantidade e qualidade do sémen durante
a estacao de monta (HOFFMANN & LANDECK, 1999; KARAGIANNIDIS et al.,
2000a, 2000b).

Com o objetivo de detectar os efeitos das variagdes sazonais na
qualidade do sémen canino, KURODA & HIROE (1972) avaliaram ejaculados
de 10 caes na primavera, verao, outono e inverno e observaram que a
qualidade do sémen foi melhor na primavera e pior no verao, com volume de
9,4mL  versus 7,0mL, concentracdo  267x10°  versus  207x10°
espermatozdides/mL, concentracdo total 437x10° versus 369x10°
espermatozdides, motilidade 91% versus 88% e porcentagem de
espermatozdides anormais 5,4% versus 7,0%, respectivamente. Resultados
semelhantes (motilidade espermatica, 85% na primavera versus 78% no
verao; concentracdo espermatica, 7,32x108 na primavera versus 4,63x108
espermatozdides/mL no verdo) foram obtidos por TAKEISHI et al. (1975) ao
avaliar cdes mesticos. Estes autores atribuiram a baixa qualidade do sémen as
altas temperaturas do verdo (maxima 25°C).

A estacao do ano, em clima temperado, também tem efeitos na

concentracao de espermatozdides no ejaculado de caes, apesar de ter sido
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observada uma variacao individual, ocorreu aumento na concentragao
espermatica durante a primavera e inicio de verdo (247x10° a 659x10°
espermatozoides/mL) e uma queda no final do verdo e outono (230x10° a
560x10° espermatozdides/mL) (TAHA et al., 1981). Embora estes autores
tenham encontrado essa variagdo na concentracao espermatica, o numero
total de espermatozdides no ejaculado encontra-se dentro da variagdo normal
para a espécie (>200x10° espermatozdides). Isso indica que o cdo normal
pode ser considerado fértil independente da estacdo do ano ou temperatura
ambiente (AMANN, 1986; FELDMAN & NELSON, 1996).

SCHAFER et al. (1997) realizaram colheitas de sémen de c3es, durante
um periodo de seis meses. Observaram o aumento do volume das fracdes pré
e pos-espermaticas, o0 aumento da motilidade e a diminuicao das alteracoes
morfolégicas espermaticas durante a primavera. E concluiram que pode ter
ocorrido uma influéncia da grande umidade e luminosidade crescente desse
periodo, ou estar relacionado com um nimero maior de fémeas em estro no

canil.

3.2.3. CONGELACAO DO SEMEN
Apesar da inseminacao artificial (IA) em cdes domésticos ter crescido
nas Ultimas décadas, os estudos ja realizados ainda ndao proporcionam um
modelo ideal para a criopreservacao do sémen de espécies domésticas e
selvagens ameagadas de extingao.
Segundo ENGLAND (1993), foi SPALLANZANI, em 1776, o primeiro a

observar que a diminuicao na temperatura reduzia, reversivelmente, a
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atividade metabdlica dos espermatozoides, permitindo dessa forma sua
estocagem. Em 1949, a descoberta da agao crioprotetora do glicerol, por
POLGE et al. proporcionou um significante impacto na metodologia da
criopreservacao de células. Entretanto, somente em 1954 ROWSON obteve
sucesso com a congelacgdo do sémen, nessa espécie. Posteriormente,
SEAGER, em 1969, relatou a primeira gestacdo numa cadela, a partir da IA
com sémen congelado.

Desde entdo, o procedimento de criopreservacao das células
espermaticas vem sendo empregado na espécie canina. Atualmente, os
métodos tém sido baseados nas cinco etapas descritas por HAMMERSTEDT et
al. (1990): 1) diluicdo e refrigeracao; 2) penetracao do crioprotetor e
envasamento; 3) congelacao; 4) armazenamento e 5) descongelacao.

Independente da espécie, os diluentes usados para congelacdo de
sémen devem possuir: nutrientes como uma fonte de energia para o
metabolismo espermatico (glicose, frutose, lactose); um tampdo contra
mudancas deletérias de pH e possuir osmolaridade e concentracdo de
eletrolitos fisioldgicas (TRIS — acido citrico, TES - citrato, glicina); antibidticos
para prevenir 0 crescimento bacteriano (penicilina, estreptomicina,
neomicina); gema de ovo e leite para proteger do choque térmico durante a
refrigeracdao; e possuir crioprotetores (glicerol, etilenoglicol e outros) para
reduzir os danos aos espermatozodides resultantes da congelacdo e
descongelacao (LINDE-FORSBERG, 1991; ENGLAND, 1993; BATEMAN, 2001).

Dentre estes componentes existem diversas formulagbes destinadas

para cada espécie. No cdo, agucares como a glicose, dextrose e lactose sao
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descritos como fonte de energia (JOHNSTON, 2001). A glicose ou a frutose
esta presente na grande maioria dos diluidores utilizados para sémen de caes
(SILVA et al., 1996; HAY et al., 1997; ROTA, 1998; PENA & LINDE-
FORSBERG, 2000).

A utilizacao do TRIS (Tris-hidroximetil-aminometano) como tampao,
para neutralizar o pH acido do meio diluente, tem apresentado os melhores
resultados de motilidade (BATTISTA et al.,, 1989; OLAR et al., 1989;
ENGLAND, 1993; THOMAS et al., 1993; SANTOS et al., 1999).

A contaminacao microbiana pode afetar negativamente a fertilidade,
devido a presenca de bactérias e toxinas geradas pela degradacao dos
componentes de origem biolégica do meio ou pela utilizagdo de alguns
substratos metabdlicos (WATSON, 1990). PENA (1999) numa revisdo
demonstrou que a neomicina, cloranfenicol, ampicilina, eritromicina, tilosina
sao eficazes e ndo sao toxicos as células espermaticas. A associagdo classica
de penicilina e estreptomicina € uma preparacao eficaz e é a mais utilizada
nos diluentes seminais. Em estudo realizado por SANTOS et al. (2003) com
meios diluentes utilizados na congelagdo de sémen eqliino, nao foi observado
crescimento bacteriano ou diferencas significativas na motilidade e
integridade  de membrana pds-descongelacdo quando  diferentes
antimicrobianos (penicilina, streptomicina, gentamicina, ampicilina, amicacina
e suas associagoes).

A gema de ovo tem sido utilizada para protecdo contra o choque
térmico, na maioria dos diluentes. Diversas concentracoes foram testadas e,

atualmente, 20% de gema de ovo tem sido adicionado como padrao nos
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meios destinados ao sémen de caes (FOOTE & LEONARD, 1964, FONTBONNE
& BADINAND, 1993; RODRIGUES-MARTINES et al., 1993; NOTHLING et al.,
1995; SILVA et al., 1996; PENA & LINDE-FORSBERG, 2000).

Os crioprotetores, incluindo o glicerol, causam inicialmente
desidratacao da célula por induzir a saida de agua (WATSON, 1995). A adicao
do glicerol aos meios diluentes reduz as injurias da criopreservagdo. A
concentragao ideal de glicerol adicionada ao meio € uma compensagao entre
os efeitos de protecao e os efeitos adversos. Uma variagao entre 2% e 8% de
glicerol tem sido descrita na literatura. Porém, PENA et al. (1998) observaram
que tanto a motilidade pds-descongelacdo, como a integridade do acrossoma,
foram superiores apds o uso de um meio diluente contendo 8% de glicerol
quando comparado com 2%, 4% e 6%. Segundo FONTBONNE & BADINAND
(1993) e PENA et al. (1998) a temperatura de glicerolizacdo ndo afeta a
qualidade espermatica pds-descongelagao. Portanto, a adigdo do glicerol pode
ser feita antes, durante ou no final da refrigeracao (OLAR et al., 1989; HAY et
al., 1997).

Atualmente, a adicao de detergentes, como o SDS (dodecil sulfato de
sddio) como um dos componentes do Equex STM Paste® (Nova Chemical
Sales, Scituate Inc., M.A., EUA) e Orvus es Paste® (Proctor & Gamble,
Cincinatti, OH, EUA) no meio diluente tem sido preconizada, pelos seus
beneficios, favorecendo a acdo dos fosfolipideos da gema de ovo e
aumentando a protecao do espermatozoide contra o choque térmico (ROTA et

al., 1997; HOLT, 2000; PENA & LINDE-FORSBERG, 2000; PENA et al., 2003).
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Varios periodos de refrigeracao e congelacao tém sido descritos para
os canideos (FONTBONNE & BADINAND, 1993; SILVA et al., 1996), sendo
dependente do método de envasamento (ROTA, 1998). De acordo com
HAMMERSTEDT et al. (1990), se a taxa de congelacdo utilizada for rapida,
deve-se utilizar uma descongelacao rapida, para que nao ocorram danos a
membrana plasmatica e organelas celulares.

Embora exista uma variabilidade individual intensa das células
espermaticas de caes, frente aos efeitos da criopreservagao, ndao tem sido
estudada a influéncia da sazonalidade sobre a qualidade espermatica pds-
descongelagao.

As poucas informagles disponiveis em canideos sdo de FORSBERG et
al. (1989) que observaram em lobos-prata baixa qualidade e pouca
capacidade de fertilizacdo do sémen congelado no periodo de verdo. Esses
resultados foram relacionados ao calor, ja que no inicio do verdo, quando os
dias sao quentes (20° a 25°C), os machos ainda permanecem com a pelagem
de inverno.

Estudos conduzidos em bufalos identificaram que a motilidade pos-
descongelacao foi menor no verao e maior no inverno, concluindo que o
espermatozdide pode ser fragil durante o verao e ndo suporta os efeitos da
congelacao (BAHGA & KHOKAR, 1991). Em eqiinos, de duas racas diferentes,
JANETT et al. (2003a, 2003b) verificaram maior motilidade e viabilidade do
sémen apods a descongelagdo, durante o outono, em condicdes climaticas de

46°49'N, 06°57'E.
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3.2.4. MENSURACAO PROSTATICA E TESTICULAR

A prostata é a Unica glandula sexual acessoéria do cdo e é responsavel
pela producdo do fluido prostatico para o transporte e sustentacao dos
espermatozdides na ejaculacao (BARSANTI & FINCO, 1989). A posicao da
glandula depende da idade, da distensdo da bexiga e do estado de alteragao
da glandula (BARSANTI e FINCO, 1992).

A funcdo da prostata é participar no controle da eliminacdo de urina
pela bexiga e na secrecao de fluido seminal durante a ejaculacdo; auxiliar no
metabolismo da testosterona a dihidrotestosterona, influenciando na funcao
hipotalamica e hipofisaria (GRIFFITHS et al., 1991). O crescimento prostatico
é regulado pela 5-a-dihidrotestosterona, que é formada pela conversao da
testosterona circulante por acdo da 5-a-redutase, dentro das células epiteliais
prostaticas (EWING et al., 1983).

No cdo, a textura ecografica e as dimensOes prostaticas podem ser
avaliadas pelo exame ultra-sonografico (FEENEY et al., 1987). Estudos tém
demonstrado que a prdstata pode apresentar-se sob a forma eliptica ou
globosa e que existe uma tendéncia a maiores dimensdes da glandula em
animais idosos. Adicionalmente, a palpacao retal da préstata pode determinar
a localizacdo, forma, simetria dos lébulos e sensibilidade do 6rgao (SOUZA et
al. 2002).

GOERITZ et al. (2003) avaliando a reproducao sazonal de veados,
detectaram por exames de ultra-som, realizados mensalmente, que houve

alteracdes circanuais pronunciadas na prostata e vesicula seminal. Também
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observaram diferencas marcantes nos parametros morfoldgicos testiculares
entre as estacOes de reproducao e nao reprodugao.

Em relacdo aos testiculos, cerca de 80% da producdo diaria de
espermatozdides é atribuida ao peso ou tamanho testicular (r=95, p<0,01), o
qual é influenciado pelo peso corpdreo do animal. Em média, as dimensoes
testiculares sao de 3cm x 2cm x 1,5cm (comprimento x largura x altura)
(OLAR et al., 1983; AMANN, 1986; HEWITT, 1998).

Em um estudo com cdes domésticos, a variacao do tamanho testicular
ndo foi correlacionada as mudangas da proporcdo de nenhum componente
tecidual e a proporcao de tubulos seminiferos (epitélio germinal+Iimen)
permaneceu constante mesmo na grande variacdo de tamanho testicular
(WOODAL & JOHNSTONE, 1988).

Os testiculos podem ser mensurados pelo ultra-som ou com o
paquimetro. A mensuracao testicular pela ultra-sonografia € mais acurada,
porém nao existe diferenca entre os dois métodos (EILTS et al., 1993).

Em muitas espécies, a mensuracao do volume testicular e/ou nivel
sérico de testosterona tem sido utilizada para avaliar a influéncia das
condigOes climaticas sobre a atividade enddcrina testicular (JOHNSTON et al.
1994; WALKER, 1999).

BICUDO (1998) estudando o efeito da sazonalidade em carneiros da
raca Ideal, na regidao de Botucatu, detectou uma diminuicao na biometria
testicular nos meses de inverno. Entretanto, essa alteragdao nao foi suficiente

para determinar uma pausa na atividade reprodutiva desses animais.
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Mudangas sazonais no tamanho testicular tém sido reportadas em
muitos canideos ndo domésticos. GOODROWE et al. (1998) reportaram, em
clima temperado, no hemisfério norte, uma combinacao da diminuicdo no
tamanho testicular e peso testicular, em lobos vermelhos, nos meses de

primavera (fevereiro e marcgo).

3.2.5. COMPONENTES BIOQUfMICOS DO PLASMA SEMINAL

A funcdo espermatica é altamente dependente dos componentes
ionicos presentes no meio (HAMAMAH & GATTI, 1998). O plasma seminal, no
ejaculado canino, origina-se dos epididimos e da glandula prostatica.

Anadlises bioguimicas do plasma seminal ndo fracionado, realizadas por
BARTLETT (1962), detectaram pH 6,4; concentracdes de sédio (72,0 a 180,0
mEgq/L), potassio (7,9 a 8,2 mEg/L), calcio (0,4 a 1,0 mEg/L), magnésio (0,3 a
0,8 mEq/L), cloretos (152mEqg/L) e proteinas (1,74 a 2,1 g/dL).

Em estudos realizados por CHATTERIEE et al. (1976) foram detectadas
variagdes nos eletrdlitos do plasma seminal de cdes, nas concentragbes de
sédio (116,4 a 218 mEqg/L), potassio (4,4 a 14,1 mEqg/L), célcio (1,8 a 4,4
mEg/L), magnésio (0,9 a 2,15 mEqg/L) e pH (6,4 a 6,9). Posteriormente,
valores semelhantes para o sodio (134,4 a 156,0 mEg/L) e potassio (7,8 a
13,7 mEqg/L) foram encontrados na raca Pastor Alemao por SOUZA et al.
(1995).

SOUZA (2003) determinou concentracdes de proteinas totais (2,19

g/dL), de cloretos totais (180,18 mEq/L), de calcio (0,80 mg/dL), de potassio
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(11,76 mEg/dL) e de sddio (146,93 mEg/dL) no plasma seminal de 20 caes
mesticos com pH médio de 6,67.

Reveste-se ainda de grande importancia o conhecimento dos fatores,
ou substancias, que parecem desestabilizar ou proteger a membrana dos
espermatozdides, uma vez que a integridade da mesma é fundamental para o
funcionamento adequado do gameta masculino (PARKS & GRAHAM, 1992).

O plasma seminal contribui com fatores pré e contra a fertilidade dos
espermatozdides (KILLIAN et al., 1993; BELLIN et al., 1994). Dentre os
elementos bioquimicos, as proteinas do plasma seminal tém sido
correlacionados a fertilidade.

Durante a espermatogénese, os espermatozoides perdem a capacidade
de sintetizar e secretar proteinas (SHABANOWITZ & KILLIAN, 1987).
Entretanto, novas proteinas sdo aderidas a membrana espermatica pela
interacdo dessas células com o meio, seja esse o fluido epididimal, fluido do
ducto deferente e, durante a ejaculacdao, o plasma seminal (NAABY-HANSEN
et al., 1997; TULSIANI et al., 1997). A ligacdo dessas proteinas a membrana
é irreversivel, como demonstrado em suinos, apds intensas lavagens das
células espermaticas (MOORE & HIBBITT, 1976).

A composicao protéica do plasma seminal é afetada por determinadas
condigdes, como o intervalo entre as ejaculagdes, o método de colheita do
sémen, a estacdao do ano, a idade e raca dos animais (HAFEZ, 1987; MIES

FILHO, 1987; KILLIAN et al., 1996).
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A concentracdao maior de proteinas no plasma seminal de garanhdes,
conferiu protecdo mais eficiente as células espermaticas quando submetidas a
diferentes tratamentos térmicos (VIANNA et al., 2002).

O cloreto tem sido descrito como um componente desestabilizador da
estrutura terciaria das proteinas, impedindo a ligacao dessas a membrana dos
espermatozdides de bovinos, tornando-os vulneraveis as agressdes de
diferentes origens (PANGAWKAR et al., 1988).

Num estudo realizado por YUMURA et al. (2002) foi verificado que altas
concentracbes (135 Mm) de ions Na* ou K* provocou efeitos deletérios na
motilidade espermatica, apds a preservacao de espermatozdide humano em
solucdo livre de eletrdlitos.

O magnésio provavelmente esta envolvido no transporte espermatico
(OMU et al., 2001). Em humanos, a infertilidade tem sido associada a niveis
anormais de calcio e magnésio (PANDY et al., 1983). Contrariamente, OMU et
al. (2001) ndo verificaram diferentes niveis de magnésio em homens com
parametros seminais normais e homens oligoastenozoospérmicos.
Similarmente, SORENSEN et al. (1999) nao verificaram correlacao entre os
niveis de magnésio e a fertilidade em homens.

O célcio é um ion importante na fisiologia espermatica, incluindo a
motilidade, metabolismo, a reacdo do acrossoma e fertilizacao
(YANAGIMACHI, 1981).

Nos cdes, o fluido prostatico ou componentes do plasma seminal
possuiem efeitos deletérios sobre as células submetidas a baixas

temperaturas, refletida pela diminuicdo acentuada da motilidade espermatica,
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embora nao se conheca a natureza das interagdes envolvidas (CONCANNON
& BATTISTA, 1989). Esses efeitos podem ser comprovados pela maior
motilidade espermatica pos criopreservagao, quando o plasma é retirado pela
centrifugacao antes do procedimento (ENGLAND & ALLEN, 1992).

No que diz respeito ao efeito da sazonalidade sobre os componentes
do plasma seminal, poucos estudos tém sido realizados.

BORQUE & SAGUES (1992), no hemisfério norte, encontraram uma
sutil variacdo estacional na concentracdao de proteinas presentes no plasma
seminal de carneiros, com maiores concentraces situadas nos meses de
fevereiro, maio e outubro.

Num outro estudo realizado em ovinos, por GUNDOGAN & ELITOK
(2004) foram detectados valores mais altos de proteinas no plasma seminal
no periodo de outono, inicio da estacdo reprodutiva.

Em macacos (Presbytis entellus entellus), em estudo realizado no
hemisfério norte, ndo foi observado sazonalidade nos niveis de magnésio do

plasma seminal (LOHIYA et al., 1998).

3.2.6. PERFIL ELETROFORETICO DO PLASMA SEMINAL

O plasma seminal € um meio de transporte e sustentacdo dos
espermatozdides, sendo constituido no cdo por secrecoes testiculares,
epididimais e prostatica.

O mapeamento e a identificacdo de componentes protéicos sollveis no
ejaculado, pela eletroforese, vém sendo realizados desde a década de 50,

buscando marcadores de fertilidade nos machos (BERTOK & PASZTOR, 1957).
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BAAS et al. (1983) pesquisando fatores no plasma seminal que
afetavam a motilidade e viabilidade dos espermatozodides de touros,
demonstraram que o efeito deletério observado foi restrito a fracdo que
continha proteinas de alto peso molecular do plasma seminal.

Varios estudos foram conduzidos, até que KILLIAN et al. (1993)
desenvolveram uma equacao matematica para diferenciar a fertilidade de
touros de acordo com o perfil protéico encontrado na eletroforese de plasma
seminal. Essa equacao foi baseada em 4 proteinas, duas (55KDa plI 4,8 e
26KDa pl 6,4) frequientes em touros de alta fertilidade e duas (16KDa pI 4,1 e
6,7) em touros de baixa fertilidade.

BRANDON et al. (1999) identificaram no plasma seminal de equinos
uma proteina de 72kDa que apresentou correlacao positiva com a fertilidade,
e também detectaram trés proteinas de pesos moleculares de 75kDa, 18kDa
e 16kDa, que se correlacionaram negativamente com a fertilidade.

Na espécie canina, poucos foram os estudos realizados no plasma
seminal. Os primeiros sao datados da década de setenta (DUBIEL, 1975;
BRUSCHI et al., 1979) e foram realizados com a técnica de eletroforese sob
condicdes ndo desnaturantes, sendo identificadas somente trés fracdes
protéicas.

Estudos realizados por SOUZA & LOPES (2002) utilizando gel de
poliacrilamida sob condicdes desnaturantes (SDS-PAGE) identificaram em
caes com fertilidade desconhecida, 25 bandas com pesos moleculares entre

136kDa e 3,5kDa. Posteriormente, SOUZA (2003) verificou um total de 37
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bandas e identificou uma correlacao positiva entre a densitometria de duas
bandas protéicas, 67kDa e 58,6kDa, do plasma seminal e a fertilidade /in vitro.

Num estudo realizado com fluido epididimal utilizando a SDS-PAGE,
foram identificadas 27 bandas protéicas de pesos moleculares variando de
245kDa a 10,3kDa (MARTINS et al., 2002).

Tem sido estudada a influéncia das proteinas do plasma seminal de
bovinos na congelabilidade do sémen. RONCOLLETA (1999) identificou, em
touros de alta congelabilidade, a predominancia da proteina de 61,8kDa no
plasma seminal e a auséncia dessa proteina em touros de baixa
congelabilidade. Resultados semelhantes aos de RONCOLLETA (1999) foram
encontrados por JOBIM et al. (2002).

Em outro estudo PEREZ-PE et al. (2001) compararam o padrdo
eletroforético (SDS-PAGE) do plasma seminal na estacdo reprodutiva e ndo
reprodutiva, e verificaram que cinco bandas (20kDa, 21kDa, 24kDa, 36kDa e
67kDa) presentes no plasma seminal da estagdo reprodutiva diminuiram nas
amostras no inverno e primavera e somente tragos dessas proteinas foram
identificados no plasma seminal colhido no verao.

Estudos do perfil protéico do plasma seminal de caes relacionados com

congelabilidade e sazonalidade nao foram encontrados na literatura cientifica.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. LOCAL DO EXPERIMENTO

As colheitas de sangue, dos ejaculados, andlises seminais e a
congelagao do sémen foram executadas no Canil Von Springer, no municipio
de Avaré (latitude 23° 35’ S e longitude 48° 59’ W), as margens da
represa de Jurumirim, no estado de Sao Paulo, no periodo de julho de 2002 a
agosto de 2003.

A descongelacdo de sémen, as analises pds-descongelacdo, dosagens
bioquimicas de proteina total, cloretos totais e magnésio no plasma seminal, e
as dosagens séricas de testosterona foram realizadas nos laboratdrios do
Departamento de Reproducao Animal e Radiologia Veterinaria da FMVZ,
UNESP, Botucatu.

A determinacao das concentracdes de sodio, potassio e cdlcio no
plasma seminal foram realizadas no Laboratério de Analises Clinicas do
Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”, da FCAV, UNESP, Jaboticabal.

As andlises computadorizadas dos géis de eletroforese foram realizadas

no Departamento de Fisica e Biofisica, IB, UNESP, Botucatu.

4.2. DADOS CLIMATOLOGICOS
Os dados referentes as variacoes de temperatura ambiente (°C), indice

pluviométricos (mm?) foram obtidos na pagina eletronica do CIIAGRO do
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Instituto Agrondmico de Campinas, Sao Paulo (www.iac.org.sp). Para a

obtengao dos dados foi considerada a localizagao do canil.

4.3. ANIMAIS

Foram utilizados oito (8) caes adultos, reprodutores, com idade entre
1ano e 2meses e 6 anos, pesando entre 12 e 35 Kg, de trés ragas diferentes
(4 animais da raca Springer Spaniel, 2 da raca Blood Hound e 2 da
raca Golden Retrivier), em atividade reprodutiva, com sorologia negativa
para leptospirose e brucelose canina.

Os caes foram submetidos ao mesmo manejo durante todo o
experimento, mantidos em duplas em canis com solario e a cada semana dois
deles ficavam soltos num grande piquete com grama, € com acesso a
represa. Receberam racao comercial de boa qualidade, duas vezes ao dia e
agua ad libitum.

Antes de iniciar o experimento foi realizada uma colheita de sémen e
sangue nos animais disponiveis ao estudo. Entretanto, como esses animais
estavam acostumados a manipulacdao, nao houve necessidade de um periodo
de adaptacao as colheitas.

Quinzenalmente, os animais foram examinados clinicamente e
submetidos a colheita de sangue e ejaculados. Antes da colheita de sémen,

foram avaliadas a consisténcia e mobilidade testicular na bolsa escrotal.
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4.4. DOSAGENS HORMONAIS

As amostras de sangue foram obtidas a cada 15 dias, sempre no
periodo da manha (entre 8:30 e 11:30 horas), na mesma seqiiéncia e
imediatamente apds a colheita de sémen, pela puncdo da veia jugular nos
animais de menor porte e pela veia cefalica nos animais de porte racial maior.
Foram usadas agulhas de calibre 27x8 mm, acopladas a frascos
“Vacuntainer”, e colhido sangue numa quantidade aproximada de 10,0 mL.
ApoOs a colheita as amostras foram centrifugadas a 1500 g por 10 minutos, €
o plasma sanguineo foi aligiiotado, acondicionado em frascos plasticos de 1,5
mL e congelado a -20°C até o momento das analises.

As concentragOes séricas de testosterona foram determinadas por
radioimunoensaio (RIA) em fase sdlida utilizando-se “kits” comerciais (Coat —
A-Count Total Testosterone, DPC®, Diagnostic Products Corporation,
Los Angeles, CA, EUA).

O radioimunoensaio em fase solida é baseado em anticorpos especificos
contra a testosterona imobilizados nas paredes dos tubos de polipropileno. A
testosterona marcada com '*°I compete por um periodo fixo de tempo com a
testosterona da amostra para os sitios dos anticorpos. Para a realizacao do
teste foram adicionados 50,0 pL da amostra em 1,0 mL de testosterona total
conjugada ao '*°I, que apds homogeneizacdo foi incubada por 30 minutos a
37°C. Em seguida o tubo foi decantado, para separar a forma ligada da livre.
Posteriormente, os tubos foram levados a um contador gamma (Cobra™1I
Auto-Gamma, Packard, Brasil) para a determinacdo da radiacdo que é

proporcional & quantidade de antigeno '*°I ligado ao anticorpo. A quantidade



Material e Métodos 50

de testosterona presente na amostra foi determinada a partir de uma curva
de calibracdo que acompanha o “kit” comercial. As andlises foram realizadas
em duplicata, e a concentracao de testosterona foi expressa em ng/dL. O
coeficiente de variacdao intra-ensaio foi de 17%. Nao teve variagao inter-
ensaio, pois foi utilizada uma Unica curva de calibracdo e, as dosagens foram

realizadas em um teste Unico.

4.5. COLHEITA DE SEMEN

A colheita do sémen foi realizada pelo método de estimulacao digital
(método da mao enluvada), utilizando fémeas em “cio” como manequim.

Os ejaculados foram colhidos em tubos graduados de plastico de 15
mL, acoplados a funis plasticos ou numa mucosa plastica, previamente
aquecidos a 37°C (Figura 1). A primeira fracdo (pré espermatica) foi
desprezada, a segunda (espermatica) e parte da terceira (prostatica) foram

colhidas juntamente.

Figura 1. Colheita de sémen pelo método de estimulacdao digital. Funil de

plastico (A) ou mucosa plastica (B) acoplada a um tubo de plastico calibrado.
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4.6. ANALISE DOS EJACULADOS

Imediatamente apds a colheita, o ejaculado foi mantido em
temperatura ambiente, analisado macro e microscopicamente, centrifugado, e
entdo, o plasma seminal foi separado. O “pellet” foi submetido a

criopreservacao.

4.6.1.Analises macroscopicas
4.6.1.1. Volume

Mensurado pela leitura direta da graduagao do tubo coletor.

4.6.1.2. pH

Uma gota de sémen foi colocada em fita para avaliacao de pH. Apds 30
segundos, a cor correspondente a zona impregnada uniforme foi comparada
com a tira de calibracdo das fitas colorimétricas com variagao de 4,0 a 7,0 e

de 6,5 a 10 (Merck HGaA, Alemanha).

4.6.2. Analises microscopicas
4.6.2.1. Motilidade espermatica

Uma gota de sémen fresco foi colocada entre lamina e laminula, pré-
aquecidas a 37°C, e observada em microscépio de contraste de fase (Zeiss,
Alemanha) com aumento de 10X. A porcentagem de células com
movimentos progressivos, variou de 0 (todas as células imdveis) a 100 (todas

as células em movimento).
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4.6.2.2. Vigor
O mesmo procedimento de analise da motilidade foi utilizado, sendo
avaliada a qualidade de movimento progressivo dos espermatozoides, pelo

escore de 0 (nenhum movimento) a 5 (movimento retilineo).

4.6.2.3. Concentracdo espermatica

Para a determinacdo da concentragao (numero de sptz/mL) foi
utilizada uma diluicao de 1:20, sendo 50uL do ejaculado, em 950uL de agua
destilada. A solugdo foi utilizada para preencher a cdmara hematocitométrica
de “Neubauer”. Apds a sedimentagao das células espermaticas, a leitura foi
realizada em microscépio de contraste de fase, com aumento de 40X, e o

numero de células contadas foi expresso em espermatozoides por mL.

4.6.2.4. Morfologia espermatica

Depois de confeccionados os esfregacos de sémen em lamina de vidro,
foram fixados em formol salina durante 10 minutos em banho-Maria, a 37°C,
secos em temperatura ambiente, e armazenados. Posteriormente, as laminas
foram coradas pelo método de KARRAS modificado por PAPA et al. (1988).
Realizou-se a contagem diferencial de 100 células em microscopio de
contraste de fase (Zeiss, Alemanha), com objetiva de imersao (100X). As
alteracdes morfoldgicas foram classificadas em defeitos maiores e menores,
segundo o Manual para Exame Androldgico e Avaliacao de Sémen Animal do

Colégio Brasileiro de Reproducao Animal (1998).
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4.7. CRIOPRESERVACAO DO SEMEN

Apds as andlises macro e microscopicas, o ejaculado foi centrifugado a
800 g por 10 minutos (Excelsa Baby II, Fanem, modelo 206-R, Brasil).

O “pellet” obtido foi ressuspendido em meio diluidor utilizado por PENA
& LINDE-FORSBERG (2000) e modificado (Tris 2,4 g/ acido citrico 1,4 g/
glicose 0,8 g/ gema de ovo 20%/ glicerol 7%/ OEP 1%/ amicacina
0,02%), com uma concentracao final de 80x10° espermatozdides/mL.
Realizada a diluicdo, o sémen foi envasado em palheta de 0,5 mL, lacrada
com alcool polivinilico e levada a um refrigerador, com temperatura constante
de 5°C (MINITUB®, Brasil), por um periodo de uma hora.

A congelacdo das palhetas foi realizada em vapor de nitrogénio, em
uma grade de metal, posicionada a 6,0 cm da coluna de nitrogénio (N>)
liqguido, numa caixa de isopor de 38x15x24, durante 20 minutos. Apds esse
periodo, as palhetas foram mergulhadas no N, liquido e, posteriormente,
armazenadas em botijdo criogénico.

A descongelagao das palhetas foi realizada em banho-Maria (EV:015,
Evlab, Brasil) a 72°C por 8 segundos. Imediatamente apds a
descongelacao, o sémen da palheta foi diluido em 0,5 mL do meio utilizado
(TRIS - acido citrico - OEP modificado, sem glicerol). O sémen,
acondicionado em tubos plasticos de 1,5 mL, foi mantido em bloco térmico

(Kacil, Brasil) a 37°C durante as analises pds-descongelacao.
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4.7.1. Avaliacoes microscopicas pos-descongelacao
4.7.1.1. Motilidade e vigor espermatico.

As avaliacbes de motilidade e vigor foram realizadas quatro minutos
apds a descongelacao, seguindo o mesmo método utilizado para o sémen a

fresco.

4.7.1.2. Integridade de membrana espermatica

Para a avaliagao da integridade das membranas dos espermatozdides
foi utilizada a sonda fluorescente, técnica descrita por HARRISON & VICKERS
(1990), e modificada para caes por CUNHA et al (1996) utilizando-se as
solucdes estoques de iodeto de propideo (10 mg de iodeto de propideo em 20
mL de solucdo fisioldgica), diacetato de 6-carboxifluoresceina (9,2 mg de
diacetato de 6-carboxifluoresceina em 20 mL de dimetilsulfoxido —
DMSO0), formaldeido (formalina a 40% diluida em 1:80 de solugao
fisioldgica), e citrato de sddio a 3% (3,0 g de citrato de sédio em 100
mL de solugao fisioldgica). Uma aliquota de 5 L de sémen foi adicionada
a 40 pyL da solugao de coloracao (10 pL da solucdao de
carboxifluoresceina, 5 UL da solucdo de iodeto, 5 pL da solugao de
formaldeido e 480 pL de citrato a 3%) preparada no maximo 24 horas
antes do uso. O material foi analisado entre lamina e laminula em microscépio
de epifluorescéncia (Olympus, BX60, USA) com objetiva de 40x. Foram
contadas 100 células classificando-as como: células com membranas integras,
aquelas emitindo fluorescéncia verde e células com membranas lesadas,

aquelas emitindo fluorescéncia vermelha ou verde e vermelha.
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4.8. MENSURACAO TESTICULAR E PROSTATICA
A cada 15 dias, aproximadamente quatro horas apds a colheita de
sémen, os caes foram submetidos ao exame ultra-sonografico da prostata e

testiculos.

4.8.1. Ultra-sonografia prostatica

Mantendo os cdes em decubito lateral, fixando um dos membros
pélvicos abduzido, realizou-se a ultra-sonografia por via trans-abdominal,
utilizando um transdutor setorial de 7,5 MHz (Scanner 240, PieMedical,
Brasil), a fim de obter, de cada animal, imagens longitudinais. Por essas
imagens foi possivel avaliar a homogeneidade do parénquima e mensuracao
do comprimento, altura e elipse da prostata (Figura 2). O volume prostatico
foi obtido baseado na elipse em mm®. Para facilitar o exame foi realizada a

palpacdo retal, com a fixacdo digital do érgao.

4.8.2. Ultra-sonografia testicular

A mensuragao testicular foi realizada com o auxilio do mesmo
equipamento de ultra-sonografia. Mantendo o animal em decubito lateral,
avaliou-se a homogeneidade do parénquima, a altura, comprimento e elipse
de ambos os testiculos (Figura 3). O volume testicular foi baseado na medida
eliptica em mm?>. Apds a obtencio do volume de cada testiculo foi realizada a

soma desses dados, resultando no volume testicular combinado.
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Figura 2. Realizagdo do exame de ultra-som e palpacdo retal da préstata (A).

Imagem longitudinal prostatica (B).

Figura 3. Avaliacao testicular pelo exame de ultra-som (A). Imagem

longitudinal do parénquima testicular (B). A ponta da seta evidencia a rafe

testicular.

4.9. ANALISE BIOQUIMICA DO PLASMA SEMINAL
Ainda no canil, o ejaculado foi centrifugado a 800 g por 10 minutos e o

sobrenadante (plasma seminal) armazenado em frascos plasticos de 10 mL e
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congelado em freezer a -20°C. Apds 12 a 24 horas as amostras foram
submetidas a uma segunda centrifugagao a 4200 g por uma hora a 4°C em
centrifuga refrigerada (MLW, modelo K-23, Alemanha), para a retirada de
células espermaticas restantes. O sobrenadante resultante foi aliqliotado em
tubos plasticos de 1,5 mL e armazenados em freezer a -20°C até o momento

das analises bioquimicas e da separacao eletroforética das proteinas.

4.9.1. Dosagens bioquimicas

Para a determinacdo das concentracdes de cloretos, proteina total, e
magnésio no plasma seminal foram utilizados “kits” comerciais de diagndstico.
As concentracdes de sddio, potassio e cdlcio foram determinadas por um

analisador de ions seletivos.

4.9.1.1. Proteinas Totais

As concentracoes de proteinas totais do plasma seminal foram
determinadas pelo método colorimétrico com o reagente de Biureto (Labtest
Diagndstica, Brasil). O teste se baseia no principio de que os ions de cobre
em meio alcalino (reagente de biureto) reagem com as ligacdes peptidicas
das proteinas séricas formando uma cor purpura, que tem absorbancia
maxima de 545 nm, proporcional a concentracdao das proteinas na amostra.
Para a realizacdo das dosagens foram diluidos 20 yL da amostra em 1,0 mL
da solucdo trabalho do reagente de biureto (hidroxido de soédio 1,86
mol/L, tartarato de sodio e potassio 320 mmol/L, sulfato de cobre

120 mmol/L e iodeto de potassio 300 mmol/L em 450 mL de agua
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MilliQ). Apds 15 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, apds a
calibracdo com o tubo branco (20 pL de agua MilliQ em 1,0 mL da
solucao de uso do biureto) foram realizadas as leituras, todas em
duplicata, em espectrofotometro colorimétrico (B582, Micronal, Brasil),
num comprimento de onda de 545 nm. Os calculos foram baseados nos
resultados das leituras do padrdo de proteinas totais do “kit” utilizado (20 L
do padrao em 1,0 mL da solucao de uso do biureto). Os valores foram

expressos em ng/dL.

4.9.1.2, Cloretos Totais

As concentracdes de cloretos totais do plasma seminal foram
determinadas pelo método colorimétrico com o reagente de cor (Labtest
Diagnoéstica, Brasil). O principio do teste é que os ions cloretos presentes
na amostra reagem com tiocianato de merclrio, formando cloreto de
mercurio e ions tiocianato. Os ions tiocianato quando combinados com ions
férrico formam tiocianato férrico, de coloragdo amarela com intensidade
proporcional a concentracao de cloretos. Para a realizagdo das dosagens
foram diluidos 10 pL da amostra em 3,5 mL da solucdo do reagente de cor
(tiocianato de mercurio 2 mmol/L, nitrato férrico 17 mmol/L e acido
nitrico 30 mmol/L) e adicionados 100 L de ativador do teste (nitrato de
mercurio 1,1 mmol/L e acido nitrico 0,9 mmol/L) . As amostras foram
incubadas por dois minutos em temperatura ambiente antes de serem
realizadas as leituras, todas em duplicata, em espectrofotometro (B582,

Micronal, Brasil), utilizando um comprimento de onda de 470 nm. A
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calibracao foi feita com o tubo branco (100 pL da solucao ativadora em
3,5 mL do reagente de cor) e os cdlculos baseados nos resultados das
leituras do padrao de cloretos totais (10 gL do padrao, 100 pL da solugao
ativadora em 3,5 mL do reagente de cor). Os valores foram expressos

em mEq/L.

4.9.1.3. Magnésio

As concentragdes de magnésio do plasma seminal foram determinadas
pelo método colorimétrico (Labtest Diagnostica, Brasil). Os ions magnésio
reagem com o magon sulfonado (cor azul) em meio alcalino, formando um
complexo de cor résea que é proporcional a quantidade de ions magnésio na
amostra. Para a realizacao do teste foram diluidos 10 pyL da amostra em 1,0
mL da solucao do reagente de uso (tris hidroximetil-amino metano 400
mmol/L, carbonato de potassio 153 mmol/L, pH 11,5 diluido em
partes iguais com magon sulfonado 0,1 g/L). Apds a incubacao por dois
minutos, em temperatura ambiente realizou-se as leituras, todas em
duplicata, em espectrofotometro (B582, Micronal, Brasil), utilizando um
comprimento de onda de 505 nm. A calibragdo foi feita com o tubo branco
(1,0 mL do reagente de uso) e os calculos baseados nos resultados das
leituras do padrao de cloretos totais (10 pL do padrao, 1,0 mL do

reagente de cor). Os valores foram expressos em mg/L.
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4.9.1.4. Sodio, Potassio e Calcio

As concentracbes de sddio, potassio e cdlcio foram determinadas
utilizando um analisador de ions seletivos (ISELAB — Drake Eletronica e
Comércio Ltda). O principio fisico do teste é a medicgdo de um ion
determinado (Na, K e Ca) através de um eletrodo de referéncia e um outro de
medicdo sensivel a este ion, conectados através de um sistema eletronico
(amplificador) e imersos na amostra cuja concentracdo ionica se deseja
determinar. O eletrodo de ion seletivo ndao mede diretamente a concentracao,
mas sim a atividade do ion considerado (Na, K e Ca). A concentracao é
calculada com base na atividade i6nica. Para a realizacao do teste, o aparelho
foi calibrado com a solucdo Cal II (110 mmol/L de Na*, 8 mmol/L de K*,
3 mmol/L de Ca**, 2,5 mmol/L de Li*, agente fungicida e agua
deionizada). Uma amostra de 50 pL foi aspirada para a determinagao dos
ions. A cada dez leituras, o aparelho realizava, automaticamente, uma
limpeza com a solugdo Cal I (150 mmol/L de Na*, 4 mmol/L de K*, 1,25
mmol/L de Ca*", 1,0 mmol/L de Li*, agente fungicida e agua

deionizada).

4.9.2. Técnica de eletroforese em Gel de Poliacrilamida

A eletroforese do plasma seminal foi realizada segundo SOUZA (2003),
em cuba vertical para corrida eletroforética (Hoefer MiniVE Vertical
Eletrophoresis System — Amersham Biosciences), utilizando-se gel de
poliacrilamida sob condigdes desnaturantes (SDS — PAGE), conforme descrito

a seguir:
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Utilizou-se duas concentragdes de poliacrilamida de 12% e 18% para a
verificacdo das fragbes protéicas de alta e baixa massa molecular,
respectivamente. Foram utilizadas duas concentracdes de proteina total sendo
uma de 3 ug/uL e outra de 5 pg/uL, para as diferentes fragoes.

As amostras previamente diluidas em agua, numa concentracao final
de 3ug/uL (para o gel de 18%) e 5 pg/uL (para o gel de 12%) de proteina
total foram adicionadas ao tampao da amostra (TRIS-HCI 60mM, pH 6,8,
glicerol 50%, SDS 2%, 2-mercaptoetanol 23mM, 0,1% bromofenol
azul em agua MilliQ) na proporc¢do de 1:4, homogeneizadas no agitador de
tubos (Multimixer, Biomixer, modelo MVS-1, Brasil), e armazenadas a
freezer a -20°C por 24 horas.

Apods a limpeza com alcool 70%, as placas de vidro foram montadas
sobre o suporte da cuba de eletroforese e colocados os géis de separagao,
12% e 18%, com auxilio de uma pipeta de 1,0 mL. Sobre o gel, para
proporcionar uma superficie mais homogénea foi colocada agua MilliQ.

Durante o periodo de polimerizacdo do gel, as amostras foram
descongeladas em temperatura ambiente (aproximadamente 15 a 20°C),
homogeneizadas e fervidas a 95° C durante 7 minutos.

Apds a polimerizacdo do gel de separagao, os suportes com os géis
foram virados para a retirada da agua, e com um papel filtro foi concluida a
secagem. Um molde de polietileno em forma de pente foi acomodado sobre o
gel de empilhamento, de modo a formar canaletas para permitir a aplicagao

das amostras.
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O gel de empilhamento a 5% foi preparado e aplicado sobre o gel de
separagao polimerizado. Apds a polimerizacao do referido gel, o molde foi
retirado e os suportes, contendo as placas, colocados na cuba de corrida de
eletroforese, onde foi adicionado o tampao de corrida (TRIS 25 Mm, glicina
192 Mm, SDS 0,1% em agua MilliQ) diluido na proporcao de 1 de tampao
para 4 de agua.

As amostras foram aplicadas nas canaletas dos géis, e em uma delas
foi aplicado um padrao de peso molecular “Full Range Rainbow Recombinant
Protein Molecular Weight Markers” (10 a 250 kDa, Amersham
Bioscience), para proteinas de alto peso molecular e “Rainbow Coloured
Protein Molecular Weight Markers” (2,5 a 45 kDa, Amersham Bioscience),
para as de baixo peso molecular, nos géis de separacdo a 12 e 18%,
respectivamente.

A cuba foi ligada a uma fonte elétrica bipolar (EPS 300 Power
Supply, Amersham Biosciences) com uma corrente elétrica constante de
25 mA e voltagem maxima de 300 V, num periodo maximo de 4 horas.

Apds a corrida eletroforética, os géis foram retirados das placas de
vidro, colocados em uma vasilha plastica e corados com Coomassie azul
brilhante R-250 (1,0 g de Comassie azul brilhante R-250, 450 mL de
metanol, 100 mL de agua MilliQ e 450 mL de acido acético glacial),
aquecido por 20 segundos em forno de microondas (CCE, Brasil), em
poténcia maxima e mantidos sob constante agitacdo (Rotary Shaker,
Biomixer, modelo MOS-1, Brasil) por 30 minutos e uma hora para os géis

de separacao a 18 e 12%, respectivamente.
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Os géis foram descorados em uma solucao (100 mL de metanol,
100 mL de acido acético glacial e 800 mL de agua MilliQ) aquecida (20
segundos em forno de microondas, em poténcia maxima), sob constante
agitacao durante 15 minutos, esse procedimento foi realizado duas vezes.
Novas descoloracdes foram realizadas em agua MilliQ por 20 minutos em
microondas em poténcia 70W, e por 10 minutos em poténcia maxima. Os géis
foram armazenados em vasilhas plasticas com agua MilliQ em geladeira, a
4°C.

As imagens dos géis foram digitalizadas (VDS, Amersham
Biosciences) e o0 peso molecular e a densidade Optica integrada (IOD), para

cada banda, em cada um dos géis foram determinados por um “software’

analisador de imagens (Image Master 3, Amersham Biosciences).

4.10. ANALISE ESTATISTICA
Das varidveis estudadas foram obtidas médias mensais, que foram
dispostas em cinco (5) blocos, correspondentes as estagOes climaticas, do

periodo de julho de 2002 a agosto de 2003. Conforme quadro abaixo:

Inverno Primavera Verao Outono Inverno
2002 2002 2003 2003 2003
Julho Outubro Janeiro Abril Julho

Agosto Novembro Fevereiro Maio Agosto

Setembro dezembro Margo Junho
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Para o célculos das médias mensais foi utilizado o programa Excel da
Microsoft para Windows XP (2001).

As médias mensais foram divididas em 5 (cinco) blocos, conforme
dispostos anteriormente. Posteriormente, calculou-se as médias das estacoes
climaticas e os resultados dispostos em tabelas. Desta maneira, podem ser
identificadas as diferengas e semelhancas dos resultados em funcdo do efeito
sazonalidade. Todas as médias sdo apresentadas + desvio padrdo da média.

Foi efetuada a analise de variancia (ANOVA) para modelos lineares de
efeito para os dados homogéneos. O nivel de probabilidade de p<0,05 foi
considerado significante. A avaliacdo das correlacdes entre as varidveis
hormonais, caracteristicas seminais, dosagens bioquimicas e as variaveis
ambientais foram realizadas pelas correlacdes de Pearson, para isso foi
utilizada a versao 7.0 do programa SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC).

As relagdes entre as variaveis seminais e bioquimicas foram
investigadas pela analise de correlagdo candnica utilizando-se a mesma

versao do programa SAS.



65

RESULTADOS



Resultados 66

5. RESULTADOS

5.1. VARIACOES CLIMATICAS

Durante o periodo do experimento, a temperatura variou de 10,2°C a

32,8°C, e o indice pluviométrico de 33 mm® a 476 mm? conforme

demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Variacdes climaticas* (média + desvio padrdo, valores

minimos/maximos), segundo as estacdes, no periodo de 14 meses, no

municipio de Avaré, SP.

Inverno Primavera Verao Outono Inverno

2002 2002 2003 2003 2003

Temperatura

Maxima (°C)

Temperatura
Minima (°C)

Precipitagao
(mm?®)

254+29 296+08 31,117 25621 235+03
(22/26,9) (29/30,5) (29,4/32,8) (24,2/28) (23,3/23,7)

123+24 183403 20,1+12 146+19 12,8+0,0
(10,2 / 14,4) (17,9/18,9) (19,3/20,7) (12,4/16,5) (12,8/12,8)

89,7 + 25,2 184,7+ 83,7 321,0£1456 91,7+43,7 64,0 £ 43,8
(63/113)  (93/257) (187/476) (63 /142) (33 / 95)

* Informagdes obtidas no site do CITAGRO do IAC de Campinas.
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5.2. VARIACOES HORMONAIS

Os resultados dos valores médios das concentracbes séricas de
testosterona em cada estacao do ano, estao sumarizados na Tabela 2.

Os resultados das concentracdes de testosterona correspondem a
apenas sete (7) animais. O animal nimero 2, da raca Blood Hound,
apresentou uma variagdo nas concentracdes de testosterona muito dispare
em relagdo aos outros animais, modificando o padrao médio dos animais

considerados e foi, portanto, excluido das analises estatisticas.

Tabela 2 — Concentracbes séricas médias de testosterona (média = desvio
padrao), de amostras colhidas a cada 15 dias, durante 14 meses, de sete
caes reprodutores, nas diferentes estacdes climaticas, no municipio de Avaré,
SP.

Inverno Primavera Verao Outono Inverno

2002 2002 2003 2003 2003
Testosterona

1,81+ 0,96 1,93+0,38° 1,31+0,52° 2,02+0,98° 1,93+ 1,23
(ng/mL)

Letras diferentes apresentam diferencas significativas para p< 0,05.

Foi evidenciada uma queda significativa nas concentracdes de
testosterona durante o verao 2003. Houve diferenca significativa entre os
periodos de primavera 2002 e verdao 2003 (p<0,05) e entre o0 verao e o
outono de 2003, para p=0,016.

As variacOes das concentracdes médias de testosterona sérica em relacao as

condig0es climaticas encontram-se nas Figuras 4 e 5.
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Figura 4. Concentracdao média + desvio padrdo de testosterona (ng/mL) de

sete cdes, temperaturas maximas e minimas (°C) e a precipitagdo (mm?®)

durante 14 meses, divididos em estagdes climaticas.
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Figura 5. Perfil de concentracdo média + desvio padrao de testosterona

(ng/mL) de cada um dos sete caes, ao longo de 14 meses, divididos em

estagOes climaticas.
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5.3. VARIACOES ESPERMATICAS

5.3.1. Sémen a fresco

As médias, por estacdo do ano, dos resultados dos ejaculados de oito

(8) caes estao apresentados na Tabela 3.

Foi observada uma diferenca significativa na variavel motilidade

espermatica entre o periodo de primavera 2002 e verao 2003 (p= 0,004).

Para as demais variaveis nao foi evidenciada diferenca estatistica.

Tabela 3 — Caracteristicas espermaticas (média + desvio padrao; valores

minimos/maximos) de oito cdes reprodutores por estacdo, durante 14 meses,

nas diferentes estacOes climaticas, no municipio de Avaré, SP.

Inverno Primavera Verao Outono Inverno
2002 2002 2003 2003 2003
Volume 6,93 + 3,50 8,16 + 4,76 7,59 + 3,43 7,53 £2,48 8,19 + 1,66
(mL) 4,2/124) (4,3/16,2) (4,0/14,7) (4,0 /11,6) (5,9/10,2)
6,41 £ 0,30 6,21 £ 0,30 6,27 £ 0,25 6,09 £ 0,24 6,20 £ 0,33
PH (6,0/6,9) (5,8/6,7) (5,9/6,6) (5,7/6,5) (5,8/6,8)
Motilidade 84,00 + 3,22 84,17 + 4,78 89,56 +1,69 87,97 + 3,30 88,75 + 3,18
(%) (77,5/89,0) (77,5/91,7)  (87,5/91,7)  (81,7/91,7)  (81,7/91,7)
Vigor 4,21 £ 0,35 4,09 + 0,52 4,35 +£ 0,30 4,53 £ 0,33 4,59 £ 0,28
(0-5) 3,7/ 4,7) (3,3/4,8) (3,9/4,58) (4,2 /5,0) (4,2/5,0)
Concentracao 67,98+60,61 59,84+38,89 73,81+29,58 66,30+19,71 62,02+37,67
(x10%/mL)  (9,1/187,3) (22,7/125,2) (28,6/109,2) (37,6/88,5) (11,4/126,0)
Concentragdo 346,55+336,74 369,52+205,21 403,86+108,64 461,21+236,06 466,89+258,88
Total (x10°) (49,7/1095,6)  (146,8/800,7)  (219,5/573,1)  (174,0/844,1)  (115,9/822,0)

As variaveis seminais em relacdo as variacoes de temperatura e indice

pluviométrico foram representadas em graficos (Figuras 6, 7, 8, 9, 10 e 11).
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Figura 6. Volume médio (+ desvio padrdao) do ejaculado de oito caes
reprodutores, temperatura maxima e minima (x10°C) e a precipitacio (mm?),
no periodo de 14 meses, segundo a estacdo do ano, no municipio de Avaré,
SP.
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Figura 7. Valores médios (+ desvio padrdo) de pH do ejaculado de oito caes
reprodutores, temperaturas maxima e minima (x10°C) e a precipitacao
(mm?®), no periodo de 14 meses, segundo a estacdo do ano, no municipio de
Avaré, SP.
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Figura 8. Motilidade média (= desvio padrao) do ejaculado de oito caes
reprodutores, temperaturas maxima e minima (°C) e a precipitagdo (mm?),

durante 14 meses, segundo as estacdes do ano, no municipio de Avaré, SP.
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Figura 9. Vigor espermatico médio (£ desvio padrao) do ejaculado de oito
caes reprodutores, temperaturas maxima e minima (x10°C) e a precipitacao
(mm?), durante 14 meses, segundo as estacdes do ano, no municipio de
Avaré, SP.
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Figura 10. Concentracdo espermatica média (+ desvio padrao) no ejaculado
de oito cdes reprodutores, temperaturas maxima e minima (°C) e a
precipitacgdo (mm?®), durante 14 meses, segundo as estacdes do ano, no

municipio de Avaré, SP.
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Figura 11. Valores médios (x desvio padrdao) do numero total de
espermatozdides no ejaculado de oito cdes reprodutores, temperaturas
maxima e minima (°C) e a precipitacdo (mm?), durante 14 meses, segundo as

estacdes do ano, no municipio de Avaré, SP.
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Os resultados médios da morfologia espermatica estdo listados na

Tabela 4.

Tabela 4. Valores médios (£ desvio padrao; valores minimos/maximos) das
alteracdes morfoldgicas espermaticas nos ejaculados de oito caes, durante 14

meses, segundo as estagdes do ano, no municipio de Avaré, SP.

Morfologia Inverno Primavera Verao Outono Inverno

sptz (%) 2002 2002 2003 2003 2003

Defeitos 11,95+6,7 10,46+55 12,67+68 8,98 6,8 10,3+ 9,6
menores (1/20,5) (2/17,5) 4/ 27,5) (1,0/22,0) (1/39)
Defeitos 2494 £13,7 27,69+108 2235+9,7 1715+6,8 16,4£6,7
Maiores (10 / 62,7) (11/52,5) (9/53,5) (7,0/36,5) (8/31)
Defeitos 36,90 + 16,5 38,15+14,3  35,02+12,7 26,13 £ 11,7 26,7+13,3
totais (12/74,7) (13 /69,5) (13 / 65,5) (11,0/54,5) (9/55)
61,48+16,1  61,92+14,3 65,48+129  73,79+11,5 73,5+12,8

Normais
(32,5/81) (28,5/ 87) (34,5/ 87) (45,5/86,5) (47/91)

5.3.2. Avaliacdo do sémen apds a descongelacao
Os resultados de descongelacao do sémen mostraram uma diferenca
significativa do vigor em relagdo as estacdes do ano, entre verdo e outono de

2003 (p=0,044), como pode ser observado na Tabela 5



Resultados 74

Tabela 5 — Valores médios (£ desvio padrao; valores minimos/maximos) de
motilidade, vigor e integridade de membrana de espermatozdides
descongelados provenientes de oito caes reprodutores, segundo as estagoes

do ano, no municipio de Avaré, SP.

Inverno Primavera Verao Outono Inverno

2002 2002 2003 2003 2003

Motilidade 53,5+ 151 48,8 £ 152 549+ 142 44,0+ 13,1 44,9 + 22,4

(%) (35,8/80,8) (28,0/70,8) (358/725) (21,7/60,8) (2,0/77,5)
Vigor 2,7+0,5 2,8 £ 0,4 2,8 + 0,4 2,4 + 0,4 2,3+ 1,0
(0-5) (20/35)  (1,9/33) (22/33)  (2,0/3,0) (0,0/3,3)

Membranas 36,9+57  40,0+122 446+80 372+11,1 4381456

integras (%) (30,8/48,3) (22,7/58,8) (350/53,2) (24,8/60,3) (11,5/61,0)

5.4. MENSURACAO PROSTATICA E TESTICULAR

Nas ultra-sonografias prostaticas realizadas durante o experimento, foi
detectado em um animal da raga Springer Spaniel, no més de janeiro, uma
imagem compativel com prostatite, diagndstico que foi confirmado com a
enorme sensibilidade a palpacao retal e presenca de hemacias e neutrofilos
no ejaculado, foi realizado antibidticoterapia durante 21dias, sendo observado
resolucao do quadro. Num exame de um outro animal da mesma raca, nos
meses de inverno de 2003, foram detectados alteragdes de ecogenicidade e
aumento prostatico, sinais sugestivos de hiperplasia prostatica, por ser o cao

mais velho do experimento (6 anos). Nos outros exames de ultra-som nao
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foram detectadas alteracdes na ecogenicidade e homogeneidade tanto na
préstata como nos testiculos.

As medidas de volume da préstata e testiculos encontram-se
representados na Tabela 6. Nao foram detectadas diferencas significativas
nos volumes testiculares e prostaticos ao longo dos 14 meses do
experimento.

Tabela 6 — Média (+ desvio padrao; valores minimos/maximos) dos volumes
testiculares e da prostata, de oito cdes reprodutores, no periodo de 14 meses,

segundo as estagOes climaticas, no municipio de Avaré, SP.

Volume Inverno Primavera Verao Outono Inverno
(cm?) 2002 2002 2003 2003 2003
Vol. 13,5+ 6,3 13,6 £42 125+43 122+£34 11,0+4,3
Test. Direito (25/21,7) (86/191) (71/189) (6,9/16,9) (4,6/18,4)
Vol. 13,4+6,1 12,1+3,8 122+42 120+4,1 11,4+43
Test. Esquerdo  (5,5/24,7) (8,2/198) (7,8/179) (6,0/17,1) (6,7/17,6)
Vol. Test. 269+120 257+76 247+83 242+73 22,4+8,1
Combinado (79/46,4) (16,8/37,7) (15,5/353) (12,9/33,8) (12,2/34,5)
14,7+6,6 13,7+5,7 116 +4,1 126 £44 114+6,2
Vol. Prostatico
(6,7/24,2) (6,2/220) (64/173) (64/188) (4,2/234)

5.5. COMPONENTES BIOQUIMICOS DO PLASMA SEMINAL

As concentracdes médias dos componentes bioquimicos do plasma

seminal estdo representadas na Tabela 7.

As Figuras 12, 13, 14, 15, 16 e 17 representam as variacdes médias de

proteina total,

sodio,

potassio,

cloretos totais,

calcio e magnésio,
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respectivamente, em relacdo as variacbes de temperatura e indice

pluviométrico, nas diferentes estagdes climaticas.

Tabela 7 — Valores médios (+ desvio padrdo; valores minimos/maximos) das
concentracOes de proteina total, sodio, potassio, cloretos totais, calcio e

magnésio no plasma seminal de oito cdes reprodutores, durante 14 meses,

segundo as estagOes climaticas, no municipio de Avaré, SP.

Inverno Primavera Verao Outono Inverno
2002 2002 2003 2003 2003
Proteina 289+0,79 282+091 281+070 3,26+086 3,25+0,76
(ng/dL) (1,7/3,9) (1,19/3,81) (1,99/4,12) (2,49/4,71) (2,24/4,46)
Sédio 146,0 £+ 543 1490+ 7,12 1429+7,94 1469 +3,21 148,7 +5,29
(mEq/L) (139,4/154,5) (141,8/162,5) (123,2/152,2) (141,2/150,0) (140,2/157,0)
Potassio 9,38 + 2,67 9,64 + 2,48 8,85 £ 1,97 9,19 + 2,46 9,92 +£ 2,34
(mEq/L) (6,5/13,2) (6,0/12,5)  (6,5/11,6) (58/12,7)  (7,0/ 14,0)
Cloretos 168,31°+9,2 162,91+ 13,2 151,87°+10,9 160,35+ 14,4 156,25 + 8,3
(mEq/L) (156,8/185,1) (144,8/180,4) (137,0/171,3) (141,9/186,0) (140,1/167,6)
Calcio 0.61+0,14 065+0,17 069+0,21 0,78+0,26 0,75 0,26
(mEq/L) (0,44/0,76) (0,44/092) (0,45/0,98) (0,45/1,21) (0,45/1,24)
Magnésio 2,70 £ 9,22 2,80 + 13,24 2,87 +10,92 3,34°+ 14,37 3,42°+ 8,34
(mg/L) (1,7/3,6) (1,7 /3,9) (2,2/4,2) (2,2/4,3) (2,5/4,1)

Letras diferentes apresentam diferencas significativas para p< 0,01.

Foram verificadas diferencas significativas nas concentragdoes de

cloretos totais (p=0,0013) e magnésio (p=0,009), relacionadas as estacoes
climaticas.

As diferencas nas concentragdes de cloretos totais foram observadas
entre o inverno 2002 e o verdao 2003. Para o magnésio as diferengas

ocorreram entre os periodos inverno de 2002 e outono e inverno de 2003
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Figura 12. Concentracdes médias (+ desvio padrao) de proteina total no
plasma seminal de oito cdes reprodutores, temperaturas maxima e minima
(x10°C) e a precipitagdo pluviométrica (mm?®), durante 14 meses, segundo as

estacOes climaticas, no municipio de Avaré, SP.
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Figura 13. Concentragbes médias (+ desvio padrao) de sodio no plasma
seminal de oito cdes reprodutores, temperaturas maxima e minima (°C) e a
precipitacdo pluviométrica (mm?), durante 14 meses, segundo as estacdes

climaticas, no municipio de Avaré, SP.
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Figura 14. Concentracdes médias (+ desvio padrdo) de potassio no plasma
seminal de oito cdes reprodutores, temperaturas maxima e minima (°C) e a
precipitacdo pluviométrica (mm?3), no periodo de 14 meses, segundo as

estacOes climaticas, no municipio de Avaré, SP.
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Figura 15. Concentracbes médias (+ desvio padrao) de cloretos totais no
plasma seminal de oito caes reprodutores, temperaturas maxima e minima
(x10°C) e a precipitagdo pluviométrica (mm?), no periodo de 14 meses,

segundo as estacgoes climaticas, no municipio de Avaré, SP.
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Figura 16. Concentracoes médias (+ desvio padrdao) de calcio no plasma
seminal de oito caes reprodutores, temperaturas maxima e minima (x10°C) e
a precipitacdo pluviométrica (mm?®), no periodo de 14 meses, segundo as

estacOes climaticas, no municipio de Avaré, SP.
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Figura 17. Concentracbes médias (+ desvio padrao) de magnésio no plasma
seminal de oito cdes reprodutores, temperaturas maxima e minima (x10°C) e
a precipitacdo pluviométrica (mm?3), no periodo de 14 meses, segundo as

estagOes climaticas, no municipio de Avaré, SP.
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5.6. PERFIL ELETROFORETICO
O perfil protéico do plasma seminal dos oito caes esta representado
nas Tabelas 8 e 9.

Tabela 8. Médias da densidade dptica integrada (IOD) das bandas protéicas e
seus pesos moleculares (kDa) detectadas no gel de separacao de 12%, do
plasma seminal de oito cdes, nas diferentes estacOes climaticas, no periodo

de 14 meses, no municipio de Avaré, SP.

Peso Inverno Primavera Verao Outono Inverno

Bandas

Molecular 2002 2002 2003 2003 2003
B1 139,63 61,6 - - - -
B2 73,25 49,11 55,07 50,30 54,92 59,32
B3 66,27 59,68 72,35 54,88 62,50 63,69
B4 57,13 42,90 51,50 50,50 54,89 57,00
B5 49,15 49,43 58,46 62,38 69,89 63,79
B6 42,93 45,53 44,54 44,67 48,12 42,26
B7 39,20 40,30 42,19 47,70 54,11 57,58
B8 34,38 40,69 42,78 44,67 46,33 51,76
B9 32,84 44,23 46,55 48,10 51,96 48,53
B10 31,38 59,38 58,01 61,57 73,99 74,24
B11 30,03 87,97 96,65 91,64 103,70 108,93
B12 27,44 70,06 75,87 87,64 103,42 97,40
B13 24,84 46,38 49,34 46,47 54,26 51,72
B14 23,38 47,42 54,25 49,92 61,08 59,70
B15 21,19 46,86 49,74 53,01 63,91 60,96
B16 19,43 54,69 58,92 64,72 71,31 69,24
B17 16,66 65,94 62,60 67,10 76,31 75,22

B18 15,59 162,91 160,51 178,48 188,81 183,54
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Tabela 9. Médias da densidade dptica integrada (I0OD) das bandas protéicas e
seus pesos moleculares (kDa) detectadas no gel de separacao de 18%, do
plasma seminal de oito cdes, nas diferentes estacOes climaticas, no periodo
de 14 meses, no municipio de Avaré, SP.

PM Inverno Primavera Verao Outono Inverno
Bandas

(kDa) 2002 2002 2003 2003 2003
B19 15,29 410,28 407,09 411,37 395,22 392,92
B20 13,68 96,25 92,78 105,16 94,15 103,16
B21 12,48 106,27 119,32 112,80 116,18 111,07
B22 11,33 113,62 120,29 112,15 112,46 110,56
B23 10,29 114,47 124,75 101,59 101,42 104,57
B24 8,99 89,22 72,32 93,00 94,65 99,86
B25 7,70 86,64 91,26 90,85 89,20 96,56
B26 6,39 76,43 74,25 71,72 73,76 69,98
B27 514 90,35 103,47 87,15 89,28 85,63
B28 4,02 112,91 105,17 112,93 104,25 94,87
B29 3,31 94,32 115,46 120,24 105,61 113,35
B30 2,84 51,66 56,09 48,12 44,47 49,12
B31 2,71 50,85 50,18 44,85 43,18 52,29

No gel a 12% foram identificadas 10 Bandas comuns a todos os
animais e estiveram presentes em todas as estacoes climaticas (73,2 kDa;
66,3 kDa; 57,1 kDa; 49,1 kDa; 32,8 kDa; 31,4 kDa; 23,4 kDa; 21,2 kDa; 16,7
kDa; 15,6 kDa).

Em um animal da raca Springer Spaniel, a Banda 8 (34,38 kDa) nao foi
detectada nos dois periodos de inverno e a Banda 7 (39,20 kDa) foi

identificada apenas na primavera 2002. Num segundo animal da mesma raca
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a Banda 11 (30,03 kDa) s6 foi observada no verdao 2003. Em um animal da
raca Blood Hound a Banda 16 (19,43 kDa) nao foi identificada.

No gel de 18% cinco bandas protéicas (15,29 kDa; 13,68 kDa; 11,33
kDa; 10,29 kDa; 2,71 kDa) foram comuns a todos os caes no periodo

estudado.

5.8. CORRELACOES DAS VARIAVEIS ESTUDADAS

A correlagao de Pearson, para medidas lineares identificou uma
correlacao (r=-0,86 com p=0,059) entre as dosagens de testosterona e as
variaveis ambientais.

Foram detectadas correlagdes positivas entre defeitos menores de
cabeca (r= 0,774), defeitos totais de cabeca (r=0,617) e total de defeitos
menores (r=0,576) e os indices de precipitagdo (p=0,0012, p=0,0308 e
p=0,0185, respectivamente).

Entre as varidveis defeitos de acrossomo e defeitos maiores de cauda
foi identificada correlacao positiva (r=0,542 e r=0,550, respectivamente) e
significativa (p=0,0451 e p=0,0415) com temperaturas maximas.

A andlise de correlacdo canonica identificou um par de correlagoes
significativas (p=0,0018), que explica 91% da variabilidade das inter-relagdes
entre as varidveis seminais e ambientais. A varidvel canonica refletindo as
caracteristicas do sémen se correlacionou positivamente com concentracao
espermatica (r=0,36) e negativamente com vigor espermatico (r=-0,37) e a
variavel canodnica refletindo as variagdes ambientais se correlacionou com

temperatura média (r=0,99) e indice pluviométrico (r=0,78).
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A andlise de correlagdo canoOnica explicou 64% da variabilidade das
inter-relacdes das varidveis: morfologia espermatica e condicdes ambientais,
(p=0,0012). A variavel defeitos menores de cabeca foi altamente
correlacionada (r=0,78) com a varidvel canodnica, indice de precipitagao
(r=0,82), que reflete as variagdbes do ambiente no periodo estudado.

Nao foram identificadas correlagbes entre as alteracdes da qualidade
do sémen pds-descongelacdo e as alteragbes climaticas ao longo dos 14
meses de experimento.

Foi identificada correlacdo negativa e significativa (p=0,0089) entre as
concentracdes de proteinas totais (r=-0,668) e a temperatura maxima. Foi
detectada também correlacdo significativa (p=0,0187), entre os cloretos
totais do plasma seminal (r=-0,617) e as temperaturas minimas.

Dentre as varidveis bioquimicas, as concentracoes de potassio
apresentaram correlacdo negativa (r=-0,578) com o indice de precipitagdo
(p=0,0304).

As relagdes entre as varidveis seminais e bioquimicas foram
investigadas pela analise de correlagdo canonica. Esta analise identificou dois
pares de correlagdes canonicas significativos (p=0,0001 e p=0,0069), sendo
que estes explicam 86% da variabilidade das inter-relacdes das variaveis, o
primeiro par indicou uma relacdo inversa entre motilidade espermatica (r=-
0,74), volume ejaculado (r=-0,58) com cloretos totais (r=0,95).

No perfil eletroforético das proteinas do plasma seminal somente a
banda protéica B10 (31,38 kDa) teve uma correlacdo negativa (r=-0,569) e

estatisticamente significativa (p=0,033) com a temperatura maxima.
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Na andlise de correlacdo entre o perfil eletroforético e as analises
seminais, foram identificadas correlagbes negativas (p<0,01) entre as bandas
B11 (r=-0,272), B24 (r=-0,246) e B29 (r=-0,521), e correlagdes positivas
entre as bandas B23 (r=0,209) e B28 (r=0,580) e o volume do ejaculado.
Somente a banda B23 (r=-0,289) apresentou correlacao significativa
(p=0,003) com a motilidade do sémen. O vigor teve correlacdo positiva
(p<0,05) com as bandas B18 (r=0,199) e B26 (r=0,359).

As correlagoes detectadas entre o pH do ejaculado, a concentracao
espermatica por mL e a concentracdo total do ejaculado e o perfil

eletroforético protéico estdao apresentadas na Tabela 10.
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Tabela 10. Valores do coeficiente de correlacao (r) entre as médias das
densitometrias dpticas das diferentes bandas protéicas (B), considerando as
variaveis seminais: pH, concentracao (espermatozoides/mL), numero total de

espermatozdides (ntotal).

Bandas (kDa) pH conc ntotal
B2 (73,25) 0,3267* 0,0692 -0,0018
B3 (66,27) 0,4766* -0,1320 -0,2743%*
B4 (57,13) 0,3196* -0,1998** -0,2469 *
B5 (49,15) 0,3953* -0,1854 -0,1990**
B6 (42,93) 0,2972 -0,4329%** -0,3754**
B7 (39,20) 0,2919* -0,1906 -0,1157
B8 (34,38) 0,3379* -0,1701 -0,1756
B9 (32,84) 0,2451* -0,1619 -0,2052*
B10 (31,38) -0,1394 0,0716 -0,0759
B11 (30,03) 0,0341 0,1682 -0,0273
B12 (27,44) 0,3344* -0,3083* -0,2553*
B13 (24,84) -0,3633* -0,1522 -0,1642
B14 (23,38) 0,1689 -0,1424 -0,1626
B15 (21,19) 0,0973 -0,1696 -0,1059
B16 (19,43) -0,2012 -0,2393** -0,1761
B17 (16,66) 0,1771 -0,1980** -0,1430
B18 (15,59) -0,3412* 0,2509* 0,1249
B19 (15,29) 0,4609* -0,2490* -0,2466*
B20 (13,68) 0,2861* -0,0631 -0,1414
B21 (12,48) 0,1677 -0,0719 -0,0827
B22 (11,33) 0,2149** 0,0293 -0,0284
B23 (10,29) 0,2035** -0,1662 -0,0857
B24 (8,99) 0,0634 0,2357** 0,0717
B25 (7,70) 0,3393* -0,2201%** -0,2092**
B26 (6,39) 0,0938 0,2934* 0.2729*
B27 (5,14) 0,1806 -0,3481* -0,3035*
B28 (4,02) 0,1883 -0,1844 0,1909
B29 (3,31) -0,0310 0,4249 0,5595**
B30 (2,84) 0,3995* -0,1599 -0,1031
B31 (2,71) 0,4273* -0,0637 -0,1375

*p<0,01 e **p<0,05

As correlacdes entre o perfil eletroforético protéico e as variaveis

seminais analisadas apds a descongelacdo foram apresentadas na Tabela 11.
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Tabela 11. Valores do coeficiente de correlacao (r) entre as médias das
densitometrias dpticas das diferentes bandas protéicas (B), considerando as
variaveis seminais apds a descongelacao: motilidade (%), vigor, membranas

integras (%).

Bandas Motilidade Vigor Membrana
(kDa) integra
B2 (73,25) -0,4078* -0,2055 -0,2393
B3 (66,27) -0,5233* -0,3217** -0,4148*
B4 (57,13) -0,6684* -0,4847* -0,5179 *
B5 (49,15) -0,5013* -0,2741* -0,2894**
B6 (42,93) -0,6134* -0,5277* -0,3996
B7 (39,20) -0,5320* -0,3788* -0,3522*
B8 (34,38) -0,5002* -0,4174* -0,3102**
B9 (32,84) -0,4059* -0,1911 -0,2784**
B10 (31,38) -0,1255 -0,0993 -0,0746
B11 (30,03) -0,0116 0,0116 0,1456
B12 (27,44) -0,6279* -0,4595* -0,4835*
B13 (24,84) -0,6646* -0,5113* -0,4869*
B14 (23,38) -0,4097* -0,2285 -0,2190
B15 (21,19) -0,3747* -0,2026 -0,1711
B16 (19,43) -0,1151 -0,0654 -0,1655
B17 (16,66) -0,3192** -0,2031 -0,1361
B18 (15,59) 0,2621** 0,1535 0,2911**
B19 (15,29) -0,3221** -0,1320 -0,2233
B20 (13,68) -0,1972 -0,0754 0,0183
B21 (12,48) -0,1269 0,0316 -0,0007
B22 (11,33) 0,0437 0,1837 0,1432
B23 (10,29) 0,0455 0,1504 -0,0236
B24 (8,99) 0,1280 0,1520 0,2313
B25 (7,70) -0,2315 -0,0433 -0,0844
B26 (6,39) 0,1909 0,1541 0,3341**
B27 (5,14) -0,0240 0,1403 0,0903
B28 (4,02) 0,4032 0,3012 0,1653
B29 (3,31) 0,3817 0,2511 0,6046
B30 (2,84) -0,2606 -0,1383 -0,2287
B31 (2,71) -0,3531* -0,3023** -0,2723**
* p<0,01 ** p<0,05

Na Tabela 12 estdo listadas as correlagdes entre o perfil eletroforético

protéico e as andlises bioquimicas do plasma seminal.
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Tabela 12. Valores do coeficiente de correlacao (r) entre as médias das
densitometrias dpticas das diferentes bandas proteicas (B), considerando as
variaveis bioquimicas: cloretos totais (Cl), sodio (Na), potassio (K), calcio (Ca)

e magnésio (Mg).

Bandas

(kDa) Cl Na K Ca Mg
B2 (73,25) -0,1569 -0,0274 -0,2409* -0,1204 -0,2263**
B3 (66,27) -0,0620 -0,1479 -0,3571* -0,2378* -0,4008*
B4 (57,13) -0.1983** -0,0521 -0,3488* -0,3246* -0,2122%**
B5 (49,15) -0,2534* -0,0294 -0,1346 -0,0575 -0,1401
B6 (42,93) 0,1569 0,1301 -0,0947 -0,3292 -0,3067
B7 (39,20) -0,3175%* -0,0425 -0,1739 -0,1572 -0,0634
B8 (34,38) -0,2243** -0,0295 -0,1718 -0,1767 -0,1629
B9 (32,84) -0,1084 0,0615 -0,0843 -0,0785 -0,1554
B10 (31,38) 0,1176 -0,0515 -0,0976 -0,1839 -0,1856
B11 (30,03) 0,3264* 0,2463** 0,2501* 0,6216* 0,1486
B12 (27,44) -0,3726* -0,0112 -0,1595 -0,2673* 0,0475
B13 (24,84) -0,2183** -0,1876 -0,3216* -0,3243* -0,3208*
B14 (23,38) -0,0950 -0,0169 -0,1333 -0,0958 -0,1613
B15 (21,19) -0,2056**  0,0356 -0,0475 -0,0969 -0,0207
B16 (19,43) -0,0250 -0,0362 -0,1438 -0,1262 -0,0068
B17 (16,66) -0,1238 -0,1412 -0,1093 -0,1722 -0,1077
B18 (15,59) 0,1895** -0,1165 0,1237 -0,1958**  -0,0506
B19 (15,29) -0,1237 0,1949** 0,0796 0,28703*  -0,0044
B20 (13,68) -0,0206 -0,0383 0,1305 0,0466 -0,1371
B21 (12,48) -0,0382 0,2184** 0,3065* 0,2442* 0,1774
B22 (11,33) -0,0040 0,0663 0,0819 0,1487 -0,1344
B23 (10,29) 0,0897 0,1214 -0,0098 0,1544 -0,1312
B24 (8,99) 0,0529 -0,0711 0,0439 0,2308** 0,0650
B25 (7,70) -0,1107 -0,1412 0,0759 0,1827 -0,0748
B26 (6,39) -0,0274 -0,0956 0,1679 -0,0941 -0,0671
B27 (5,14) -0,1092 0,2182 0,4386* 0,0261 0,0462
B28 (4,02) -0,3700** -0,1418 -0,2108 -0,4258**  -0,4536*
B29 (3,31) -0,2757 0,3623 0,3226 0,2851 0,0432
B30 (2,84) -0,0474 -0,0925 -0,0763 -0,2079**  -0,0886
B31(2,71) -0,0519 -0,0726 -0,1030 -0,2807* -0,3047*
* p<0,01 ** p<0,05
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6. DISCUSSAO

Os caes foram os primeiros animais a serem domesticados, porém as
pesquisas sobre a fisiologia basica ainda sao escassas e necessarias. O cdo é
um 6timo modelo experimental tanto para aplicacdo de biotecnologias nas
espécies selvagens, bem como para o estudo de algumas afeccdes nos
homens.

O desenvolvimento na criacao comercial de caes, assim como a
conscientizacao da necessidade de preservacdo das espécies canideas
selvagens e o controle populacional de caes errantes impulsionaram as
pesquisas no ambito reprodutivo no mundo e no nosso pais. E importante
registrar que esse interesse maior é recente, cerca de 10 a 15 anos.

No Brasil, pesquisas nesta area iniciaram-se pela transferéncia de
técnicas reprodutivas dos animais de producdo para os caninos e pela
importacao de tecnologias, principalmente da Europa e dos Estados Unidos.

Embora muitas destas tecnologias possam ser aplicadas no Brasil, as
diferencas ambientais devem ser consideradas. Uma questdo importante é o
conhecimento a respeito da atividade reprodutiva de caes machos criados no
hemisfério sul, especificamente na regido sudeste do Brasil. Esta regiao é
caracterizada por mudangas ambientais pouco intensas, com pequenas

alteragdes no fotoperiodo, cerca de duas horas e meia entre o solsticio de
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inverno e de verao e modificagdes maiores, centradas em temperaturas
elevadas e indices pluviométricos, num determinado periodo do ano.

Embora o efeito do fotoperiodo provavelmente desapareca em animais
que vivem abaixo da latitude 30°, além das variagOes de temperatura menos
intensas, existe uma marcada variacdo estacional na precipitagao
pluviométrica (BRONSON & HEIDEMAN, 1994).

Todo mecanismo de controle enddcrino da reprodugdo nos machos
pode sofrer influéncia da sazonalidade (HAFEZ, 1987). A espermatogénese e
a esteroidogénese sdo processos intimamente relacionados, mas ocorrem em
areas distintas dos testiculos. A espermatogénese ocorre dentro dos tibulos
seminiferos, que consistem de espermatogoOnias e células de Sértoli. E a
esteroidogénese ocorre no tecido intersticial testicular, que é composto pelas
células de Leydig. A libido e a producdo espermatica sao dependentes do eixo
hipotdlamo — hipdfise - testiculos. Dois sistemas hormonais existem no trato
reprodutivo dos machos, um envolvendo GnRH hipotalamico - LH hipofisario —
testosterona testicular e outro envolvendo GnRH - FSH hipofisario - inibina
testicular (HEWITT, 1998).

A mensuragao da testosterona sérica e concentragdo de gonadotrofinas
proporcionam informacdes sobre o “status” funcional do eixo hipotalamico -
hipofisario - testicular (FELDMAN & NELSON, 2004).

Um dos animais do experimento apresentou um padrao hormonal
muito dispare dos restantes e, para evitar uma distor¢cao dos resultados, foi
excluindo das andlises posteriores. Esse cao apresentou um perfil totalmente

diferente do outro da mesma raca, o que pode estar relacionado a diferencas
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nos ritmos circadianos e circanuais (DEPALATIS et al., 1978).

Nesse estudo foi detectada uma diminuicao significativa nas dosagens
de testosterona no verdao (1,31 * 0,52 ng/mL), periodo de temperaturas
ambientais mais elevadas e altos indices pluviométricos, quando comparado a
primavera (1,93 + 0,38 ng/mL) e ao outono (2,02 £ 0,98 ng/mL). Esses
resultados concordam com os obtidos por FALVO et al. (1980) que
observaram uma elevagao significativa na concentracao de testosterona no
inicio do outono. A sazonalidade na produgdo de testosterona também foi
descrita por HEWITT (1998), o qual verificou uma variagdo de 0,5 a 1,5
ng/mL e picos de 3,5 a 6,0 ng/mL, porém n3ao mencionou as estagoes
estudadas. Entretanto, TAHA et al. (1981) ndo detectaram variacao sazonal
relacionada as concentracoes de testosterona ao avaliarem caes criados no
hemisfério norte.

Os resultados do presente estudo mostraram uma variagao sazonal dos
niveis de testosterona dependente do indice pluviométrico (r=-0,86,
p=0,059). Também foi visto uma variacdo individual importante entre os
animais, o que pode ser explicado pelo niUmero pequeno de machos avaliados
e, possivelmente, pelas diferengas raciais.

Uma das dificuldades ao estudar o perfil hormonal, além da variacao
individual, é a obtencdo de um grande nimero de cdes da mesma raga e
submetidos a0 mesmo manejo. Embora nesse estudo, com o intuito de
diminuir os efeitos externos, os animais tenham recebido a mesma
alimentagdo, mesmo manejo e as colheitas realizadas num mesmo horario e

na mesma seqiiéncia, ocorreu uma variagao individual importante, também
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descrita por TAHA et al. (1981).

Apesar de ter sido identificada uma variacao sazonal nas concentragoes
de testosterona, os valores minimos se mantiveram dentro da variacao
normal para a espécie, ou seja, houve uma diminuicdo nas concentracoes de
testosterona no verao, mas nao o suficiente para caracterizar uma inatividade
testicular. Fato que ocorre nas raposas azul e vermelha, que apresentam
testiculos pequenos e inativos durante o verdo e outono (FORSBERG et al.,
1989).

Nos machos adultos das raposas azul e vermelha a produgao maxima
de testosterona é coincidente com a estagao reprodutiva (FARSTAD, 1998). A
producdo de testosterona também é mais pronunciada no periodo de
primavera nos lobos prata (FORSBERG et al., 1989).

A concentracdo de testosterona intratesticular é cerca de 50 a 100
vezes maior que a testosterona sérica (FELDMAN & NELSON, 2004); isso
significa que niveis baixos de testosterona sérica nem sempre estdo
relacionados com uma queda na producao espermatica. Portanto, uma
sazonalidade mais pronunciada poderia ser evidenciada na testosterona
intratesticular.

Os resultados médios dos parametros seminais desse trabalho, no
periodo de 14 meses, encontraram-se dentro dos valores normais para a
espécie, com excecao da porcentagem de defeitos totais, que ficaram acima
do aceitavel pelo CBRA (20%). Durante todo o periodo avaliado a
porcentagem média de células normais foi maior que 61%. Embora o

nimero de células morfologicamente anormais tenha sido alto, acredita-se
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que a fertilidade nao tenha sido comprometida, pois segundo OETTLE (1993)
a fertilidade é prejudicada quando a porcentagem de espermatozdides
morfologicamente normais estd abaixo de 60%. Entretanto, somente os
resultados da fertilidade /7 vivo desses caes é que pode avaliar o efeito das
alteracoes de morfologia.

Nos cdes diferentemente das espécies de producdo, ndo existem
estudos relacionando casos de subfertiidade ou infertilidade com
porcentagens e classificacdo dos defeitos espermaticos. Neste estudo foi
verificada uma porcentagem alta de defeitos maiores, localizados
principalmente na cauda e peca intermediaria das células espermaticas, nos
caes da raca Springer Spaniel e defeitos de acrossoma nos da raca Golden
Retrivier. Isso provavelmente pode estar relacionado a uma falta de controle
no planejamento genético desses animais.

Dentro das caracteristicas seminais, somente a motilidade espermatica
foi diferente nos periodos estudados, entre a primavera de 2002 e o verao de
2003 houve um aumento significativo dessa variavel (84,2% versus
89,6%).

As variagdbes médias dos resultados das avaliagdes seminais
encontradas neste trabalho, referentes aos resultados da avaliagao seminal,
foram semelhantes aos trabalhos realizados no hemisfério norte (KURODA &
HIROE, 1972, TAKEISHI et al. 1975, TAHA et al., 1981) e superiores aos
resultados encontrados por SCHAFER et al. (1997). Essa variacdo pode ser
devido as metodologias laboratoriais utilizadas.

Nos estudos realizados por KURODA & HIROE (1972) e TAKISHI et al.
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(1975) foi observada uma queda na qualidade do sémen no verdo,
contrariamente aos resultados do presente experimento, aos de TAHA et al.
(1981) e SCHAFER et al. (1997).

Diferentemente da maioria dos canideos selvagens, que apresentam
uma inatividade testicular na estacao nao reprodutiva das fémeas (FARSTAD,
1998), os cdes estudados permaneceram férteis durante todo o ano, da
mesma forma que os equinos (HOFFMANN & LANDECK, 1999), ovinos
(KARAGIANNIDIS et al., 2000a), caprinos (KARAGIANNIDIS et al., 2000b) e
humanos (MALM et al., 2004). Existe uma interacao complexa, entre o
fotoperiodo e os mecanismos indutores endégenos que ocorrem dentro de
cada espécie (GOODMAN, 1999).

Nao foi encontrado na literatura consultada estudos relacionando o
efeito da sazonalidade em caes com problemas de infertilidade, embora a
sazonalidade tenha exercido um efeito deletério na qualidade do sémen em
estudos conduzidos em homens inférteis ou com fertilidade diminuida
(CENTOLA & EBERLY, 1999, KUNZLE et al., 2004).

Em relacdo a qualidade do sémen apds a criopreservagao, foi
observada uma variacao individual intensa, sendo que alguns caes
apresentaram resultados superiores a outros, durante todo o periodo
experimental. Os animais das racas Golden Retrivier e Blood Hound
mostraram melhores resultados na descongelagdo do sémen do que os caes
da raca Springer Spaniel. Esse resultado mostra que os caes apresentam
um padrao homogéneo de resposta das células espermaticas ao estresse da

criopreservacgao, independente da estacao do ano considerada.
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Ainda considerando a raca Springer Spaniel, foi observada uma
porcentagem alta de insercdo abaxial da peca intermediaria. Embora MIES
FILHO (1987) nao considere este um defeito espermatico em eqiinos e
caninos, essa alteracdo na morfologia da célula espermatica poderia ser
responsavel por uma fragilidade maior dos espermatozdides quando
submetidos ao estresse da criopreservacao.

Quando se realizou comparacao individual, foi evidenciado animais que
demonstraram resultados opostos, um cao da raca Golden Retrivier
apresentou os melhores resultados na descongelacao do sémen durante todo
0 ano (72% motilidade e 56% de células integras) e um cdo da raca
Springer Spaniel os piores resultados (28% motilidade e 26% de
células integras).

As médias dos resultados da descongelacdo evidenciaram diferenca
significativa na variavel vigor espermatico, com valores menores no outono de
2003, quando comparado com o verao de 2003 (2,4 versus 2,8). Foi
verificada também uma tendéncia a diminuicdao em todas as outras variaveis
avaliadas (motilidade 54,9% versus 44,0%, membranas integras
44,6% versus 37,2%).

Os melhores resultados na descongelacao de sémen neste trabalho
foram obtidos no periodo do verao, resultados diferentes aqueles obtidos em
lobos prata (FORSBERG et al., 1989), em bufalos (BAHGA & KHOKAR, 1991) e
em equinos (JANETT et al., 2003a, 2003b).

Os resultados médios das mensuragdes testiculares e prostaticas nao

apresentaram variagdes sazonais significativas no periodo estudado. Porém,
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0os animais de porte menor (15 kg) apresentaram valores de volumes
prostaticos e testiculares mais baixos e os de maior porte (45 kg) valores
mais altos. Esses resultados estao de acordo com aqueles relatados por OLAR
et al. (1983), AMANN (1986), HEWITT (1998) onde a massa testicular tem
relacdo direta com o peso corporeo.

Durante o periodo do estudo foi diagnosticado prostatite em um e
hiperplasia prostatica em outro animal da raca Springer Spaniel, afeccoes
prostaticas que elevam as mensuracOes da glandula; esse fato pode ter
mascarado as modificacdes sazonais que eventualmente tenham ocorrido
durante as estagOes climaticas nos 14 meses de estudo.

Nos meses de verao, periodo em que foi detectada queda na
concentracado de testosterona, pbéde ser observada, avaliando-se
individualmente os caes, uma tendéncia a diminuicdao no volume prostatico
em seis dos oito animais, excecao foram os dois cdes que apresentaram a
prostatite e a hiperplasia prostatica. Os volumes testiculares nao
apresentaram variagOes durante o todo o periodo considerado.

Os resultados nas mensuragOes da prostata e testiculos sao coerentes
com os resultados das avaliacdes do sémen, que também ndo sofreram
alteracdes sazonais durante o periodo estudado, confirmando os resultados
das mensuragdes encontrados por JOHNSON et al. (1994), WALKER (1999) e
em ovinos por BICUDO (1998).

O plasma seminal exerce um importante papel na maturacao do
espermatozdide, através de processos enzimaticos e de modificagdo da

superficie espermatica. O plasma seminal contém uma variedade de



Discussdo 97

componentes bioquimicos, muitos dos quais sao relativamente especificos
para a regulacdo da funcdo espermatica (PEREZ-PE et al., 2001b).

Em relacdo aos componentes bioquimicos do plasma seminal, as
médias nos periodos estudados identificaram variagbes sazonais nas
concentracoes de cloretos totais e magnésio. Foi observada uma diminuicao
nos valores de cloretos totais no verdao em relagdo ao inverno de 2002
(151,9 versus 156,2). As concentracoes deste eletrolito neste estudo foram
superiores as obtidas por BARTLETT (1962) e inferiores as descritas por
SOUZA (2003).

PANGAWKAR et al. (1988) relataram que os cloretos presentes no
plasma seminal de bovinos se ligam a membrana do espermatozoide
tornando-os vulneraveis as agressoes externas. Nesse experimento foi
identificada uma queda da concentracao de cloretos no verao, periodo no
qual a motilidade espermatica foi maior. Portanto, sugere-se que os cloretos
totais do plasma seminal de cdes também exercam um efeito deletério nas
células espermaticas desta espécie.

Um aumento significativo foi evidenciado nas concentragdes de
magnésio nos periodos de outono e inverno de 2003 em relacdo ao inverno
de 2002 (3,34 mg/L e 3,42 mg/L versus 2,70 mg/L). As concentragoes
de magnésio deste estudo foram maiores que as detectadas por BARTLETT
(1962) e CHATTERIJEE et al. (1976). Embora somente entre essas trés
estacbes as diferencas nas concentracdes de magnésio tenham sido
significativas, pdde ser observado um aumento crescente deste eletrélito no

plasma seminal durante o periodo estudado. Estudos tém relacionado as
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concentrac0es de magnésio do plasma seminal ao transporte espermatico
(OMU et al., 2001), entretanto nesse experimento nao foi identificado um
efeito direto deste eletrolito nos parametros avaliados do sémen.

Neste estudo, foi observada uma tendéncia de diminuicdo no verdo,
nas concentracdes médias de sodio (142,9 mmol/L) e potassio (8,85
mmol/L) no plasma seminal, periodo este onde foram identificados
resultados superiores na motilidade espermatica do sémen a fresco
(54,9%). Esses resultados concordam com as conclusdoes de YUMURA et al.
(2002) que altas concentragbes de sédio e potdssio exercem um efeito
deletério na motilidade espermatica em homens.

A metodologia utilizada para as dosagens dos componentes
bioquimicos foi semelhante a usada por SOUZA (2003), porém os resultados
obtidos nesse experimento foram diferentes. Foi observado que as
concentracOes de potdssio, cloretos totais e cdlcio, foram menores que as
obtidas por SOUZA (2003) e as concentracdes de proteinas totais e sddio
maiores. Essa diferenca pode ser explicada pelas condicdes de manejo dos
animais, pois SOUZA (2003) trabalhou com caes sem raca definida, e
antecedentes desconhecidos, enquanto que os animais deste estudo
possuiam manejo e nutricao adequados e excelente estado corpdreo.

Na avaliagao do perfil eletroforético das proteinas do plasma seminal
foram identificadas um total de 31 bandas, com pesos moleculares entre
139,63 kDa e 2,71 kDa. Esses resultados diferem dos de SOUZA (2003), que
identificou 37 bandas com variacoes entre 100,6 kDa e 3,6 kDa.

Essa diferenca pode ser explicada pelo maior nimero de animais (20
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caes) estudado por SOUZA (2003), uma vez que em trabalho de SOUZA &
LOPES (2002) com cinco animais foram identificadas apenas 25 bandas no
plasma seminal, com densitometria entre 136 kDa e 3,5 kDa; possivelmente o
numero de bandas varia entre os animais. Provavelmente, se o experimento
fosse conduzido com uma amostragem maior, seria identificado um nimero
mais elevado de bandas.

Nao foram detectadas variagGes sazonais no perfil protéico do plasma
seminal nos caes estudados, diferente dos resultados obtidos em ovinos por
PEREZ-PE et al. (2001).

Uma banda (31,38 kDa) do perfil eletroforético do plasma seminal
apresentou uma correlacao negativa (r=-0,58) com temperatura maxima.
SOUZA (2003) relatou que apds a vasectomia, duas bandas, de 42,6 kDa e
29,2 kDa nao foram identificadas no perfil protéico do plasma seminal,
sugerindo que estas poderiam ser provenientes da rede de tubulos
testiculares.

Considerando a proximidade dos pesos moleculares entre estas bandas
(31,38 kDa e 29,2 kDa), sugerimos que a banda encontrada nesse estudo
pode ser a mesma identificada por SOUZA (2003).

Uma evidéncia importante nessa correlacao seria que a influéncia
negativa da temperatura sobre essa proteina poderia explicar uma
diminuicdo, estatisticamente ndo  significativa, no numero de
espermatozdides/mL refletida no periodo posterior as altas temperaturas
(73,81x10°/mL no verdo versus 66,30x10%/mL no outono).

Dentre as bandas identificadas, a de maior densidade odptica foi a
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banda 19 (15,29 kDa). Somente um animal, dos oito estudados, apresentou
densitometria baixa desta banda, foi um animal da raca Golden Retrivier, o
qual apresentou resultados superiores na avaliacdo pds-congelacdo de sémen.

SOUZA (2003) identificou no plasma seminal, antes e apds a
vasectomia, uma banda de peso molecular semelhante (15,6 kDa) com alta
densitometria e sugeriu que esta banda pode representar uma das
subunidades da arginina esterase, que compde 90% do total de proteinas do
fluido prostatico de cdes (ISSACS & SHAPER, 1985). A banda encontrada
nesse estudo (15,29 kDa) pode ser a mesma banda.

Com relagao ao cao Golden Retrivier que apresentou a banda 15,29
kDa com baixa densidade Optica e boa congelabilidade do sémen, sugere-se
que esta banda encontra-se em baixa concentracao no plasma seminal deste
animal, pois pode estar ligada a membrana espermatica, protegendo-a do
estresse da criopreservagao.

A banda 15,59 kDa identificada neste estudo apresentou uma
correlagdo positiva (r=0,20, r=0,26 e r=0,29; respectivamente) com
motilidade espermatica pré e pds-congelacao, e integridade de membrana
pos-descongelagdo. Apresentou também uma densidade o6ptica alta e
constante durante todo o periodo experimental, podendo em estudos
posteriores ser pesquisada como um possivel marcador de fertilidade e ou
alta congelabilidade em caes.

Estes resultados complementam os obtidos por SOUZA (2003) que
identificou uma correlacdo positiva entre a densidade Optica das bandas de 67

kDa e de 58,6 kDa e motilidade, vigor, porcentagem de células espermaticas
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normais e integridade de membrana no sémen a fresco.

Ficou evidente na literatura consultada a escassez de trabalhos
relacionados a sazonalidade reprodutiva na espécie canina. Este fato motivou
0 inicio desse projeto, na busca de estabelecer padroes estacionais na fungao
testicular e promover uma melhor utilizacao deste conceito na reproducao de
caes.

Apés o término desse experimento ficou claro que existe uma
influéncia do ambiente sobre os aspectos reprodutivos, entretanto, esse efeito
é menor do que o esperado, provavelmente, devido a metodologia utilizada.

Acredita-se que interacbes hormonais entre os metabolitos da
testosterona, tiroxina, cortisol e prolactina devam ocorrer, o estudo desses
pode proporcionar informacdes mais seguras a respeito da sintese de
hormonios esterdides nas estacoes.

A avaliagdo seminal bem como as interagdes da célula espermatica
com o plasma seminal sugeriram um efeito da estacionalidade na
espermatogénese. Também neste caso, seria interessante a realizacdo de
testes mais especificos, como a eletroforese bidimensional. A
isoeletrofocalizacdo traria maiores informagbes das proteinas, para se
confirmar as alteragcdes sazonais.

Deve ser considerado que aspectos da domesticagdo da espécie
influenciaram na diminuicao dos efeitos da sazonalidade reprodutiva e,
acredita-se que somente um conhecimento profundo sobre a fisiologia
reprodutiva da espécie canina poderia incrementar os resultados obtidos na

criopreservacao de gametas, obtencao de embrides e, conseqlientemente no
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aprimoramento da criacdo comercial de cdes e preservacao das espécies

ameacadas de canideos selvagens.
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7. CONCLUSOES

De posse dos resultados e nas condicoes desse estudo, pode-se
concluir que:
Vv No verdo ocorre uma diminuicdo nas concentracdes de

testosterona sérica em caes.

\ A sazonalidade ndo altera os pardmetros seminais pré e pds

congelacao.

\ A sazonalidade ndo afeta os volumes prostatico e testicular.

\ Altas temperaturas e indice pluviométrico elevado diminuem os

niveis de cloretos totais no plasma seminal de caes.

\ Altas temperaturas influenciam de maneira negativa a banda

protéica 31,38 kDa do plasma seminal de caes.

v A funcdo testicular dos cdes € pouco influenciada pela

sazonalidade.
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RESTUMO

Em climas temperados, variagdes sazonais na reproducao em caes tém
sido reportadas, entretanto, em condicOes tropicais essa influéncia ndo tem
sido estudada. O objetivo desse trabalho foi avaliar se as modificagdes
ambientais, da Regiao Sudeste do Brasil, exercem efeitos sobre a fungao
testicular. Neste estudo foram utilizados 8 caes adultos, com idade entre 1,2
a 6 anos, de trés racas (1 Blood Hound, 2 Golden Retrivier, 4 Springer
Spaniel), em atividade reprodutiva, de um mesmo canil, num periodo de 14
meses. Colheitas de sémen foram realizadas quinzenalmente. O ejaculado foi
imediatamente avaliado quanto a motilidade e vigor espermatico, pH,
concentracao e morfologia dos espermatozoides. Apds a centrifugagdo, o
“pellet” foi ressuspendido e submetido a congelacdao. No plasma seminal
foram determinadas as concentracoes de proteinas totais, sddio, potassio,
calcio, magnésio e cloretos totais. A eletroforese SDS-PAGE foi realizada
utilizando-se géis de poliacrilamida nas concentracdes de 12 e 18%. Os géis
foram corados com Coomasie azul brilhante R-250, as imagens digitalizadas e
os pesos moleculares e a densidade dptica integrada estimada. Amostras de
sangue foram obtidas a cada 15 dias, sempre no periodo da manh3, entre
8:30 e 11:30 h. As dosagens séricas de testosterona total foram determinadas
por radioimunoensaio (RIA) em fase sélida. Foram realizadas mensuracoes de
prostata e testiculos. Os dados referentes as variacdes de temperatura
ambiente (°C) e indice pluviométrico (mm?) foram obtidos no CIIAGRO. A
variacdo de temperatura, nesse periodo, foi de 9°C a 32,8°C, e o indice
pluviométrico de 26 mm® a 476 mm>. A concentracdo média de testosterona
nos animais foi de 131,65 ng/dL a 213,17 ng/dL, com uma grande variacao
individual. Houve uma queda acentuada no verao de 2003, onde a
temperatura e a umidade foram altas. Nas avaliagdes seminais foi observado
um aumento da motilidade espermatica no verdo. Os resultados na
descongelacdao e nas mensuragdes prostaticas e testiculares ndo variaram no
decorrer do periodo. Houve uma diminuigdo nas concentragdes de cloretos e
na densitometria Optica na banda de 31,38 kDa no verao. Diante desses
resultados, conclui-se que em regides tropicais a sazonalidade apresenta uma
pequena interferéncia na fungao testicular dos caes.

Palavras-chave: Cao; Sazonalidade; Testosterona; Sémen; Plasma seminal,
Eletrdlitos; Perfil protéico.
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ABSTRACT

In temperate zones, seasonal influence on reproductive performance of
male dogs has been described, but in tropical conditions it hasn't been
studied. The objective of this work was to evaluate the influence of
seasonality on testis function. In the study 8 adult dogs were used, with age
varying between 1.2 and 6 years old, from 3 breeds (1 Blood Hound, 2
Golden Retrivier, 4 Springer Spaniel). These dogs were active studs, and they
were housed in the same cannel, during 14 months. Ejaculates were collected
each 15 days. Immediately after the collection, spermatic progressive motility,
progressive velocity, pH and sperm morphology, were evaluated. The samples
were centrifuged, the pellet re-suspended and frozen, and supernatant was
evaluated for total protein, cloride, potassium, sodium, calcium and
magnesium. Ultrasonic measurements of canine testis and prostate were
performed. Electrophoresis was performed using 12% and 18% SDS-PAGE.
The electrophoresis gel was stained with Coomasie blue brilliant R-250,
scanned and analysed by a software. Molecular weight was estimated based
in a standard weight. Blood collections were performed every 15 days at
morning (between 8:30 and 11:30 a.m). Testosterone serum concentrations
were determined by solid phase RIA (radioimmunoassay). The data from
environmental temperature and pluvial index were obtained from CIIAGRO.
Testosterone mean concentrations varied from 1.31 ng/mL to 2.02 ng/mL.
The temperature varied from 10.2° C to 32.8° C and the pluvial index was 33
mm? to 476 mm°. Notable individual variation was observed on testosterone
serum concentrations among dogs in all seasons. There was a remarkable
decrease on testosterone levels in all animals during Summer, when
temperature and humidity were high. Seminal parameters before and after
thawing were normal during the study. Increase was observed in progressive
spermatic motility during Summer. Decrease in cloride concentration and
integrated optic density of one band (31.38 kDa) were observed during
Summer. In conclusion, in tropical zones, the seasonality has only a minimal
influence on canine testicular function.

Keywords: Dog, Seasonal, Testosterone, Semen, Seminal Plasma,
Electrophoresis, Eletrolites.



