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René Descartes
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Introducdo 2

1. Introducao

Embora nos Ultimos anos, avancos indiscutiveis tenham
sido atingidos com o aprimoramento de técnicas reprodutivas, muitos
ainda sdo os estudos feitos para a compreensdo dos mecanismos
fisiolbégicos basicos envolvidos no simples fato do surgimento de um novo

individuo.

Inumeraveis interesses movem a pesquisa, € ndo poderia
ser diferente para aqueles que desejam ter uma eficiéncia maxima na

criacao e producgéao de equinos.

Desde o0 inicio do século passado, pesquisadores
dedicam-se ao estudo da reproducdo equina, mas € interessante notar
gue apenas recentemente aspectos reprodutivos ligados ao garanhao

estdo recebendo uma maior atencao.

O garanhdo € definido como um reprodutor dos dias
longos, com ciclo reprodutivo anual bem caracterizado; ao menos em
regides de clima temperado, onde as estacdes do ano sdo bem definidas,
o clima é previsivel e os meses de inverno podem muitas vezes ser
incompativeis para a reproducdo. Neste sentido, muitas sdo as razdes
para se esperar que as caracteristicas de animais de reproducéo
estacional sejam diferentes entre latitudes temperadas e tropicais;

entretanto, poucos séo os estudos realizados fora da zona temperada.

Recentemente, outro fator tem sido intencionalmente
adicionado a reproducao de garanhdes: o transporte de garanhdes de um
hemisfério a outro. O animal transportado, que até entdo recebia
influéncias de fatores ambientais ligados a uma determinada regiao,

passa a receber outras influéncias que podem alterar os mecanismos de
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controle que regem sua estacionalidade reprodutiva. O mais evidente é a
alteracdo da regularidade das variacdo do fotoperiodo, ou seja, de um dos
mais confiaveis fatores que sincronizam a reproducdo de animais

estacionais com 0 meio ambiente em que eles vivem.

Com base nesses aspectos, este estudo teve como

objetivos:

1) Verificar se existem diferencas das caracteristicas reprodutivas entre
as estacbes de maior e menor luminosidade do ano em garanhodes
gue vivem em regides tropicais, mais precisamente dentro da nossa

realidade (Sudeste do Brasil — Botucatu, S&o Paulo);

2) Verificar como seriam tais caracteristicas nos garanhdes que vivem
em regides de clima tropical, sem o efeito da variacao do fotoperiodo,

ou seja, sob luz continua durante todo o ano.
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2. Revisao de literatura

2.1. Reproducéo Estacional

O mundo é repleto de eventos ciclicos, a comecar pela
rotacdo diaria da Terra e sua volta anual ao redor do Sol. Portanto, a
tendéncia da maioria das coisas vivas é ajustar-se harmoniosamente e
eficientemente as mudancas ambientais referentes a esta ciclicidade
natural (Sharp et al., 1993).

Ritmos sazonais na fisiologia € no comportamento sdo
bastante caracteristicos na maioria das espécies que vivem em climas
temperados e boreais (Bronson e Heideman, 1994). Tais ritmos s&o
necessarios para que haja uma sincronizacdo entre as exigéncias das
funcdes bioldgicas e os diferentes periodos do ano, permitindo assim que
os individuos enfrentem situacdes de estresse, tais como: o declinio
sazonal de alimentos e da disponibilidade de agua, ou as flutuacbes da
temperatura ambiente (Young e Nelson, 2001).

A maioria das plantas e animais vém desenvolvendo
sistemas inerentes que oscilam em frequéncias muito proximas aos ritmos
naturais, permitindo que eles funcionem bem em um ambiente que muda
constantemente. Sendo assim, nao € dificil pensar que para uma o6tima
taxa de sobrevivéncia e propagacdo, as diferentes espécies devem
coordenar seus processos reprodutivos com o ambiente externo
(Saunders, 1977).

Mecanismos internos foram desenvolvidos para que os
individuos antecipem as condic6es ambientais precarias, a fim de inibir a
reproducdo ou o crescimento. Esta capacidade de antecipacéo € possivel

pela monitoracdo de uma variedade de fatores extrinsecos, como o
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comprimento do dia ou fotoperiodo, consumo de energia, qualidade do

alimento e a disponibilidade de agua (Klein e Nelson, 1999).

A estratégia mais comum para enfrentar com urgéncia as
exigéncias de energia € cortar as atividades que ndo sejam essenciais
para a sobrevivéncia imediata. Entre as atividades menos importantes, em
situacbes desfavoraveis, estdo a locomotora, a reprodutiva e a de

crescimento (Klein e Nelson, 1999).

A supressao da reproducao durante o inverno permite que
a energia seja usada para a termogénese e; se 0 inverno nao for tao
severo, a energia possa ser usada para uma melhora da funcao imune ou
do crescimento, deixando a reproducdo para momentos mais favoraveis
(Klein e Nelson, 1999).

A vantagem da reproducdo sazonal é que ela também
assegura ao recém-nascido um inicio de vida nos meses de primavera ou
verao, e provavelmente uma criacdo em um ambiente que forneca étimas

condicdes para a sua sobrevivéncia (Gerlach e Aurich, 2000).

Na maioria dos mamiferos que vivem em climas
temperados, a reproducdo segue um padrédo sazonal, geralmente sob
controle do fotoperiodo, que parece ser um dos sinais mais confiaveis das
mudancas estacionais. Outros sinais, como a temperatura, disponibilidade
e qualidade de alimento e concentracdo de chuvas, também sdo usados
como fatores sazonais, porém ndo sao tdo confiaveis quanto o
fotoperiodo, pois podem variar de ano para ano (Ben Saad e Maurel,
2002). Entretanto, servem como uma espécie de sintonia fina a resposta

inicial ao fotoperiodo (Wingfield e Kenagy, 1991).
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Dependendo da espécie, o aumento do fotoperiodo pode
desencadear o inicio do periodo reprodutivo (efeito estimulante) ou iniciar
uma regressdo gonadal (efeito inibitorio). Nas espécies com atividade
reprodutiva em dias longos, o aumento sazonal da atividade sexual ocorre
guando o comprimento da luz do dia aumenta, enquanto que nas
espécies com coberturas em dias curtos, a estacdo reprodutiva €
desencadeada pela diminuicdo da luz dos dias (Ben Saad e Maurel,
2002).

Fatores ambientais que estimulam ou mantém a
reproducdo promovem a sintese e a secre¢cdo do hormdnio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) pela eminéncia média do hipotalamo, que
positivamente regula a secrecdo das gonadotrofinas, hormonio
luteinizante (LH) e horménio foliculo estimulante (FSH), pela pituitaria
anterior (Bronson e Heideman, 1994). Para que haja a organizagcédo dos
ritmos circadianos e sazonais, as informacdes sobre os ciclos
claridade:escuriddo séo transmitidas para as funcdes bioldgicas do corpo

pelos padrdes de secrecédo de melatonina (Arendt, 1998).

Glandula pineal e a melatonina: suas influéncias na fisiologia

circadiana e sazonal dos mamiferos

A habilidade de antecipar eventos peridédicos coloca um
organismo em uma posicdo de vantagem seletiva. Portanto, ndo €
surpresa que a maioria das espécies tenham desenvolvido alguma forma
de relogio bioldgico para regular os processos fisiologicos (Foster e Soni,
1998). A maioria dos reldgios biolégicos sao regulados por alteracdes nas
guantidades e talvez na qualidade de luz ao amanhecer ou entardecer,
num processo chamado fotorregulacdo. Entretanto, embora saibamos que
os fotorreceptores desempenhem um papel crucial na regulacdo do tempo

biol6gico, a compreensao destes sistemas fotossensoriais (fotopigmentos
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e elementos celulares) permanece mais que limitada (Foster e Soni,
1998).

Como parte do sistema visual, a glandula pineal parece
desempenhar a mesma funcdo em todos os mamiferos estudados:
secretar o horménio melatonina em resposta a intensidade de luz do dia
(Arendt, 1998).

A melatonina tem uma funcdo chave na regulagéo
sazonal da atividade reprodutiva. Sinais de luz sé&o recebidos pela retina e
transmitidos a glandula pineal, que por sua vez sintetiza e secreta a
melatonina. A secrecdo de melatonina segue um ritmo circadiano, pois ela
é liberada em quantidades bem maiores nas horas de escuriddo, ou seja,
esta inversamente correlacionada a exposicdo a luz (Gerlach e Aurich,
2000).

Um aumento no periodo diario de secre¢do de melatonina
estd associado com a diminuicdo na liberacio de GnRH e
consequentemente com a regressdo das gbnadas de animais de
estacionalidade reprodutiva em dias longos. De modo contrario, 0 mesmo
sinal de melatonina é seguido por uma ativacdo das gbnadas nos animais

de reproducdo em dias curtos (Grosse et al., 1993).

A influéncia da glandula pineal e da melatonina no
sistema circadiano parece ser bem mais importante em vertebrados
inferiores que em mamiferos. Um exemplo disto é que, em alguns répteis
e passaros, a glandula pineal atua como o gerador central do ritmo
circadiano; e nesses animais e nos peixes, o ritmo circadiano € mantido
mesmo em culturas celulares da glandula pineal. Nas culturas celulares
de mamiferos, a glandula pineal ndo é capaz de manter seu caracteristico
ritmo circadiano (Arendt, 1998).
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Outro exemplo pode ser demonstrado pelo fato da
pinealectomia causar efeitos bem mais suaves no ritmo circadiano de
mamiferos do que em répteis e passaros. Portanto, acredita-se que a
glandula pineal e a secre¢cdo de melatonina ndo devem ser consideradas
essenciais para o sistema circadiano no individuo adulto, visto que sem

uma ou outra tal sistema € mantido (Arendt, 1998).

Entretanto, segundo Arendt (1998), a habilidade de
resposta de certos mamiferos as mudancas no comprimento do dia, em
termos de funcdo sazonal, € abolida pela pinealectomia. Em animais de
vida longa, a pinealectomia dessincroniza o ritmo sazonal da funcéo
reprodutiva, o que sugere que a glandula pineal, ao invés de gerar,

sincroniza um suposto ciclo endégeno quanto a sua periodicidade anual.

Ritmo Circanual

De modo geral, os ritmos circanuais sé&o sincronizados por
sinais ambientais periddicos, como as mudangas sazonais no
comprimento do dia, resultando num periodo ritmico de aproximadamente
12 meses (Turek e Van Cauter, 1994).

As alteracbes no fotoperiodo induzem correspondentes
alteracbes nos padrdes circadianos da secrecdo de melatonina pela
glandula pineal. Os padrbes de melatonina sdo especificos para cada
estacdo do ano. Portanto, o tempo de exposicdo ao sinal fotoperiodico
pode ser critico para o estabelecimento de um ritmo circanual (Randall et
al.1998).

Uma importante propriedade dos relégios endbégenos e

um pré-requisito para a sua estabilizacdo é possuir uma sensibilidade
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diferencial as mudancas de fase do fator regulador (luz) (Randall et al.,
1998).

Para Randall et al. (1998), a direcdo da mudanca no
comprimento do dia foi a caracteristica do sinal fotoperiddico responsavel
para se estabelecer um ritmo circanual que controloua a reproducdo de
trutas. A duracdo da luz do dia e a magnitude das mudancas no

comprimento do dia foram de menor importancia.

Segundo Arendt (1998), os fotoperiodos vividos por um
individuo num passado recente, assim como a direcdo da mudanca no
comprimento do dia, influenciam suas respostas ao fotoperiodo, ou seja, a
historia fotoperibdoca é que importa na interpretacdo dos sinais de

melatonina.

Entretanto, Barrel et al. (2000) afirmaram que o
fotoperiodo absoluto, mais que sua alteragdo propriamente dita, € que

pareceu ser critico na determinacao de um ritmo circanual em ovelhas.

Portanto, de acordo com essas observacdes, fica claro
gue existe uma divergéncia quanto a resposta da funcdo reprodutiva ao
fotoperiodo. Fica claro também que muito provavelmente ela seja
espécie-especifica e a atividade reprodutiva nas diferentes espécies nao
deva ser diretamente regida pelo comprimento do dia, e sim, de acordo
com a espécie, ela pode ser influenciada pela histéria fotoperiodica do
animal, pela direcdo da mudanga no comprimento do dia ou pelo estagio
do ritmo circanual em que o sinal fotoperiodico foi recebido (Bronson e
Heideman, 1994).

Sob condicbes ambientais constantes, o ritmo circanual

pode persistir. A despeito do importante papel desempenhado pelos
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fatores ambientais na determinacdo dos ciclos reprodutivos sazonais,
existem evidéncias substanciais que os ciclos reprodutivos anuais possam
ser gerados de forma enddgena, sem nenhum sinal de mudanca anual

dos fatores ambientais (Turek e Van Cauter, 1994).

Diferentes espécies de mamiferos continuam a expressar
ritmos circanuais mesmo apos a retirada da glandula pineal; interrompem
a resposta ao fotoperiodo e mantém seus ritmos circanuais ocorrendo
livremente, sem nenhum agente regulador aparente (Woodfill et al., 1991).
Além disso, uma mesma espécie pode apresentar variacdes individuais
na duragdo do ritmo circanual; e mesmo sob condigbes ambientais
idénticas, os periodos correspondentes a um ciclo circanual pode variar
de acordo com o individuo, de nove a 14 meses (Turek e Van Cauter,
1994).

De modo inverso, muitos ritmos sazonais ndo persistem
sob condigbes ambientais constantes, indicando que s&o, a0 menos em

parte, de origem exdgena (Turek e Van Cauter, 1994).

Parece haver entdo, diversos modos pelos quais fatores
enddgenos e exdgenos estdo envolvidos na geracdo de um ritmo anual
(Turek e Van Cauter, 1994).

Por muito tempo assumiu-se que o ritmo anual da
reproducdo, dentre outros eventos sazonais, fosse diretamente dirigido
pelas alteracbes sazonais dos fatores de proximidade, particularmente
pelo comprimento do dia. Este conceito tem sido desafiado nos ultimos
anos. Recentemente, sdo muitas as evidéncias que, em muitas espécies
de vida longa, a variacdo sazonal do comprimento do dia n&o dirija
ativamente ou induza o desenvolvimento reprodutivo, mas atue

efetivamente como um agente regulador para o estabelecimento de um
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ritmo endogeno da funcdo reprodutiva (Randall et al., 1998). Pode-se
dizer entdo, que o ciclo reprodutivo anual deve ser dirigido por um ritmo
circanual enddgeno, que por sua vez é sincronizado com o meio ambiente

pelo fotoperiodo (Bronson e Heideman, 1994).

Infelizmente, os estudos sobre a reproducdo sazonal de
grandes mamiferos estao restritos aos animais de producéo, submetidos
a uma intensa selecado durante todos estes anos de domesticacédo e que
podem representar muito pouco dos rebanhos selvagens. Alguns deles,
como 0s suinos, perderam quase completamente a capacidade de
resposta ao fotoperiodo. Isto nos deixa muito pouca opc¢éo, exceto para
especulacdes com bases em dados correlacionados (Bronson e
Heideman, 1994).

Refratariedade

A falha em responder a um dado fotoperiodo, como era
previsto, tem sido denominado fotorrefratariedade. Em geral, o termo
refratario é usado para descrever uma condicdo em que um animal ndo é
mais sensivel ou ndo responde mais a alguns estimulos que em outras
circunstancias iniciariam ou regularizariam uma resposta. Em animais de
reproducdo sazonal, este estimulo pode ser uma série de dias longos ou
curtos, e a refratariedade pode se referir ao fendbmeno da perda da
fotossensibilidade do animal, seja ela ao efeito estimulante ou inibitério do
fotoperiodo (Clay e Clay, 1992, Pickett, 1993, Gower et al., 1998).

Em alguns passaros, o crescimento da gbnada e a
reproducédo sdo estimulados pelo aumento no comprimento do dia, ap6s o
solsticio de inverno. Entretanto, depois da estacao reprodutiva, os 6rgaos
reprodutivos diminuem rapidamente de tamanho, antes do solsticio de

verao, ou seja, ainda sob o estimulo de aumento do comprimento dos
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dias. Neste caso, ocorre a refratariedade ao efeito estimulante do
aumento no comprimento dos dias e a reproducdo € entdo encerrada.
Outro exemplo pode ser dado pelo que ocorre com alguns roedores que
se tornam refratarios ao efeito inibitério dos dias curtos e, mesmo
mantidos sob um regime de pouca luz, exibem uma reativacao
espontanea do desenvolvimento gonadal, apés um determinado periodo

de supresséo (Gower et al., 1998).

Porém, para algumas espécies, a expressao circanual
ritmica s6 é possivel sob uma limitada condicdo de exposicao a luz, onde
uma determinada fase é impedida de proceder a proxima pela
refratariedade a um determinado fotoperiodo (Turek e Van Cauter, 1994).
E necessario, para estes animais, experimentar um periodo de dias
longos antes que os dias curtos surtam efeito, ou vice-versa; ou seja,
existe a exigéncia da alternancia de exposi¢do a periodos de dias curtos e
longos. Esta alternancia € fundamental para que o0 organismo seja
reposicionado ou volte a uma determinada condi¢cdo para responder de
forma ideal ao estimulo (Pickett, 1993, Arendt, 1998).

Tropicos

Quatro-quintos de todos os mamiferos vivem nos trépicos
e, mesmo assim, muito do que se sabe sobre reproducdo de mamiferos
tém sido aprendido em estudos realizados com as poucas espécies que

habitam a zona temperada (Bronson e Heideman, 1994).

Existem duas razdes principais a respeito do porqué é
menos provavel gue em baixas latitudes os individuos usem o fotoperiodo
como sinalizador para a reproducdo sazonal. Primeiro, ao passo que as
latitudes diminuem, as estacfes tornam-se menos marcadas, o0 clima

menos previsivel e os meses de inverno ndo necessariamente improprios
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para reproducdo. Segundo, a medida que as latitudes diminuem, a
extensdo do dia muda e abaixo dos 10° as mudangas no comprimento do
dia ndo sdo suficientes para agirem como um sinal para areproducao
(Jackson e Bernard, 1999).

Estudos sobre o controle da reproducdo tém sido
concentrado em espécies de reproducdo sazonal que vivem em latitudes
temperadas da Europa e dos Estados Unidos. Nessas localidades, a
reproducdo sazonal é geralmente controlada por um sinal de proximidade,
como o fotoperiodo; ou também pelas chuvas, temperatura e/ou

componentes vegetais secundarios (Jackson e Bernard, 1999).

Embora existam muito menos variagbes na temperatura
ambiente a baixas latitudes, as variacdes sazonais séo frequentemente
marcadas pelas chuvas. As chuvas tendem a concentrar-se claramente
em determinados periodos, na maioria das regides tropicais,
apresentando um ou dois picos ao ano. Nas duas situagdes, o resultado é
a evidente sazonalidade quanto a disponibilidade de alimento, fazendo
com que, mesmo proximo ao equador, a reproducdo sazonal seja

bastante comum (Bronson e Heideman, 1994).

N&o existem variacbes no comprimento dos dias nas
regides ao longo do equador; portanto, ndo é possivel usar o fotoperiodo
como sinal sazonal. Por outro lado, existe apenas pouco mais de uma

hora de variacdo anual a 10° e cerca de 2 ¥2 horas de variacao a 20° de

latitude (Bronson e Heideman, 1994).

A confiabilidade no fotoperiodo para regular a reproducao
sazonal, muito provavelmente, desaparece nos animais que vivem abaixo

dos 30° de latitude. Nestes casos, 0 oportunismo passa a ser a estratégia

mais usada por estes animais para o estabelecimento de uma reproducéo



Revisdo de literatura 15

sazonal (Bronson e Heideman, 1994). Entretanto, ainda assim, dentro de
uma mesma populagdo, foram encontradas alguns individuos que podem
responder ao fotoperiodo e outros oportunistas (Bronson e Heideman,
1994, Jackson e Bernard, 1999).

Os mamiferos de vida longa que vivem nos tropicos
também apresentam reproducédo sazonal ou continua, de acordo com o
padrao anual das chuvas. Contudo, pouco se sabe sobre a resposta ao
fotoperiodo entre os grandes mamiferos, pois poucos estudos foram feitos
nesse sentido. Acredita-se que deva haver uma troca de sinal sazonal, do
fotoperiodo para outro que indique as futuras mudancas ambientais. Até
agora, a nhatureza deste sinal permanece desconhecida (Bronson e
Heideman, 1994).

Oportunismo

Uma estratégia oportunista dita que o0s machos
permanecam sexualmente prontos a qualquer periodo do ano, enquanto
as fémeas podem se reproduzir de forma sazonal ou continua,
dependendo somente das condicdes energéticas e nutricionais do
momento, sem a influéncia do fotoperiodo. O oportunismo é sem duvida
menos comum em grandes animais, mas pode ser visto também em
animais que vivem em zonas temperadas. Uma mesma espécie pode
reproduzir-se de forma sazonal ou ndo, baseados apenas na temperatura

e na disponibilidade de alimento (Bronson e Heideman, 1994).

Nas espécies oportunistas, a reproducdo €
essencialmente continua, mas € inibida quando existe uma deficiéncia de
energia. O oportunismo pode resultar em reproducdo estritamente

sazonal, se o inverno for sempre rigoroso, frio e com escassez de
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alimento; entretanto, permitira a atividade reprodutiva se o inverno for
atipico, quente e umido (Jackson e Bernard, 1999).

Portanto, a grande vantagem da reproducao oportunista é
a capacidade de resposta rapida a qualquer alteracdo na disponibilidade
de alimento, como ocorre com as primeiras chuvas e o aumento rapido na

guantidade das pastagens (Jackson e Bernard, 1999).

A reproducao dos machos: energia

Ja é esperado que a reproducéo sazonal nos mamiferos
apresente diferencas entre os sexos, pois 0S custos energéticos dos
esforcos da reproducdo masculina sdo primariamente comportamentais e,
exceto em casos raros onde o macho exibe cuidado paterno, o
investimento energético masculino na cria termina no momento da

inseminacao (Bronson e Heideman, 1994).

Em média, o macho chega a perder até 41% de seu peso
corporal durante a estacdo reprodutiva. Porém, uma vez terminada a
estacdo, os machos podem recuperar-se e entdo armazenar gordura para

a proxima estacao (Deutsch et al., 1990).

Existem trés aspectos quanto a sazonalidade reprodutiva
do macho em relacdo a fémea: (1) em situagcbes sazonais nao tao
severas, onde a fémea poderia ocasionalmente ser capaz de se
reproduzir durante um periodo do ano, com condicdes energética
limitantes, o0 macho apresentaria pouco ou nenhum declinio no seu
potencial reprodutivo; (2) mesmo em condigcbes sazonais cruéis, quando
energeticamente € impossivel para a fémea se reproduzir, pode-se
observar que o macho entra na estacao reprodutiva mais cedo e sai mais
tarde que a fémea (Lincoln, 1981); (3) e em casos extremos, em muitas

populacdes de mamiferos, a regulacdo ambiental da reproducédo difere
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gualitativamente e quantitativamente entre os sexos (Heideman, 1989,
Wood et al., 1991).

Para um macho mamifero, estd bastante claro a
existéncia de uma vantagem evolutva em sempre estar apto a
reproducdo, ou estar muito proximo deste estado (Bronson e Heideman,
1994).

2.2. Caracteristicas reprodutivas dos garanhdes

Regulacdo enddcrina da fungéo reprodutiva dos garanhdes

A funcdo dos oOrgdos reprodutivos é controlada pelo
sistema neuroenddcrino. Este sistema inclui grupos especializados de
células nervosas e tecidos enddcrinos que secretam mensageiros
guimicos, os horménios. Os hormonios sdo carregados pelo sangue, de

um orgéo para controlar a funcéo de outro 6rgao (Amann, 1993).

O aumento do comprimento dos dias provoca uma
diminuicdo da secrecdo diaria de melatonia e, consequentemente,
estimula o hipotalamo, que é um 6rgdo pequeno situado a base do
cérebro, a liberar o GnRH (Grosse et al., 1993). Pelas terminactes
nervosas do hipotalamo, o GnRH caminha por pequenos vasos até a
glandula pituitéria anterior (Irvine e Alexander, 1982), onde € liberado em
pequenas e pulsateis descargas rapidas. Ao atingir a glandula pituitaria
anterior, o GnRH estimula a liberagdo de LH e FSH por esta glandula
(Amann, 1993).

Com base nos dados de outras espécies, Roser (2000)

acredita que o GnRH liberado em altas amplitudes pode estimular a
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secrecdo de FSH, enquanto que em frequéncias maiores estimule a
secrecdo de LH.

O LH estimula a producéo e a liberacdo da testosterona e
do estrégeno pelas células de Leydig de garanhdes adultos (Eisenhauer
et al., 1994, Eisenhauer e Roser, 1995). Os altos niveis locais de
testosterona permitem que este horménio atue na espermatogénese. Pela
circulacdo periférica, a testosterona age em varios orgaos alvos para
manter as caracteristicas fisicas masculinas, a libido e a funcdo das

glandulas sexuais acessorias (Pickett et al., 1998).

O FSH, como demonstrado em outras espécies,
provavelmente se liga as células de Sertoli para que estas secretem
inibina, ativina, proteina ligadora de andrégeno (ABP), além de outros

fatores necessarios a espermatogénese (Pickett et al., 1998).

Embora a prolactina também seja liberada pela glandula
pituitaria anterior e deva desempenhar determinada fung&o nos testiculos
de humanos, ainda ndo esta claro se este hormdnio exerce alguma

funcdo nos testiculos de garanhdes (Roser, 2000).

A testosterona, proteinas e hormonios protéicos
produzidos nos testiculos retroagem negativamente no hipotalamo e na
pituitaria anterior, via circulacao periférica, para modular a secrecao de
GnRH, FSH e LH (Amann, 1993).

Em um estudo realizado por Muyan et al. (1993), os
estrogenos, particularmente o 17b-estradiol (E»), e ndo os andrégenos,
modularam claramente a liberagdo de LH das células pituitarias do
garanhdo. O estradiol estimulou significantemente a liberacdo de LH
induzido pelo GnRH das células pituitarias anteriores de eqlinos

incubadas em cultura, enquanto a testosterona e a dihidrotestosterona
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nao tiveram nenhum efeito (Muyan et al., 1993). Nas culturas de células
da pituitéaria anterior de equinos, o estrdgeno modulou a liberacdo de FSH
e LH induzida pelo GnRH (Baldwin et al., 1991, Muyan et al., 1993).

Apesar desses estudos, o local exato de acdo do
estrogeno ainda nao foi identificado; portanto, ainda existe a possibilidade
dele agir no hipotdlamo, alterando a amplitude e frequéncia do GnRH e
entdo modificando a relacdo de LH e FSH secretados pela pituitaria

anterior, como observado em ratos e primatas (Roser, 2000).

Para o controle do FSH no garanhdo, acredita-se que
tanto a testosterona como o estrégeno tenham efeito inibitorio. Em um
estudo realizado por Thompson et al. (1979), tratamentos com estradiol
ou testosterona diminuiram os niveis de FSH em cavalos castrados.
Porém, uma vez que a inibina inibe a secrecdo de FSH em outras
especies (Vale et al, 1994), talvez ela possa, junto com a testosterona e o
estrégeno, controlar a secre¢cdo de FSH também em garanhdes (Roser,
2000).

Pouco se sabe sobre a ativina nos garanhdes, mas
parece ser secretada pelas células de Sertoli, sob estimulo do FSH e

atuar na pituitaria anterior para a liberacdo do préprio FSH (Roser, 2000)

Funcdo testicular e espermatogénese: fatores endocrinos-
paracrinos-autécrinos

Esta bem definido na literatura que a testosterona €
essencial para a manutencdo e restauracdo da espermatogénese no
testiculo adulto (Sharpe, 1994).
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Embora seja aceito que o FSH tenha importancia critica
na iniciacdo e expansdo da espermatogénese nos mamiferos durante a
puberdade; sua funcdo na espermatogénese em adultos ndo esta bem
clara (Sharpe, 1994).

De acordo com Zirkin et al. (1994), em quase todos os
mamiferos, a testosterona sozinha € capaz de manter qualitativamente a
espermatogénese completa, enquanto que o FSH influencia a quantidade

de espermatozoéides produzidos.

Entretanto, o aumento dos dados referentes a
participacdo do estrogeno na reproducdo masculina e seu potencial na
modulagdo paracrina-autocrina da espermatogénese sugerem um evento
muito mais complexo, principalmente em equinos, onde o estrégeno €&
produzido em quantidades atipicamente altas (Thompson et al., 1979,
Raeside, 1979, Amann, 1993).

Devido aos altos niveis de estrégeno produzidos nos
testiculos de garanhdes, supbe-se que 0 estrégeno, junto com a
testosterona e o FSH, desempenhe um importante papel na

espermatogénese desta espécie (Roser, 2000).

Nos mamiferos, os testiculos evoluiram como um
elaborado sistema de comunicacdo intercelular, para eficientemente
coordenar os diferentes compartimentos (intersticial e intratubular) e seus
componentes celulares, assegurando assim uma espermatogénese
ordenada. Embora a regulacdo endocrina dos testiculos seja importante
para assegurar que 0 processo reprodutivo seja sincronizado com eventos
fisioldgicos, tais como puberdade, e contextualizado num processo ainda
maior envolvendo meio ambiente, estacdo do ano e nutricdo; é cada vez

mais evidente que é um controle local paracrino-autocrino que modula a
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intrincada rede de interacdes intercelulares nos testiculos (Spiteri-Grech e
Nieschlag, 1993, Roser, 2000).

Fatores paracrinos-autocrinos da funcado testicular foram
introduzidos na literatura somente na década passada. Estes fatores tém
sido caracterizados como moduladores locais da funcdo celular,
secretados por um tipo de célula para atuarem em outro tipo celular
(paracrino) ou retornarem para agirem na propria célula que os

secretaram (autécrino) (Roser, 2000).

Os mecanismos de controle paracrino-autocrino
coordenam varias funcdes de diferentes tipos celulares no testiculo ou
modulam a acgéo das gonadotrofinas (FSH e LH) nos testiculos, de acordo

com as condicdes e exigéncias locais (Roser, 2001).

Esteroides, proteinas e peptideos tém sido identificados
como substancias produzidas e secretadas por diferentes tipos de células
testiculares (Roser, 2001). Muitos reguladores paracrinos-autécrinos em
potencial da funcéo testicular e da espermatogénese foram comprovados,
como testosterona, inibina, ativina, fatores de crescimento, transferrina,
entre outros; porém, 0os mecanismos pelos quais tais fatores agem no
testiculo do garanhdo ainda ndo foram elucidados (Roser, 2000, Roser,
2001).

Poucas pesquisas foram feitas para identificar os fatores
paracrinos-autocrinos do testiculo do garanhdo. Mas, jA € reconhecido
gue o bom entendimento dos mecanismos de controle paracrino-autocrino
da funcado testicular do garanhdo, assim como o0 classico mecanismo
endécrino, € de fundamental importancia para a compreensdo do

processo reprodutivo dos garanhdes (Roser, 2001).
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AlteracOes enddcrinas e testiculares de garanhdes associadas a

estacdo do ano

Durante os meses de primavera e verdo, pode-se
observar um aumento no tamanho e no peso testicular, na producéo e
liberacdo de espermatozéides, nas concentragbes dos horménios LH,
FSH, testosterona, 17b-estradiol, inibina e prolactina e uma visivel
melhora na libido de garanhdes (Thompson et al., 1978, Clay e Clay,
1992, Roser et al., 1994).

Por esse motivo, o garanhdo tem sido dassificado como
um reprodutor de dias longos; basicamente porque sua maxima
capacidade reprodutiva € atingida durante periodos de aumento gradual
no comprimento dos dias (Roser, 2000). Ao contrario das éguas que se
tornam anovulatérias fora da estacdo reprodutiva, os garanhfes ndo sao

azoospérmicos durante este mesmo periodo (Aurich et al., 1996).

Entretanto, esta classificacdo parece ser um tanto
anacronica, pois ignora quando os eventos neuroenddcrinos que deram
inicio a estacdo reprodutiva foram iniciados. Muito provavelmente, os

eventos que levam a maxima capacidade reprodutiva do garanhao

iniciaram-se ainda no inverno (Clay e Clay, 1992).

Por analogia a outros mamiferos, € provavel que as
alteracbes anuais na capacidade reprodutiva do garanhdo sejam
resultado da presenca de um ciclo circanual enddgeno da funcéo
testicular, que € iniciado por um fator externo, um marcador do tempo ou
ritmo ambiental. O fator externo mais comum utilizado como marcador
sazonal é o fotoperiodo, principalmente por ser fidedigno ao representar

as mudancas ao longo do ano (Clay e Clay, 1992, Roser, 2000).



Revisdo de literatura 23

No caso dos equinos, um conceito claro sobre
refratariedade é fundamental para o bom entendimento sobre seu ciclo
circanual ou sazonal. Em garanhdes, € aceito que os dias longos agem
desencadeando e iniciando os mecanismos que levam ao mais alto grau
da capacidade reprodutiva. Entretanto, independente da presenca ou nao
do fotoperiodo como fator estimulante, estes mecanismos irdo cessar € 0
animal reiniciara espontaneamente uma pausa ha atividade reprodutiva.
Sem que ele seja exposto a dias curtos, ndo havera novamente a

estimulacéo dos mecanismos pelos dias longos. (Pickett et al., 1998)

Esta condicdo de refratariedade exige uma alternancia de
exposicdo a dias curtos e longos. Portanto, os dias curtos funcionam
como o reposicionamento de uma condicdo a espera de um estimulo,
enquanto os dias longos funcionam como o fator que ird estimular e

desencadear os mecanismos (Pickett et al., 1998).

Este conceito € um pouco mais complexo, pois 0S ritmos
circanuais sdo ajustados internamente. Ele pode ser visto na auséncia
completa de variagbes no comprimento do dia, mas séo estas variacoes
gue atuam como agentes sincronizadores do ciclo sob condi¢cdes normais.
Entdo, pode-se dizer que o garanhdo possui um ritmo anual da sua
capacidade reprodutiva inerente a ele, que se da a uma periodicidade de
aproximadamente 12 meses. Sao exatamente as variagbes no
comprimento dos dias que sincronizam ou encaixam este ritmo interno

com a periodicidade de um ano (Pickett et al., 1998).

Fatores ambientais regulam a funcao testicular por meio
do eixo hipotalamo-pituitaria-gbnada (Young e Nelson, 2001). Contudo, os
eventos endocrinos envolvidos no inicio do restabelecimento da méaxima
capacidade testicular em garanhfes nao estdo adequadamente

caracterizados. Tal restabelecimento parece iniciar com uma diminuicao
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fotoinduzida da melatonina, que por sua vez permite um aumento do
GnRH e um subsequente aumento na liberacdo das gonadotrofinas (LH e
FSH) pela pituitaria anterior para a circulagdo periférica (Bronson e
Heidemen, 1994, Roser, 2000).

E bem aceito que a secrecdo das gonadotrofinas, LH e
FSH, em machos, depende da liberacdo do GnRH pelo hipotalamo
(Tillbrook e Clark, 2001). Em garanhfes, existe uma concordancia entre
0s pulsos de GnRH e LH; e a influéncia do fotoperiodo nas secrecdes de
GnRH é claramente refletida pelas variacbes circanuais na liberacdo do
LH. Concordancia semelhante entre o GnRH e o FSH ndo é observada
(Clay e Clay, 1992).

Em garanhdes, a liberacdo de LH €& positivamente
correlacionada com o comprimento do dia. As concentracdes de LH
aumentam com o inicio da estacdo reprodutiva; e as concentracdes
basais de LH no verdo sdo duas vezes mais altas que aquelas
observadas proximo ao solsticio de inverno (Irvine e Alexander, 1982,

Johnson e Thompson, 1983).

O aumento nas concentracbes periféricas de LH
associado com o aumento sazonal da capacidade sexual do garanhao se
da pelo aumento da quantidade de LH liberado, e menos provavelmente
pelo aumento da freqiéncia de descargas de LH. Isto significa que o
restabelecimento sazonal da funcdo reprodutiva maxima dos garanhdes
pode ser, a0 menos em parte, devido a um aumento na sintese de LH

pela pituitaria, como ocorre nas éguas (Clay e Clay, 1992).

As variactes na liberacdo de LH nos equinos dependem
da presenca das gbnadas, indicando que os efeitos do fotoperiodo sdo

dependentes dos esterdides (Thompson et al., 1986). As concentracdes
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séricas de testosterona e estrogeno também apresentam flutuacbes
sazonais, com as maximas concentracdes ocorrendo em abril e maio
(relativos a outubro e novembro do Hemisfério Sul) (Thompson et al.,
1978). As variacdes do LH sérico, descritas como altamente sazonais,
apresentam picos em maio e junho (relativos a novembro e dezembro no
Hemisfério Sul) (Johnson e Thompson, 1983, Clay e Clay, 1992).

Byers et al. (1983) também relataram um aumento
sazonal dos niveis de testosterona, com os maiores niveis observados no
verdao; porém, com um aumento secundario no outono, menor que o do
verao.

As concentracbes de FSH apresentam flutuacdes
semelhantes, porém com a variagdo da magnitude muito menos
pronunciada de estacéo para estacdo do que o LH (Johnson e Thompson,
1983, Clay e Clay, 1992).

Os dados sobre \variagbes sazonais da liberagdo do FSH
sdo conflitantes. Thompson et al. (1986) demonstraram que as
concentractes de FHS no plasma de garanhdes foram quase constantes
durante todo o ano, exceto por apresentarem pequeno aumento durante a

estacao reprodutiva.

Um ciclo anual na funcdo testicular dos garanhdes foi
relatado pelas variacbes sazonais das caracteristicas seminais por

diferentes autores.

A estacdo do ano mostrou uma evidente influéncia nas
caracteristicas seminais de garanhdes, incluindo volume do ejaculado,
motilidade espermatica, total de espermatozéides e porcentagem de
espermatozoides anormais. Van der Holst (1975) estudou a influéncia da

estacdo do ano e a aplicacdo de luz continua na baia em garanhdes, na
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Holanda. Seus resultados mostraram que a estacdo teve bastante
influéncia nas caracteristicas seminais dos garanhdes; e a manutencao de
garanhdes sob luz continua durante o inverno pareceu ter um beneficio
sobre a espermatogénese, evidenciado pelo aumento da motilidade e
gueda do numero de espermatozoides anormais presentes no ejaculado,

comparado com 0 mesmo periodo do ano anterior.

Byers et al. (1983) observaram que o volume seminal foi
maior no verdo, e a concentracdo espermatica e 0 numero de
espermatozéides por ejaculado foram mais altos durante o outono.
Magistrini et al. (1987) relataram que durante o inverno, ao contrario da
primavera e verdo, houve uma diminuicdo do volume seminal, aumento da
concentracdo espermatica e baixa motilidade. Entretanto, segundo Pickett
et al. (1998), a motilidade progressiva ndo sofreu qualquer variacdo por

efeito da estacéo do ano.

Segundo Clay e Clay (1992), a largura total maxima da
bolsa escrotal e o maior nimero de espermatozdides ejaculados
observados nos meses de primavera e verdo comecaram a declinar antes
do solsticio de verdo, ou antes do inicio da diminuicdo no comprimento do
dia. Neste caso, € provavel que um estado fotorrefratario também
estivesse agindo para uma regressdo normal do tamanho testicular e da

producao de espermatozoides.

Se isto estiver correto, a funcao fisiolégica normal dos
dias curtos durante o outono nédo serve para finalizar a estacao
reprodutiva, mas sim abolir um estado fotorrefratario e restabelecer um
mecanismo pelo qual o garanhéo ira ser sensivel novamente ao aumento

do comprimento dos dias (Clay e Clay, 1992).
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Da mesma forma, o restabelecimento sazonal da funcao
testicular méxima néo foi iniciado pelos dias longos, ou seja, o inicio do
restabelecimento da funcdo testicular levando ao pico da capacidade
reprodutiva no final da primavera e inicio do verdo ocorreu de forma
evidente durante o outono, quando os dias ainda estavam diminuindo.
Portanto, o nivel mais baixo de producdo espermatica parece ocorrer nos
meses de setembro e outubro (referentes a marco e abril o Hemisfério
Sul), que aumentam gradualmente até maio e junho (referentes a

novembro e dezembro no Hemisfério Sul) (Clay e Clay, 1992).

Segundo Pickett (1993), o numero de espermatozoéides
ejaculados chega a ser 50% maior nos meses da estacdo reprodutiva
para o primeiro ejaculado e 39% para o segundo, com uma hora de
intervalo entre as colheitas de sémen. Este padrdo de producéo
espermatica esta em concordancia com as observacdes feitas sobre a
espermatogénese (Berndtson et al.,, 1983). Entretanto, ndo esta ainda
precisamente estabelecido como os elementos testiculares do garanh&o
sao reversivelmente estimulados ou inibidos pela estacédo do ano (Clay e
Clay, 1992). Alteracdes no numero absoluto de células de Sertoli por
testiculo (Johnson e Thompson, 1983), no numero de células
germinativas por células de Sertoli (Johnson e Neaves, 1981) e a taxa de
degeneracdo das células germinativas (Johnson, 1985) sdo fatores que
tém sido considerados como responsaveis pela variacdo sazonal da

funcao testicular em garanhdes.

O aumento sazonal da producdo espermatica deve ser
atribuido, pelo menos em parte, ao um aumento da massa do parénquima
testicular e ao aumento da eficiéncia da producdo espermatica por grama

de parénquima testicular (Clay e Clay, 1992).
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De acordo com Johnson (1985), um aumento sazonal da
espermatogbnia do tipo A por testiculo observado durante a estagdo
reprodutiva poderia ser responsavel pela maior producdo espermatica
nesta estacdo. Mais tarde, Johnson (1991) demonstrou que h& um
aumento do numero de espermatogbnias A; e uma melhora na eficiéncia

das divisdes das espermatogbnias durante a estacao reprodutiva.

Como ocorre para o tamanho testicular e para a producéo
espermatica, um ciclo sazonal na manifestacéo da libido também pode ser
observado em garanhdes. Um ritmo espontaneo no comportamento
sexual parece estar mais relacionado com os dias curtos (inibigdo) e com
os dias longos (estimulo) do que os ritmos observados no tamanho
testicular e na producdo espermética. Entretanto, este restabelecimento
da libido em relacdo ao tamanho testicular e a producdo espermatica é
considerado atrasado, por estar realmente ligado a estacdo do ano em
gue se manifesta. Isto mostra que ndo deve haver correlagcdo entre a
libido e o tamanho testicular ou a producdo espermética, e que deve
existir uma regulacdo enddcrina do comportamento sexual (Thompson et
al., 1980).

Todas estas variagbes sazonais na capacidade
reprodutiva do garanhdo levou a idéia de que a manipulacdo da taxa
luz:escuriddo pudesse melhorar a capacidade reprodutiva do garanh&o,
ou mesmo ajustar o seu ciclo anual a demanda do mercado imposto pelos
homens (Clay e Clay, 1992, Pickett, 1993).

Pbde-se notar que a aplicacdo de um fotoperiodo longo
(16 horas de luz:8 horas de escuriddo) em dezembro (Hemisfério Norte),
foi efetiva para um adiantamento do restabelecimento maximo da
capacidade reprodutiva do garanh&o, mas nao foi efetiva para prolongar
indefinidamente esta capacidade (Clay e Clay, 1992).
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Garanhfes submetidos a fotoperiodos continuos também
apresentam um ciclo anual da capacidade testicular. Nos animais
submetidos a periodos continuos de dias curtos, houve um
restabelecimento da maior capacidade testicular, a despeito da falta de
estimulo dos dias longos; enquanto que, os animais sob continuos dias
longos, nao apresentaram um prolongamento da fase de maior
capacidade reprodutiva, e a regressdo desta capacidade ainda assim
aconteceu (Clay et al., 1987, Clay e Clay, 1992).

Baseando-se nesses dados, € plausivel que o fotoperiodo
sirva simplesmente para sincronizar ou iniciar um ciclo circanual
endogeno; pois, na auséncia de um fotoperiodo, o ciclo endégeno ainda
persiste. Porém, sem uma sincronizagdo com o0 meio externo, o ciclo
endogeno ficaria livre para se manifestar e o intervalo anual da maxima
capacidade reprodutiva variaria de garanhdo para garanhao (Clay e Clay,
1992).

Mais recentemente, em 1998, Pickett e Voss levantaram
uma preocupacdo quanto ao crescente numero de garanhfes que sdo
transportados de um hemisfério a outro, para realizarem duas estacfes de
cobertura ao ano. Nestes casos, o principal problema seria uma possivel
exposic¢ao insuficiente aos dias curtos, essencial para tirar os garanhdes
de um estado de refratariedade e ressensibiliza-los aos dias longos. Sem
um ciclo anual da capacidade reprodutiva sincronizado com o ambiente
externo, o dificil € saber em que fase do ciclo endégeno estes animais
estdo. Acredita-se que garanhdes férteis ndo apresentam problemas
guanto as constantes viagens de um hemisfério a outro, 0 mesmo réo
pode se dizer sobre os subférteis. Porém, o fato é: até quando um animal
de natureza reprodutiva sazonal ird suportar mais uma imposicdo feita

pela homem ?
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3. Material e método

3.1. Animais, local, grupos e etapas do experimento

Foram utilizados oito garanhdes, clinicamente sadios, com
caracteristicas reprodutivas normais, entre 3% e 15 anos de idade, de
diferentes ragas (Mangalarga, Quarto de Milha, PSA, Brasileiro de

Hipismo e Sela Francesa), nascidos e criados no Estado de S&o Paulo.

O experimento foi desenvolvido no Departamento de
Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia - FMVZ - UNESP - Campus de Botucatu, Rubido
Junior e Fazenda Lageado (Posto de Monta), ambos com localizacdo na
latitude 22°52'S, longitude 48°26'W e altitude 756m.

Os animais foram semi-estabulados, por
aproximadamente um ano, alimentados com feno de Coast-cross

(Cynodon dactylon) e racdo comercial (proteina 11%), duas vezes ao dia.

Quanto a luz recebida, os animais foram divididos em:
* Rubido Junior: luz natural (n=4);
» Lageado: 24 horas de luz - luz natural durante o dia e luz artificial de

250W durante a noite, nas baias (n=4);

As colheitas de dados foram realizadas nos periodos de
transicdo primavera-verdo (novembro/dezembro 1999/janeiro 2000 e
novembro/dezembro 2000/janeiro 2001) e nos periodos de transicdo
outono-inverno (maio/junho/julho 2000 e maio/junho/julho 2001). Foram
necessérias dois periodos de transicdo de cada estagcdo para completar o
namero de animais usados neste estudo. Cada periodo de transicéo
estacional consistiu em 12 semanas exatas, com 6 semanas antes e 6

semans depois do solsticio de cada estacéo.



Material e método 32

3.2. Exame androldégico

Exame clinico

Foram avaliados 0s seguintes aspectos:

» Cordao espermatico: inspecéo e palpacéo.

» Bolsa escrotal: inspecao

= Testiculos: simetria, forma, consisténcia, posicdo, mobilidade,
sensibilidade e volume testicular *.

= Epididimos: palpacéo da cabeca, corpo e cauda.

= Prepucio.

= Pénis

Estes exames foram feitos antes do experimento ser
iniciado, e repetidos no inicio e no fim de cada periodo de colheitas de
dados. As avaliacOes testiculares também eram realizadas depois das

puncdes de citologia aspirativa por agulha fina (Caaf) testicular.

* O volume testicular (VT) e o volume testicular combinado (VTC) foram
obtidos somente ao final de cada periodo de colheita de dados,
imediatamente antes das Caafs testiculares. Com o auxilio de um
paquimetro, efetuou-se a afericho das medidas testiculares e,
posteriormente, aplicou-se as seguintes férmulas apresentadas por
Blanchard e Varner (1996):

VT =4/3p x (C/2) x (L/2) x (H/2); C- comprimento, L - largura e H - altura.

VTC = volume do testiculo direito + volume do testiculo esquerdo
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Exame do sémen

Antes de cada periodo de colheita de dados, todos os
animais tiveram o sémen colhido por dez dias consecutivos, para se
estabelecer um padrdo individual da qualidade seminal. Durante os
periodos de colheitas de dados, foram feitas duas colheitas semanais de
sémen, de cada garanhdo, em vagina artificial “Modelo Botucatu”, com

auxilio de égua em cio.

Imediatamente apds as colheitas, os ejaculados foram
avaliados por exames macro e microscopicos dos seguintes parametros e

os dados anotados em fichas individuais apropriadas.

= Volume: o volume foi medido em provetas graduadas.

= Cor e aspecto: a cor e 0 aspecto do sémen foram examinados

macroscopicamente.

= Motilidade total e motilidade progressiva dos espermatozoides: para
cada amostra, de cada ejaculado, foi utilizada uma lamina histol6gica
(26 x 76 x 1,2 mm), aquecida a 38-40°C, onde era depositada uma
gota de sémen recoberta com uma laminula (24 x 32 mm) e o material
avaliado por microscopia de contraste de fase (x160). O movimento
total e progressivo dos espermatozoéides foram avaliados de forma
subjetiva (Krause, 1966), onde os resultados, dados em porcentagem,
diferenciavam a quantidade de espermatozéides moveis e dos
imoveis; e o0s espermatozoides com motilidade progressiva e com

movimento circular aberto daqueles com outro tipo de movimento.
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= Vigor: O vigor do movimento dos espermatozoides foi avaliado
seguindo uma escala padronizada de zero a cinco, onde zero

representa espermatozoides com vigor nulo e cinco, vigor maximo.

= Concentracdo espermatica: a concentracdo espermatica foi avaliada
em camara de NEUBAUER e o numero de espermatozoéides foi
registrado em mm? (Krause, 1966), apds diluicdo de 0,1 ml de sémen

em 1,9 ml de 4gua destilada.

= Nudmero total de espermatozdides: o numero total de espermatozoéides
por ejaculado foi calculado pela multiplicagdo do resultado do volume
de cada ejaculado, em ml, pelo nUmero de células espermaticas por

mm?.

= Morfologia espermética: para cada ejaculado, foi confeccionado um
esfregaco em lamina histolégica, corado pelo método de Karras (1950)
e modificado por Papa et al. (1988). Foram contadas 200 células
espermaticas em cada esfregaco, e as alteragbes morfoldgicas,
classificadas segundo as normas do Colégio Brasileiro de Reproducao

Animal (Fonseca et al., 1992).

= Osmolaridade e pH: o valor da osmolaridade de cada ejaculado foi
obtido pelo uso do aparelho Osmette A (Automatic Osmometer) da
Precision Systems, INCO; enquanto que o valor do pH foi obtido por

meio do pH-metro B374 da MicronalO.

Libido

A libido dos garanhdes foi estimada de forma subjetiva
pelo numero de montas antes da colheita do sémen, desinteresse e

desisténcia em efetuar a monta.
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3.3. Colheitas de sangue para determinacdo de FSH, LH e

testosterona séricos

No mesmo periodo de colheitas de sémen, foram
colhidas amostras de sangue todas as 2, 4* e 6° - feiras, entre 9:00 e
11:00 horas, para a dosagem das concentracbes seéricas de FSH, LH e

testosterona.

O sangue era colhido diretamente da veia jugular em
tubos apropriados sem anti-coagulante. Em temperatura ambiente, as
amostras eram mantidas por aproximadamente 30 minutos, para a
coagulacéo e separacdo do soro. Depois desta etapa, as amostras eram
ainda centrifugadas por 15 a 20 minutos, para completar a separacao do

SOro.

Com o auxilio de uma pipeta, cada amostra de soro era
transferida para um tubo de plastico, com tampa, devidamente

identificado. Imediatamente, os tubos de plastico eram armazenados e

congelados a 20 C negativos até o momento da avaliagdo das amostras.

As amostras foram devidamente transportados para o
Laboratério de Endocrinologia do Departamento de Ciéncias Animais da
Universidade da Califérnia, Davis, EUA, para serem avaliadas pelo

método de radioimunensaio.

Antes de se iniciar as quantificacbes hormonais, as trés
amostras de soro de cada semana foram transferidas para um uUnico
frasco. Com este procedimento, as amostras foram agrupadas por

semana de estudo.
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Os hormadnios protéicos FSH e LH foram quantificados por
uma versdo modificada da técnica de radioimunoensaio de duplo
anticorpo heterélogo descrita por Matteri et al. (1986). As quantificacdes
de testosterona foram realizadas segundo método descrito por Roser e
Hughes (1991).

Radioimunoensaio para FSH: Como primeiro anticorpo foi utilizado o
anticorpo de coelho anti-FSH ovino (Papkoff H47). O FSH equino
(Papkoff, e265B) foi usado para a curva padréo e para a iodagdo. As
concentracbes dos padrdes variaram entre 0,25 a 64 ng/ml. Aliquotas
de 100m de soro, ou das diluicdes da curva padrdo ou dos controles
foram incubadas com 100ni de solugéo tamp&o para radioimunoensaio
(0,5 M PQOq4, pH 7,5; 0,15 M NacCl, 0,5% BSA, 0,002 EDTA; 0,01%
timerosol) e 150m do primeiro anticorpo no Dia 1. No Dia 2, adicionou-
se 50m do horménio marcado (20.000 cpm), permanecendo assim
incubados por trés dias a 4°C. No Dia 5, adicionou-se 100 de soro
normal de coelho (1%) e 1ml da diluicdo de 1:300 do anticorpo de
cabra antigamaglobulina de coelho (GaR, Antibodies, Inc. 51-156),
utilizado como segundo anticorpo, em polietilenoglicol (5%). Os tubos
foram incubados por 4 horas em temperatura ambiente, centrifugados
por 20 minutos a 2500 rpm e os pellets foram transferidos para um
contador gamma (Model 10/200; Micromedic System Inc., Horsham,
Pennsylvania). A sensibilidade dos ensaios foi de 0,25 ng/ml e os
coeficientes de variacdo intra e interensaio foram 3,3 e 7,5%,

respectivamente.

Radioimunoensaio para LH: Como primeiro anticorpo do ensaio foi
utiizado o anticorpo de camundongo monoclonal anti-LH bovino
(518B7). Para a curva padrao e para a iodacéao foi usado LH eqtino
altamente purificado (Papkoff, e263B). As concentracdes dos padroes

variaram entre 0,125 a 32 ng/ml. No Dia 1, aliquotas de 100ni de soro,
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ou das diluicbes da curva padrdo ou dos controles foram incubadas
com 100m de solugcdo tampéao para radioimunoensaio (0,5 M POg, pH
7,5; 0,15 M NaCl, 0,5% BSA, 0,002 EDTA; 0,01% timerosol), com
150m do primeiro anticorpo mais 50m do horménio marcado (20.000
cpm) a temperatura ambiente por 24 horas. No Dia 2, adicionou-se
100m de soro normal de camundongo (1,5%) e 1ml da diluicdo de
1:300 do anticorpo de cabra antigamaglobulina de camundongo (Ga M,
Antibodies, Inc.51-146), utilizado como segundo anticorpo, em
polietilenoglicol (5%). Os tubos foram incubados por uma hora em
temperatura ambiente, centrifugados por 20 minutos a 2500 rpm e 0s
pellets foram transferidos para um contador gamma (Model 10/200;
Micromedic System Inc., Horsham, Pennsylvania). A sensibilidade dos
ensaios foi 0,125 ng/ml e os coeficientes de variagdo intra e

interensaio foram 5,0 e 11,8%, respectivamente.

Radioimunoensaio para testosterona: O anticorpo primario foi o
anticorpo de ovelha antitestosterona (Niswender, S-250). No Dia 1,
aliguotas de 50m de soro ou dos controles foram utilizadas para
extracdo da testosterona em 1 ml de éter etilico. Os tubos foram
cobertos, agitados por trés minutos e incubados por mais cinco para
permitir a separacédo das camadas organicas e aquosas. As bases dos
tubos foram imersas em nitrogénio liquido até serem congeladas. A
camada de éter foi entdo separada e o éter evaporado com auxilio de
tubos de ar. Aliquotas de 50ni das diluicbes da curva padrdo foram
pipetadas em concentracdes que variaram entre entre 0,05 e 4 ng/ml.
O extrato seco foi ressuspenso em 300m de PBS/G (0,5 M PQq, pH
7,0; 0,15 M NaCl, 1% gelatina; 0,02% timerosol). Adicionou-se 100mi
(8.000 cpm) do marcador H3-testosterona (New England Nuclear,
NET-370) em cada tubo mais 100m do anticorpo e incubou-se os
tubos a 4°C por 24 horas. No Dia 2, os hormoénios ligados foram

separados dos livres usando-se 300m de uma solucdo de
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carvao/dextran (pH 7,0); incubados por mais 20 minutos a 4°C,
centrifugados por 10 minutos a 2500 rpm e o sobrenadante transferido
para tubos plasticos de cintilagdo contendo 4,5 ml do cocktail RPI
BioSafe. As contagens foram feitas num contador de cintilagdo beta
(Packard Tri-Carb 460). A eficiéncia da extracdo variou de 70 a 78%. A
sensibilidade dos ensaios foi de 0,1 ng/ml e os coeficientes de

variacao intra e interensaio foram 5,1 e 10,5%, respectivamente.

3.4. Citologia aspirativa por agulha fina (Caaf) em testiculos

Ao final de cada periodo de colheita de dados, foram
realizados os exames de Caaf testicular em ambos os testiculos de todos

0s animais, de acordo com a técnica descrita por Leme e Papa (2000).

Os animais foram tranquilizados com acepromazina
(AcepranO 1%, 0,1 mg/kg) associada com romifidina (SedivetO, 0.08
mg/kg) e colocados em tronco de contencdo. Em seguida, realizou-se a
anti-sepsia da regido dos testiculos, com alcool iodado. Fixou-se o
testiculo com uma das maos e introduziu-se uma agulha 30x7mm,
acoplada a uma seringa de 10 ml, na por¢do medial do parénquima
testicular. Com a agulha dentro do testiculo, tracionou-se o émbolo para
permitir a formacdo de vacuo dentro de seringa e uma amostra do
parénquima foi trazido para dentro da agulha. Aliviou-se o émbolo e
retirou-se a agulha do testiculo. Em seguida, fez-se uma presséao digital,
no local da puncéo, para conter possiveis hemorragias. Nos casos em
gue o material obtido nédo foi suficiente ou se houve grande contaminacao
da amostra com sangue, o procedimento foi repetido, no mesmo
momento, apenas alterando-se o local da puncdo para uma regido mais
cranial ou caudal. O material obtido pela puncéo foi expelido em laminas

de vidro, utilizando-se a pressdo da seringa. Com o auxilio de outra
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lamina, foram confeccionados esfregacos, que apds serem secos ao ar
ambiente, foram corados pelo método de Giemsa. As laminas foram
analisadas em microscopia de luz sob aumento de 400x para identificacao
e quantificacdo das células da espermatogénese e das células de Sertoli.
Foram contadas 200 células consecutivas da série espermatogénica, e as
células de Sertoli, encontradas entre as ceélulas germinativas foram
anotadas separadamente. Os resultados foram transformados em
porcentagens.

Além da quantificacdo das células germinativas e das
células de Sertoli, foram avaliados os didmetros dos nuacleos dos
diferentes tipos celulares. Em cada esfregaco, nove a dez células dos
tipos mais freqlentemente observados (espermatécitos primarios,
espermatides iniciais e finais, espermatozoéides e células de Sertoli) foram
selecionadas aleatoriamente. Para os tipos celulares menos frequéntes
(espermatogbnia e espermatécito secundario) todas as células encontras
foram selecionadas, sempre menos que dez. Os esfregacos foram
analizados em microscopia de Iluz sob aumento de 1.250x
(Fotomicroscépio Zeiss Axiophoto HBO 100 W/2) e as imagens
selecionadas foram tranferidas para o sistema de processamento de
imagens via uma camera JVC. O diametro nuclear maximo (mm) dos
diferentes tipos celulares foram mensurados com auxilio do programa
Zeiss KS300 (Kontron Eletronic).

Tanto para a quantificacdo como para o didmetro nuclear,
os dados de cada animal foram anotados separadamente para o testiculo

direito e para o esquerdo para posterior andlise estatistica.



Material e método 40

3.5. Metodologia estatistica

Inicialmente, os dados foram explorados através de

calculos de medidas descritivas e pelas constru¢cdes de tabelas e gréficos.

A média foi utilizada como medida de tendéncia central e
o erro padrdo da média (EPM) como medida de variabilidade para todas
as variaveis analisadas. O programa Proc Mixed do SAS (1998) foi
utilizado para toda a andlise estatistica. Os testes de significancia foram
realizados através do teste F (aproximacdo). Foram consideradas
significantes as diferencas com P£0,05. Os dados originais da
quantificacdo das células testiculares foram transformados em arco seno,

guando necessario, antes da andlise dos dados.

Para cada uma das variaveis do sémen e para as
concentracfes séricas dos horménios FSH, LH e testosterona, ajustou-se
um modelo linear misto no qual os efeitos de luz (ou local), estacdo e a
interacdo entre estes foram considerados fixos e os efeitos de animal
foram considerados aleatoérios. Para os dados de citologia (quantificacéo
e diametro nuclear), adicionou-se os efeitos dos testiculos (direito e
esquerdo). Desta forma incorporou-se a correlacdo entre as medidas

realizadas no mesmo animal.
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4. Resultado

4.1. Exame andrologico

Exame clinico

Todos o0s animais apresentaram caracteristicas normais

das estruturas avaliadas nos exames clinicos, antes e durante o estudo.

Volume Testicular Combinado (VTC)

Houve diferenca significativa (P=0,008) do VTC entre os
garanhdes de Rubido Juanior (254,61 + 16,80) e os garanhdes do Lageado

(112,27 + 16,80) (Figura 1).
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Figura 1 - Médias + EPM do volume testicular combinado (cm®) dos

garanhfes de Rubido Juanior (n=4) e do Lageado (n=4).
(a,b : P=0,008).

N&do houve diferenca significativa (p=0,20) do VTC dos
garanhfdes entre as transicbes primavera-verao (191,03 = 16,80) e
outono-inverno (175,83 + 16,80) (Figura 2).
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Figura 2 - Médias + EPM do volume testicular combinado (cm®) de

garanhdes (n=8); observadas durante a transicdo das

estacdes primavera-verao e outono-inverno.

N&o houve diferencas significativas entre os periodos de
transicdo primavera-verdo e outono-inverno nos dois grupos observados
(luz natural:263,47 + 19,38 vs 245,73 + 19,38; P=0,22 e luz artificial:
118,59 + 19,38 vs 105,93 + 19,38; P=0,18) (Figura 3).
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Figura 3 - Médias + EPM do volume testicular combinado (cm®) de

garanhdes sob luz natural (n=4) e com luz artificial

durante a noite nas baias (n=4), observadas durante a

transicdo das estacfes primavera-verao e outono-inverno.
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Exame do sémen

As caracteristicas seminais dos animais utilizados neste

estudo estéo apresentadas nas tabelas 1, 2, 3e 4.

Tabela 1 - Médias = EPM das caracteristicas do sémen dos garanhdes de

Rubido Junior (n=4) e do Lageado (n=4), sem a influéncia da

estacao do ano.

Caracteristicas do sémen

Grupos

Rubi&o Junior Lageado
Volume (mL) 50,58 + 4,69 ° 34,77 + 4,69°
Motilidade (%) 75,94 + 4,012 53,90 +4,01°
Motilidade Progressiva (%) 4243+ 432° 26,37 +4,32°
Vigor (0 - 5) 3,65+0,112 3,10+0,11°
Concentragéo (x10° /mm?) 160,16 + 21,18 * 85,69 + 21,18°
Total de espermatozoéides (x10°)  7.299,20 + 651,70*  2.593,57 + 651,70 °
Defeitos Menores (%) 7,36 +1,69 2 12,84 +1,69°
Defeitos Maiores (%) 18,61 +3,78° 37,02 +3,78°
pH 7,38 £ 0,03 7,40 £ 0,05
Osmolaridade 280,04 + 3,67 282,03 + 3,67

ab | etras diferentes representam diferenca significativa (P£0,05).
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Tabela 2 - Médias + EPM das caracteristicas do sémen de garanhdes
(n=8),

primavera-verao e outono-inverno.

observadas durante a transicdo das estacoes

Estacdo do Ano

Caracteristicas do sémen

Primavera-Verao

Outono-Inverno

Volume (mL)

Motilidade (%)

Motilidade Progressiva (%)
Vigor (0 - 5)

Concentrag&o (x10° /mm?)
Total de espermatozdides (x10°)
Defeitos Menores (%)

Defeitos Maiores (%)

pH

Osmolaridade

45,64 + 4,69
66,02 + 4,01
35,19 +4,32
3,48+0,11
123,67 + 21,18
5.169,11 + 651,70
9,17 +1,69
26,93 + 3,78
7,35+ 0,03
278,65 + 3,67

39,71 +£4,69
63,82 £ 4,01
33,61 +4,32
3,28+0,11
122,17 + 21,18
4.723,66 + 651,70
11,09 £ 1,69
28,71+ 3,78
7,42 + 0,03
283,40 + 3,67

Tabela 3 - Médias = EPM das caracteristicas do sémen de garanhdes sob
luz natural (n=4), observadas durante a transicdo das estac¢oes

primavera-verao e outono-inverno.

Luz Natural

Caracteristicas do sémen

Primavera-Verao

Outono-Inverno

Volume (mL) 48,05 + 6,63 53,11 + 6,63
Motilidade (%) 74,95+ 5,70 76,93 + 5,70
Motilidade Progressiva (%) 41,95+ 6,12 4293 + 6,12
Vigor (0 - 5) 3,71+£0,16 3,59+0,16
Concentrag&o (x10° /mm?) 151,45 + 29,96 168,87 + 29,96
Total de espermatozdides (x10°) 6.772,06 £ 921,64 7.826,33 £ 921,64
Defeitos Menores (%) 6,63 + 2,36 8,10+ 2,36
Defeitos Maiores (%) 17,11 £5,35 20,12 £ 5,35
pH 7,37 £ 0,05 7,39 £ 0,05
Osmolaridade 281,39 +5,18 278,69 + 5,18
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Tabela 4 - Médias + EPM das caracteristicas do sémen de garanhdes
com luz artificial durante a noite nas baias (n=4), observadas
durante a transicdo das estacOes primavera-verao e outono-

inverno.

Luz Artificial

Caracteristicas do sémen

Primavera-Verao

Outono-Inverno

Volume (mL) 43,24 + 6,63 26,31 + 6,63
Motilidade (%) 57,08 + 5,70 50,71 + 5,70
Motilidade Progressiva (%) 28,44 + 6,12 24,31 + 6,12
Vigor (0 - 5) 3,24 £ 0,16 2,97 £0,16
Concentrag&o (x10° /mm?) 95,90 + 29,96 75,46 + 29,96
Total de espermatozoides (x10°) 3.566,14 + 921,64 1.620,99 £+ 921,64
Defeitos Menores (%) 11,59 + 2,36 14,08 + 2,36
Defeitos Maiores (%) 36,75 £ 5,35 37,30 £ 5,35
pH 7,33+0,05 7,47 £ 0,05
Osmolaridade 275,93 +£5,18 288,13 £5,18

Libido

Aparentemente, a libido foi normal nos meses de
primavera-verdo nos dois grupos observados. Entretanto houve uma
evidente diminuicdo da libido relacionada aos dias mais frios dos periodos

de colheita de dados, durante a transicdo outono-inverno.

Como evidéncia da diminuicdo da libido, os animais de
Rubido Janior apresentaram demora para efetuar a cobertura nos dias
mais frios, mas ndo desistiam da monta. Ao contrario, os animais da
Fazenda Lageado, muitas vezes desistram da monta, obrigando a

mudanca de hora ou dia da colheita de sémen.
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4.2. ConcentracOes séricas de FSH, LH e testosterona

As variacOes séricas das concentracdes de FSH, LH e

testosterona dos animais utilizados neste estudo estdo apresentadas nas

figuras 4, 5, e 6 e nas tabelas 5, 6, 7 e 8.
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Concentracfes séricas de FSH, LH e testosterona (T) de

garanhdes sob luz natural (n=4), observadas durante a

transicdo das estacdes primavera-verao e outono-inverno.
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FSH, LH e testosterona (T) de
garanhdes com luz artificial durante a noite nas baias (n=4),

observadas durante a transicdo das estacbes primavera-
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Concentracdes séricas de FSH, LH e testosterona (T) de

garanhdes sob luz natural (h=4) e com luz artificial durante a

noite nas baias (n=4), observadas durante a transicdo das

estacGes primavera-verdo e outono-inverno.

Os coeficientes de correlagéo entre as concentracdes dos
horménios FSH e LH foram r= 0,40 (P=0,02); entre LH e testosterona,
r=0,15 (P=0,42) e entre FSH e testosterona, r= 0,22 (P=0,23); em todos
os periodos observados.

Tabela 5 - Médias + EPM das concentracbes (ng/ml) de FSH, LH e

testosterona dos garanhfes de Rubido Junior (n=4) e do

Lageado (n=4), sem a influéncia da estacao do ano.

Grupos
Horménio ——
Rubido Junior Lageado

FSH 3,14 + 0,46 2,50 + 0,46
LH 2,26 + 0,55 1,23 £ 0,55
Testosterona 0,63 £ 0,05 0,62 + 0,05
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Tabela 6 - Médias + EPM das concentracdes (ng/ml) de FSH, LH e

testosterona de garanhfes (n=8), observadas durante a

transicao das estagdes primavera-verao e outono-inverno.

Estacdo do Ano

Hormadnio

Primavera-Veréo Outono-Inverno
FSH 2,92 + 0,46 2,76+ 0,46
LH 2,43 £0,55 1,05 £ 0,55
Testosterona 0,72+0,052 0,53+0,05°

¥ Letras diferentes representam diferenca significativa (P=0,04).

Tabela 7 - Médias + EPM das concentracdes de FSH, LH e testosterona
de garanhdes sob luz natural (n=4), observadas durante a

transicdo das estacfes primavera-verao e outono-inverno.

Luz Natural
Hormédnio , —
Primavera-Verao Outono-Inverno
FSH 3,17+ 0,65 3,12+ 0,65
LH 3,00+ 0,77 1,52 +0,77
Testosterona 0,74 £ 0,07 0,51 + 0,07

Tabela 8 - Médias £ EPM das concentracdes de FSH, LH e testosterona
de garanhdes com luz artificial durante a noite nas baias
(n=4), observadas durante a transicdo das estacdes primaver-

verao e outono-inverno.

Luz Artificial
Hormonio - -
Primavera-Verao Outono-Inverno
FSH 2,68 + 0,65 2,32 +0,65
LH 1,86 +0,77 0,59 +0,77

Testosterona 0,69 £ 0,07 0,55 + 0,07
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4.3. Citologia Aspirativa por Agulha Fina (Caaf)

As porcentagens e os diametros nucleares (mm) das
células testiculares em exames de Caaf dos testiculos dos animais

utilizados neste estudo estdo apresentadas nas tabelas de 9 a 16.

Tabela 9 - Médias + EPM das porcentagens de células testiculares em
exames de Caaf dos testiculos dos garanhfes de Rubido
Junior (n=4) e do Lageado (n=4), sem a influéncia da

estacdo do ano.

Grupos
Tipo celular ——
Rubi&o Junior Lageado

Espermatogonia 1,43 (0,12 = 0,01) 2,23 (0,15 + 0,01)
Espermatdcito | 4,76 (0,22 £ 0,02) 5,65 (0,24 + 0,02)
Espermatdcito Il 0,49 (0,07 £ 0,01) 0,36 (0,06 + 0,01)
Espermatide Inicial 37,59 (0,66 = 0,05) 35,66 (0,64 + 0,05)
Espermétide Final 26,43 (0,54 + 0,03) 33,76 (0,62 = 0,03)
Espermatozéide 27,41 + 3,57 21,22 + 3,57
Célula de Sertoli 4,76 (0,22 + 0,01)* 7,63(0,28 + 0,01) b

2% | etras diferentes representam diferenca significativa (P£0,007).

Dados entre parénteses sao dados transformados
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Tabela 10 - Médias = EPM das porcentagens de células testiculares em

exames de Caaf dos testiculos de garanhdes (n=8),
observadas durante a transicdo das estacbes primavera-

verao e outono-inverno.

Estagcdo do Ano

Tipo celular
Outono-Inverno

1,95 (0,14+ 0,01)
3,95 (0,20 + 0,02)
0,25 (0,05 + 0,01)
34,71 (0,63 = 0,05)
32,82 (0,61 + 0,03)
24,13 + 3,57
8,73 (0,30 + 0,01)°

Primavera-Verao
1,68 (0,13 = 0,01)
6,12 (0,25 + 0,02)
0,64 (0,08 + 0,01)
38,56 (0,67 = 0,05)
27,32 (0,55 = 0,03)
24,50 £ 3,57

Célula de Sertoli 3,95(0,20+ 0,01)°
¥ Letras diferentes representam diferenca significativa (P=0,001)

Espermatogonia
Espermatécito |
Espermatacito Il
Espermatide Inicial
Espermatide Final
Espermatozoide

Dados entre parénteses sdo dados transformados

Tabela 11 - Médias + EPM das porcentagens de células testiculares em
exames de Caaf dos testiculos de garanhfes sob luz natural
(n=4),

primavera-verao e outono-inverno.

observadas durante a transicdo das estacOes

Luz Natural

Tipo celular

Primavera-Verao

Outono-Inverno

Espermatogbnia
Espermatécito |
Espermatdcito Il
Espermétide Inicial
Espermatide Final
Espermatozéide
Célula de Sertoli

1,20 (0,11 + 0,02)
5,65 (0,24 = 0,04)
0,64 (0,08 + 0,02)
39,54 (0,68 + 0,07)
22,98 (0,50 + 0,05)
26,94 + 5,05
3,20 (0,18 + 0,02) ®

1,68 (0,13 + 0,02)
3,95 (0,20 + 0,04)
0,36 (0,06 + 0,02)
35,66 (0,64 + 0,07)
30,03 (0,58 + 0,05)
27,88 + 5,05
6,61 (0,26 + 0,02)°

4% | etras diferentes representam diferenca significativa (P£0,01)

Dados entre parénteses séo dados transformados
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Tabela 12 - Médias + EPM das porcentagens de células testiculares em

exames de Caaf dos testiculos de garanhbes com luz

artificial durante a noite nas baias (n=4), observadas durante

a transicao das estacdes primavera-verao e outono-inverno.

Tipo celular

Luz Artificial

Primavera-Verao

Outono-Inverno

Espermatogobnia
Espermatdcito |
Espermatdcito Il
Espermatide Inicial
Espermatide Final
Espermatozéide
Célula de Sertoli

2,54 (0,16 + 0,02)
6,61 (0,26 + 0,04)
0,49 (0,07 + 0,02)
37,59 (0,66 + 0,07)
30,95 (0,59 + 0,05)
21,13 + 5,05
5,20 (0,23 + 0,02) ®

1,98 (0,14 + 0,02)
4,35 (0,21 = 0,04)
0,25 (0,05 = 0,02)
34,71 (0,63 £ 0,07)
36,63 (0,65 + 0,05)
21,31+ 5,05
11,12 (0,34 +£0,02)°

2P | etras diferentes representam diferenca significativa (P£0,003)

Dados entre parénteses sédo dados transformados

Tabela 13 - Médias + EPM dos diametros nucleares (mm) das células

testiculares em exames de Caaf dos testiculos dos

garanhfes de Rubido Junior (n=4) e do Lageado (n=4),

sem a influéncia da estacao do ano.

Tipo celular

Grupos

Rubido Juanior Lageado

Espermatogobnia 15,28 + 0,32 15,41 + 0,32
Espermatocito | 16,32 + 0,39 16,58 + 0,39
Espermatacito Il 11,02 + 0,18 10,93 +0,18
Espermatide Inicial 9,16 £ 0,21 9,67 £0,21
Espermatide Final 7,79+0,28 8,17+ 0,28
Espermatozoide 6,08 £0,11 6,05+£0,11
Célula de Sertoli 16,29 £ 0,49 17,19 £ 0,49
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Tabela 14 - Médias = EPM dos diametros nucleares (mm) das células

testiculares em exames de Caaf dos testiculos de
garanhdes (n=8), observadas durante a transicdo das

estacdes primavera-verao e outono-inverno.

Estacdo do Ano

Tipo celular

Primavera-Verdo Outono-Inverno
Espermatogonia 15,16 + 0,32 15,53 + 0,32
Espermatdcito | 16,04 £ 0,39 16,86 £ 0,39
Espermatdcito Il 10,72 £ 0,18 11,22 +£0,18
Espermatide Inicial 9,18+0,21 9,65+0,21
Espermétide Final 7,87 £0,28 8,09 £ 0,28
Espermatozoide 6,04 +0,11 6,10+ 0,11
Célula de Sertoli 16,96 + 0,49 16,53 + 0,49
Tabela 15 - Médias + EPM dos diametros nucleares (m) das células

células testiculares em exames de Caaf dos testiculos de
garanhdes sob luz natural (n=4), observadas durante a

transicao das estacdes primavera-verao e outono-inverno.

Luz Natural
Tipo celular . =
Primavera-Verao Outono-Inverno

Espermatogonia 14,98 £ 0,46 15,58+ 0,46
Espermatdcito | 16,21 + 0,58 16,43 + 0,58
Espermatdcito Il 10,89 + 0,30 11,15 + 0,30
Espermatide Inicial 9,02+ 0,30 9,31 +0,30
Espermatide Final 7,55 + 0,40 8,02 + 0,40
Espermatozéide 5,98 + 0,16 6,19 + 0,16
Célula de Sertoli 16,82 + 0,67 15,77 + 0,67
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Tabela 16 - Médias + EPM dos diametros nucleares (mm) das células
testiculares em exames de Caaf dos testiculos de
garanhdes com luz artificial durante a noite nas baias (n=4),

observadas durante a transicdo das estagcbOes primavera-

verao e outono-inverno.

Luz Artificial
Tipo celular _ —
Primavera-Veréo Qutono-Inverno

Espermatogonia 15,33+ 0,46 15,48 + 0,46
Espermatécito | 15,88 + 0,58 17,22 + 0,58
Espermatacito Il 10,55+ 0,30 11,30+ 0,30
Espermatide Inicial 9,34 +£0,30 10,00+ 0,30
Espermatide Final 8,18 £ 0,40 8,15+ 0,40
Espermatozéide 6,10 £ 0,16 6,00 £ 0,16

Célula de Sertoli 17,10 £ 0,67 17,29 £ 0,67
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5. Discussao

A influéncia da estacdo nas caracteristicas reprodutivas
de garanhfes tem sido caracterizada pelo aumento do tamanho dos
testiculos, producdo e liberacdo de espermatozoides, libido e aumento
das concentragfes séricas de FSH, LH e testosterona (Clay e Clay, 1992,
Roser, 2001). Entretanto, esta influéncia ndo tem sido clara nos

garanhdes que vivem em regides de clima tropical.

Acredita-se que nos trépicos seja menos provavel que os
animais utilizem o fotoperiodo como sinalizador para a reproducéo
sazonal (Bronson e Heideman, 1994) e, mesmo ha auséncia da variacao
do fotoperiodo, os garanhfes devem apresentar um ciclo reprodutivo
anual, como resultado de um ciclo circanual enddégeno da funcao
testicular (Clay e Clay, 1992, Roser, 2000).

Por analogia, assumiu-se por muitos anos que as
respostas as variacdes sazonais das caracteristicas reprodutivas de
garanhdes que vivem nos trépicos fossem semelhantes ao que ocorre nas
regides de clima temperado. Em um estudo recente, Zahn et al. (2001)
ndo observaram alteracdes sazonais nas caracteristicas do sémen de
garanhdes que vivem na regido de Botucatu. Agora, porém, este estudo
trds outros resultados que poderdo iniciar um conceito proprio sobre a

capacidade reprodutiva de garanhdes que vivem nas regides tropicais.

5.1 Efeitos da estacdo do ano nas caracteristicas testiculares,

seminais e enddcrinas

O volume testicular e as caracteristicas seminais dos
garanhdes mantidos sob luz natural diferiram de forma significante

daqueles dos garanhdes sob luz continua. Este fato mostra uma
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superioridade da funcdo reprodutiva dos garanhdes que permaneceram

sob luz natural.

De acordo com Squires et al. (1981) e Clay e Clay (1992),
existe um aumento evidente do tamanho dos testiculos de garanhdes nos
meses de primavera e verdo. Em ambos o0s grupos deste estudo, o
volume testicular dos garanhfes apresentou um pequeno aumento nos
meses de primavera-verdao, porém sem uma diferenca significativa entre

os periodos observados.

Segundo Blanchard e Varner (1996) e Pickett e Voss
(1998), o tamanho dos testiculos pode ser usado para uma estimacao do
namero de espermatozolides disponiveis no ejaculado (DSO), apos a
estabilizacdo da reserva extragonadal e, portanto, serve indiretamente
para estimar a producdo diaria de espermatozéides (DSP), que é uma
indicacdo da quantidade de tecido testicular funcional que o garanhdo tem
disponivel para produzir espermatozéides. Logo, o aumento de volume
dos testiculos deve ser acompanhado por um aumento do numero de
espermatozoéides no ejaculado, como foi constatado por Clay e Clay
(1992), quando o maior tamanho testicular coincidiu com o maior nimero
de espermatozoéides ejaculados, fato que ocorreu no més de junho
(correspondente ao més de dezembro no Hemisfério Sul). O pH, o volume
seminal total e o total de espermatozéides com motilidade progressiva
também sofrem a influéncia da estacdo do ano (Roser e Hughes, 1992).
Segundo Pickett (1993), o aumento do volume seminal pode chegar a
40% nos meses da estacdo reprodutiva, assim como 0 numero de
espermatozoéides no ejaculado pode ficar 50% maior no mesmo periodo.
Entretanto, para a Pickett et al. (1998), a motilidade progressiva nao

parece sofrer influéncia da esta¢ao do ano.
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Neste estudo, os garanhdes sob luz natural apresentaram
uma melhor qualidade do sémen em relacdo aos garanhdes sob luz
continua, pois os dois grupos diferiram significantemente quanto a maioria
dos parametros seminais observados, exceto pelo pH e a osmolaridade.
Entretanto, os dois grupos ndo apresentaram diferencas significativas de
nenhum parametro seminal em relacdo a estacdo do ano. Porém, pdde-se
notar um comportamento diferente entre os dois grupos. Enquanto o0s
garanhdes sob luz continua tiveram uma clara diminuicdo do numero de
espermatozdides  ejaculados no  periodo  outono-inverno, um
comportamento inverso, menos evidente e tampouco significativa deste
mesmo parametro foi observado nos garanhdes sob luz natural. A esse
respeito, fica bastante confuso o fato de como a atividade

espermatogénica estaria sendo refletida nessas caracteristicas.

Pelos exames de Caaf testicular, pdde-se avaliar a
atividade espermatogénica dos garanhdes nos diferentes periodos
observados. Nos dois grupos, a distribuicdo das porcentagens dos
diferentes tipos celulares foi normal, de acordo com Leme e Papa (2000).
A porcentagem crescente desde espermatogbnia até espermatide inicial
mostrou claramente a evolugdo normal da espermatogénese, exceto pela
baixa porcentagem de espermatécitos secundarios; que sdo células de
curta duracdo na divisdo meidtica, raramente encontrados em exames de
Caaf testicular (Papic et al, 1988, Foresta et al, 1993).

Segundo Johnson (1985), por exames histolégicos, foi
possivel verificar que durante a estacdo reprodutiva existe um leve
aumento do numero de espermatogbnias Al associado a uma diminui¢ao
da sua degeneracdo. Entretanto, cerca de 34% da degeneracdo das
células germinativas ao final da espermatocitogénese ocorrem durante a
estacdo reprodutiva, contra menos de 5% fora deste periodo. Ja a

degeneracdo das espermatides ocorrem principalmente fora da estacdo
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reprodutiva. Em conjunto, esses fatores seriam 0s responsaveis pela
maior producdo esperméatica durante a estacdo reprodutiva. Nenhuma
destas informacdes puderam ser obtidas pela avaliacdo quantitativa das
células germinativas nos exames de Caaf testicular, em nenhum dos
grupos estudados; principalmente pela grande variacdo dos valores
normais que pode existir neste tipo de exame (Leme e Papa, 2000). Além
disso, a avaliacdo do tamanho do nucleo das células germinativas réo
evidenciou nenhuma diferenca ou alteracdo destas células entre as
estacbes do ano, nos dois grupos estudados; como também foi observado
por Johnson (1985), que n&o encontrou diferenca no volume nuclear das

células germinativas entre as estacdes do ano.

A porcentagem de espermatides iniciais, espermatides
finais e espermatozoides deveriam ser semelhantes, uma vez que nao
existem divisbes durante a espermiogénese. Entretanto, nos dois grupos,
observou-se uma diminuicdo da porcentagem de espermatozéides em
relacdo as espermétides iniciais. Normalmente, os espermatozoéides sao
menos numerosos (Schenk e Schill, 1988). Os fatores que podem
colaborar para este fato sédo: (1) em exames citologicos, os Ultimos
passos de desenvolvimento das espermatides podem ser confundidos
com os espermatozdides (Leme, 1998); (2) a coloracdo fraca do
acrossoma neste tipo de exame pode fazer com que os espermatozéides
sejam confundidos com o fundo da lamina e (3) os espermatozoides,
depois de formados, sdo liberados pelo epitélio semiferos para serem
armazenados no epididimo (Johnson, 1995), e portanto ndo devem

permanecer por muito tempo nos testiculos.

A diferenca significativa observada entre as porcentagens
de células de Sertoli nos dois grupos colabora com a afirmativa de que
existe uma superioridade prévia dos garanhdes sob luz natural em relagcéo

aqueles sob luz continua, pois de acordo com Blanchard e Johnson
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(1997), geralmente, o menor numero de células de Sertoli estd associado

com uma maior capacidade de acomodacao de células germinativas.

Contudo, o fato mais importante da avaliacdo citologica
diz respeito as diferencas significativas da diminuicdo das porcentagens
de células de Sertoli nos periodos primavera-verao em relagdo ao outono-
inverno, nos dois grupos. Aplicando-se o mesmo conceito de Blanchard e
Johnson (1997), onde o menor numero de células de Sertoli esta
associado com uma maior capacidade de acomodacdo de células
germinativas, estes resultados mostram que os dois grupos apresentaram
uma maior atividade espermatogénica no periodo primavera-verdo. Nos
garanhdes sob luz continua, pudemos notar que a diminuicdo do volume
testicular associada a aumento significativo da porcentagem de células de
Sertoli nos meses de outono-inverno, resultou em uma clara diminuicao
do DSO. Porém, nos garanhdes sob luz natural, a diminuicdo do volume
testicular associada a um aumento significativo da porcentagem de
células de Sertoli, nos meses outono-inverno, ndo resultou em uma
diminuicdo do DSO. Se voltarmos ao conceito de DSO, weremos que ele
s6 podera ser determinado apds a estabilizacdo da reserva extragonadal,
0 que pode nao ter sido efetivo no caso dos garanhdes sob luz natural,
pois o DSO deste grupo foi o Unico parametro ndo compativel com os

demais resultados.

Considerando os garanhdes de Rubido Junior (luz natural)
como animais de alta producdo espermatica e os da Fazenda Lageado
(luz continua), animais de baixa producdo espermédtica, poderemos
estabelecer outro ponto de comparacdo entre 0s grupos, além daquele

referente ao regime de luz.

A diferenca das porcentagens de células de Sertoli em

relacdo a estacdo foi semelhante entre os dois grupos, o que esta de
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acordo com Blanchard e Johnson (1997) que ndo notaram diferenca entre
a taxa de degeneracdo de células germinativas entre garanhfes com
baixa e alta producdo espermatica; entretanto, esses autores acreditam
que garanhdes de baixa producdo espermatica sejam mais sensiveis as
variacdes sazonais que garanhdes de alta producéo, o que pode ter feito
com que pudéssemos perceber as variagfes sazonais nos garanhdes do
grupo que permaneceu na Fazenda Lageado (luz continua) e nao
naqueles de Rubido Junior (luz natural).

Embora tenha sido avaliada de forma subjetiva, a libido
dos animais foi diferente entre as estagbes do ano. Esta diferenga foi
ainda mais evidente nos garanhdes da Fazenda Lageado (luz continua),
gue parecem ter sofrido mais a influéncia das baixas temperaturas do que
os animais de Rubido Junior (sob condicbes naturais de luz). Os animais
de Rubido Junior, embora tivessem apresentado demora para efetuar a
cobertura nos dias mais frios, ndo desistiam da monta. Ao contrario, 0s
animais da Fazenda Lageado, muitas vezes desistram da monta,
obrigando a mudanca de hora ou dia da colheita de sémen. Thompson et
al. (1986) descreveram gque a libido é bem mais ligada a estacdo que as
outras caracteristicas reprodutivas, e assim também pudemos notar neste
estudo. Provavelmente, os animais da Fazenda Lageado tenham sido
mais afetados ndo por estarem sob luz continua, mas por serem inferiores

aos de Rubido Junior, quanto as caracteristicas reprodutivas.

Blanchard e Johnson (1997) descreveram que animais
com alta producdo espermatica apresentam maiores concentracdes
séricas de testosterona que o0s garanhfes com baixa producéao
espermatica. Comparando garanhdes férteis e subférteis, Roser e Hughes
(1992) encontraram diferencas significativas entre as concentracdes de
FSH e LH, mas ndo de testosterona. Neste estudo, ndo houve diferenca

significativa das concentracées hormonais entre os dois grupos. Acredita-
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se que a diferenca da funcao testicular encontrada entre garanhfes nao
esteja relacionada com a funcdo hipotalamo-pituitaria, mas sim com uma
maior ou menor capacidade da comunicacéo intercelular de um sistema
local de fatores paréacrinos-autécrinos (Roser, 2001). Além disso, as
concentracdes de testosterona no sangue venoso periférico nao refletem
precisamente a quantidade de testosterona que é produzida dentro do
testiculo (Sharpe, 1994).

Em garanhdes normais, as concentra¢gdes hormonais de
FSH, LH e testosterona aumentam nos periodos da estacdo reprodutiva
(Clay et al.,, 1988, Roser e Hughes, 1991 e 1992, Clay e Clay, 1992).
Pelos resultados deste estudo, pbde-se notar que, embora néo
apresentassem diferencas significativas, as concentracdes de LH foram
aproximadamente duas vezes mais altas no periodo primavera-verao, nos
dois grupos. Este fato também foi observado por Irvine e Alexander (1982)
e Johnson e Thompson (1983). Entretanto, os valores das concentracdes
de FSH nos dis grupos apresentaram-se proximos, comparando-se 0s
dois periodos do ano; entretanto, houve um pequeno aumento no periodo
primavera-verdo, o que também foi observado por Thompson et al.
(1986). Quanto as variacdes das concentracdes de testosterona, houve
uma diminuicdo significativa no periodo outono-inverno, quando os dois
grupos foram considerados juntos. Esta diminuigdo foi mantida nos dois
grupos, quando avaliados separadamente. O aumento de testosterona
durante a estagcao reprodutiva foi notificado por Thompson et al. (1978);
Byers et al. (1983); Roser e Hughes (1991 e 1992); Clay e Clay (1992).

Uma maior correlacdo era esperada entre as
concentracOes de LH e testosterona, como foi observada por Thompson
et al. (1978) e Clay e Clay (1992), porém isto ndo ocorreu neste estudo.

Muito provavelmente, esta correlacdo nao tenha sido maior pela grande
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variacdo individual das concentracdes de testosterona, LH e também de
FSH.

E presumivel que as variagbes sazonais do tamanho
testicular, da producdo espermatica e da libido de garanhdes sejam
dirigidas pelas flutuagdes sazonais das concentracbes de LH (Thompson
et al., 1977), testosterona (Berndtson et al., 1974) e, talvez, pelo FSH no
sangue (Clay et al., 1988). Neste estudo, as maiores concentracdes de LH
e testosterona, nos dois grupos, foram acompanhadas por um aumento
do volume testicular e wuma significativa melhora da atividade
espermatogénica, refletida pela diminuicdo da porcentagem de células de
Sertoli, no periodo primavera-verdo. Estes resultados podem ser
suficientes para mostrar que houve uma variagdo sazonal nos garanhoes

deste estudo, seja ela mais ou menos evidente.

Na maioria das vezes, as variaveis analisadas dentro ou
entre 0s grupos deste estudo apresentaram valores de diferentes
magnitude, mas ndo significantemente diferentes. E bem sabido que
ocorrem muitas variacdes entre diferentes avaliacbes feitos no mesmo
animal. A combinagdo entre a variabilidade individual associada ao
limitado niumero de animais utilizados neste estudo contribuiu para uma
sensibilidade insuficiente dos resultados. Embora os dados tenham sido
interpretados com uma devida precaucdo, acredita-se que se um maior
namero de animais fossem avaliados, as diferencas observadas teriam

sido significativas.

As transicOes dos estados reprodutivos sazonais séo,
geralmente, cronometradas pelo fotoperiodo que, via melatonina,
sincroniza um ritmo circanual endégeno com as estacbes do ano. As
variacdes no fotoperiodo induzem correspondentes alteracdes no padrao

circadiano da secrecdo de melatonina, que por sua vez age como um
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sinal endocrino do comprimento do dia (Arendt, 1998). Nado se sabe
exatamente como funcionaria 0 mecanismo de regulacdo enddcrina da
reproducdo na provavel auséncia da secrecdo de melatonina; como por
exemplo nos garanhdes deste estudo que, mesmo sob luz continua por
aproximadamente um ano, apresentaram uma variacdo sazonal das

caracteristicas reprodutivas.

Em um tipo de roedores (Dicrostonyx groelandicus), a
aplicacao de luz continua (24h), num regime que ndo permite a secrecao
de melatonina, ndo impediu a regressao testicular. Nesses roedores, a luz
exerce um efeito estimulante para a funcéo testicular, mas quando
aplicada continuamente por um longo periodo, passa a ndo exercer mais
esse efeito e a regressdo testicular ocorre gracas a um estado de
refratariedade atingido pelos animais (Gower et al., 1998). Neste estudo,
mesmo sob luz continua, ou seja, sem a influéncia da variagcdo do
fotoperiodo, os garanhdes da Fazenda Lageado mostraram uma
diminuicdo da capacidade reprodutiva no periodo outono-inverno, tanto
dos parametros seminais, de citologia testicular e da avaliacdo das
concentracfes hormonais. Estes dados foram contrarios aos resultados
obtidos por Van der Holst (1975), que forneceu luz continua nas baias aos
garanhfes fora da estacdo reprodutiva e obteve uma melhora da
capacidade espermatogénica neste mesmo periodo. Neste estudo, como
as colheitas de dados foram iniciadas antes da estacdo reprodutiva, o
provavel efeito estimulante do fotoperiodo também deveria ser
prolongado, mas assim como ocorreu com 0s animais estudados por Clay
e Clay (1992), a maxima capacidade reprodutiva apresentou um declinio,
a despeito do fotoperiodo, devido provavelmente a um estado de

refratariedade desses animais.

Em condi¢cdes normais, as flutuacbes hormonais estéo

sincronizadas com as variagdes ambientais pelo fotoperiodo (Clay e Clay,
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1992, Turek e Van Cauter, 1994). Entretanto, sem um agente regulador
do tempo, deveria ocorrer uma falha na sincronizacdo da atividade
reprodutiva com o0 meio externo, o que determinaria um curso livre para o
ciclo circanual endogeno (Clay e Clay, 1992). Infelizmente, ndo foram
feitas colheitas de dados durante todo o ano, o que seria imprescindivel
para verificar se o0s garanhfes apresentaram um ciclo circanual
equivalente a 12 meses, mas houve uma certa concordancia das
variacbes observadas no grupo sob luz natural com as variacbes do grupo

sob luz continua, em relagdo a época do ano.

A diferenga entre os animais deste estudo, que receberam
luz continua, daqueles que séo transportados de um hemisfério a outro é
que aqui os animais nao tiveram a influéncia da variacdo do fotoperiodo,
mas sofreram todas as outras alteracées ambientais proprias do local. Ao
contrério, os garanhfes que viajam sofrem a influéncia dos dois
hemisférios; provavelmente, somente das estacbes primavera e verao.
Estes animais devem realmente apresentar um curso livre do ciclo
circanual endégeno, a ndo ser que o homem faca com que eles tenham
um ciclo reprodutivo mnhecido, seja simulando dias curtos ou alternando

o fornecimento de melatonina e GnRH exdgeno (Pickett et al., 1998).

O fato dos garanhdes sob luz continua terem apresentado
uma variacao sazonal pode ser explicado pelos seguintes argumentos: (1)
sob efeito estimulatério constante do fotoperiodo, a regressdo da fungéo
endocrina e testicular ird ocorrer devido a refratariedade (Clay e Clay,
1992); (2) existem evidéncias substanciais de que os ciclos reprodutivos
possam ser gerados de forma endogena, sem nenhum sinal de mudanca
anual dos fatores ambientais (Turek e Van Cauter, 1994) e (3) nos
trépicos, € menos provavel que a regulacdo sazonal da atividade
reprodutiva seja baseada na alteracdo do fotoperiodo em regides abaixo

de 30° de latitude (Bronson e Heideman, 1994).
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Se considerarmos que 0S animais que permaneceram sob
luz continua apresentaram queda da capacidade reprodutiva devido a
uma refratariedade ao estimulado da luz, ndo conseguiremos saber se
estes animais, mantidos neste mesmo regime de luz, recuperariam ou nao
a capacidade reprodutiva no proximo periodo primavera-verao, pois nao
foram colhidos dados referentes a mais uma estagéo reprodutiva. Sendo
assim, estes animais deveriam receber o efeito de algum agente que os
tirassem do estado refratario e dessem a eles condi¢cdes de continuar
apresentando um ciclo circanual da atividade reprodutiva, caso contrario
nao se sabe como eles iriam se comportar Nos proximos meses ou anos.
Além disso, garanhdes sob o efeito estimulatério prolongado da luz
apresentaram um declineo ndo tdo pronunciado nas concentracfes de
gonadotrofinas quanto aquele observado nos garanhdes controle (Clay e
Clay, 1992); o que nao foi observado neste estudo, onde os garanhdes
sob luz continua tiveram variacdes semelhantes quanto as concentracoes
de gonadotrofinas, independente da época do ano. Segundo Bronson e
Heideman (1994), muito pouco se sabe sobre o comportamento sazonal
de mamiferos de grande porte, por dois motivos: (1) estudos desta
magnitude deveriam incluir, no minimo, dois anos de observacdo, com
dois ciclos circanuais completos dos mesmos animais, com o controle do
fotoperiodo, da temperatura, da umidade e da disponibilidade de alimento
por um periodo longo, 0 que inevitavelmente incorreria em alguns erros;
(2) a maioria dos estudos feitos em grandes animais foram realizados em
ambiente temperado, com animais de produc¢éo, que tém sido submetidos
a intensa selecdo durante a domesticacdo e pouco podem nos dizer a
respeito de rebanhos selvagens. Isto nos deixa muito pouca opc¢éo exceto

por especulacdes com base em dados correlacionados.

Como segunda opgédo ao comportamento dos garanhdes
sob luz continua temos que o ciclo circanual endégeno se manifesta

mesmo na auséncia de mudancas dos fatores ambientais. Isto, aqui,
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parece menos provavel, pois s6 ndo houve mudanca em relacdo ao
fotoperiodo, pois as outras condi¢cdes, como temperatura e qualidade de
alimento, foram as mesmas para ambos 0S grupos e variaram quanto a
época do ano. Neste caso, temos as seguintes explicacdes: ou 0s animais
nao tinham ainda modificado a periodicidade dos seus ciclos ou eles ja
estavam adaptados a responder a outros fatores ambientais referentes a

época do ano, que nédo o fotoperiodo.

Quanto maior € o tempo de vida de um animal e mais alta
€ a latitude da regido onde ele vive, € mais provavel que ele use o
fotoperiodo como agente sinalizador do tempo (Bronson e Heideman,
1994). A principal vantagem do fotoperiodo é que ele € o Unico fator
inteiramente previsivel da variagdo do meio ambiente. Porém, a utilizacdo
do fotoperiodo como um sinalizador das condicbes ambientais pode
resultar num sistema inflexivel que pode ser menos ajustavel para um
ambiente de condi¢Bes climaticas menos previsiveis, como ocorre nas
regibes de clima tropical. Vale ressaltar que a América do Sul é afetada
pelas oscilacbes causadas pelo efeito El Nifio, que tornam ainda mais
diversificadas e imprevisiveis as condi¢des climaticas da nossa realidade.
E mais precisamente em Botucatu, situada a 22°52'S de latitude, temos a
diferenca maxima de 2h 49min de luz entre os periodos de maior e menor
luminosidade do ano, o que pode ser pouco para que este fator o Unico a

ser considerado como marcador do tempo.

Neste estudo, um fato que deve ser considerado é a
possivel adaptacdo dos animais em responder a outras variacdes
sazonais que nao seja o fotoperiodo, e sim a alteracdes ambientais mais
representativas das regibes tropicais, como a temperatura, as
concentracdo de chuvas e a disponibilidade e qualidade de alimentos.
Embora muitos estudos tenham utilizado com sucesso a iluminagéo

artificial em éguas nas regides tropicais, € também bastante conhecido o
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fato das éguas sob luz natural atrasarem o inicio da atividade reprodutiva
em funcdo da falta de chuvas e da disponibilidade de alimentos. Um
conceito interessante a esse respeito € o0 da reproducdo sazonal
oportunista. Embora ndo tenha sido ainda descrita como estratégia
reprodutiva de mamiferos de vida longa, sabe que as espécies que
utilizam o oportunismo tém os machos sexualmente prontos a qualquer
periodo do ano, enquanto as fémeas podem se reproduzir de forma
sazonal ou continua dependendo somente das condi¢cdes energéticas e
nutricionais do momento (Bronson e Heideman, 1994). O opurtunismo
pode resultar em reproducdo estritamente sazonal, mas a sua grande
vantagem estd na capacidade de resposta rapida a qualquer alteracao na

disponibilidade de alimentos.

Devemos também considerar as diferencas entre as
caracteristicas reprodutivas que existem entre os sexos (Heideman, 1989,
Wood et al., 1991). Pois, é bastante evidente o fato do macho de uma
espécie estar sempre, ou quase sempre, apto a reproducdo, enquanto a
fémea apresenta certas restricbes, o que mostra uma indiscutivel
vantagem evolutiva dos machos em relacdo as fémeas. Por isso ndo é
estranho que a regulacdo ambiental da reproducdo possa diferir entre os

sexos (Bronson e Heideman, 1994).

E claro que é bastante ousado afirmar que os equinos,
mais precisamente os garanhdes, possam apresentar um comportamento
reprodutivo oportunista, mesmo porque o periodo de observacdo deste
estudo foi pouco para se chegar a esta conclusdao, mas é bem certo que
deve-se ter em mente que estudos sobre a estacionalidade reprodutiva,
independente da espécie, deverdo ser cada vez mais complexos,
considerando muitos outros elementos, além daqueles ja estudados. Além

disso, ndo se deve esquecer da inevitavel influéncia que o homem tem
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exercido sobre a vida dos animais e, principalmente, ndo se deve

subestimar a grande capacidade de adaptacdo das espécies.
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6. Concluséo
A partir dos resultados deste estudo, pode-se verificar que:

1) As caracteristicas seminais de garanhfes com alta producao
espermatica, mantidos sob luz natural, ndo foram suficientes para

mostrar uma sazonalidade reprodutiva destes animais.

2) Os garanhfes deste estudo, independente do regime de luz a que
foram submetidos, seja natural ou continua, apresentaram variacfes
sazonais semelhantes quanto as concentracdes séricas de FSH, LH e
testosterona, com um aumento evidente dos niveis de LH nos meses

de primavera-verao.

3) Garanhfes mantidos sob luz natural ou continua apresentaram
semelhante variagdo sazonal no numero de células de Sertoli
presentes nos exames de Caaf testicular, com um aumento da

porcentagem destas células nos meses de outono-inverno.

4) Garanhdes com alta producdo espermatica, mantidos sob luz natural,
gue vivem na nossa regiao (Botucatu, Estado de Sao Paulo) mostraram
pouca variacdo sazonal das caracteristicas reprodutivas entre o0s

periodos de maior e menor luminosidade do ano.

5) GaranhBes com baixa producdo espermatica, mantidos sob Iuz
continua, que vivem na nossa regidao (Botucatu, Estado de S&o Paulo),
apresentaram variagcdo sazonal das caracteristicas reprodutivas; com
uma diminuicdo da capacidade reprodutiva e da libido no periodo

outono-inverno, em relacao ao periodo primavera-verao.
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8. Resumo

Leme, D.P. Caracteristicas reprodutivas de garanhdes mantidos sob luz
natural ou continua, em ambiente tropical, Sdo Paulo. Botucatu, 2003.
85p. Tese (Doutorado em reproducdo Animal) — Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual
Paulista — UNESP.

A influéncia da estacdo nas caracteristicas reprodutivas de garanhbes tem
sido bem caracterizada nas regibes temperadas; entretanto, pouco se sabe
sobre a sazonalidade de garanhdes nos trépicos. Este estudo avaliou 0s
efeitos da luz natural e da luz artificial continua sobre as caracteristicas
reprodutivas de garanhfes que vivem na regido de Botucatu, SP, Brasil, nos
periodos de maior e menor luminosidade do ano. Oito garanhdes de
diferentes racas e idades foram mantidos semi-estabulados por 12 meses.
Um grupo (n=4) permaneceu sob luz natural e o outro (n=4) recebeu luz
continua nas baias durante a noite. As seguintes caracteristicas reprodutivas
foram avaliadas nos periodos de transicdo primavera-verao e outono-inverno:
volume testicular total (VTT), sémen, libido, concentracbes séricas de FSH,
LH e testosterona e citologia testicular. Neste estudo, os garanhdes sob luz
natural apresentaram maior VTT (p£0,05), melhor qualidade do sémen
(p£0,05), maior numero de espermatozdlides ejaculados (p£0,05) e menor
porcentagem de células de Sertoli (p£0,05) em relacdo aos garanhdes sob
luz continua, porém, ndo diferiram significantemente quanto as
concentracdes sericas de FSH, LH e testosterona. Ambos o0s grupos
apresentaram uma diminuicdo do VTT, queda na libido, diminuicdo das
concentracdes de LH e aumento significativo da porcentagem de células de
Sertoli (p£0,05) no periodo outono-inverno. Os garanhfes sob luz natural ndo
tiveram queda no numero de espermatozéides ejaculados neste mesmo
periodo, enquanto os garanhf8es sob luz continua tiveram uma evidente
diminuicao do numero de espermatozoéides ejaculados. Portanto, a avaliagdo
do sémen dos garanhdes sob luz natural ndo foi suficiente para mostrar
sazonalidade reprodutiva nestes animais, ao contrario das demais
caracteristicas que mostraram diferencas sazonais. Isto  ocorreu
provavelmente por uma falha na estabilizagdo das reservas extragonadais,
principalmente por serem garanhdes de alta producdo espermatica. Os
garanhdes sob Iluz artificial continua, considerados animais de baixa
producdo espermdtica, apresentaram queda da capacidade reprodutiva no
outono-inverno, a despeito do presumivel efeito estimulante da luz. Este
comportamento pode ser explicado de trés maneiras: (1) os animais
tornaram-se refratarios a luz e houve uma inevitdvel queda da capacidade
reprodutiva; (2) o ciclo circanual enddgeno persistiu, mesmo sem o efeito do
fotoperiodo como marcador do tempo ou (3) estes animais j4 estavam
adaptados para responder a outras alteragbes ambientais, que ndo o
fotoperiodo, principalmente porque em Botucatu a diferenca entre o0s
periodos de maxima e minima luminosidade no ano é de apenas 2h 49min.
Palavras — chave: garanhdes, sazonalidade, sémen, FSH, LH, testosterona,
citologia testicular
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9. Abstract

Leme, D.P. Reproductive characteristics in stallions under natural or
continued light in a tropical environment, Brazil. Botucatu, 2003. 85p.
Tese (Doutorado em reproducdo Animal) — Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual
Paulista — UNESP.

The influence of season on reproductive characteristics of stallions has been
well characterized in temperate zones. However, there are very few studies
about seasonality of stallions in tropical zones. This study assessed the
effects of natural and prolonged long photoperiod in the reproductive
characteristics of stallions that live in Botucatu, Brazil during the periods of
the year with the longest and shortest day lengths. Eight stallions of different
age and breeds were kept in stalls just at night for a period of 12 months.
These stallions were divided into two groups: natural light (n=4) and artificial
light all night long (n=4). The following characteristics were assessed during
the transition periods between spring-summer and autumn-winter: total
testicular volume (TTV), semen, libido, serum concentrations of FSH, LH and
testosterone, and testicular cytology. Although, the stallions under natural
light had increased TTV (p£0,05), better semen quality (p£0,05), higher
number of sperm in the ejaculates (p£0,05) and lower percentage of Sertoli
cells (p£0,05) compared with these characteristics in the stallion under
continued photoperiod, there were no significant differences in serum
hormone concentrations between the two groups. The two groups had similar
aspects in relation to the following results: decreased TTV, along with poor
libido, lower serum LH levels and a significantly higher percentage of Sertoli
cells (p£0,05) during autumn-winter. The stallions under natural light had no
changes in the number of sperm in the ejaculates during the same period, but
the stallions under continued photoperiod showed an evident decrease of the
number of sperm in the ejaculates during autumn-winter. Thus, semen
evaluation was not enough to show the seasonality in stallions under natural
light as it was shown by the other results. This fact could be explained by the
lack of efficiency in the stabilization of extragonadal sperm reserves in those
stallions that were also high sperm producing stallions. For the stallions under
continued photoperiod, also considered low sperm producing stallions, there
were a decrease in the reproductive capacity during autumn-winter, despite
continued exposure to a presumably stimulatory photoperiod. This fact could
be explained by three different manners: (1) These stallions became
refractory to the stimulatory effects of continued exposure to the constant light
and the decrease in the reproductive capacity ensued anyway; (2) the
putative endogenous reproductive circannual cycle persisted despite the
absence d photoperiod changes; or (3) these animals were already adapted
to synchronize their reproductive cycles along the year according to others
environment changes not using the photoperiod, mainly because Botucatu
has only 2h 49min longer day light in summer than in winter.

Key-words: stallion, season, semen, FSH, LH, testosterone, testicular

cytology.
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