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CAVALERO, T.M.S. BIOMARCADORES DE FERTILIDADE E PRODUCAO
ESPERMATICA DE GARANHOES TRATADOS COM ANALOGO DE GnRH
(LECIRELINA). Botucatu — SP. 2023. 80p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina

Veterindria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

Resumo

O uso de biotecnologias aplicadas ao s€émen € pouco eficaz em processos que reduzem
drasticamente a producao espermatica, como a senilidade e disfungdes endocrinas. Nesses
processos, o uso de GnRH tem ocasionado melhora da quantidade e qualidade
espermatica em algumas espécies. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a eficicia e os
efeitos adversos da aplicacdo de GnRH em garanhdes na melhora da qualidade seminal.
No experimento 01 foram utilizados garanhdes com qualidade espermatica normal,
divididos em grupo controle (n=3), e tratado (n=4). O grupo tratado recebeu doses diarias
de lecirelina (50 pg;im) durante 60 dias, ambos os grupos foram avaliados durante o
tratamento e por mais 60 dias apds o término do tratamento. Amostras de sémen e soro
sanguineo foram semanalmente coletadas. No Exp. 02 foram utilizados garanhdes
subférteis (n=4), com historico de < 20% de taxa de concepcao, baixa qualidade ou
producao espermadtica. Os subférteis foram submetidos ao mesmo tratamento do Exp.01,
porém com avaliagdes quinzenais dos parametros espermaticos ¢ hormonais. Em ambos
os experimentos a resposta testicular endocrina foi mensurada por dosagem sérica de
inibina-B, AMH e sulfato de estrona, determinadas por ELISA; e testosterona por
radioimunoensaio. No Exp. 02 também avaliou-se os niveis séricos de FSH e LH por
radioimunoensaio. Os parametros espermaticos avaliados foram numero de
espermatozoides totais (NET); cinética espermatica pelo sistema CASA (IVOS Version
12 Hamilton Thorne Research, MA, USA): motilidade total e progressiva, numero de
espermatozoides rapidos; e andlise morfofuncional por citometria de fluxo: potencial de
membrana mitocondrial, integridade de membrana plasmatica e acrossomal, estabilidade
de membrana plasmatica, peroxidac¢ao lipidica e producdo de espécies reativas de
oxigénio. Os resultados hormonais e espermaticos foram comparados semanalmente com
os valores pré-tratamento durante todo o periodo experimental. Os parametros avaliados
foram analisados dentro de cada momento pelo teste t (Student) e dentro de cada grupo
pela analise de medidas repetidas no tempo (One-way repeated measures). O perfil sérico
de AMH, inibina-B e sulfato de estrona nao alteraram com o tratamento em nenhum

experimento. No Exp.02 ndo ocorreu reducao do FSH, porém o LH diminuiu da semana



1 (P>0.001) até o final do experimento. A testosterona sérica apresentou diferenca entre
as semanas 6 e 16 (302 vs 977 pg/ml, respectivamente P<0,033) e um garanhao subfértil
aumentou o NET em 100% na semana 4. No Exp.01 o NET do grupo tratado aumentou
em 50% apods 4 semanas de tratamento e se mantiveram elevados até o final da avaliagao.
A estabilidade de membrana e o potencial de membrana mitocondrial aumentaram uma
semana apos o inicio do tratamento (P<0,001) no grupo tratado, retornando aos valores
pré-tratamento 60d ap6s o fim da aplicagao. Em conclusdo, embora o tratamento tenha
ocasionado queda da testosterona sérica em alguns animais, outros hormonios indicadores
da funcionalidade testicular ndo foram afetados. J4 o aumento da produgao espermatica,
da estabilidade e potencial de membrana mitocondrial demonstram que a terapia com

lecirelina pode ser benéfica em determinados casos de subfertilidade.

Palavras-chave: subfertilidade, sémen, equinos, funcao testicular, neuroendocrinologia



CAVALERO, T.M.S. POTENCIAL FERTILITY BIOMARKERS AND SPERM
PRODUCTION IN STALLIONS TREATED WITH GnRH ANALOGUE
(LECIRELIN). Botucatu — SP. 2023. 80p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina

Veterindria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista.
ABSTRACT

The use of biotechnology in semen manipulation is not effective in processes that
drastically reduce sperm production, such as senility and endocrine disorders. In these
cases, the use of GnRH has led to an improvement in sperm quantity and quality in some
species. Thus, the aim of this research was to evaluate the effectiveness and adverse
effects of GnRH application in stallions in improving seminal quality. In experiment 01,
stallions with normal sperm quality were divided into a control (n=3) and treated group
(n=4). The treated group received daily doses of lecirelin (50 pug;im) for 60 days and were
evaluated for another 60 days after the end of treatment. Semen and blood serum samples
were analyzed weekly during the evaluation period. In experiment 02, subfertile stallions
(n=4) with a history of < 20% conception rate with fresh and cooled semen, low quality
or sperm production were selected. The subfertile stallions were submitted to the same
treatment as Exp.01, but with biweekly evaluations of sperm and hormonal parameters.
In experiments 1 and 2, the testicular endocrine response was measured by serum levels
of inhibin-B, AMH, testosterone and estrone sulfate. Exp. 02 also assesses serum levels
of FSH and LH by radioimmunoassay. The sperm parameters evaluated were total sperm
number, total and progressive motility, rapid sperm number, mitochondrial membrane
potential, plasma and acrosomal membrane integrity and stability, lipid peroxidation and
sperm production of reactive oxygen species (ROS). Hormone and sperm results were
compared with pre-treatment values up to 60 days after treatment. Serum concentrations
of inhibin-B, AMH and estrone sulfate were determined by ELISA and testosterone by

radioimmunoassay. Sperm kinetics were analyzed by the CASA system (IVOS Version



12 Hamilton Thorne Research, MA, USA). Plasma membrane integrity and stability,
mitochondrial membrane potential, lipid peroxidation and ROS formation by flow
cytometry, only in Exp 01. The evaluated parameters were analyzed within each moment
by the t test (Student) and within each group by repeated measures over time analysis
(One-way repeated measures). Serum levels of AMH, inhibin-B and estrone sulfate did
not change with treatment in any experiment. In Exp.02, there was no reduction in FSH,
but LH decreased from week 1 (P>0.001) until the end of the experiment. Serum
testosterone showed a difference between weeks 6 and 16 (302 vs 977 pg/ml, respectively
P<0.033) and one subfertile stallion (1/4) increased sperm production by 100% in week
4. In Exp.01 the total sperm number in the treated group increased by 50% after 4 weeks
of treatment and remained high until the end of the evaluation. Membrane stability and
mitochondrial membrane potential increased one week after the start of treatment
(P<0.001) in the treated group, returning to pre-treatment values 60d after the end of the
application. In conclusion, although the treatment decreased serum testosterone in some
stallions, other hormones that indicate testicular function were not affected. Thus, the
increase in sperm production, stability and mitochondrial membrane potential

demonstrate that the treatment may be interesting in certain cases of subfertility.

Keywords: subfertility, semen, equine, testicular function, neuroendocrinology.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Os garanhoes, diferentemente do que ocorre com os machos de outras espécies,
sao selecionados devido a sua performance atlética e nao pelo desempenho zootécnico.
Durante a vida atlética esses animais estdo vulnerdveis a lesdes inerentes a pratica de
qualquer esporte e quando terminam sua campanha esportiva sdo colocados para a
reproducdo, j& com uma idade relativamente avangada. Esses fatores fazem com que os
garanhdes apresentem menor fertilidade, de modo que em varios casos € necessario o uso
de terapias e biotecnologias aplicadas ao sémen para tentar melhorar a qualidade seminal

(HINOJOSA et al., 2001; ALVARENGA; PAPA, 2009).

O uso de biotecnologias na manipulagdao do s€émen ¢ pouco eficaz em processos
que reduzem drasticamente a produgdo espermatica, como a senilidade, aplicacdo de
esteroides e alteragdes na termorregulacao testicular. Alteragdes enddcrinas, hipofisarias,
hipotalamicas ou qualquer tipo de disfungdo que cause desequilibrio nos mecanismos
neuroenddcrinos de regulagdo da fungdo testicular também impactam negativamente na
produg¢dao espermdtica (BLANCHARD; VARNER, 1992; ROSER, 2008;
ALVARENGA; PAPA, 2009). Nesses casos, o uso de terapias hormonais pode aumentar
a quantidade e qualidade da producao espermatica (HINOJOSA et al., 2001).

A aplicacdo exdgena de GnRH tem sido associada a dessensibiliza¢do de seus
receptores em ratos (WARD et al., 1989; GUARRACI et al.,, 2021), suinos (KOPERA et
al. 2009) e caes (JUNAIDI et al. 2009), acarretando em reducdo drastica da
espermatogénese. Em touros os implantes subcutaneos de deslorelina levaram a down
regulation dos receptores de GnRH. No entanto, os niveis séricos de testosterona e o

processo de espermatogénese nao foram suprimidos (D’OCCHIO et al. 2000).

Em garanhdes férteis a utilizagdo de implantes de deslorelina, um agonista de
GnRH, causou supressao dos receptores de GnRH, porém os niveis de testosterona bem
como a producdo espermatica nao foram alterados (GAUTIER et al. 2018). Ja Falomo et
al. (2013) observaram redu¢dao do comportamento sexual e da concentracdao sérica de

testosterona 42 dias apos a insercao do implante.

Contrariamente, a aplicagdo diaria por via intramuscular de buserelina, outro
analogo de GnRH, resultou em melhora do comportamento sexual, da motilidade

progressiva, da integridade de membrana plasmatica e acrossomal e reduziu o periodo de
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laténcia até a ejaculagdo em garanhdes bons € maus congeladores (SIEME et al. 2004).
Similarmente, a aplicacdo de buserelina diariamente em ovinos resultou em aumento da
motilidade espermatica e reducao dos defeitos de peca intermediaria e cauda (GIRIBONI

etal. 2019).

Em garanhdes subférteis o GnRH exdgeno levou a um aumento na
producdo espermatica didria e melhora da cinética espermatica (EVANS et al., 1990;
BRINSKO, 1996; BRINSKO et al., 1998). Os garanhdes, ao contrario do observado em
outras espécies, parecem ser resistentes a down regulation induzida pela administragao

exdgena de GnRH (BRINSKO, 1996).

Estudos sugerem que cada espécie apresente uma resposta individual a
tratamentos com GnRH. Em equinos, embora a aplicagdo exogena de GnRH cause
dessensibilizacdo dos receptores hipofisarios, a producdo de testosterona parece
permanecer normal e ¢ suficiente para manter a espermatogénese (MOTOVAN et al.,

1990; BLUE et al., 1991; BRINSKO et al., 1998; GAUTIER et al., 2018).

Diferentemente de um implante de liberagdo lenta que mantém o GnRH
constantemente elevado, a aplicacdo diaria poderia causar um menor efeito a nivel
hipotalamico-hipofisario. Assim, € provavel que a aplicag¢ao diaria de GnRH permita que
os niveis séricos diminuam ciclicamente, reduzindo o feed back negativo a nivel
hipofisario. Desse modo, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o perfil hormonal sérico, a
cinética, morfologia e viabilidade espermatica nos testiculos de garanhdes férteis e

subférteis antes, durante e apods o tratamento didrio com GnRH exdgeno.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Neuroendocrinologia da Reproducao

A manutencdo de uma fungdo testicular normal ¢ dependente de uma
comunicagao funcional entre o eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal. Essa comunicagao
envolve um mecanismo de feedbacks regulados por sinalizagdes enddcrinas, paracrinas e
autocrinas. Embora os mensageiros provenientes dessas vias de comunicacao do eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal, bem como as estruturas anatdmicas envolvidas nesse
processo, estejam bem identificadas, a maneira como esses mensageiros se relacionam e
modulam a atividade reprodutiva ainda ndo foi completamente esclarecida (ROSER,

2008).

O GnRH ¢ produzido em padrdes pulsateis pelo hipotalamo, e por meio dos
neurdnios hipotalamicos atinge a glandula hipofise e promove a produgdo dos hormoénios
foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH). O hormoénio LH atua nas células de
Leydig, induzindo a esteroidogénese (androgenos e estrogenos). A producao do hormonio
testosterona pelas células de Leydig ¢ fundamental para o desenvolvimento das
caracteristicas fisicas e comportamentais do macho devido as suas fun¢des anabolicas e
androgénicas. A testosterona produzida se difunde pelos tibulos seminiferos e induz a
producdo de diversos fatores que iniciam e mantem o desenvolvimento das células

germinativas (AMANN, 1993; ROSER, 2001; ROSER, 2008).

Ja o FSH apresenta receptores nas células de Sertoli, estimulando a producao de
estrogenos, inibina, ativina, bem como a gametogénese (AMANN, 1993; ROSER, 2001;
ROSER, 2008). As células de Sertoli também sintetizam diversos fatores de crescimento
como o fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1), fator de transformacao de
crescimento beta (TGF-B), interleucinas e proteinas ligantes de androgenos (ABP)
(SHARPE, 1983). As ABP’s sdo glicoproteinas que carreiam especificamente os
hormonios testosterona, di-hidrotestosterona e 17 estradiol. A ligagdo desses hormonios
as ABP’s aumenta sua lipossolubilidade, concentrando-os no ambiente testicular, no qual

sao fundamentais para a espermatogénese (ROSER, 2001; ROSER, 2008).

Um feed back negativo promove a manutencdo dos niveis hormonais em
equilibrio. Desse modo, o aumento do FSH circulante induz a producao do hormonio

inibina, que causa um feed back negativo para a producao do horménio FSH. De forma
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oposta, quando os niveis de FSH estdo baixos, as células de Sertoli produzem o hormonio
ativina, que parece estimular sua producao, gerando um feed back positivo para o FSH

(ZIRKIN et al., 1994).

Estudos sugerem que o FSH tenha uma fungdo essencial no desenvolvimento e
proliferagdao das células de Sertoli antes da puberdade. O FSH associado a testosterona
durante esse periodo estariam relacionados com a ativacao da diferenciagdo e maturagao
necessarios para induzir a expressao génica de fatores paracrinos essenciais as células

germinativas (JOHNSON et al., 1991).

Embora o horménio FSH seja fundamental para a espermatogénese durante a
puberdade, sua importancia na regulacao da producao espermatica em mamiferos adultos
ainda ¢ questiondvel (ZIRKIN et al., 1994). Camundongos imunizados com anticorpos
anti-GnRH mantiveram a espermatogénese normal, sugerindo que apenas a testosterona
seria suficiente para manter a fungdo testicular (ROBERT; ZIRKIN, 1991).
Contrariamente, garanhdes vacinados com antagonistas de GnRH apresentaram queda
tanto nos niveis sé€ricos de testosterona quanto na producao espermatica diaria (STOUT,

2005).

De acordo com ZIRKIN ef al. (1994) ambos os hormdnios, FSH e testosterona,
seriam importantes para regulacdo da espermatogénese. A testosterona como um fator
paracrino agiria na manuten¢do da qualidade de formacdo das células germinativas,
enquanto o FSH atuaria diretamente nas fases pré e pos-meioticas, contribuindo

quantitativamente na producao de cé€lulas germinativas durante a espermatogénese.

O estrogeno também apresenta fungdes importantes tanto na produgdo
espermatica quanto na modulacao das fungdes celulares dos testiculos, e em garanhdes o
ambiente testicular apresenta concentracdes de estrogenos extremamente elevadas
quando comparado as demais espécies. Acredita-se que o estrogeno estava envolvido na

diferenciagdo das células de Sertoli e na maturacao das células de Leydig (ROSER, 2008).

O funcionamento testicular normal também ¢ regulado por outros sinalizadores
como o hormonio tireoideano, hormdnio do crescimento e a prolactina. A prolactina esta
envolvida na indu¢do da transcricdo de receptores de estrogeno e, juntamente com o
hormonio luteinizante (LH) e o hormodnio do crescimento, controlam a sintese de

receptores de LH nos testiculos (HONDO et al. 1995; COOKE et al., 2004).
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O hormonio tireoideano ¢ responsavel pela regulagdo e transporte de colesterol
para o interior mitocondrial das células de Leydig, de modo que uma redugdo no
hormonio tireoideano acarreta em reducao na produgdo de testosterona (COOKE et al.,
2004). J4 o hormodnio do crescimento tem sido relacionado com a inibi¢ao da liberagao
de LH e aumento nas concentragdes testiculares de IGF-1 (ROSER, 2008). Tratamentos
com o hormoénio do crescimento aumentam a concentracdo plasmatica de IGF-1 e

promovem uma melhora na motilidade espermatica (COLON et al., 2007).

Estudos tem evidenciado uma participagdo ativa do IGF-1 na sintese de
testosterona, na diferenciagdo das espermatogoOnias tipo A, na sintese de DNA nas
espermatogonias até a fase pré-meidtica, além de efeitos anti-apoptoticos nas células de
Leydig e células germinativas. O IGF-1 possui receptores nas células germinativas,
células de Leydig, Sertoli e também nas células peritubulares middes e ¢ estimulado pelo

hormonio do crescimento, FSH e, em maior proporcao, pelo LH (COLON et al., 2007).

Em garanhdes subférteis os niveis de IGF-1 ndo diferiram em comparacdo a
garanhdes férteis, sugerindo-se que este fator ndo seja um biomarcador de fertilidade
confidvel (NOVAK et al, 2010; HESS; ROSER, 2011). No entanto, este conceito
continua controverso, ja que alguns autores t€m atribuido altas concentracdes de IGF-1

no plasma seminal com maiores taxas de fertilidade (MACPHERSON et al., 2002).

2.2. Espermatogénese

A espermatogénese ¢ o processo em que ocorre a divisdo e o desenvolvimento dos
espermatozoides. Mecanismos endocrinos, paracrinos e autdcrinos de comunica¢ao sao
responsaveis pela manutencao da funcao testicular, coordenando a proliferacao, divisao
e diferenciacdo celular. Esse processo bioldgico ocorre no interior dos tibulos
seminiferos, que sao formados por células somdticas (Células de Sertoli e Células

mioides) e células germinativas (JOHNSON et al., 1997; JOHNSON et al., 2008).

Os tubulos seminiferos sao divididos em compartimento basal e adluminal, sendo
o compartimento basal circundado pelo intersticio testicular que ¢ composto por tecido
conjuntivo, vasos sanguineos e linfaticos, nervos e células de Leydig. J4 o compartimento
adluminal ¢ protegido pela barreira-hematotesticular, formada pelas células de Sertoli,
que formam o principal componente estrutural do epitélio seminifero (JOHNSON et al.,

1997; JOHNSON et al., 2008).
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A presenca da barreira-hematotesticular mantém as espermatogonias e 0s
espermatocitos primarios no compartimento basal enquanto os estagios mais avangados
do desenvolvimento acontecem no compartimento adluminal. Essa organizagao estrutural
isola os tipos de células germinativas mais avancadas (espermatocitos e espermatides) do
sistema imunologico para que seus antigenos ndo estimulem uma resposta autoimune

(AMAN, 1981; JOHNSON et al., 2008).

A esteroidogénese ¢ em grande parte realizada nas células de Leydig, que
produzem grandes quantidades de testosterona. Apos a puberdade as células de Leydig
maduras possuem alta expressao de receptores de LH. Esses receptores quando ativados
induzem a degradacdo do colesterol e formagdo de pregnolona no interior das
mitocondrias. Posteriormente o reticulo endoplasmatico liso transforma a pregnolona em

progesterona, que ¢ convertida em androstenediona e testosterona (HAIDER, 2004).

Grande produgdo de estrogeno também ¢ observada nas células de Leydig. Esse
processo ¢ catalisado pela enzima aromatase, que converte testosterona ou
androstenediona em estradiol (EISENHAUER et al., 1994). As células de Sertoli também
possuem a enzima aromatase, sendo assim outra fonte de estrogenos em garanhdes

(SIPAHUTAR et al., 2003).

A espermatogénese na espécie equina requer aproximadamente 57 dias e ¢
subdividida em trés fases: espermatocitogénese, meiose € espermiogénese. A
espermatocitogénese ¢ caracterizada por sucessivas divisdes mitoticas das
espermatogonias ¢ dura aproximadamente 19 dias (JOHNSON et al., 1997; JOHNSON
et al, 2011). Parte dessas espermatogdnias permanecem indiferenciadas para reposi¢ao
das células da linhagem, enquanto outras rapidamente se diferenciam em espermatocitos

primarios (JOHNSON et al., 1995).

Em garanhdes sao descritos cinco subtipos de espermatogonias: Al, A2, A3, Bl e
as espermatogonias B2, que se transformam em espermatdcitos primarios apos a divisao.
A espermatocitogénese ¢ um processo de grande produgdo de espermatogonias associado
a altas taxas de apoptose dessas c€lulas. Acredita-se que esse mecanismo seja natural do
processo, evitando assim uma sobrecarga das células de Sertoli (JOHNSON et al., 1997).
Adicionalmente, alguns estudos tem mostrado que as células em apoptose podem ser uma

fonte de energia para as células de Sertoli (XIONG et al., 2009; WANG et al., 2020).
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A segunda fase da espermatogénese ¢ denominada meiose e tem inicio com a
primeira divisdo meidtica. Nessa fase ocorre duplicacdo do material genético e crossing
over entre os cromossomos homologos, formando duas células haploides (n=32), os
espermatocitos secundarios. Porém, as cromatides irmas de cada cromossomo ainda estao
unidas nessa etapa, assim, na segunda divisdo meidtica as cromatides irmas se separam e
formam as espermatides (JOHNSON et al., 1990). Esse ¢ o periodo mais longo de todo o
processo, demorando cerca de 20 dias (JOHNSON et al, 1997; BRITO et al., 2007,
JOHNSON et al., 2011).

A espermiogénese ¢ a fase final da producgdo espermatica, na qual as espermatides,
de formato arredondado, passam por sucessivas alteragdes morfologicas para se tornarem
um espermatozoide. A formacao do flagelo, por meio da migracdo dos centriolos e
formagdo do axonema ¢ iniciada logo apds o fim da meiose. Conforme as espermatides
se alongam as mitocondrias também se organizam na regido proximal ao longo da peca
intermedidria, constituindo a bainha mitocondrial (JOHNSON et al., 1990; JOHNSON et
al., 2008; JOHNSON et al., 2011; JUNQUEIRA, 2013; O'DONNELL, 2014).

Enquanto os centriolos migram para o p6lo oposto, no complexo golgiense ocorre
a formagdo e diferenciacdo do granulo acrossomal em acrossoma, vesicula repleta de
enzimas hidroliticas que recobre parte do nucleo do espermatozoide. Também ocorre
redugdo do citoplasma com eliminagao do corpo residual, que ¢ fagocitado pela célula de

Sertoli (JOHNSON et al., 2008; JOHNSON et al., 2011; JUNQUEIRA, 2013).

Simultaneamente, as espermatides sofrem condensacao nuclear, onde as histonas
sao substituidas por protaminas, levando a uma compactacdo da cromatina. Esse
mecanismo torna o material genético inacessivel a nucleases ou agente mutagénicos
(OLIVA, 2006). A estabilidade da cromatina espermatica ¢ importante para garantir a

fertilidade do garanhdao (LOVE; KENNEY, 1998; LOVE, 2021).

Por fim, acontece a espermiagdo, evento pelo qual as espermatides alongadas
sofrem sua remodelagdo final e liberam do espermatozoide no limen dos tibulos
seminiferos (O'DONNELL, 2011). Esse processo de espermiogénese ¢ de
aproximadamente 18 dias na espécie equina (JOHNSON et al., 1997; BRITO et al., 2007;
JOHNSON et al., 2011).
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No entanto, os espermatozoides ao sairem do testiculo precisam passar pelo
processo de maturagdo para adquirir capacidade fecundante, o que ocorre durante a
passagem dos espermatozoides pelo epididimo (GATTI et al., 2004). Em garanhdes, o
transito epididimario completo varia entre 9 e 12 dias (JOHNSON et al., 1997; BRITO
et al.,2007; JOHNSON et al., 2011).

2.2.1. Células de Sertoli

As células de Sertoli sdo uma das c€lulas mais complexas do corpo, com uma
habilidade extraordinaria de mudar continuamente de forma e modificar suas fun¢des
para coordenar a espermatogénese. As fungdes das células de Sertoli incluem fornecer
suporte estrutural e nutrigdo para células germinativas em desenvolvimento, fagocitose
de c¢lulas germinativas em degeneragdo e corpos residuais, liberacao de espermatides na
espermiacdo e producdo de uma série de proteinas que regulam e/ou respondem a
liberacdo de hormodnios hipofisarios e que influenciam a atividade mitdtica das

espermatogonias (RUSSEL; GRISWOLD, 1993; JOHNSON et al., 2008).

Ademais, sdao o primeiro tipo de célula somatica a se diferenciar durante o
desenvolvimento embrionario e, portanto, desempenham um papel fundamental no inicio
e manutencao do desenvolvimento testicular (RUSSEL; GRISWOLD, 1993). As células
de Sertoli também sdo importantes na definicdo do sexo gonadal. No cromossomo Y
existe o gene determinante do sexo (SRY), expresso pelas células precursoras das células
de Sertoli. Esse gene direciona a expressao de varios genes e fatores que promovem a
diferenciagdo das células de Sertoli e o desenvolvimento da gbénada masculina

(SINCLAIR et al., 1990; O’ DONNELL et al., 2022).

ApOs o nascimento, um evento chave no estabelecimento da espermatogénese ¢ a
migracdo dos gondcitos para a base dos tibulos seminiferos, e a retomada da atividade
proliferativa para estabelecer a populacdo de espermatogdénias. A populacao de
espermatogonias ¢ mantida em um microambiente especializado, chamado de “nicho”,
que sustenta sua autorrenovacao. As células de Sertoli sdo um dos principais contribuintes
para a retomada da atividade mitdtica e do equilibrio desse microambiente.
Experimentalmente, o aumento do numero de células de Sertoli causou um incremento

correspondente no nimero de nichos de espermatogonias (DE ROOIJ; DIRG, 2015).
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As células de Sertoli proliferam durante os periodos fetal e neonatal, cessando a
prolifera¢do durante a puberdade, quando comeg¢am sua diferenciacao terminal na forma
adulta, constituindo uma populacao estavel no tibulo seminifero (FRANCA; GARCIA,
2005). Porém, alguma proliferagdo durante a idade adulta ainda pode ocorrer em certas
circunstancias, por exemplo, em algumas formas de infertilidade e em espécies com
atividade reprodutiva sazonal. O garanhdao ¢ um exemplo de espécie com flutuagdes

naturais no numero de células de Sertoli em adultos (JOHNSON et al., 2008).

Depois de se tornarem maduras, as células de Sertoli passam a participar da
proliferagao de espermatocitos primarios, do desenvolvimento das jungdes de oclusao que
formam a barreira hematotesticular ¢ da formacao do limen tubular devido a secre¢ao de
fluidos em direcdo aos centros dos corddes seminiferos pelas células de Sertoli (RUSSEL

& GRISWOLD, 1993).

A célula de Sertoli adulta ¢ uma célula grande, com uma superficie achatada em
contato com a membrana basal do tibulo seminifero. Essas células também apresentam
um citoplasma extenso com numerosos prolongamentos laterais e apicais. Esses
processos citoplasmaticos entram em contato com células germinativas em todos os
diferentes estagios de desenvolvimento. (RUSSEL; GRISWOLD, 1993; JOHNSON et
al., 2008; O’DONNELL et al., 2022).

Assim, funcionam como uma célula de suporte tanto para o tipo de célula
germinativa mais imatura, a espermatogoOnia, quanto para espermatides alongadas
altamente especializadas. Cada célula de Sertoli estd em constante adaptagcdo para manter
o desenvolvimento de até cinco tipos diferentes de células germinativas simultaneamente

(RUSSEL; GRISWOLD, 1993; FEI-DA et al., 2019; O'DONNELL et al., 2022).

Um corte transversal do epitélio seminifero (Fig. 1) mostra espermatogdnias
localizadas na base do tubulo seminifero, espermatocitos no meio e espermatides
proximas ao dapice do epitélio seminifero. Demonstrando assim a progressdo do
desenvolvimento da célula espermatica menos madura para a mais madura a medida que
se movem em direcdo ao limen (AMANN, 1970), onde sdo liberadas como

espermatozoides pelo processo de espermiagao (JOHNSON et al., 2008).
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Figura. 1. Tubulo seminifero visto por microscopia de campo claro. As células midides (MC) marcam os
limites externos do tibulo seminifero e as células de Sertoli contendo nucleos de forma variada (SC)
fornecem suporte estrutural para a espermatogénese. Cortes de reticulo endoplasmatico liso (SER) e do
aparelho de Golgi (GA; que da origem ao acrossoma de espermatides) sdo observaveis. Espermatogonia
tipo A (A), espermatocito primario (P), espermatocito secundario (SS), espermatide inicial (Sa) e
espermatide alongada (Sd1) caracterizam esse tibulo seminifero de estagio V. O comprimento da barra é
igual a 12 um. Fonte: Johnson et al. (2008).

r

Em garanhdes, o numero de células de Sertoli € correlacionado com o peso
testicular (72 = 0.68) e a producdo espermatica (> = 0.68) (CHAUDHARY et al., 2005).
A proliferacdo poés-natal das células de Sertoli ¢ regulada por fatores enddcrinos e
paracrinos, incluindo ativina, estrogeno, hormdnio tireoidiano e FSH. Alteragdes nesses
fatores no periodo pds-natal causam mudangas permanente no niamero de células adultas

de Sertoli e no tamanho do testiculo (JOHNSON et al., 2008; O’DONNELL et al., 2022).

O Hormonio foliculo estimulante (FSH) ¢ um dos principais hormdnios
reguladores das células de Sertoli, estimulando a produgdo de fatores que sao requeridos
pelas células espermaticas em desenvolvimento (WALKER; CHENG, 2005). Sob
influéncia do FSH as células de Sertoli produzem diversos fatores como o GDNF (fator
neurotrofico derivado da célula glial), um membro da superfamilia TGF-f3, que regula a
proliferacdo das espermatogonias e a manutencdo do microambiente dos tubulos
seminiferos (SUN et al., 2008). Outros fatores derivados das células de Sertoli também
auxiliam na manutencao desse nicho, incluindo FGF2 e o fator inibidor de leucemia (LIF)

(FEI-DA et al., 2019).
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Andlises de microarranjos sugerem que, pelo menos 300 genes nas células de
Sertoli sdo regulados positiva ou negativamente pelo FSH (McLEAN et al. 2002,
SADATE-NGATCHOU et al. 2004). A ligacdo de FSH aos seus receptores nas células
de Sertoli estimulam diversas vias sinalizagdo como a proteina quinase ativada pelo
cAMP (AMPK). A via de sinalizacdo da AMPK regula o metabolismo energético, a
estabilidade do complexo juncional e a proliferacdo de espermatogdnias (PETRICA et
al., 2019). Ademais, a sinalizagdo pela AMPK também regula a expressao do fator de
células-tronco, que potencializa a sobrevivéncia e expansao das espermatogonias, bem
como a aromatase, o ativador de plasminogénio e o fator de crescimento semelhante a

insulina (IGF-I) (FEI-DA et al., 2019).

A via AMPK também atua na enzima lactato desidrogenase, estimulando a
conversao de piruvato em lactato, a principal fonte de combustivel para as células
germinativas em desenvolvimento. O lactato ¢ uma fonte energética preferencial de
espermatocitos e espermatides, sendo a maior parte fornecida pelas células de Sertoli

(SHORT et al., 1994).

As células de Sertoli também secretam glicoproteinas que facilitam o transporte
de ions e hormdnios, como as proteinas ligadoras de andrégenos (ABP’s), transferrinas e
ceruloplasminas. J& o fornecimento de proteases e inibidores de protease ¢ importante nos
processos de remodelagdo tecidual que ocorrem, por exemplo, durante a espermiagao ou
no movimento de espermatdcitos pré-leptotenos dentro do compartimento adluminal do
tubulo seminifero. Além disso, as células de Sertoli secretam peptideos vasoativos e
taquiquininas que demonstraram, in vitro, induzir a liberacao de lactato e transferrina,

além de estimular a atividade da aromatase (DIMITRIADIS et al., 2015).

A espermatogénese normal ¢ dependente de FSH, mas também de androgenos,
como a testosterona, produzidos pelas células de Leydig, sendo necessarios para a
espermatogénese quantitativamente normal. As cé€lulas de Sertoli, diferente das células
germinativas, expressam receptores de androgenos e, portanto, sao hormonios necessarios
para traduzir estimulos para as células germinativas. No entanto, ¢ importante observar
que ha sinalizagdo responsiva aos androgenos em outras células somadticas, como as
células peritubulares, que também auxiliam a espermatogénese (WALKER; CHENG,

2005; O’'DONNELL et al., 2022).
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A sinalizagdo dos receptores de androgenos nas células de Sertoli € necessaria
para a conclusao da meiose e para garantir que as cé€lulas germinativas no inicio da préfase
adquiram competéncia para a divisao meiotica. A progressao através da espermiogénese
também depende de sinais dependentes de androgenos das células de Sertoli. Este fato
indica que androgenos afetam indiretamente a espermatogénese através das células de
Sertoli, pois interagem diretamente com o desenvolvimento células germinativas e
expressam receptores funcionais de androgenos (WALKER; CHENG, 2005;
O’DONNELL et al., 2022).

Estudos em camundongos sem receptores de androgenos nas células de Sertoli
revelaram muitos genes e proteinas que provavelmente participam da regulacao
dependente de androgenos do desenvolvimento de células germinativas (WILLEMS et
al., 2010). Por exemplo, as células de Sertoli fornecem sinais essenciais para a
sobrevivéncia das cé€lulas germinativas a medida que avangam na espermatogénese, € a
retirada de FSH e/ou testosterona resulta na indugdo de apoptose em estagios especificos

do desenvolvimento das células germinativas (O’DONNELL et al., 2022).

As células de Leydig sao células esteroidogénicas cujo principal papel € produzir
androgenos, como a testosterona, necessarios para a fertilidade e virilidade. No testiculo
fetal de camundongo, as células de Leydig expressam CYP17A1 para produzir altos
niveis do precursor de androstenediona, que ¢ entdo convertido em testosterona nas
células de Sertoli pela enzima HSD17B3. Enquanto as células de Leydig e as células de
Sertoli cooperam para produzir androgenos no testiculo fetal, as células de Leydig sdo o

principal local de sintese de testosterona no adulto (SHIMA et al., 2013).

Fatores imunomoduladores reguladores da funcao das células imunes intersticiais
também sao sintetizados pelas células de Sertoli mediante estimulo de androgenos. Uma
redugdo na expressao de receptores de androgeno nas células de Sertoli compromete a
funcdo das juncao oclusivas, alterando o privilégio imunoldégico dentro da barreira
hematotesticular Assim, as células de Sertoli tem um papel chave na espermatogénese,
regulando esse processo por meio de uma complexa sinalizagdo pardcrina, autocrina e

endocrina (O’DONNELL et al., 2022).
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2.3. Potenciais biomarcadores hormonais de fertilidade em garanhdées

Testosterona

O hormonio testosterona ¢ produzido no parénquima testicular pelas células de
Leydig e tem sido muito utilizado como um marcador reprodutivo em garanhoes,
auxiliando no diagnostico de criptorquidismo, subfertilidade, baixa libido e degeneragao
testicular. Esse esteroide ¢ praticamente indetectdvel no soro sanguineo de machos
castrados devido a auséncia das suas células de Leydig, enquanto machos inteiros e
criptorquidicos apresentam elevada concentragdo sérica. Embora a espermatogénese
esteja comprometida em animais com criptorquidismo, a esteroidogénese permanece
normal (ARIGUI et al., 1986; COX et al., 1986; ROSER, 1995; PALME et al., 1998;
PARLEVLIET et al., 2011).

A secrecdo de testosterona segue um ciclo circadiano, apresentando maiores
niveis circulantes no inicio da manha e redugado progressiva no periodo da tarde até a noite
(BYERS et al, 1983). Potros com idade inferior a 2 anos possuem niveis basais
significativamente menores em relagao a garanhdes adultos (HAMILTON et al., 1984;
CLAES et al., 2013). Em garanhdes entre 2 e 20 anos de idade, a concentragdo sérica
desse hormonio varia entre 0.68 — 3.2 ng/ml. A sazonalidade da espécie influencia na
secrecao de testosterona ao longo do ano, sendo os maiores niveis basais observados nos
meses de maior intensidade luminosa (BERNDTSON et al., 1974; GANJAM et al., 1975;
SHARMA et al., 1976; CLAES et al., 2013; BALL et al., 2019).

A dosagem de testosterona ¢ uma ferramenta muito utilizada em insultos térmicos
testiculares, evidenciando significativa queda em estudos utilizando insulagdo escrotal
em touros (RIZZOTO et al, 2020), carneiros (ALVES et al, 2016) e garanhdes
(BLANCHARD et al., 2000). A aplicagdo de dexametasona, anti-inflamatorio esteroide,
também apresenta impacto negativo na secrecdo de testosterona em garanhdes (ING et

al., 2014).

Em garanhdes com baixa libido e subfertilidade a dosagem de testosterona sempre
foi muito utilizada para avaliar a funcdo testicular. No entanto, diversos estudos tem
evidenciado sua ineficacia no diagndstico dessas afecgdes, ja que em muitos casos a
testosterona apresenta niveis normais em animais com disfuncdes reprodutivas (ROSER,

1995; STEWART; ROSER, 1998, HINOJOSA et al., 2001).
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De acordo com Roser (1995), a testosterona e o estrogeno conjugado nao diferem
entre garanhdes férteis, subférteis e inférteis. No entanto, resultados de estudos prévios
utilizando aplica¢des de antagonistas de GnRH sao contraditorios. Hinojosa et al. (2001)
observou que a administracdo de Antarelix ndo alterou a concentracdo de testosterona
sérica. Diferentemente, outros estudos observaram uma queda significativa na

concentracdo deste hormdnio durante o tratamento (STOUT, 2005; BALL et al., 2019).

Alguns pesquisadores sugerem que a dosagem de FSH e estrogeno fornecem mais
informacdes sobre a fungdo testicular que a dosagem de testosterona (DOUGLAS;
UMPHENOUR, 1992; ROSER, 1995; BRINSKO, 1996). Reducao de estrogeno sérico e
elevacdo de FSH foram relacionados a oligospermia em animais previamente férteis
(DOUGLAS; UMPHENOUR, 1992). Casos de subfertilidade foram relatados
apresentando LH e testosterona normais, enquanto o FSH apresentava elevagdo dos niveis
plasmaticos (BURNS; DOUGLAS, 1985). Desse modo, a fim de avaliar a fungao
testicular com maior precisao e eficacia sao necessarios estudos com outros hormonios

também envolvidos na regulacao da fungdo testicular.

Estrégeno

Os machos equinos apresentam niveis s€ricos e testiculares de estrogeno
extremamente elevadas em relagdo as demais espécies de mamiferos. O estrogeno
conjugado circulante ¢ aproximadamente 100 vezes maior que a concentracdo de
testosterona. Garanhdes adultos apresentam concentragdo plasmatica de sulfato de

estrona entre 100-400 ng/ml (SEAMANS et al., 1991).

O sulfato de estrona ¢ a principal forma dos estrégenos no sangue, plasma seminal
e espermatozoides, ja o estrogeno nao conjugado representa porcentagens inferiores a 7%
do total de estrogenos (CLAUS et al., 1992; RAESIDE, 1997). Esse hormonio tem sido
relacionado como modulador de processos como divisdo das células primordiais em
espermatogonias (MIURA et al., 1999), iniciagdo e manutencdo da espermatogénese
(EBLING et al., 2000) e a fatores de sobrevivéncia das células germinativas

(PENTIKAINEN et al., 2000).

Ademais, a elevagdo de estrogeno em potros puberes sugere que este hormonio
esteja envolvido na maturacdo testicular (PARLEVLIET et al, 2006). Durante a

puberdade, o estrogeno modula o desenvolvimento das células de Leydig e Sertoli,
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aparentemente acelerando a maturagdo, de modo que potros imunizados contra estrogeno
apresentaram maiores volumes testiculares e concentragdes espermaticas (THOMPSON;

HONEY, 1984).

O estrogeno também pode estar envolvido no comportamento sexual de
garanhdes. Wallach e colaboradores (1983) observaram baixos niveis séricos de sulfato
de estradiol em garanhdes impotentes enquanto a testosterona apresentou niveis similares
aos dos garanhdes normais. Os autores acreditam que essa condi¢do pode estar ligada a
trés situacoes: baixa produgdo de estradiol testicular, ineficiéncia da enzima aromatase

ou rapida metabolizacao do estradiol.

Similarmente, a aplicacao exdgena de estrogeno foi capaz de restaurar a libido de
equinos (THOMPSON et al., 1980) e ratos castrados (SODERSTEN et al, 1973).
Embora os testiculos sejam a fonte majoritaria de estrégeno, a aromatase também ¢
expressa em diversos outros tecidos e ja foi relatada no cérebro equino (LEMAZURIER
et al,, 2001). Esses achados indicam uma participagdo direta do estradiol no sistema
nervoso central, controlando o comportamento sexual masculino (NAFTOLIN et al,

1971; THOMPSON et al., 1980).

Estudos também sugerem uma participacdo fundamental do estrégeno no
funcionamento dos espermatozoides. Em equinos, foram observados receptores de
estrogeno (ERS1, ERS2 e GPER) majoritariamente na pega intermedidria, nas
mitocondrias e em regides da cabega e cauda muito proximas a peca intermedidria,
indicando uma participacdo ativa no batimento flagelar e, consequentemente, na

motilidade espermatica (ARKOUN et al., 2014).

Acredita-se que o estrogeno atue na motilidade, metabolismo e capacitagao do
espermatozoide. Homens subférteis acometidos por varicocele apresentam essas fungoes
diminuidas, provavelmente devido a reducdao da funcdo dos receptores de estrogeno
(GUIDO et al., 2011). Redugao dos niveis séricos de estrogeno também foram observadas

em diversas disfungdes testiculares em homens (YAMAMOTO et al., 1995).

Em equinos, baixos niveis de sulfato de estrona tem sido correlacionado com
baixa produgdo espermdtica em animais subférteis (McCUE, 2021). Em garanhdes com
alteragdes sugestivas de degeneragdo testicular observou-se reducdo na concentragdao

sérica de FSH, LH e estradiol, porém os niveis de testosterona ndo diferiram da
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normalidade (HINOJOSA et al., 2001). No mesmo sentido, garanhdes com historico de
subfertilidade ou infertilidade idiopatica apresentaram reducao na produgdo de estradiol
e inibina, concentragdes elevadas de FSH e LH, porém com niveis de testosterona

similares aos de garanhdes férteis (ROSER, 1995; STEWART; ROSER, 1998).
Inibina

A Inibina ¢ um hormodnio glicoproteico secretado predominantemente pelas
células de Sertoli em resposta a alta exposi¢ao ao FSH. Sua principal fungdo em machos
esta relacionada a supressdo da liberagdao de FSH pela hipofise anterior (STEINBERGER;
STEINBERGER, 1976). Apresenta elevagao rapida em garanhdes entre 2 € 5 anos de
idade, quando esses animais geralmente ja atingiram a puberdade e estdo proximos de sua

capacidade maxima de esteroidogénese e espermatogénese (STEWART; ROSER, 1998).

Essa glicoproteina apresenta duas diferentes subunidades, a subunidade o
juntamente a subunidade Ba forma a inibina-A, ja a subunidade alfa associada a Bg forma
a inibina-B (ROBERTSON et al., 1997). Embora a inibina possua diversas formas
moleculares, aparentemente apenas a inibina-A e inibina-B possuem bioatividade. A
utilizacao do ensaio de imunoabsorc¢ao enzimatica (ELISA) proporcionou o isolamento e
mensuracao de ambas as isoformas (CONNOR; KRETSER, 2004). Sabe-se que essas
proteinas sdo capazes de suprimir a liberacao de FSH, no entanto, em garanhdes a inibina-

B ¢ a principal forma circulante (CONNOR; KRETSER, 2004; BALL et al., 2019).

A elevacgao sérica de inibina-B em potros apds a puberdade pode indicar uma
atuag¢do direta na maturacdo testicular ¢ desenvolvimento das células de Sertoli.
Diferentemente, a inibina-A ndo apresenta alteracdes nos niveis plasmaticos entre os
periodos pré e pos-puberes (ELLERBROCK et al., 2018). Assim como outros hormonios
relacionados a reproducdo, a inibina-B também apresenta variagao sazonal (Fig. 01), de
modo que durante a estacao reprodutiva os niveis se elevam em relagdao aos demais meses

do ano (DHAKAL et al, 2011; BALL et al., 2019).

A concentragdo sérica de inibina tem sido avaliada como um marcador de
fertilidade em diversas espécies. Sua concentragdo esta relacionada a uma
espermatogénese ativa e bom funcionamento das células de Sertoli. Em homens, a

mensuragao sérica de inibina-B tem sido utilizada em diversas alteragdes reprodutivas
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como hipogonadismo, infertilidade, azoospermia, senescéncia e dano testicular apos

tratamentos com quimioterapicos e radioterapicos (MEACHEM et al., 2001).
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Figura 2. Variacdo sazonal da concentragdo sérica de Inibina-B em garanhdes adultos. Fonte: Adaptado de
Ball et al. (2019) Theriogenology.

A Inibina-B apresenta correlagdo positiva com concentragao espermatica, sendo
observada redu¢ao de sua concentragdo em homens com subfertilidade (CORINNE et al,,
2020). Similarmente, um estudo inicial em garanhdes evidenciou uma reduc¢do da inibina
sérica em garanhdes subférteis e inférteis. No entanto, o método diagndstico da época nao
possibilitava uma mensuragdo individual das suas diferentes isoformas (STEWART;

ROSER, 1998).

Em equinos, a inibina-B apresenta concentracdo sérica cinco vezes superior a
inibina-A e ambas apresentam variagao sazonal com picos plasmaticos durante os meses
mais quentes do ano. Em estudo utilizando acilina, um potente antagonista de GnRH para
supressao da atividade reprodutiva, a inibina-B se mostrou um biomarcador eficaz para
acompanhamento do quadro de down regulation em garanhdes. A inibina-B apresentou
redugdo da concentracdo sérica e correlacionou positivamente com o volume testicular.
Ademais, apds o final do tratamento observou-se aumento deste hormdnio e altamente

correlacionado com a recuperagdo do parénquima testicular (BALL et al., 2019).
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Por outro lado, a inibina-A ndo apresentou alteracdes durante o tratamento,
indicando que esta isoforma é regulada de modo diferente. E provavel que a inibina-A
seja produzida pelas células de Leydig e ndo pelas células de Sertoli, no entanto, esse
conceito ainda nao estd bem definido entre as espécies. Desse modo, acredita-se que a
inibina-B possa ser um biomarcador a ser estudado na funcdo testicular de garanhdes

(BALL et al., 2019).

Hormonio anti-mulleriano (AMH)

O hormonio anti-mulleriano (AMH) € uma glicoproteina produzida pelas células
de Sertoli nos testiculos em resposta a liberacdo de FSH. As células de Sertoli fetais sao
as responsaveis pela producdo do AMH, que induz a regressao do ductos de Muller e,
portanto, impede o desenvolvimento do aparelho reprodutor feminino nos machos
(JOSSO et al., 2006; NERY et al., 2014). Em garanhdes, as concentracoes de AMH
diminuem rapidamente durante as primeiras 2 semanas apds 0 nascimento € sao
relativamente consistentes até 5 meses apos o nascimento. Apds os 5 meses de idade
ocorre um aumento gradual nas concentracdes de AMH até os 13 meses (SCARLET et

al,, 2018).

Durante a puberdade as células de Sertoli se tornam maduras e diminuem sua
proliferagao (GRISPON; REY, 2010; CLAES; BALL, 2016). A maturagao das células de
Sertoli durante a puberdade no garanhdao ¢ acompanhada de reducdo da expressao de
AMH e seus receptores (ALMEIDA et al., 2012). Concomitantemente, as células de
Leydig aumentam a produgdo de andrégenos, inibindo a produ¢do de AMH (CHANG et
al., 2004; GRISPON; REY, 2010; CLAES; BALL, 2016). Assim, ¢ observado um nivel
sérico de AMH significativamente superior em neonatos € potros pré-pubere em relagao

a garanhdes sexualmente maduros (Fig. 2).

Em garanhdes adultos, 0o AMH possui uma varia¢ao sazonal, com niveis inferiores
durante o periodo reprodutivo. Ademais, descobriu- se que o AMH pode ser utilizado
para verificar a presenca de tecido testicular em casos com diagndstico inconclusivo de
criptorquidismo (CLAES et al., 2013). Desse modo, esse horménio se tornou um
biomarcador bioldgico confidvel no diagnostico desta afeccao congénita, ja que apresenta
elevada concentragdo plasmatica em garanhdes criptorquidas em relagdo a garanhdes

normais e castrados (CLAES et al, 2013; CLAES et al., 2014). Adicionalmente, em
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tumores das células de Sertoli, ou Sertoliomas, esse hormdnio também apresenta elevacao

significativa e tem sido utilizado como método de diagnéstico (CLAES; BALL, 2016).
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Figura 3. Concentragdo sérica de AMH (horménio anti-mulleriano) em potros pré-puberes, garanhdes
normais e criptorquidicos bilaterais. Fonte: Adaptado de Claes et al. (2013) Theriogenology.
Recentemente, o AMH foi validado como um marcador confidvel para danos
testiculares causados por quimioterapicos gonadotdxicos em ratos. Os niveis séricos de
AMH correlacionaram negativamente com o volume testicular, de modo que o aumento
de AMH foi observado concomitantemente a redugdo do parénquima testicular. Apos o
término do tratamento, o volume testicular voltou aos pardmetros normais € os niveis de
AMH retornaram a concentragdo basal (LEVI et al, 2015). Similarmente, touros
submetidos a insulag¢do escrotal também apresentaram elevagdo de AMH, que retornou

ao nivel basal juntamente com a producao espermatica (FERRER et al., 2022).

Em equinos, 0 AMH sérico também se mostrou um biomarcador auxiliar para
diagnostico de degeneragdo testicular por insulto toxico. Em pesquisa utilizando um
medicamento gonadotoxico (RTI-4587-073) a concentracao sérica de AMH se elevou e
foi significativamente correlacionada com a redugdo de células germinativas e células de
Sertoli. Ademais, o AMH apresentou elevacao rapida apos a aplicagdo do medicamento
e reducdo gradual concomitante a progressiva recuperagao da espermatogénese ¢ do

epitélio seminifero (POZOR et al., 2018).
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Desse modo, a dosagem de AMH pode ser uma alternativa promissora para
deteccao precoce de dano testicular apos insulto téxico. Embora mais pesquisas sejam
necessarias, ¢ provavel que esse hormonio também possa ser utilizado como um
biomarcador para avaliar o prognostico e reversibilidade de um quadro clinico de

degeneracao testicular (POZOR et al., 2018).

2.3. Aplicacao de anialogos de GnRH em garanhdes

Downregulation refere-se a diminuigdo paradoxal da atividade de um 6rgao em
resposta a estimulos constantes. A exposi¢cdo continua da glandula hipofise a elevadas
concentragdes constantes de GnRH, ou um potente agonista de GnRH, resulta em um
diminui¢do da capacidade de resposta da hipéfise ao GnRH devido a uma diminuigdo nos

receptores de GnRH disponiveis (FRASER, 1982; MOTOVAN et al., 1990).

Este efeito leva a uma diminuic¢ao nas concentragdes plasmaticas de LH e de FSH
e, consequentemente, uma diminui¢ao na produgdo de esteroides gonadais. Assim, em
algumas espécies, o GnRH e seus agonistas podem ter um efeito inibitério direto a nivel
hipofisario e gonadal (HSUEH & ERICKSON, 1972; WARD et al., 1989; KOPERA et
al. 2009; JUNAIDI et al. 2009; GUARRACI et al., 2021). No entanto, a espécie equina
parece ser refrataria a dowmregulation induzida pela aplicacdo de GnRH exo6geno

(MOTOVAN et al., 1990; BLUE et al., 1991; BRINSKO, 1998).

Em trés garanhdes submetidos a tratamento durante 12 meses com doses altas de
um analogo de GnRH (Buserelina, 120pg) houve redu¢ao de LH, FSH, testosterona e
sulfato de estrona, mas nao afetou a libido e a cinética espermatica. Provavelmente devido
a reducao de FSH circulante, ocorreu reducao de 50% da produgdo de espermatozoides
apos o terceiro més do inicio do tratamento. No entanto, houve retorno a produgdo

espermatica normal 4 meses apds a remogao do ultimo implante (BOYLE et al., 1991).

Ja o tratamento com 50 pug de um potente agonista de GnRH por 30 dias nao
acarretou em alteragdo dos parametros espermaticos. Os hormonios LH e FSH nao foram
mensurados, mas o nivel de testosterona apresentou redu¢do em um garanhao (1/3), com
tendéncia a recuperacdo apds o tratamento. J& nos outros dois garanhdes tratados nao
observou-se alteracdo da testosterona sérica. Assim, o GnRH e seus agonistas foram
considerados ineficazes para o controle da atividade sexual de garanhoes (MOTOVAN

et al., 1990).
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Diferentemente, a aplicagdo diaria de 50 ug e 250 pg de deslorelina em garanhdes
(n=15) elevou os niveis séricos de LH e testosterona durante os 75 dias de tratamento em
ambos os grupos tratados. O FSH plasmatico também aumentou nesse animais, no
entanto, observou-se elevacao similar no grupo controle, indicando uma variacao sazonal
e ndo uma variagao induzida pela aplicagcdo do agonista de GnRH. Ademais, a motilidade
total € o nimero de espermatozoides totais do ejaculado aumentaram em ambos os grupos
tratados durante todo o periodo de tratamento, voltando aos valores pré-tratamento um
més apos a ultima aplicacdo. Uma semana apds o final do tratamento os niveis séricos de

testosterona, LH e FSH retornaram aos valores basais (BRINSKO, 1998).

Ja Sieme et al. (2004) utilizando buserelina (50 pg) duas vezes ao dia durante 6
semanas observaram aumento da integridade de membrana plasmadtica e acrossomal e
motilidade progressiva em semen descongelado durante o periodo de tratamento. Embora
ndo tenha sido realizado o perfil hormonal desses animais, os garanhdes tratados
apresentaram redu¢ao do numero de montas e tempo de laténcia até a ejaculacdo. Todos
os parametros avaliados retornaram aos niveis pré-tratamento 15 dias apos a ultima

aplicacdo.

Evans & Finley (1990) demonstraram eficacia da aplicacio de GnRH no
tratamento de um garanhdo senil apresentando degeneragdo testicular progressiva.
Durante o tratamento os parametros espermaticos, que vinham reduzindo drasticamente,
se estabilizaram. Assim, embora mais estudos avaliando vias de aplica¢dao, doses e
dosagens sejam necessarios, muitos resultados indicam que o tratamento nao ¢ prejudicial
e poderiam atuar em casos de disfunc¢des hipotalamico hipofisarias. (EVANS; FINLEY,
1990; ROSER, 1995; BRINSKO, 1996; BRINSKO, 1998). Similarmente, em homens
com hipogonadismo central, quando os niveis de gonadotrofinas (FSH e LH) circulantes
estao baixos, preconiza-se o tratamento com GnRH para restauracdo da espermatogénese

(DWYER et al., 2015; CORONA et al., 2020; IDE et al., 2020).

Um aumento dos parametros espermaticos nao foi observado em tratamentos com
doses baixas (10 ng) de GnRH fornecido tanto de forma continua (implante) quanto por
aplicagdo didria. O LH e a testosterona ndo diferiram estatisticamente, embora avaliando
individualmente, 4 de 5 garanhdes subférteis exibiram eleva¢do de LH sérico e,
consequentemente, de testosterona, porém sem afetar as caracteristicas espermaticas

(BLUE et al., 1991). Estudos anteriores haviam demonstrado a ineficiéncia da aplicagdo



31

de doses inferiores a 50 ng/kg na elevagao de gonadotrofinas na circulagdo sanguinea de

éguas (SQUIRES et al., 1989) e homens (OPPERMAN e al., 1987).

Por outro lado, um estudo utilizando dose mais elevada descreveu reducao do
comportamento agressivo de garanhdes apds a colocagdo de implante de acetato de
deslorelina (4.7mg; Suprelorin®, Virbac SA, Carros, Franga). Foram avaliados
comportamentos como cavar o chdo, tentar ou escoicear o condutor e outros animais,
além da atitude de empinar. A reducao desse comportamentos foi correlacionada a
redugdo dos niveis plasmaticos de testosterona, que ocorreu aproximadamente 35 apos a

inser¢cao do implante em 5 de 6 garanhodes avaliados (FALOMO et al., 2013).

O Suprelorin® também foi usado por via subcutdnea em poneis da raca Shetland.
Durante o tratamento ndo observou-se redugao de nenhum parametros espermatico como:
cinética espermatica, integridade de membrana plasmatica e acrossomal e fragmentagao
de DNA. Ademais, ndo houve diferenca significativa dos niveis séricos de AMH e
testosterona. O grupo de poneis que recebeu dois implantes simultaneamente (9.4mg)

também nao exibiu alteracdo dos parametros avaliados (GAUTIER et al., 2018).

Os efeitos da aplica¢do de buserelina (Veterelin®, Laboratorios Callier) também
foram associados a uma reversdo mais rapida dos danos causados pela vacinagdo com
antagonista de GnRH (Improvac®; Zoetis, Vienna, Austria). Em geral os garanhdes
retornam a atividade reprodutiva normal em torno de 12 meses ap0Os a vacinagdo. Nesse
estudo entre 9 e 12 semanas ap0s a vacinagao iniciou-se a aplicacao de buserelina (4mg,
BID) durante 10 semanas. Ao final do tratamento a espermatogénese e os niveis
plasmaticos de testosterona ja haviam retornado aos niveis pré-vacinagdo, embora a libido

de alguns garanhdes ainda estivesse baixa (GAUTIER et al., 2022).

Em resumo, a terapia com GnRH e seus analogos nao parece ser prejudicial aos
garanhdes, podendo ser benéfica para alguns animais. No entanto, essa terapia nao deve
ser incentivada indiscriminadamente, sendo recomendadas avaliacdes enddcrinas e
seminais em todos os candidatos ao tratamento. Avaliagdes sequenciais também sao
necessarias para monitorar o resposta dos garanhdes a terapia. Ademais, a criacdo de um
banco de dados contendo esses parametros melhorariam nossa capacidade de diagnosticar
e selecionar garanhdes que tem maiores chances de responder ao tratamento (ROSER,

1995; BRINSKO, 1996).
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2. HIPOTESES

A aplicagdao diaria de lecirelina (50 pg) ndo prejudica a qualidade seminal de
garanhdes. Em animais com baixa producao espermatica, o tratamento poderia melhorar

o numero de espermatozoides totais do ejaculado.
3. OBJETIVOS
3.1. Objetivos gerais

1) Avaliagdo do efeito da aplicagcdo de lecirelina na producao espermatica e qualidade

seminal de garanhoes.

2) Contribuir com o entendimento dos mecanismos enddcrinos do controle da reproducgao

em garanhdes.
3.2. Objetivos especificos

1) Avaliar o tratamento com um agonista de GnRH na supressao da liberagao de FSH e
LH em garanhdes.

2) Awvaliar o efeito do tratamento na fung¢ao testicular, avaliando o perfil endocrino de
hormonios produzidos pelas células de Leydig (testosterona e estrogeno) e pelas
células de Sertoli (inibina-B e AMH).

3) Avaliar o efeito do tratamento com lecirelina nos parametros espermaticos de
garanhoes.

4) Comparar os niveis hormonais séricos de garanhdes com diferentes qualidades

seminais.
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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito da aplicagdo de lecirelina na qualidade
espermatica e funcionalidade testicular. Os garanhdes foram divididos em grupos
controle (GC, n=3), fértil (GF, n=4) e subfértil (GSF, n=4). Os GF e GSF receberam doses
diarias de lecirelina (50 pg;im) durante 60 dias e foram avaliados por mais 60 dias. A
resposta testicular endocrina foi mensurada pelos niveis séricos de inibina-B, AMH,
sulfato de estrona, testosterona, LH e FSH. Os niveis séricos de AMH, inibina-B e sulfato
de estrona ndo alteraram com o tratamento, mas a testosterona sérica diminuiu entre as
semanas 6 e 16 (P<0,05) no GSF. O LH reduziu nos grupos GF e GSF ap6s a semana 1
(P<0,001) enquanto o FSH ndo apresentou alteracdo significativa. O numero de
espermatozoides totais no GF aumentou em 50% na semana 4 e se mantiveram altos até
o final da avaliagdio. Um garanhdo subfértili aumentou em 100% o numero de
espermatozoides totais apos a semana 4, apresentando queda apos o final do tratamento.
O potencial de membrana mitocondrial, a estabilidade de membrana plasmatica e a
producdo de peroxido de hidrogénio (H>O2) aumentaram uma semana apos o inicio do
tratamento (P<0,001), retornando aos valores pré-tratamento 60 dias apds o fim da
aplicacdo no GF. Ja a peroxidagao lipidica, producdo do anion superoxido ('O2) e
integridade de membrana plasmatica e acrossomal (MPAI) ndo apresentaram alteragdes
no GF, porém o GC apresentou queda da MPAI e aumento da produgdo de ‘Oz e H20,. A
MP reduziu nos grupos GF e GC e o RAP no GC. Em conclusdo, embora o tratamento
tenha ocasionado queda da testosterona sérica, outros hormodnios indicadores da
funcionalidade testicular ndo foram afetados. O aumento da producao espermatica, da
MMS e da MMP demonstram que o tratamento pode ser interessante em determinados

casos de subfertilidade.

Palavras-chave: GnRH, subfertilidade, inibina-B, AMH, testosterona.
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ABSTRACT

The aim of this research was to evaluate the effect of lecirelin application on sperm quality
and testicular function. The stallions were divided into control (GC, n=3), fertile (GF,
n=4) and subfertile (GSF, n=4) groups. The GF and GSF received daily lecirelin (50
ng;im) for 60 days and were evaluated for another 60 days. Endocrine testicular response
was assessed by serum levels of inhibin-B, AMH, estrone sulfate, testosterone, LH and
FSH. Serum levels of AMH, inhibin-B, and estrone sulfate did not change over time
whereas serum testosterone decreased between weeks 0 and 6 (P<0.05) in the GSF. LH
dropped in the GF and GSF groups after week 1 (P<0.001) while FSH showed no
significant change. The total sperm number in the GF increased by 50% at week 4 and
remained high until the end of the experiment. One subfertile stallion also increased the
total sperm number after week 4. Mitochondrial membrane potential, plasma membrane
stability and hydrogen peroxide (H202) production increased one week after the
beginning of treatment (P<0.001), returning to pre-treatment values 60 days at week 16
in the FG . Lipid peroxidation, production of superoxide anion ("O2) and integrity of the
plasmatic and acrosomal membrane (MPAI) did not change in the GF, but the GC showed
a decrease in MPAI and an increase in the production of Oz and H>0,. Progressive
motility decreased in the GF and GC groups and the RAP in the GC. In conclusion,
although the treatment caused a decline in serum testosterone, other indicators of
testicular functionality were not affected. The increase in sperm production, membrane
stability and higher mitochondrial potential showed that the treatment can be interesting

in certain cases of subfertility.

Keywords: GnRH, subfertility, inhibin-B, AMH, testosterone.
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1. Introduciao

A subfertilidade em garanhdes continua sendo um problema na otimizacdo do
manejo reprodutivo e na obtengdo de maiores taxas de prenhez, sendo dificil a aplicagdao
de estratégias terapéuticas. As abordagens incluem melhorar a qualidade do sémen
usando vérias biotecnologias, como centrifugacao com gradientes de densidade [1-3] ou

buscar aumentar a producdo e a qualidade espermatica com tratamentos hormonais [4-9].

As terapias enddcrinas t€ém como alvo o eixo hipotalamo-hipofise-testicular,
porém com resultados variaveis, em parte devido as diferencas nos hormonios usados,
doses e dosagens. Por exemplo, o tratamento principal envolve o hormonio liberador de
gonadotropina (GnRH) que atua na hipofise, causando a liberacdo de FSH e LH e,

consequentemente, estimula a espermatogénese [4-6, 9-13].

Os resultados desse tratamento sdo variaveis e, embora altas doses para fins
contraceptivos (120pg-50mg) tenham mostrado resultados controversos, doses
terapéuticas de GnRH (10-50pg) parecem nao causar regulacdo negativa do eixo nem
perturbacdo da espermatogénese em garanhdes normais [5, 9, 14]. No entanto, a maioria
dos estudos ndo avaliaram a regulacdo negativa dos receptores de GnRH. Em outras
espécies, a aplicacao exdgena de GnRH tem sido associada a dessensibilizagdo de seus
receptores em ratos [15, 16], suinos [17] e caes [18], causando redugdo drastica de FSH,

LH e consequentemente, da espermatogénese.

No entanto, estudos em garanhdes ndo mostraram alteracdes na libido, nos
parametros espermaticos € nos niveis de testosterona durante o tratamento com GnRH
[10; 5; 13]. De fato, a aplicacao intramuscular diaria de buserelina (50 pg) melhorou o
comportamento sexual e a qualidade espermatica, embora o perfil hormonal ndo tenha

sido mensurado [9].

Alguns relatos utilizando garanhdes subférteis mostraram um aumento na
producao diaria de espermatozoides € na cinética espermatica apds terapia exogena com
GnRH [4, 7, 14]. Assim, em equinos, embora a aplicacao exdgena de GnRH pareca causar
dessensibilizacdo dos receptores hipofisarios, a producdo de testosterona parece
permanecer normal e € suficiente para manter a espermatogénese [13, 14]. Desse modo,
o objetivo deste estudo foi avaliar o perfil hormonal sérico, a cinética e a viabilidade

espermatica de garanhdes tratados diariamente com lecirelina, um andlogo de GnRH.
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2. Material e Métodos

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia (FMVZ) — Campus de Botucatu, Sdo Paulo, sob o nimero de

protocolo CEUA 0070/2022.
2.1. Delineamento experimental

Os animais do grupo fértil receberam uma dose didria de lecirelina (50 pg,
intramuscular) durante 60 dias e foram avaliados por mais 60 dias apds o término do
tratamento. Amostras de sémen e soro sanguineo foram coletadas semanalmente durante

o tratamento e, quinzenalmente, apds o fim do tratamento.
Experimento 01

Foram utilizados garanhdes, entre 6 ¢ 18 anos de idade, de diferentes racas (Quarto
de Milha, Mangalarga Paulista, Mangalarga Marchador e Crioulo), saudaveis, com boa
condi¢do corporal, mantidos em regime intensivo de criacdo, com agua e suplementagao

mineral ad libium.

O experimento foi conduzido durante os meses de primavera e verdo € 0s
garanhoes alojados no Departamento de Cirurgia Veterinaria e Reprodugao Animal da
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia (FMVZ)—UNESP—Botucatu, Sao
Paulo (SP). Os animais foram selecionados com base no historico de fertilidade, exame
andrologico completo e exame complementar de ultrassonografia de testiculos, escroto,

pénis e glandulas anexas.

Os garanhdes foram divididos em grupo controle (n=3) e tratado (n=4). Tinham

acima de 70% de MT e 30% de MP e concentracao minima de 2 milhdes.
- Tépico LH challenge

Para avaliar a resposta ao tratamento, foram coletadas amostras de soro sanguineo

as 0, 6, 12h e 24h apos a primeira aplicacao de lecirelina.
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Experimento 02

Foram selecionados quatro garanhdes subférteis da raca Quarto de Milha (8-22
anos) e o experimento conduzido durante os meses de primavera e verdao em criatorio
particular localizado em Bauru, Sao Paulo. A subfertilidade foi baseada no historico de <
20% de taxa de concepcao com sémen fresco e resfriado e avaliacdo dos parametros
espermaticos. Os garanhdes considerados subférteis apresentavam baixa qualidade
espermatica ou baixo nimero de espermatozoides totais. Os animais foram tratados com
uma dose diaria de lecirelina (50 pg, intramuscular) por 60 dias e as amostras de sémen
e de soro sanguineo foram coletadas quinzenalmente até 60 dias apds o término do

tratamento.
2.2. Colheita e analise do sémen

Previamente ao experimento, foram realizadas trés coletas seminais a cada 48
horas com o objetivo de esgotar o reservatorio espermatico da cauda do epididimo. Apds
esse periodo os garanhdes foram submetidos a colheita seminal em manequim duas vezes
por semana por meio de vagina artificial modelo Botucatu® (Botupharma Ltda., Botucatu,

SP, Brasil) até o final do experimento.

Imediatamente apos a colheita, o volume seminal foi aferido em uma proveta
graduada de 100 ml apds a retirada da fragdo gel por um filtro de nylon. Para a obtengao
da concentracdo espermatica foi realizada a diluicado de 10uL de sémen in natura em
190uL de 4gua destilada (diluicdo 1:20) e feita a leitura em uma camera de Neubauer
espelhada sob um microscopio de contraste de fase (Jenamed 2 Zeiss, CarlZeiss®,
Munique, Alemanha) com ampliagdo de 200x. O sémen in natura foi diluido
(BotuSpecial®, Botupharma LTDA) até a concentragdo final de 50 x10° milhdes de

espermatozoides/ml.

A cinética espermatica foi avaliada pelo método de CASA (Computer Assisted
Semen Analysis), utilizando o sistema HTR-IVOS-10 (Hamilton Thorne Research —
Animal Version 12,0 L, EUA), previamente ajustado para o sémen de garanhao conforme
descrito (Tabela suplementar 01). As variaveis analisadas foram: motilidade total (%),

motilidade progressiva (%) e nimero de espermatozoides rapidos (%).
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2.3. Avaliacdo hormonal

As concentragdes séricas de inibina B, AMH e sulfato de estrona foram
determinadas pelo método de ELISA, e a testosterona determinada por
Radioimunoensaio, conforme relatado anteriormente por Davolli et al. (2016) [19]. As
concentragoes séricas de inibina-B foram determinadas com um Kit comercial de ELISA
(AL-161:Equine-canine-rodent inhibin-A ELISA e AL-163:Equine-caninerodent
inhibin-B ELISA; Ansh Laboratories; Webster, TX) previamente validado para equinos
(Conley et al., 2018). O AMH foi mensurado usando um imunoensaio enzimatico (Active
AMH-ELISA; Diagnostic Systems Laboratories, Webster, TX, EUA) de acordo com as
instrucdes do fabricante e previamente validado para amostras equinas por Ball et al.
(2008) [20]. As concentracdes de sulfato de estrona foram quantificadas (em duplicata)
usando um anticorpo E1S (522-2, UC Davis) [21]. Os coeficiente de variacao intra e inter-

ensaio permaneceram abaixo de 10% em todos as amostras analisadas.

No experimento 01 o LH sérico foi mensurado em kit de ELISA (Active LH-

ELISA; Laboratories, Webster, State, USA) conforme as recomendacdes do fabricante.

No experimento 02 as concentragdes séricas de LH e FSH foram determinadas
por radioimunoensaio pelo anticorpo duplo heter6logo conforme descrito por Roser &
Hughes (1991) [22]. FSH e LH equinos altamente purificados (e265B; H. Papkoft, Univ.
Califérnia, Davis, CA) foram usados para padronizacao e iodacao. Utilizou-se um anti-
LHp bovino de camundongo (monoclonal anticorpo, 518B7) e um anti-FSH ovino de
coelho (H47; H. Papkoff, Univ. Califérnia, Davis, CA). As amostras foram analisadas em

um Unico ensaio ¢ o coeficiente de variacao intraensaio foi inferior a 5%.

2.4. Avaliacao morfofuncional por citometria de fluxo

Para a avaliagdo espermatica por citometria de fluxo foi utilizado o equipamento
BD LSR Fortessa (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) equipado com lasers
de excitacdo: azul 488-nm, 100 mW e filtros de emissdao 530/30nm (FITC, YOPRO e
C11-BODYPY) e 695/40nm (Iodeto de propidio e MitoSOX Red); vermelho 640-nm, 40
mW com filtro 660/20 nm (MitoStatus Red); e o violeta 405-nm, 100 mW, com o filtro
450/50 nm (Hoechst). No minimo 10.000 células por amostra foram analisadas e os dados

avaliados pelo software BD FACSDiva™ software v 6.1.
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As amostras foram entdo diluidas em TALP-PVA, segundo Parrish et al. (1988)
[23] modificado:100 mM NaCl, 3,1 mM KCI, 25,0 mM NaHCO3, 0,3mM NaH2PO4,
21,6 mM DL-lactato de sodio 60%, 2,0 mM CaCl2, 0,4 mM MgCl2, 10,0 mM Hepes-
livre de acido, 1,0 mM piruvato de sodio, 1,0 mg/mL alcool polivinil-PVA e 25 pg/mL
gentamicina) na concentrac¢do de 5 x 10° espermatozoide/mL, suplementado com Hoescht
33342 (7uM; 145333, Sigma) para a eliminagao dos debris.

Para a avaliagdo de integridade de membrana plasmatica e acrossomica, foi
utilizada a associacdo de iodeto de propidio (IP) e FITC-PSA (aglutinina de Pisum
sativum conjugada ao isotiocianato de fluoresceina), de acordo com Freitas-Dell’Aqua
(2012) [24]. Assim, em uma amostra de 200 pL de sémen diluido foram adicionados 1,5
uM de IP e 2 ng de FITC-PSA e as amostras incubadas durante 15 min a 37 °C, ao abrigo
da luz.

Para avaliacdo da desestabilizacdo de membrana plasmatica, potencial de
membrana mitocondrial e producdo de superoxido (O2e-) na matriz mitocondrial, foi
utilizada a associacdo de YOPRO (YP; marcagao para célula com membrana plasmatica
desestabilizada), MitoStatus Red (MST; potencial mitocondrial) ¢ MitoSOX™ Red
(MSR; geracdo de anion superdxido na matriz mitocondrial), de acordo com Freitas-
Dell’Aqua et al. (2018) [25]. Assim, em uma amostra de 500 pL. de sémen diluido foram
adicionados 25 nM YP, 20 uM de MST e 2 uM de MSR, seguido por incubagao a 37°C
por 20 minutos.

Para a avaliagdo de geragdao de perdxido de hidrogénio (H>O») foi utilizado a
associacdo de iodeto de propidio e CM-H2DCFDA (C6827, Life Technologies). Assim,
em uma amostra de 500 pL de sémen diluido foram adicionados 1.5 uM PI and 1 uM

CM-H2DCFDA. As amostras foram incubadas por 20 minutos a 37°.C.

Para a peroxidacao lipidica, foi utilizado protocolo de acordo com Guasti et al.
(2012) [26], utilizando a sonda C11-BODYPY (D-3861; Molecular Probes). Assim, em
500 pL de sémen diluido em TALP-PVA foram adicionados 5 pM de Cl1I1-
BODIPY581/591, seguido por incubagdo por 30 minutos a 37°C. Apos a incubacgao,
foram realizadas 2 lavagens consecutivas por centrifugagdao a 300g por 5 minutos, com

TALP-PVA e o pellet resuspendido em 300 pl de TALP-PVA.
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2.5. Biopsia Testicular

Os animais do Exp. 01 foram sedados com cloridrato de detomidina na dose de
0,02 mg/Kg IV (Dormiun V®, Agener Unido Saude Animal, Sdo Paulo, SP/Brasil) e
mantidos em posicdo quadrupedal. Foi realizada antissepsia da regido escrotal com
degermante polivinilpirrolidona iodo e alcool 70%, anestesia local com 1 ml de lidocaina
(Lidovet®, Laboratorio Bravet Ltda, Engenho Novo, RJ/Brasil) e apos 5 minutos a bidpsia
foi realizada utilizando uma agulha Tru-CUT de calibre 16 (UNIT Comércio, Importagao
e Exportacdo Ltda, Sao Paulo, Brasil), como descrito anteriormente por Faber ¢ Roser
(2000) [27]. Foram coletadas amostras teciduais de cada testiculo nas semanas 0, 4, 8 e

16 dos animais dos grupos fértil e controle.
2.6. Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo programa SigmaStat® 3.5. Os pardmetros
avaliados foram analisados dentro de cada momento pelo teste t (Student), dentro de cada
grupo foi feita a analise de medidas repetidas no tempo (One-way repeated measures) € a

interacao tempo — grupo. Quando houve significancia (P<0.05) realizou-se teste Tukey.
3. Resultados
Experimento 01

Os niveis séricos de testosterona, sulfato de estrona, inibina-B ¢ hormoénio anti-
mulleriano ndo variaram significativamente em nenhuma semana de avaliacdo em ambos

os grupos experimentais (Fig. 01).

O hormoénio LH aumentou apds a primeira aplicagdo de lecirelina, atingindo o
pico de concentracao plasmatica com 6h (P<0,001) e retornando aos niveis basais com
24 horas. Porém, o LH reduziu (P<0,001) ap6s a primeira semana de tratamento,
retornando aos niveis basais na semana 16 no grupo tratado. J& o grupo controle manteve
constante o LH sérico no primeiro dia de aplicacdo, mas exibiu grande oscilagdo nas
concentragdo séricas ao longo das semanas, com valores significativamente inferiores nas

semanas 1, 2, 7 e 12 (Fig. 02).

Em todos os garanhdes do grupo fértil ocorreu elevacdo numérica de

aproximadamente 50% no numero de espermatozoides totais apos 4 semanas de
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tratamento até o final do experimento, enquanto no grupo controle nao foi observada

variacao consideravel (Fig. 03).

A integridade de membrana plasmatica e acrossomal (Tabela 1) assim como a
peroxidacdo lipidica (Tabela 2) e a producdo de anion superoxido (Tabela 3) nao
diferiram ao longo das semanas no grupo tratado. No entanto, a estabilidade, o potencial
de membrana mitocondrial e a producao de peréxido de hidrogénio (H>O2) aumentaram
no grupo tratado ja na semana 01 e retornaram aos valores pré-tratamento na semana 16

(P<0.01) conforme ilustrado pelas tabelas 4, 5 e 6 respectivamente.

O grupo controle apresentou reducao da integridade de membrana plasmatica e
acrossomal (P<0.027), da estabilidade (P<0.023), do potencial de membrana mitocondrial

(P<0.04) e da producao de H>O, (P<0.01).

A motilidade total ndo apresentou diferenca estatistica (Tabela 7), enquanto a
motilidade progressiva reduziu ao longos das semanas em ambos os grupos (Tabela 8).
Ja o numero de espermatozoides rapidos apresentou diminui¢do ao longo do tempo

apenas no grupo controle (Tabelas 9).

Experimento 02

Nao ocorreu reducdo do FSH sérico, porém houve reducdo do LH sérico da
semana 01 (P>0.001) até o final do experimento. A testosterona sérica diferiu nas semanas
06 e 16 (P>0.033) enquanto as concentragdes de sulfato de estrona, inibina-B ¢ AMH nao

exibiram variacao significativa (Tabela 10).

A motilidade total e progressiva, o numero de espermatozoides rapidos ¢ a
integridade de membrana plasmatica e acrossomal ndo apresentaram alteragao

significativa durante o periodo de avaliacao (Tabela 11).

Um garanhdo subfértil (1/4) aumentou em 100% o numero total de
espermatozoides ap6s 30 dias de tratamento. Ja apos o tratamento o animal manteve 40%

acima a producdo espermatica em relagdo aos valores pré-tratamento (Fig. 04) .
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Figura 01. Niveis séricos de hormonio anti-mulleriano (AMH), testosterona, sulfato de
estrona e inibina-B em garanhdes tratados (Grupo tratado) com lecirelina e garanhdes que

nao receberam nenhum tratamento (Grupo controle) durante 16 semanas de avaliacao.
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Figura 02. Nivel sérico de LH durante as primeiras 24 horas (A), e ao longo das 16
semanas de avalia¢dao (B), nos animais que receberam a aplicacdo de lecirelina (grupo

fértil) e nos animais que nao receberam nenhum tratamento (grupo controle).
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Figura 03. Numero de espermatozoides totais (milhdes/ml) de garanhdes tratados com
lecirelina (Grupo Fértil, n=4) e garanhdes que ndo receberam nenhum tratamento (Grupo

Controle, n=3).
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Figura 04. Numero de espermatozoides totais do ejaculado de quatro garanhdes

subférteis tratados com lecirelina.
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Tabela 1. Média e desvio padrdo da integridade de membrana plasmatica e acrossomal de garanhdes dos grupos fértil e controle.

Semanas
Grupos
0 1 2 4 6 7 8 9 12 16 P
Fértil 74,6 £7,6 82,2+ 2,98 79+59 773+7,9 79,25+ 4,5 80+6,3 80+ 3,7 80,3+6,3 76 +5,8 75,8 +£3 0,699
Control 87,3+6,la 78, 7+t10ab  78,2+6,lab 79,6+13,8ab 80,7+12,8ab 66+155b 72,4+223ab 73,43+ 18,28ab 75,1 £10,35ab 84,3 +4,55ab 0,027
P 0,063 0,532 0,865 0,790 0,839 0,158 0,521 0,503 0,892 0,071
*Médias seguidas pela mesma letra maitiscula na coluna e minuscula na linha, ndo apresentaram diferengas estatisticas significativas (P>0,05) pelo Teste de Tukey.
Tabela 2. Média e desvio padrao da peroxidacao lipidica de garanhdes dos grupos fértil e controle.
Semanas
Groups
0 1 2 4 6 7 8 9 12 16 P
Treated 900,74216,4 744+ 159,6 932,7+248,6 8452+ 142 899+ 245.7 1069 + 131,5 1082 £ 150,6 975,7 £275 923,7+ 124 883,2+52,4 0,306
Control 1096 +244,5 866 + 50,5 821 £89,5 996 +£101,4 1104+211,8 1130+ 72,5 1186 £ 118 860+ 9,5 988 + 49,1 909,6 +£ 183 0,050
P 0,313 0,265 0,500 0,181 0,301 0,523 0,371 0,511 0,443 0,782
*Meédias seguidas pela mesma letra maitiscula na coluna e minuscula na linha, ndo apresentaram diferengas estatisticas significativas (P>0,05) pelo Teste de Tukey.
Tabela 3. Média e desvio padrdo da anion superéxido de garanhdes dos grupos fértil e controle.
Semanas
Groups
0 1 2 4 6 7 8 9 12 16 P
Treated 31,3+ 7,5A 28,9+ 2,8 254+78 28,5+7 30,9+ 1,4 38,8+ 16 27,1+5,7 28+73 26+ 1,1 45,5+ 19 0,169
Control 13,8+ 7B 27,2+8,7 29,6 +£5,2 22,5+3,3 26,5+ 3,6 33+£16,2 293+ 18 29,3+ 14,8 26,7+ 12 19,5+3,7 0,056
P 0,026 0,719 0,469 0,240 0,073 0,683 0,828 0,885 0,995 0,084

*Médias seguidas pela mesma letra maitiscula na coluna e minuscula na linha, ndo apresentaram diferengas estatisticas significativas (P>0,05) pelo Teste de Tukey.
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Tabela 4. Média e desvio padrdo da estabilidade de membrana plasmaética e acrossomal do ejaculado de garanhdes dos grupos fértil e controle.

Semanas
Groups
0 1 2 4 6 7 8 9 12 16 P
Treated 40,8 + 8,6aA 61 +£3,3ab 66,7 + 6,6ab 71,2 +6,9b 66,7+ 1,9 ab 70 £3,3b 70 £5,9 ab 69,7+7,7 ab 70,7+ 1,2 ab 50,6 + 14,9aA <0,001
Control 65,3 +15,9abB 56,9 +10,8a 59,4 +7,3ab 78,6 +3,9b 70,4 + 3,8ab 66,5 = 16,9ab 68,9 + 18,2ab 69,2 +15,2 ab 69,5 + 12ab 79 +4,5bB 0,023
P 0,0045 0,490 0,224 0,165 0,154 0,743 0,911 0,962 0,847 0,026

*Médias seguidas pela mesma letra maitiscula na coluna e minuscula na linha, ndo apresentaram diferengas estatisticas significativas (P>0,05) pelo Teste de Tukey.

Tabela 5. Média e desvio padrdo da potencial de membrana mitocondrial do ejaculado de garanhdes dos grupos fértil e controle.

Semanas
Grupos
0 1 2 4 6 7 8 9 12 16 P
Fértil 45,77 £ 10Aa 61,4£3,7b 682+75b 715+72b 67,6+29b 67,6+4,3b 70+ 4,6b 70,5+7,8b 712+1,8b 53,8 + 13,1 Aab <0,001
Control 75 +36 Bab 58,7+ 11,5a 63,5+ 6,1ab 79 £4,5b 71,7+ 3,5ab 68,2 + 16,8ab 69,5+17,9 ab 69,46 + 14,2ab 69,33 £ 10,98ab 77,6 = 5,15Bb 0,014
P 0,010 0,673 0,420 0,181 0,150 0,953 0,920 0,906 0,735 0,043

*Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maiuscula na linha, ndo apresentaram diferengas estatisticas significativas (P>0,05) pelo Teste de Tukey.

Tabela 6. Média e desvio padrao da geracao de peroxido de hidrogénio do ejaculado de garanhdes dos grupos fértil e controle.

Semanas
Grupos
0 1 2 4 6 7 8 9 12 16 P
Fértil 343 + 64,4 de 2242 +396¢ 582,2 +35abc 496 + 71,9bcd 441 £ 51,7 bed 653,5 + 125ab 598,5 + 108,6abc 411+859e¢ 359,2 + 65,6 de 680,2+110,7a <0,001
Control 451,3+59¢ 493,6 £74,7bc  747,3+£2759ab  587,3 +77,5abc 483 +£29,5 be 839,3 + 87a 603,6 + 88,8abc 4486 £63 ¢ 435+ 55¢ 609,3 +£76,5abc  <0,001
P 0,026 0,719 0,469 0,240 0,073 0,683 0,828 0,885 0,995 0,084

*Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maiuscula na linha, ndo apresentaram diferengas estatisticas significativas (P>0,05) pelo Teste de Tukey.
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Tabela 7. Média e desvio padrdao da motilidade espermatica total (%) de garanhdes dos grupos fértil e controle.

Semanas
Grupos P
0 1 2 3 4 5 6 8 9 10 12 16
Fértil 86,3 +84 90,0 +3,5 872+58 86,0 £ 6,0 87,6 £5,7 86,0 +9.,8 81,9+ 14,9 85,2+5,0 83,2+13,8 84,059 83,2+84 87,8 +4,0 0,060
Controle 88,2 £2.4 89,8+ 1,0 87,3+1,2 85,7+5,7 84,3 +6,1 86,3+3,0 78,3 +3.,8 79,7+9,5 77,3 +6,6 753 +13,2 79,7 +£ 6,6 85,7+5,0 0,050
P 0,625 0,940 0,982 0,944 0,495 0,958 0,710 0,435 0,530 0,287 0,571 0,751

*Médias seguidas pela mesma letra minascula na coluna e maiuscula na linha, ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas (P>0,05) pelo Teste de Tukey.

Tabela 8. Média e desvio padrdao da motilidade espermatica progressiva (%) de garanhdes dos grupos fértil e controle.

Semanas
Grupos P
(1} 1 2 3 4 5 6 8 9 10 12 16
Fértil 55,4 £ 8,2ab 56,9 +5,8a 56,9 = 7a 47,5 + 10,8abcd 49,9 + 12,6abc 47,2 + 5,2abed 46,1 + 15,6abed 45,0 + 7,4cd 45,2 + 8,5abed 41,6 + 8,3bcd 33,2+9,7d 38,2+ 17,8cd <0,001
Control 39,3+11,8 36,7+ 14,0 39+ 184 38,3+10,8 42,3+12,5 33,3+12,2 35,7+ 14,0 29,3+6,0b 37,7+ 13,6 253+5,0 25,7+5,5 33,0+ 10,4 0,018
P 0,084 0,045 0,128 0,316 0,468 0,091 0,403 0,260 0,403 0,031 0,286 0,391

*Médias seguidas pela mesma letra minascula na coluna e maiuscula na linha, ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas (P>0,05) pelo Teste de Tukey.

Tabela 9. Média e desvio padrdao do niumero de espermatozoides rapidos (%) de garanhdes dos grupos fértil e controle.

Semanas
Grupos P
0 1 2 3 4 5 6 8 9 10 12 16
Fértil 77,0£9,5 82,5+3,5 83,625 82,5+5,8 83,2+ 5,6 80,5+9,2 76,2 + 15,1 772 +5,6 76,8 £13,2 79,1 +£4,2 78,8+ 7,9 82,5+4,0 0,721
Controle 81,5+2,8ab 86,3+2,la 82,3+1,2ab 79,0 +5,6 79,7+ 6,5ab 823+47ab 72,7+4,5ab 70,3+ 14,6ab  70,7+9,lab 68,0 £ 14,5b 75,3 £ 6,1ab 80,0 £ 6,0ab 0,007
P 0,475 0,163 0,418 0,458 0,469 0,768 0,713 0,487 0,527 0,195 0,563 0,485

*Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maiuscula na linha, ndo apresentaram diferengas estatisticas significativas (P>0,05) pelo Teste de Tukey.
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Tabela 10. Média e desvio padrdao dos niveis séricos de FSH, LH, testosterona, sulfato de estrona, inibina-B ¢ AMH de garanhdes subférteis

tratados com lecirelina durante 8 semanas e avaliados por mais 8 semanas.

Semanas
Hormonios
0 2 4 6 8 10 12 16 P

FSH 24.95 + 10.024 2432 +1633 23.94 + 14.95 18,70 £ 11.57 1978 £9.13 16,76 + 8.65 19.43 +9.05 2003+ 11.1 0,556
LH 14,05 +4.71a 7.95+4.76 b 561+3.63b 433+333b 389+476b 3,16+2.11b 3.90+2.14b 6,40£569 b 0,001
Testosterona 666,88 +249,0ab  539,85+211,906ab  478,6 £223,606 ab 3023+ 54.62b  554,05+365,15ab 44223 +201,6ab 468,75+362,78ab 977,13+ 586a 0,033
f;'rf::; de 231,90 + 98,7 165.13 = 79,99 175,88 + 93.98 182,10495,16 211,93 + 132,42 153,28 = 84,25 1916 121,7 162,38+ 67,92 0,189
Inibina-B 68,50 + 41,85 70,85 + 39,76 69.28 + 50,57 85,38 = 63,95 97,85+ 71,71 79.35+ 53,07 78,20 + 56,02 66,08+ 46,68 0,068
AMH 36,11 + 21,99 38,18 +22.9 3721 422,09 36,96 + 22,97 37,29 + 23,59 35,14+ 23,68 40,05 £ 27.6 42,19+3429 0,543

*Meédias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maiuscula na linha, ndo apresentaram diferengas estatisticas significativas (P>0,05) pelo Teste de Tukey.

Tabela 11. Média e desvio padrao dos parametros de motilidade total, motilidade progressiva, nimero de espermatozoides rapidos, integridade de
membrana plasmatica e acrossomal, defeitos espermaticos totais e numero de espermatozoides totais de garanhdes subférteis tratados com lecirelina

durante 8 semanas e avaliados por mais 8 semanais.

Parametros Semanas

espermaticos 0 2 4 6 8 10 12 16 P
MT (%) 51,0 15,3 548 +5,7 52,8+ 17,8 50,0+ 11 57,2 £ 16,1 65,5+8,6 59,0+ 10,1 51,0 +£15,3 0,455
MP (%) 29,0+ 14,4 22,0+ 6,4 28,2 +£13,3 18,2+ 3,1 25,0+10,0 32,2+12,5 21,8+9,9 29,0 £ 14,4 0,099
RAP (%) 42,2+17,8 42,8 +2,6 432+17,8 39,0 £ 6,0 47,8+18,9 57,2+ 10,6 45,0+ 13,9 42,2+17,8 0,348

N° sptz totais (x10%/ml)  3840,0 +3300,7 2701,2+1115,8 4468,2+3357,5 482502474 4391,5+3277,4 4781,2+3953,7 2697,8+1275,9 2978 +1938,8 0,275

*Meédias seguidas pela mesma letra minascula na coluna e maiuscula na linha, ndo apresentaram diferengas estatisticas significativas (P>0,05) pelo Teste de Tukey.
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4. Discussao

A administragdo de lecirelina no primeiro dia de tratamento resultou em um
aumento inicial na concentracdo sérica de LH. Como esperado, o LH atingiu o pico
plasmatico 6 horas ap6s a administra¢do de lecirelina e voltou ao nivel basal apds 24h.
Esses resultados indicam uma bioatividade do andlogo de GnRH utilizado no presente

estudo.

Esses resultados diferem do implante de liberagdo lenta de GnRH, que
demonstrou diminuir gradualmente o LH para valores pré-tratamento apenas 5 dias apos
ainser¢ao do implante [11]. Esses achados sugerem que a administracao diaria de analogo
de GnRH permite que os niveis séricos de LH diminuam ciclicamente. No entanto, no
presente estudo embora a aplicagdo didria nao tenha reduzido o FSH, ocorreu supressao
de LH, que permaneceu mais baixo durante todo o periodo do estudo no grupo subfértil

e até a semana 16 no grupo feértil.

Um estudo anterior relatou diminuigdo significativa de LH e FSH apenas apds 3
meses de tratamento e utilizando uma dose alta de GnRH (120 pg) para fins
contraceptivos [11]. Ja doses mais baixas de GnRH (10 pg) ndo apresentaram efeito sobre
os niveis de FSH e LH [5]. Outro estudo com implante de deslorelina (4,7 mg) realizou
um desafio de hCG e sugeriu uma down regulation dos receptores de GnRH, apesar de
FSH e LH nao terem sido mensurados [13]. Esses achados podem indicar uma resposta
dose dependente para induzir a down regulation dos receptores de GnRH e,

consequentemente, a redugdo da liberagdao de LH e FSH.

O hormonio luteinizante estimula as células de Leydig a produzir testosterona, um
importante hormonio envolvido na espermatogénese € no comportamento sexual
masculino. Os presentes achados ndo demonstraram alteragdo em garanhdes férteis
tratados e garanhdes controle, apenas o grupo subfértil apresentou queda na 6* semana
em relacdo a ultima semana de avaliacdo. Falomo e colaboradores (2013) [12] usando
implante de liberacao lenta de deslorelina (4,7 mg) também observaram um declinio na

testosterona sérica, porém associado a diminui¢cdo no comportamento sexual.

Apesar da reducao da testosterona no grupo subfértil, nenhuma alteracao na libido

foi observada no presente estudo. Varios estudos também relataram ndo observar
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mudancas na libido e nos pardmetros seminais apos a terapia com GnRH em garanhdes
normais. De fato, Sieme (2004) [9] usando a mesma dose e frequéncia do presente estudo

(50 pg) observou um aumento na libido, mas a testosterona nao foi mensurada.

Ademais, doses elevadas de GnRH (50 mg) para fins contraceptivos nao
mostraram alteragdes nos parametros da libido e do s€émen [10]. Assim, ¢ presumivel que
a diminuic¢ao do nivel de testosterona plasmatica ndo tenha sido suficiente para afetar o
comportamento sexual dos garanhdes. Também ¢ importante ressaltar que tanto o
hormonio testosterona quanto o hormonio LH sofrem interferéncia do ciclo circadiano
[28] e podem ter oscilado de acordo com o momento do dia em que as amostras de sangue
foram coletadas. Esse padrao pulsatil de liberagao de LH explicaria a oscilagao dos niveis

plasmaticos de nos garanhdes do grupo controle.

Ao contrario do LH e da testosterona, a manutencao dos niveis de FSH evidencia
uma provavel manutengdo da funcionalidade das células de Sertoli, que tem um papel
crucial na espermatogénese. As células de Sertoli sdo estimuladas pelo FSH e sintetizam
AMH e Inibina-B, hormonios que alguns estudos t€ém sugerido como bons biomarcadores
para a funcionalidade das células de Sertoli [29-32]. No presente estudo ambos os
hormonios ndo foram afetados pela terapia com GnRH, indicando uma atividade normal

destas células durante o tratamento.

De fato, as células de Sertoli parecem ser estimuladas pela administracdo de
GnRH, pois no presente estudo o nimero de espermatozoides totais aumentou em
porcentagem no grupo fértil apos 30 dias de tratamento. Estudos demonstraram que a
testosterona ¢ o FSH inibem a apoptose das células germinativas [33, 34] assim, o
aumento de FSH e testosterona decorrentes da aplicacao de lecirelina, resultaria em maior
estimulo nas células de Sertoli e Leydig, com consequente redu¢do do processo de
apoptose. Desse modo, apesar do ciclo da espermatogénese em equinos ser de
aproximadamente 8 semanas [35, 36], uma redugdo na apoptose das células germinativas
durante a espermiogénese poderia ter elevado o niimero total de espermatozoides do

ejaculado.

Conforme esperado, no presente estudo os garanhdes subférteis apresentaram
resultados varidveis no nimero de espermatozoides totais. No garanhdo subfértil 4

observou-se elevagao da produgdo espermatica, mesmo apresentando LH baixo. Estudos
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anteriores indicam que embora o GnRH cause supressdo dos receptores a nivel cerebral,

a testosterona ¢ suficiente para manter a espermatogénese em equinos [9, 13, 14].

Os garanhoes subférteis 1, 2 e 4 ja tinham mais de 18 anos de idade e a senilidade
¢ uma causa conhecida de degeneracao testicular idiopatica, especialmente em garanhdes
acima de 15 anos [37]. A senilidade interfere no funcionamento das espermatogonias e
no ambiente testicular, reduzindo as reservas funcionais das células germinativas [38, 39].
Mudangas na expressao de alguns genes em espermatogonias senis afetam vias essenciais
ligadas a respostas a danos no DNA, estresse oxidativo e atividade mitotica [40]. Desse
modo, a terapia hormonal pode nao ter sido eficaz no garanhdo subfértil 1 por este ja

apresentar alteracoes do microambiente testicular.

Similarmente, o garanhdo subfértil 3, embora com apenas 8 anos de idade, ndo
apresentou melhora dos parametros espermaticos apos o tratamento com lecirelina. Esse
animal possuia um aumento de volume da cabeca do epididimo esquerdo e
hiperecogenicidade ao exame de ultrassonografia, achados similares foram observados
em animais acometidos por granuloma espermadtico [5, 41-45]. Infelizmente nao foi

possivel realizar uma bidpsia para confirmar a suspeita clinica.

Casos de granuloma espermatico geralmente apresentam baixa qualidade
espermatica e presenca de grande quantidade de cabegas isoladas no ejaculado,
evidenciando um impacto negativo na espermatogénese [41, 43]. Quadro semelhante foi
observado nesse garanhdo, evidenciando um comprometimento da funcdo testicular.
Resultado similar foi observado em bovinos, no qual o uso de andlogo de GnRH nao
melhorou a qualidade seminal de touros subférteis [46], demonstrando que o tratamento

com GnRH nao ¢ eficiente em todos os processos que reduzem a qualidade seminal.

No entanto, Evans & Finley (1990) [4] notaram estabilizacdo da qualidade
seminal, apds o tratamento com analogo de GnRH, em um garanhdao de 18 anos
diagnosticado com degeneragdo testicular. E interessante que mesmo com discreta
melhoria da qualidade seminal, o garanhdo que vinha progressivamente reduzindo sua
fertilidade, estabilizou os parametros espermaticos com o tratamento. Contrariamente,
Blue et al. (1991) [5] utilizando um agonista de GnRH em baixa dose diaria (10 pg) nao
observaram mudangas na biometria testicular, nimero total de espermatozoides e

motilidade progressiva em garanhdes férteis e subférteis.
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Ja Sieme et al. (2004) [9] utilizando a dose de 50 pg observaram um aumento na
motilidade progressiva e integridade da membrana plasmatica. Apesar de nossos achados
ndo terem mostrado diferenca estatistica na integridade da membrana, observou-se
aumento numérico de espermatozoides com membrana integra ao longo das semanas no
grupo fértil. Ademais, a estabilidade da membrana e o potencial mitocondrial melhoraram
ao longo do tempo (P<0,05). Esses resultados indicam uma melhora na atividade

metabolica dos espermatozoides de garanhdes tratados com GnRH.

Esta bem estabelecido que uma alta atividade mitocondrial no espermatozoide
equino correlaciona positivamente com a motilidade e fertilidade [47, 48]. Além disso, o
estresse oxidativo tem sido associado a fertilidade [49], pois os espermatozoides equinos
dependem principalmente da fosforilacdo oxidativa para a sintese de ATP e, como
resultado, liberam um grande ntimero de ROS [48, 50, 51]. Assim, o aumento na
producdo de H>O» evidenciados no presente estudo sugerem uma melhora no
metabolismo espermdatico mitocondrial, semelhante a achados anteriores que

demonstraram niveis elevados de ROS em espermatozoides de garanhdes férteis [48, 52].

Além disso, a membrana plasmatica do espermatozoide equino possui altos niveis
de acidos graxos poliinsaturados que os predispdem ao estresse oxidativo e a peroxidagao
lipidica [53, 54]. Assim, uma alta peroxidacao lipidica afeta diretamente a fun¢ao
mitocondrial e o movimento flagelar, culminando na perda da integridade de membrana
e da motilidade espermatica [55, 56]. No presente estudo ndo foram observadas alteragdes
na peroxidagdo lipidica no grupo fértil tratado (P>0,05), sugerindo que os fatores
antioxidantes protetores presentes nesses ejaculados foram capazes de neutralizar as

quantidades extras de ROS produzidas durante o tratamento.

Por outro lado, o grupo controle apresentou piora da qualidade espermatica
durante o periodo experimental. E provavel que a realizagdo de repetidas bidpsias pode
ter afetado negativamente esses parametros de forma transitéria. O garanhdo 1 do grupo
controle apresentou queda notoria da qualidade seminal ja apos a primeira biopsia, com
tendéncia a recuperacao, porém com nova queda apds a semana 9. Ja do grupo fértil um
garanhdo ap0s a bidpsia testicular apresentou um pequeno hematoma no local e redugdo

da qualidade seminal nas semanas subsequentes.
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Resultado semelhante foi encontrado por DelVento et al. (1992) [57], em que 8
de 9 garanhdes apresentaram hemorragia da tunica albuginea e inflamagdo moderada.
Assim, a biopsia testicular ndo ¢ um exame de rotina devido ao seu potencial risco ao
testiculo embora alguns autores tém relatado a biopsia testicular como uma técnica segura

e sem prejuizos a qualidade seminal [27, 58].

Os garanhdes do grupo subfértil ndo foram submetidos a biopsia testicular devido
ao seu risco em potencial ao testiculo. Mesmo assim, o tratamento com o andlogo de

GnRH nao resultou em melhora da qualidade espermatica.

Em homens, acredita-se que a subfertilidade e infertilidade idiopatica € causada
em sua maioria por alteracdes testiculares e ndo hipotalamicas ou hipofisarias. A alta
producao de FSH e LH em homens oligospérmicos indica uma incompeténcia das células
de Leydig e dos tiibulos seminiferos na inibi¢do desses hormodnios e, consequente,
hipersecrecdo de gonadotrofinas na tentativa de manter o funcionamento normal da
reproducao [59]. Assim, em homens com hipogonadismo central, quando os niveis de
gonadotrofinas (FSH e LH) circulantes estdo baixos, preconiza-se o tratamento com

GnRH para restauracao da espermatogénese [60,61].

Os garanhdes subférteis do presente estudo apresentavam niveis de FSH e
LH elevados (24 e 14 ng/ml, respectivamente), porém sem redugao do nivel de sulfato de
estrona sérico (231 ng/ml). Os niveis de FSH e LH observados em garanhdes férteis sdo
em média 5.5 e 3.5 ng/ml, respectivamente [10, 11, 62, 63]. Embora alguns estudos
mostrem niveis séricos entre 18-33 e 43-52 ng/ml em garanhdes férteis [14, 64]. Desse
modo, a reposicao hormonal ndo seria o tratamento indicado os animais deste estudo, ja
que em garanhdes, recomenda-se que terapias com GnRH sejam realizadas em animais
com baixos niveis de LH e FSH séricos [62]. Ademais, garanhdes com grau de

degeneracao testicular muito avangado dificilmente respondem a qualquer terapia [7].

Concluimos que a aplicagdo de lecirelina ndo causou redugdo da qualidade
seminal em garanhdes normais e subférteis. Essa terapia hormonal apresenta uma resposta
individual, a depender da etiologia da subfertilidade que acomete o animal. Dessa forma,
o aumento da producdo espermatica, da estabilidade e potencial de membrana
mitocondrial demonstram que o tratamento pode ser aconselhdvel em determinados casos

de subfertilidade.
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Supplementary Table 1. CASA settings for analysis of stallion semen. [on-line version
only]

Features Setting
Image capture (frames/s) 60 Hz
Image capture (no. frames) 45

Cell detection (minimum contrast) 80

Cell detection (minimum cell size) 5 pixels
Defaults (cell size) 5 pixels
Defaults (cell intensity) 70
Progressive cells (VAP) 70 pum/s
Progressive cells (STR) 80%

Slow cells (static: VAP cutofY) 30 um/s
Slow cells (static: VSL cutoff) 20 pm/s
[llumination: intensity 2,100
[llumination: photometer 50

Video source (dark field) 60 Hz
Static intensity gates (min and max) 0.48 and 1.45
Static elongation gates (min and max) 0 and 97
Chamber-type Makler!
Temperature 38°C
Field selection Automatic

VAP average path velocity pm/s, VSL velocity straight line pm/s; STR straight %
'Hamilton Thorne Research, Beverly, MA, USA (chamber depth 10.0 um, stage position 14.3 mm)
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