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CAVALERO, T.M.S. BIOMARCADORES DE FERTILIDADE E PRODUÇÃO 

ESPERMÁTICA DE GARANHÕES TRATADOS COM ANÁLOGO DE GnRH 

(LECIRELINA). Botucatu – SP. 2023. 80p. Tese (Doutorado) – Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

Resumo 

O uso de biotecnologias aplicadas ao sêmen é pouco eficaz em processos que reduzem 

drasticamente a produção espermática, como a senilidade e disfunções endócrinas. Nesses 

processos, o uso de GnRH tem ocasionado melhora da quantidade e qualidade 

espermática em algumas espécies. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a eficácia e os 

efeitos adversos da aplicação de GnRH em garanhões na melhora da qualidade seminal. 

No experimento 01 foram utilizados garanhões com qualidade espermática normal, 

divididos em grupo controle (n=3), e tratado (n=4). O grupo tratado recebeu doses diárias 

de lecirelina (50 µg;im) durante 60 dias, ambos os grupos foram avaliados durante o 

tratamento e por mais 60 dias após o término do tratamento. Amostras de sêmen e soro 

sanguíneo foram semanalmente coletadas. No Exp. 02 foram utilizados garanhões 

subférteis (n=4), com histórico de ≤ 20% de taxa de concepção, baixa qualidade ou 

produção espermática. Os subférteis foram submetidos ao mesmo tratamento do Exp.01, 

porém com avaliações quinzenais dos parâmetros espermáticos e hormonais. Em ambos 

os experimentos a resposta testicular endócrina 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 níveis séricos de FSH e LH por 

radioimunoensaio. Os parâmetros espermáticos avaliados foram número de 

espermatozoides totais (NET); cinética espermática pelo sistema CASA (IVOS Version 

12 Hamilton Thorne Research, MA, USA): motilidade total e progressiva, número de 

espermatozoides rápidos; e análise morfofuncional por citometria de fluxo: potencial de 

membrana mitocondrial, integridade de membrana plasmática e acrossomal, estabilidade 

de membrana plasmática, peroxidação lipídica e produção de espécies reativas de 

oxigênio. Os resultados hormonais e espermáticos foram comparados semanalmente com 

os valores pré-tratamento durante todo o período experimental. Os parâmetros avaliados 

foram analisados dentro de cada momento pelo teste t (Student) e dentro de cada grupo 

pela análise de medidas repetidas no tempo (One-way repeated measures). O perfil sérico 

de AMH, inibina-B e sulfato de estrona não alteraram com o tratamento em nenhum 

experimento. No Exp.02 não ocorreu redução do FSH, porém o LH diminuiu da semana 



   

 

 

1 (P>0.001) até o final do experimento. A testosterona sérica apresentou diferença entre 

as semanas 6 e 16 (302 vs 977 pg/ml, respectivamente P<0,033) e um garanhão subfértil 

aumentou o NET em 100% na semana 4. No Exp.01 o NET do grupo tratado aumentou 

em 50% após 4 semanas de tratamento e se mantiveram elevados até o final da avaliação. 

A estabilidade de membrana e o potencial de membrana mitocondrial aumentaram uma 

semana após o início do tratamento (P<0,001) no grupo tratado, retornando aos valores 

pré-tratamento 60d após o fim da aplicação. Em conclusão, embora o tratamento tenha 

ocasionado queda da testosterona sérica em alguns animais, outros hormônios indicadores 

da funcionalidade testicular não foram afetados. Já o aumento da produção espermática, 

da estabilidade e potencial de membrana mitocondrial demonstram que a terapia com 

lecirelina pode ser benéfica em determinados casos de subfertilidade. 

Palavras-chave: subfertilidade, sêmen, equinos, função 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 

Veterinária 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 µg;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. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

   Os garanhões, diferentemente do que ocorre com os machos de outras espécies, 

são selecionados devido a sua performance atlética e não pelo desempenho zootécnico. 

Durante a vida atlética esses animais estão vulneráveis a lesões inerentes à prática de 

qualquer esporte e quando terminam sua campanha esportiva são colocados para a 

reprodução, já com uma idade relativamente avançada. Esses fatores fazem com que os 

garanhões apresentem menor fertilidade, de modo que em vários casos é necessário o uso 

de terapias e biotecnologias aplicadas ao sêmen para tentar melhorar a qualidade seminal 

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

    O uso de biotecnologias na manipulação do sêmen é pouco eficaz em processos 

que reduzem drasticamente a produção espermática, como a senilidade, aplicação de 

esteroides e alterações na termorregulação testicular. Alterações endócrinas, hipofisárias, 

hipotalâmicas ou qualquer tipo de disfunção que cause desequilíbrio nos mecanismos 

neuroendócrinos de regulação da função testicular também impactam negativamente na 

produção espermática (BLANCHARD; VARNER, 1992; ROSER, 2008; 

ALVARENGA; PAPA, 2009). Nesses casos, o uso de terapias hormonais pode aumentar 

a quantidade e qualidade da produção espermática (HINOJOSA et al., 2001). 

   A aplicação exógena de GnRH tem sido associada a dessensibilização de seus 

receptores em ratos (WARD et al., 1989; GUARRACI et al., 2021), suínos (KOPERA et 

al. 2009) e cães (JUNAIDI et al. 2009), acarretando em redução drástica da 

espermatogênese. Em touros os implantes subcutâneos de deslorelina levaram a down 

regulation dos receptores de GnRH. No entanto, os níveis séricos de testosterona e o 

processo de espermatogênese não foram suprimidos (D’OCCHIO et al. 2000). 

   Em garanhões férteis a utilização de implantes de deslorelina, um agonista de 

GnRH, causou supressão dos receptores de GnRH, porém os níveis de testosterona bem 

como a produção espermática não foram alterados (GAUTIER et al. 2018). Já Falomo et 

al. (2013) observaram redução do comportamento sexual e da concentração sérica de 

testosterona 42 dias após a inserção do implante. 

   Contrariamente, a aplicação diária por via intramuscular de buserelina, outro 

análogo de GnRH, resultou em melhora do comportamento sexual, da motilidade 

progressiva, da integridade de membrana plasmática e acrossomal e reduziu o período de 
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 latência até a ejaculação em garanhões bons e maus congeladores (SIEME et al. 2004). 

Similarmente, a aplicação de buserelina diariamente em ovinos resultou em aumento da 

motilidade espermática e redução dos defeitos de peça intermediária e cauda (GIRIBONI 

et al. 2019). 

           Em garanhões subférteis o GnRH exógeno levou a um aumento na 

produção espermática diária e melhora da cinética espermática (EVANS et al., 1990; 

BRINSKO, 1996; BRINSKO et al., 1998). Os garanhões, ao contrário do observado em 

outras espécies, parecem ser resistentes a down regulation induzida pela administração 

exógena de GnRH (BRINSKO, 1996). 

    Estudos sugerem que cada espécie apresente uma resposta individual a 

tratamentos com GnRH. Em equinos, embora a aplicação exógena de GnRH cause 

dessensibilização dos receptores hipofisários, a produção de testosterona parece 

permanecer normal e é suficiente para manter a espermatogênese (MOTOVAN et al., 

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

  Diferentemente de um implante de liberação lenta que mantém o GnRH 

constantemente elevado, a aplicação diária poderia causar um menor efeito a nível 

hipotalâmico-hipofisário. Assim, é provável que a aplicação diária de GnRH permita que 

os níveis séricos diminuam ciclicamente, reduzindo o feed back negativo a nível 

hipofisário. Desse modo, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o perfil hormonal sérico, a 

cinética, morfologia e viabilidade espermática nos testículos de garanhões férteis e 

subférteis antes, durante e após o tratamento diário com GnRH exógeno. 
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 2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Neuroendocrinologia da Reprodução 

  A manutenção de uma função testicular normal é dependente de uma 

comunicação funcional entre o eixo hipotalâmico-hipofisário-gonadal. Essa comunicação 

envolve um mecanismo de feedbacks regulados por sinalizações endócrinas, parácrinas e 

autócrinas. Embora os mensageiros provenientes dessas vias de comunicação do eixo 

hipotalâmico-hipofisário-gonadal, bem como as estruturas anatômicas envolvidas nesse 

processo, estejam bem identificadas, a maneira como esses mensageiros se relacionam e 

modulam a atividade reprodutiva ainda não foi completamente esclarecida (ROSER, 

2008).  

  O GnRH é produzido em padrões pulsáteis pelo hipotálamo, e por meio dos 

neurônios hipotalâmicos atinge a glândula hipófise e promove a produção dos hormônios 

folículo estimulante (FSH) e luteinizante (LH). O hormônio LH atua nas células de 

Leydig, induzindo a esteroidogênese (andrógenos e estrógenos). A produção do hormônio 

testosterona pelas células de Leydig é fundamental para o desenvolvimento das 

características físicas e comportamentais do macho devido as suas funções anabólicas e 

androgênicas. A testosterona produzida se difunde pelos túbulos seminíferos e induz a 

produção de diversos fatores que iniciam e mantem o desenvolvimento das células 

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

   Já o FSH apresenta receptores nas células de Sertoli, estimulando a produção de 

estrógenos, inibina, ativina, bem como a gametogênese (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 transformação de 

crescimento beta (TGF-β), interleucinas e proteínas ligantes de andrógenos (ABP) 

(SHARPE, 1983). As ABP’s são glicoproteínas que carreiam especificamente os 

hormônios testosterona, di-hidrotestosterona e 17β estradiol. A ligação desses hormônios 

às ABP’s aumenta sua lipossolubilidade, concentrando-os no ambiente testicular, no qual 

são fundamentais para a espermatogênese (ROSER, 2001; ROSER, 2008). 

  Um feed back negativo promove a manutenção dos níveis hormonais em 

equilíbrio. Desse modo, o aumento do FSH circulante induz a produção do hormônio 

inibina, que causa um feed back negativo para a produção do hormônio FSH. De forma 
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 oposta, quando os níveis de FSH estão baixos, as células de Sertoli produzem o hormônio 

ativina, que parece estimular sua produção, gerando um feed back positivo para o FSH 

(ZIRKIN et al., 1994).  

  Estudos sugerem que o FSH tenha uma função essencial no desenvolvimento e 

proliferação das células de Sertoli antes da puberdade. O FSH associado a testosterona 

durante esse período estariam relacionados com a ativação da diferenciação e maturação 

necessários para induzir a expressão gênica de fatores parácrinos essenciais às células 

germinativas (JOHNSON et al., 1991).  

  Embora o hormônio FSH seja fundamental para a espermatogênese durante a 

puberdade, sua importância na regulação da produção espermática em mamíferos adultos 

ainda é questionável (ZIRKIN et al., 1994). Camundongos imunizados com anticorpos 

anti-GnRH mantiveram a espermatogênese normal, sugerindo que apenas a testosterona 

seria suficiente para manter a função testicular (ROBERT; ZIRKIN, 1991). 

Contrariamente, garanhões vacinados com antagonistas de GnRH apresentaram queda 

tanto nos níveis séricos de testosterona quanto na produção espermática diária (STOUT, 

2005). 

  De acordo com ZIRKIN et al. (1994) ambos os hormônios, FSH e testosterona, 

seriam importantes para regulação da espermatogênese. A testosterona como um fator 

parácrino agiria na manutenção da qualidade de formação das células germinativas, 

enquanto o FSH atuaria diretamente nas fases pré e pós-meióticas, contribuindo 

quantitativamente na produção de células germinativas durante a espermatogênese.  

  O estrógeno também apresenta funções importantes tanto na produção 

espermática quanto na modulação das funções celulares dos testículos, e em garanhões o 

ambiente testicular apresenta concentrações de estrógenos extremamente elevadas 

quando comparado as demais espécies. Acredita-se que o estrógeno estava envolvido na 

diferenciação das células de Sertoli e na maturação das células de Leydig (ROSER, 2008).  

   O funcionamento testicular normal também é regulado por outros sinalizadores 

como o hormônio tireoideano, hormônio do crescimento e a prolactina. A prolactina está 

envolvida na indução da transcrição de receptores de estrógeno e, juntamente com o 

hormônio luteinizante (LH) e o hormônio do crescimento, controlam a síntese de 

receptores de LH nos testículos (HONDO et al. 1995; COOKE et al., 2004). 
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   O hormônio tireoideano é responsável pela regulação e transporte de colesterol 

para o interior mitocondrial das células de Leydig, de modo que uma redução no 

hormônio tireoideano acarreta em redução na produção de testosterona (COOKE et al., 

2004). Já o hormônio do crescimento tem sido relacionado com a inibição da liberação 

de LH e aumento nas concentrações testiculares de IGF-1 (ROSER, 2008). Tratamentos 

com o hormônio do crescimento aumentam a concentração plasmática de IGF-1 e 

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

  Estudos tem evidenciado uma participação ativa do IGF-1 na síntese de 

testosterona, na diferenciação das espermatogônias tipo A, na síntese de DNA nas 

espermatogônias até a fase pré-meiótica, além de efeitos anti-apoptóticos nas células de 

Leydig e células germinativas. O IGF-1 possui receptores nas células germinativas, 

células de Leydig, Sertoli e também nas células peritubulares miódes e é estimulado pelo 

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

  Em garanhões subférteis os níveis de IGF-1 não diferiram em comparação a 

garanhões férteis, sugerindo-se que este fator não seja um biomarcador de fertilidade 

confiável (NOVAK et al., 2010; HESS; ROSER, 2011). No entanto, este conceito 

continua controverso, já que alguns autores têm atribuído altas concentrações de IGF-1 

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

2.2. Espermatogênese 

 A espermatogênese é o processo em que ocorre a divisão e o desenvolvimento dos 

espermatozoides. Mecanismos endócrinos, parácrinos e autócrinos de comunicação são 

responsáveis pela manutenção da função testicular, coordenando a proliferação, divisão 

e diferenciação celular. Esse processo biológico ocorre no interior dos túbulos 

seminíferos, que são formados por células somáticas (Células de Sertoli e Células 

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

 Os túbulos seminíferos são divididos em compartimento basal e adluminal, sendo 

o compartimento basal circundado pelo interstício testicular que é composto por tecido 

conjuntivo, vasos sanguíneos e linfáticos, nervos e células de Leydig. Já o compartimento 

adluminal é protegido pela barreira-hematotesticular, formada pelas células de Sertoli, 

que formam o principal componente estrutural do epitélio seminífero (JOHNSON et al., 

1997; JOHNSON et al., 2008). 
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  A presença da barreira-hematotesticular mantém as espermatogônias e os 

espermatócitos primários no compartimento basal enquanto os estágios mais avançados 

do desenvolvimento acontecem no compartimento adluminal. Essa organização estrutural 

isola os tipos de células germinativas mais avançadas (espermatócitos e espermátides) do 

sistema imunológico para que seus antígenos não estimulem uma resposta autoimune 

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

 A esteroidogênese é em grande parte realizada nas células de Leydig, que 

produzem grandes quantidades de testosterona. Após a puberdade as células de Leydig 

maduras possuem alta expressão de receptores de LH. Esses receptores quando ativados 

induzem a degradação do colesterol e formação de pregnolona no interior das 

mitocôndrias. Posteriormente o retículo endoplasmático liso transforma a pregnolona em 

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

 Grande produção de estrógeno também é observada nas células de Leydig. Esse 

processo é 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 estrógenos em garanhões 

(SIPAHUTAR et al., 2003). 

 A espermatogênese na espécie equina requer aproximadamente 57 dias e é 

subdividida em três fases: espermatocitogênese, meiose e espermiogênese. A 

espermatocitogênese é caracterizada por sucessivas divisões mitóticas das 

espermatogônias e dura aproximadamente 19 dias (JOHNSON et al., 1997; JOHNSON 

et al., 2011). Parte dessas espermatogônias permanecem indiferenciadas para reposição 

das células da linhagem, enquanto outras rapidamente se diferenciam em espermatócitos 

primários (JOHNSON et al., 1995).  

 Em garanhões são descritos cinco subtipos de espermatogônias: Al, A2, A3, Bl e 

as espermatogônias B2, que se transformam em espermatócitos primários após a divisão. 

A espermatocitogênese é um processo de grande produção de espermatogônias associado 

a altas taxas de apoptose dessas células. 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 espermatogênese é denominada meiose e tem início com a 

primeira divisão meiótica. Nessa fase ocorre duplicação do material genético e crossing 

over entre os cromossomos homólogos, formando duas células haploides (n=32), os 

espermatócitos secundários. Porém, as cromátides irmãs de cada cromossomo ainda estão 

unidas nessa etapa, assim, na segunda divisão meiótica as cromátides irmãs se separam e 

formam as espermátides (JOHNSON et al., 1990). Esse é o período mais longo de todo o 

processo, demorando cerca de 20 dias (JOHNSON et al., 1997; BRITO et al., 2007; 

JOHNSON et al., 2011). 

 A espermiogênese é a fase final da produção espermática, na qual as espermátides, 

de formato arredondado, passam por sucessivas alterações morfológicas para se tornarem 

um espermatozoide. A formação do flagelo, por meio da migração dos centríolos e 

formação do axonema é iniciada logo após o fim da meiose. Conforme as espermátides 

se alongam as mitocôndrias também se organizam na região proximal ao longo da peça 

intermediária, constituindo a bainha mitocondrial (JOHNSON et al., 1990; JOHNSON et 

al., 2008; JOHNSON et al., 2011; JUNQUEIRA, 2013; O'DONNELL, 2014). 

 Enquanto os centríolos migram para o pólo oposto, no complexo golgiense ocorre 

a formação e diferenciação do grânulo acrossomal em acrossoma, vesícula repleta de 

enzimas hidrolíticas que recobre parte do núcleo do espermatozoide. Também ocorre 

redução do citoplasma com eliminação do corpo residual, que é fagocitado pela célula de 

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

 Simultaneamente, as espermátides sofrem condensação nuclear, onde as histonas 

são substituídas por protaminas, levando a uma compactação da cromatina. Esse 

mecanismo torna o material genético inacessível a nucleases ou agente mutagênicos 

(OLIVA, 2006). A estabilidade da cromatina espermática é importante para garantir a 

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

 Por fim, acontece a espermiação, evento pelo qual as espermátides alongadas 

sofrem sua remodelação final e liberam do espermatozoide no lúmen dos túbulos 

seminíferos (O'DONNELL, 2011). Esse processo de espermiogênese é 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 saírem do testículo precisam passar pelo 

processo de maturação para adquirir capacidade fecundante, o que ocorre durante a 

passagem dos espermatozoides pelo epidídimo (GATTI et al., 2004). Em garanhões, o 

trânsito epididimário 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 são uma das células mais complexas do corpo, com uma 

habilidade extraordinária de mudar continuamente de forma e modificar suas funções 

para coordenar a espermatogênese. As funções das células de Sertoli incluem fornecer 

suporte estrutural e nutrição para células germinativas em desenvolvimento, fagocitose 

de células germinativas em degeneração e corpos residuais, liberação de espermátides na 

espermiação e produção de uma série de proteínas que regulam e/ou respondem à 

liberação de hormônios hipofisários e que influenciam a atividade mitótica das 

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

Ademais, são o primeiro tipo de célula somática a se diferenciar durante o 

desenvolvimento embrionário e, portanto, desempenham um papel fundamental no início 

e manutenção do desenvolvimento testicular (RUSSEL; GRISWOLD, 1993). As células 

de Sertoli também são importantes na definição 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 expressão de vários genes e fatores que promovem a 

diferenciação das células de Sertoli e o desenvolvimento da gônada masculina 

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

Após o nascimento, um evento chave no estabelecimento da espermatogênese é a 

migração dos gonócitos para a base dos túbulos seminíferos, e a retomada da atividade 

proliferativa para estabelecer a população de espermatogônias. A população de 

espermatogônias é mantida em um microambiente especializado, chamado de “nicho”, 

que sustenta sua autorrenovação. As células de Sertoli são um dos principais contribuintes 

para a retomada da atividade mitótica e do equilíbrio desse microambiente. 

Experimentalmente, o aumento do número de células de Sertoli causou um incremento 

correspondente no número de nichos de espermatogônias (DE ROOIJ; DIRG, 2015). 
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 As células de Sertoli proliferam durante os períodos fetal e neonatal, cessando a 

proliferação durante a puberdade, quando começam sua diferenciação terminal na forma 

adulta, constituindo uma população estável no túbulo seminífero (FRANÇA; GARCIA, 

2005). Porém, alguma proliferação durante a idade adulta ainda pode ocorrer em certas 

circunstâncias, por exemplo, em algumas formas de infertilidade e em espécies com 

atividade reprodutiva sazonal. O garanhão é um exemplo de espécie com flutuações 

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

Depois de se tornarem maduras, as células de Sertoli passam a participar da 

proliferação de espermatócitos primários, do desenvolvimento das junções de oclusão que 

formam a barreira hematotesticular e da formação do lúmen tubular devido à secreção de 

fluidos em direção aos centros dos cordões seminíferos pelas células de Sertoli (RUSSEL 

& GRISWOLD, 1993). 

A célula de Sertoli adulta é uma célula grande, com uma superfície achatada em 

contato com a membrana basal do túbulo seminífero. Essas células também apresentam 

um citoplasma extenso com numerosos prolongamentos laterais e apicais. Esses 

processos citoplasmáticos entram em contato com células germinativas em todos os 

diferentes estágios 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 espermatogônia, quanto para espermátides alongadas 

altamente especializadas. Cada célula de Sertoli está em constante adaptação 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 seminífero (Fig. 1) mostra espermatogônias 

localizadas na base do túbulo seminífero, espermatócitos no meio e espermátides 

próximas ao ápice do epitélio seminífero. Demonstrando assim a progressão do 

desenvolvimento da célula espermática menos madura para a mais madura à medida que 

se movem em direção ao lúmen (AMANN, 1970), onde são liberadas como 

espermatozoides pelo processo de espermiação (JOHNSON et al., 2008). 
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Figura. 1. Túbulo seminífero visto por microscopia de campo claro. As células mióides (MC) marcam os 
limites externos do túbulo seminífero e as células de Sertoli contendo núcleos de forma variada (SC) 
fornecem suporte estrutural para a espermatogênese. Cortes de retículo endoplasmático liso (SER) e do 
aparelho de Golgi (GA; que dá origem ao acrossoma de espermátides) são observáveis. Espermatogônia 
tipo A (A), espermatócito primário (P), espermatócito secundário (SS), espermátide inicial (Sa) e 
espermátide alongada (Sd1) caracterizam esse túbulo seminífero de estágio V. O comprimento da barra é 
igual a 12 μm. Fonte: Johnson et al. (2008). 

Em garanhões, o número de células de Sertoli é correlacionado com o peso 

testicular (r2 = 0.68) e a produção espermática (r2 = 0.68) (CHAUDHARY et al., 2005). 

A proliferação pós-natal das células de Sertoli é regulada por fatores endócrinos e 

parácrinos, incluindo ativina, estrógeno, hormônio tireoidiano e FSH. Alterações nesses 

fatores no período pós-natal causam mudanças permanente no número de células adultas 

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

O Hormônio folículo estimulante (FSH) é um dos principais hormônios 

reguladores das células de Sertoli, estimulando a produção de fatores que são requeridos 

pelas células espermáticas em desenvolvimento (WALKER; CHENG, 2005). Sob 

influência do FSH as células de Sertoli produzem diversos fatores como o GDNF (fator 

neurotrófico derivado da célula glial), um membro da superfamília TGF-β, que regula a 

proliferação das espermatogônias e a manutenção do microambiente dos túbulos 

seminíferos (SUN et al., 2008). Outros fatores derivados das células de Sertoli também 

auxiliam na manutenção desse nicho, incluindo FGF2 e o fator inibidor de leucemia (LIF) 

(FEI-DA et al., 2019). 
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 Análises de microarranjos sugerem que, pelo menos 300 genes nas células de 

Sertoli são regulados positiva ou negativamente pelo FSH (McLEAN et al. 2002, 

SADATE-NGATCHOU et al. 2004). A ligação de FSH aos seus receptores nas células 

de Sertoli estimulam diversas vias sinalização como a proteína quinase ativada pelo 

cAMP (AMPK). A via de sinalização da AMPK regula o metabolismo energético, a 

estabilidade do complexo juncional e a proliferação de espermatogônias (PETRICA et 

al., 2019). Ademais, a sinalização pela AMPK também regula a expressão do fator de 

células-tronco, que potencializa a sobrevivência e expansão das espermatogônias, bem 

como a aromatase, o ativador de plasminogênio e o fator de crescimento semelhante à 

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

A via AMPK também atua na enzima lactato desidrogenase, estimulando a 

conversão de piruvato em lactato, a principal fonte de combustível para as células 

germinativas em desenvolvimento. O lactato é uma fonte energética preferencial de 

espermatócitos e espermátides, sendo a maior parte fornecida pelas células de Sertoli 

(SHORT et al., 1994). 

As células de Sertoli também secretam glicoproteínas que facilitam o transporte 

de íons e hormônios, como as proteínas ligadoras de andrógenos (ABP’s), transferrinas e 

ceruloplasminas. Já o fornecimento de proteases e inibidores de protease é importante nos 

processos de remodelação tecidual que ocorrem, por exemplo, durante a espermiação ou 

no movimento de espermatócitos pré-leptótenos dentro do compartimento adluminal do 

túbulo seminífero. Além disso, as células de Sertoli secretam peptídeos vasoativos e 

taquiquininas que demonstraram, in vitro, induzir a liberação de lactato e transferrina, 

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

A espermatogênese normal é dependente de FSH, mas também de andrógenos, 

como a testosterona, produzidos pelas células de Leydig, sendo necessários para a 

espermatogênese quantitativamente normal. As células de Sertoli, diferente das células 

germinativas, expressam receptores de andrógenos e, portanto, são hormônios necessários 

para traduzir estímulos para as células germinativas. No entanto, é importante observar 

que há sinalização responsiva aos andrógenos em outras células somáticas, como as 

células peritubulares, que também auxiliam a espermatogênese (WALKER; CHENG, 

2005; O’DONNELL et al., 2022). 



21 

   

 

21 
 
 A sinalização dos receptores de andrógenos nas células de Sertoli é necessária 

para a conclusão da meiose e para garantir que as células germinativas no início da prófase 

adquiram competência para a divisão meiótica. A progressão através da espermiogênese 

também depende de sinais dependentes de andrógenos das células de Sertoli. Este fato 

indica que andrógenos afetam indiretamente a espermatogênese através das células de 

Sertoli, pois interagem diretamente com o desenvolvimento células germinativas e 

expressam receptores funcionais de andrógenos (WALKER; CHENG, 2005; 

O’DONNELL et al., 2022). 

Estudos em camundongos sem receptores de andrógenos nas células de Sertoli 

revelaram muitos genes e proteínas que provavelmente participam da regulação 

dependente de andrógenos do desenvolvimento de células germinativas (WILLEMS et 

al., 2010). Por exemplo, as células de Sertoli fornecem sinais essenciais para a 

sobrevivência das células germinativas à medida que avançam na espermatogênese, e a 

retirada de FSH e/ou testosterona resulta na indução de apoptose em estágios específicos 

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

As células de Leydig são células esteroidogênicas cujo principal papel é produzir 

andrógenos, como a testosterona, necessários para a fertilidade e virilidade. No testículo 

fetal de camundongo, as células de Leydig expressam CYP17A1 para produzir altos 

níveis do precursor de androstenediona, que é então convertido em testosterona nas 

células de Sertoli pela enzima HSD17B3. Enquanto as células de Leydig e as células de 

Sertoli cooperam para produzir andrógenos no testículo fetal, as células de Leydig são o 

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

Fatores imunomoduladores reguladores da função das células imunes intersticiais 

também são sintetizados pelas células de Sertoli mediante estímulo de andrógenos. Uma 

redução na expressão de receptores de andrógeno nas células de Sertoli compromete a 

função das junção oclusivas, alterando o privilégio imunológico dentro da barreira 

hematotesticular Assim, as células de Sertoli tem um papel chave na espermatogênese, 

regulando esse processo por meio de uma complexa sinalização parácrina, autócrina e 

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

Testosterona 

 O hormônio testosterona é produzido no parênquima testicular pelas células de 

Leydig e tem sido muito utilizado como um marcador reprodutivo em garanhões, 

auxiliando no diagnóstico de criptorquidismo, subfertilidade, baixa libido e degeneração 

testicular. Esse esteroide é praticamente indetectável no soro sanguíneo de machos 

castrados devido a ausência das suas células de Leydig, enquanto machos inteiros e 

criptorquídicos apresentam elevada concentração sérica. Embora a espermatogênese 

esteja comprometida em animais com criptorquidismo, a esteroidogênese permanece 

normal (ARIGUI et al., 1986; COX et al., 1986; ROSER, 1995; PALME et al., 1998; 

PARLEVLIET et al., 2011). 

 A secreção de testosterona segue um ciclo circadiano, apresentando maiores 

níveis circulantes no início da manhã e redução progressiva no período da tarde até a noite 

(BYERS et al., 1983). Potros com idade inferior a 2 anos possuem níveis basais 

significativamente menores em relação a garanhões adultos (HAMILTON et al., 1984; 

CLAES et al., 2013). Em garanhões entre 2 e 20 anos de idade, a concentração sérica 

desse hormônio varia entre 0.68 – 3.2 ng/ml. A sazonalidade da espécie influencia na 

secreção de testosterona ao longo do ano, sendo os maiores níveis 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 é uma ferramenta muito utilizada em insultos térmicos 

testiculares, evidenciando significativa queda em estudos utilizando insulação escrotal 

em touros (RIZZOTO et al., 2020), carneiros (ALVES et al., 2016) e garanhões 

(BLANCHARD et al., 2000). A aplicação de dexametasona, anti-inflamatório esteroide, 

também apresenta impacto negativo na secreção de testosterona em garanhões (ING et 

al., 2014). 

 Em garanhões com baixa libido e subfertilidade a dosagem de testosterona sempre 

foi muito utilizada para avaliar a função testicular. No entanto, diversos estudos tem 

evidenciado sua ineficácia no diagnóstico dessas afecções, já que em muitos casos a 

testosterona apresenta níveis normais em animais com disfunções reprodutivas (ROSER, 

1995; STEWART; ROSER, 1998, HINOJOSA et al., 2001). 
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  De acordo com Roser (1995), a testosterona e o estrógeno conjugado não diferem 

entre garanhões férteis, subférteis e inférteis. No entanto, resultados de estudos prévios 

utilizando aplicações de antagonistas de GnRH são contraditórios. Hinojosa et al. (2001) 

observou que a administração de Antarelix não alterou a concentração de testosterona 

sérica. Diferentemente, outros estudos observaram uma queda significativa na 

concentração deste hormônio durante o tratamento (STOUT, 2005; BALL et al., 2019).  

 Alguns pesquisadores sugerem que a dosagem de FSH e estrógeno fornecem mais 

informações sobre a função testicular que a dosagem de testosterona (DOUGLAS; 

UMPHENOUR, 1992; ROSER, 1995; BRINSKO, 1996). Redução de estrógeno sérico e 

elevação 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 elevação dos níveis 

plasmáticos (BURNS; DOUGLAS, 1985). Desse modo, a fim de avaliar a função 

testicular com maior precisão e eficácia são necessários estudos com outros hormônios 

também envolvidos na regulação da função testicular.  

Estrógeno 

 Os machos equinos apresentam níveis séricos e testiculares de estrógeno 

extremamente elevadas em relação as demais espécies de mamíferos. O estrógeno 

conjugado circulante é aproximadamente 100 vezes maior que a concentração de 

testosterona. Garanhões adultos apresentam concentração plasmática de sulfato de 

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

 O sulfato de estrona é a principal forma dos estrógenos no sangue, plasma seminal 

e espermatozoides, já o estrógeno não conjugado representa porcentagens inferiores a 7% 

do total de estrógenos (CLAUS et al., 1992; RAESIDE, 1997). Esse hormônio tem sido 

relacionado como modulador de processos como divisão das células primordiais em 

espermatogônias (MIURA et al., 1999), iniciação e manutenção da espermatogênese 

(EBLING et al., 2000) e a fatores de sobrevivência das células germinativas 

(PENTIKAINEN et al., 2000).  

 Ademais, a elevação de estrógeno em potros púberes sugere que este hormônio 

esteja envolvido na maturação testicular (PARLEVLIET et al., 2006). Durante a 

puberdade, o estrógeno modula o desenvolvimento das células de Leydig e Sertoli, 
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 aparentemente acelerando a maturação, de modo que potros imunizados contra estrógeno 

apresentaram maiores volumes testiculares e concentrações espermáticas (THOMPSON; 

HONEY, 1984). 

 O estrógeno também pode estar envolvido no comportamento sexual de 

garanhões. Wallach e colaboradores (1983) observaram baixos níveis séricos de sulfato 

de estradiol em garanhões impotentes enquanto a testosterona apresentou níveis similares 

aos dos garanhões normais. Os autores acreditam que essa condição pode estar ligada a 

três situações: baixa produção de estradiol testicular, ineficiência da enzima aromatase 

ou rápida metabolização do estradiol. 

 Similarmente, a aplicação exógena de estrógeno foi capaz de restaurar a libido de 

equinos (THOMPSON et al., 1980) e ratos castrados (SODERSTEN et al., 1973). 

Embora os testículos sejam a fonte majoritária de estrógeno, a aromatase também é 

expressa em diversos outros tecidos e já foi relatada no cérebro equino (LEMAZURIER 

et al., 2001). Esses achados indicam uma participação direta do estradiol no sistema 

nervoso central, controlando o comportamento sexual masculino (NAFTOLIN et al., 

1971; THOMPSON et al., 1980). 

 Estudos também sugerem uma participação fundamental do estrógeno no 

funcionamento dos espermatozoides. Em equinos, foram observados receptores de 

estrógeno (ERS1, ERS2 e GPER) majoritariamente na peça intermediária, nas 

mitocôndrias e em regiões da cabeça e cauda muito próximas a peça intermediária, 

indicando uma participação ativa no batimento flagelar e, consequentemente, na 

motilidade espermática (ARKOUN et al., 2014).  

 Acredita-se que o estrógeno atue na motilidade, metabolismo e capacitação do 

espermatozoide. Homens subférteis acometidos por varicocele apresentam essas funções 

diminuídas, provavelmente devido a redução da função dos receptores de estrógeno 

(GUIDO et al., 2011). Redução dos níveis séricos de estrógeno também foram observadas 

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

 Em equinos, baixos níveis de sulfato de estrona tem sido correlacionado com 

baixa produção espermática em animais subférteis (McCUE, 2021). Em garanhões com 

alterações sugestivas de degeneração testicular observou-se redução na concentração 

sérica de FSH, LH e estradiol, porém os níveis de testosterona não diferiram da 
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 normalidade (HINOJOSA et al., 2001). No mesmo sentido, garanhões com histórico de 

subfertilidade ou infertilidade idiopática apresentaram redução na produção de estradiol 

e inibina, concentrações elevadas de FSH e LH, porém com níveis de testosterona 

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

Inibina 

 A Inibina é um hormônio glicoproteico secretado predominantemente pelas 

células de Sertoli em resposta à alta exposição ao FSH. Sua principal função em machos 

está relacionada a supressão da liberação de FSH pela hipófise anterior (STEINBERGER; 

STEINBERGER, 1976). Apresenta elevação rápida em garanhões entre 2 e 5 anos de 

idade, quando esses animais geralmente já atingiram a puberdade e estão próximos de sua 

capacidade máxima de esteroidogênese e espermatogênese (STEWART; ROSER, 1998). 

 Essa glicoproteína apresenta duas diferentes subunidades, a subunidade α 

juntamente à subunidade βA forma a inibina-A, já a subunidade alfa associada a βB 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 

utilização do ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA) proporcionou o isolamento e 

mensuração de ambas as isoformas (CONNOR; KRETSER, 2004). Sabe-se que essas 

proteínas são capazes de suprimir a liberação de FSH, no entanto, em garanhões a inibina-

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

 A elevação sérica de inibina-B em potros após a puberdade pode indicar uma 

atuação direta na maturação testicular e desenvolvimento das células de Sertoli. 

Diferentemente, a inibina-A não apresenta alterações nos níveis plasmáticos entre os 

períodos pré e pós-púberes (ELLERBROCK et al., 2018).  Assim como outros hormônios 

relacionados a reprodução, a inibina-B também apresenta variação sazonal (Fig. 01), de 

modo que durante a estação reprodutiva os níveis se elevam em relação aos demais meses 

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

 A concentração sérica de inibina tem sido avaliada como um marcador de 

fertilidade em diversas espécies. Sua concentração está relacionada a uma 

espermatogênese ativa e bom funcionamento das células de Sertoli. Em homens, a 

mensuração sérica de inibina-B tem sido utilizada em diversas alterações reprodutivas 
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 como hipogonadismo, infertilidade, azoospermia, senescência e dano testicular após 

tratamentos com quimioterápicos e radioterápicos (MEACHEM et al., 2001). 

 
Figura 2. Variação sazonal da concentração sérica de Inibina-B em garanhões adultos. Fonte: Adaptado de 
Ball et al. (2019) Theriogenology. 

 
 A Inibina-B apresenta correlação positiva com concentração espermática, sendo 

observada redução de sua concentração em homens com subfertilidade (CORINNE et al., 

2020). Similarmente, um estudo inicial em garanhões evidenciou uma redução da inibina 

sérica em garanhões subférteis e inférteis. No entanto, o método diagnóstico da época não 

possibilitava uma mensuração individual das suas diferentes isoformas (STEWART; 

ROSER, 1998).  

 Em equinos, a inibina-B apresenta concentração sérica cinco vezes superior a 

inibina-A e ambas apresentam variação sazonal com picos plasmáticos durante os meses 

mais quentes do ano. Em estudo utilizando acilina, um potente antagonista de GnRH para 

supressão da atividade reprodutiva, a inibina-B se mostrou um biomarcador eficaz para 

acompanhamento do quadro de down regulation em garanhões. A inibina-B apresentou 

redução da concentração sérica e correlacionou positivamente com o volume testicular. 

Ademais, após o final do tratamento observou-se aumento deste hormônio e altamente 

correlacionado com a recuperação do parênquima testicular (BALL et al., 2019). 
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  Por outro lado, a inibina-A não apresentou alterações durante o tratamento, 

indicando que esta isoforma é regulada de modo diferente. É provável que a inibina-A 

seja produzida pelas células de Leydig e não pelas células de Sertoli, no entanto, esse 

conceito ainda não está bem definido entre as espécies. Desse modo, acredita-se que a 

inibina-B possa ser um biomarcador a ser estudado na função testicular de garanhões 

(BALL et al., 2019). 

Hormônio anti-mulleriano (AMH) 

O hormônio anti-mulleriano (AMH) é uma glicoproteína produzida pelas células 

de Sertoli nos testículos em resposta a liberação de FSH.  As células de Sertoli fetais são 

as responsáveis pela produção do AMH, que induz a regressão do ductos de Muller e, 

portanto, impede o desenvolvimento do aparelho reprodutor feminino nos machos 

(JOSSO et al., 2006; NERY et al., 2014). Em garanhões, as concentrações de AMH 

diminuem rapidamente durante as primeiras 2 semanas após o nascimento e são 

relativamente consistentes até 5 meses após o nascimento. Após os 5 meses de idade 

ocorre um aumento gradual nas concentrações de AMH até os 13 meses (SCARLET et 

al., 2018).  

Durante a puberdade as células de Sertoli se tornam maduras e diminuem sua 

proliferação (GRISPON; REY, 2010; CLAES; BALL, 2016). A maturação das células de 

Sertoli durante a puberdade no garanhão é acompanhada de redução da expressão de 

AMH e seus receptores (ALMEIDA et al., 2012). Concomitantemente, as células de 

Leydig aumentam a produção de andrógenos, inibindo a produção de AMH (CHANG et 

al., 2004; GRISPON; REY, 2010; CLAES; BALL, 2016). Assim, é observado um nível 

sérico de AMH significativamente superior em neonatos e potros pré-púbere em relação 

a garanhões sexualmente maduros (Fig. 2).  

Em garanhões adultos, o AMH possui uma variação sazonal, com níveis inferiores 

durante o período reprodutivo. Ademais, descobriu- se que o AMH pode ser utilizado 

para verificar a presença de tecido testicular em casos com diagnóstico inconclusivo de 

criptorquidismo (CLAES et al., 2013). Desse modo, esse hormônio se tornou um 

biomarcador biológico confiável no diagnóstico desta afecção congênita, já que apresenta 

elevada concentração plasmática em garanhões criptorquidas em relação a garanhões 

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 hormônio também apresenta elevação 

significativa e tem sido utilizado como método de diagnóstico (CLAES; BALL, 2016). 

             
Figura 3. Concentração sérica de AMH (hormônio anti-mulleriano) em potros pré-púberes, garanhões 
normais e criptorquídicos bilaterais. Fonte: Adaptado de Claes et al. (2013) Theriogenology. 

Recentemente, o AMH foi validado como um marcador confiável para danos 

testiculares causados por quimioterápicos gonadotóxicos em ratos. Os níveis séricos de 

AMH correlacionaram negativamente com o volume testicular, de modo que o aumento 

de AMH foi observado concomitantemente a redução do parênquima testicular. Após o 

término do tratamento, o volume testicular voltou aos parâmetros normais e os níveis de 

AMH retornaram à concentração basal (LEVI et al., 2015). Similarmente, touros 

submetidos a insulação escrotal também apresentaram elevação de AMH, que retornou 

ao nível basal juntamente com a produção espermática (FERRER et al., 2022). 

Em equinos, o AMH sérico também se mostrou um biomarcador auxiliar para 

diagnóstico de degeneração testicular por insulto tóxico. Em pesquisa utilizando um 

medicamento gonadotóxico (RTI-4587-073) a concentração sérica de AMH se elevou e 

foi significativamente correlacionada com a redução de células germinativas e células de 

Sertoli. Ademais, o AMH apresentou elevação rápida após a aplicação do medicamento 

e redução gradual concomitante à progressiva recuperação da espermatogênese e do 

epitélio seminífero (POZOR et al., 2018).  



29 

   

 

29 
 
 Desse modo, a dosagem de AMH pode ser uma alternativa promissora para 

detecção precoce de dano testicular após insulto tóxico. Embora mais pesquisas sejam 

necessárias, é provável que esse hormônio também possa ser utilizado como um 

biomarcador para avaliar o prognóstico e reversibilidade de um quadro clínico de 

degeneração testicular (POZOR et al., 2018).  

2.3. Aplicação de análogos de GnRH em garanhões 

Downregulation refere-se à diminuição paradoxal da atividade de um órgão em 

resposta a estímulos constantes. A exposição contínua da glândula hipófise a elevadas 

concentrações constantes de GnRH, ou um potente agonista de GnRH, resulta em um 

diminuição da capacidade de resposta da hipófise ao GnRH devido a uma diminuição nos 

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

Este efeito leva a uma diminuição nas concentrações plasmáticas de LH e de FSH 

e, consequentemente, uma diminuição na produção de esteroides gonadais. Assim, em 

algumas espécies, o GnRH e seus agonistas podem ter um efeito inibitório direto a nível 

hipofisário 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 refratária a downregulation induzida pela aplicação de GnRH exógeno 

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

Em três garanhões submetidos a tratamento durante 12 meses com doses altas de 

um análogo de GnRH (Buserelina, 120μg) houve redução de LH, FSH, testosterona e 

sulfato de estrona, mas não afetou a libido e a cinética espermática. Provavelmente devido 

a redução de FSH circulante, ocorreu redução de 50% da produção de espermatozoides 

após o terceiro mês do início do tratamento. No entanto, houve retorno à produção 

espermática normal 4 meses após a remoção do último implante (BOYLE et al., 1991). 

Já o tratamento com 50 μg de um potente agonista de GnRH por 30 dias não 

acarretou em alteração dos parâmetros espermáticos. Os hormônios LH e FSH não foram 

mensurados, mas o nível de testosterona apresentou redução em um garanhão (1/3), com 

tendência a recuperação após o tratamento. Já nos outros dois garanhões tratados não 

observou-se alteração da testosterona sérica. Assim, o GnRH e seus agonistas foram 

considerados ineficazes para o controle da atividade sexual de garanhões (MOTOVAN 

et al., 1990). 
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 Diferentemente, a aplicação diária de 50 μg e 250 μg de deslorelina em garanhões 

(n=15) elevou os níveis séricos de LH e testosterona durante os 75 dias de tratamento em 

ambos os grupos tratados. O FSH plasmático também aumentou nesse animais, no 

entanto, observou-se elevação similar no grupo controle, indicando uma variação sazonal 

e não uma variação induzida pela aplicação do agonista de GnRH. Ademais, a motilidade 

total e o número de espermatozoides totais do ejaculado aumentaram em ambos os grupos 

tratados durante todo o período de tratamento, voltando aos valores pré-tratamento um 

mês após a última aplicação. Uma semana após o final do tratamento os níveis séricos de 

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

Já Sieme et al. (2004) utilizando buserelina (50 μg) duas vezes ao dia durante 6 

semanas observaram aumento da integridade de membrana plasmática e acrossomal e 

motilidade progressiva em semen descongelado durante o período de tratamento. Embora 

não tenha sido realizado o perfil hormonal desses animais, os garanhões tratados 

apresentaram redução do número de montas e tempo de latência até a ejaculação. Todos 

os parâmetros avaliados retornaram aos níveis pré-tratamento 15 dias após a última 

aplicação. 

Evans & Finley (1990) demonstraram eficácia da aplicação de GnRH no 

tratamento de um garanhão senil apresentando degeneração testicular progressiva. 

Durante o tratamento os parâmetros espermáticos, que vinham reduzindo drasticamente, 

se estabilizaram. Assim, embora mais estudos avaliando vias de aplicação, doses e 

dosagens sejam necessários, muitos resultados indicam que o tratamento não é prejudicial 

e poderiam atuar em casos de disfunções hipotalâmico hipofisárias. (EVANS; FINLEY, 

1990; ROSER, 1995; BRINSKO, 1996; BRINSKO, 1998). Similarmente, em homens 

com hipogonadismo central, quando os níveis de gonadotrofinas (FSH e LH) circulantes 

estão baixos, preconiza-se o tratamento com GnRH para restauração da espermatogênese 

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

Um aumento dos parâmetros espermáticos não foi observado em tratamentos com 

doses baixas (10 μg) de GnRH fornecido tanto de forma contínua (implante) quanto por 

aplicação diária. O LH e a testosterona não diferiram estatisticamente, embora avaliando 

individualmente, 4 de 5 garanhões subférteis exibiram elevação de LH sérico e, 

consequentemente, de testosterona, porém sem afetar as características espermáticas 

(BLUE et al., 1991). Estudos anteriores haviam demonstrado a ineficiência da aplicação 
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 de doses inferiores a 50 ng/kg na elevação de gonadotrofinas na circulação sanguínea de 

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

Por outro lado, um estudo utilizando dose mais elevada descreveu redução do 

comportamento agressivo de garanhões após a colocação de implante de acetato de 

deslorelina (4.7mg; Suprelorin®; Virbac SA, Carros, França). Foram avaliados 

comportamentos como cavar o chão, tentar ou escoicear o condutor e outros animais, 

além da atitude de empinar. A redução desse comportamentos foi correlacionada à 

redução dos níveis plasmáticos de testosterona, que ocorreu aproximadamente 35 após a 

inserção do implante em 5 de 6 garanhões avaliados (FALOMO et al., 2013). 

O Suprelorin® também foi usado por via subcutânea em pôneis da raça Shetland. 

Durante o tratamento não observou-se redução de nenhum parâmetros espermático como: 

cinética espermática, integridade de membrana plasmática e acrossomal e fragmentação 

de DNA. Ademais, não houve diferença significativa dos níveis séricos de AMH e 

testosterona. O grupo de pôneis que recebeu dois implantes simultaneamente (9.4mg) 

também não exibiu alteração dos parâmetros avaliados (GAUTIER et al., 2018). 

Os efeitos da aplicação de buserelina (Veterelin®, Laboratorios Callier) também 

foram associados a uma reversão mais rápida dos danos causados pela vacinação com 

antagonista de GnRH (Improvac®; Zoetis, Vienna, Austria). Em geral os garanhões 

retornam à atividade reprodutiva normal em torno de 12 meses após a vacinação. Nesse 

estudo entre 9 e 12 semanas após a vacinação iniciou-se a aplicação de buserelina (4mg, 

BID) durante 10 semanas. Ao final do tratamento a espermatogênese e os níveis 

plasmáticos de testosterona já haviam retornado aos níveis pré-vacinação, embora a libido 

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

Em resumo, a terapia com GnRH e seus análogos não parece ser prejudicial aos 

garanhões, podendo ser benéfica para alguns animais. No entanto, essa terapia não deve 

ser incentivada indiscriminadamente, sendo recomendadas avaliações endócrinas e 

seminais em todos os candidatos ao tratamento. Avaliações sequenciais também são 

necessárias para monitorar o resposta dos garanhões à terapia. Ademais, a criação de um 

banco de dados contendo esses parâmetros melhorariam nossa capacidade de diagnosticar 

e selecionar garanhões que tem maiores chances de responder ao tratamento (ROSER, 

1995; BRINSKO, 1996). 
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 2. HIPÓTESES 

A aplicação diária de lecirelina (50 µg) não prejudica a qualidade seminal de 

garanhões. Em animais com baixa produção espermática, o tratamento poderia melhorar 

o número de espermatozoides totais do ejaculado.  

3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivos gerais 

 1) Avaliação do efeito da aplicação de lecirelina na produção espermática e qualidade 

seminal de garanhões. 

2) Contribuir com o entendimento dos mecanismos endócrinos do controle da reprodução 

em garanhões. 

3.2. Objetivos específicos 

1) Avaliar o tratamento com um agonista de GnRH na supressão da liberação de FSH e 

LH em garanhões. 

2) Avaliar o efeito do tratamento na função testicular, avaliando o perfil endócrino de 

hormônios produzidos pelas células de Leydig (testosterona e estrógeno) e pelas 

células de Sertoli (inibina-B e AMH). 

3) Avaliar o efeito do tratamento com lecirelina nos parâmetros espermáticos de 

garanhões. 

4) Comparar os níveis hormonais séricos de garanhões com diferentes qualidades 

seminais. 
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 RESUMO 

O objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito da aplicação de lecirelina na qualidade 

espermática e funcionalidade testicular. Os garanhões foram divididos em grupos 

controle (GC, n=3), fértil (GF, n=4) e subfértil (GSF, n=4). Os GF e GSF receberam doses 

diárias de lecirelina (50 µg;im) durante 60 dias e foram avaliados por mais 60 dias. A 

resposta testicular endócrina foi mensurada pelos níveis séricos de inibina-B, AMH, 

sulfato de estrona, testosterona, LH e FSH. Os níveis séricos de AMH, inibina-B e sulfato 

de estrona não 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 após a semana 1 

(P<0,001) enquanto o FSH não apresentou alteração significativa. O número de 

espermatozoides totais no GF aumentou em 50% na semana 4 e se mantiveram altos até 

o final da avaliação. Um garanhão subfértil aumentou em 100% o número de 

espermatozoides totais após a semana 4, apresentando queda após o final do tratamento. 

O potencial de membrana mitocondrial, a estabilidade de membrana plasmática e a 

produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) aumentaram uma semana após o início do 

tratamento (P<0,001), retornando aos valores pré-tratamento 60 dias após o fim da 

aplicação no GF. Já a peroxidação lipídica, produção do ânion superóxido (-O2) e 

integridade de membrana plasmática e acrossomal (MPAI)  não apresentaram alterações 

no GF, porém o GC apresentou queda da MPAI e aumento da produção de -O2 e H2O2. A 

MP reduziu nos grupos GF e GC e o RAP no GC. Em conclusão, embora o tratamento 

tenha ocasionado queda da testosterona sérica, outros hormônios indicadores da 

funcionalidade testicular não foram afetados. O aumento da produção espermática, 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 

µg;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 (H2O2) 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 -O2 and H2O2. 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. Introdução 

A subfertilidade em garanhões continua sendo um problema na otimização do 

manejo reprodutivo e na obtenção de maiores taxas de prenhez, sendo difícil a aplicação 

de estratégias terapêuticas. As abordagens incluem melhorar a qualidade do sêmen 

usando várias biotecnologias, como centrifugação com gradientes de densidade [1-3] ou 

buscar aumentar a produção e a qualidade espermática com tratamentos hormonais [4-9]. 

As terapias endócrinas têm como alvo o eixo hipotálamo-hipófise-testicular, 

porém com resultados variáveis, em parte devido às diferenças nos hormônios usados, 

doses e dosagens. Por exemplo, o tratamento principal envolve o hormônio liberador de 

gonadotropina (GnRH) que atua na hipófise, causando a liberação de FSH e LH e, 

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

Os resultados desse tratamento são variáveis e, embora altas doses para fins 

contraceptivos (120μg-50mg) tenham mostrado resultados controversos, doses 

terapêuticas de GnRH (10-50μg) parecem não causar regulação negativa do eixo nem 

perturbação da espermatogênese em garanhões normais [5, 9, 14]. No entanto, a maioria 

dos estudos não avaliaram a regulação negativa dos receptores de GnRH. Em outras 

espécies, a aplicação exógena de GnRH tem sido associada à dessensibilização de seus 

receptores em ratos [15, 16], suínos [17] e cães [18], causando redução drástica de FSH, 

LH e consequentemente, da espermatogênese. 

 No entanto, estudos em garanhões não mostraram alterações na libido, nos 

parâmetros espermáticos e nos níveis de testosterona durante o tratamento com GnRH 

[10; 5; 13]. De fato, a aplicação intramuscular diária de buserelina (50 μg) melhorou o 

comportamento sexual e a qualidade espermática, embora o perfil hormonal não tenha 

sido mensurado [9].  

Alguns relatos utilizando garanhões subférteis mostraram um aumento na 

produção diária de espermatozoides e na cinética espermática após terapia exógena com 

GnRH [4, 7, 14]. Assim, em equinos, embora a aplicação exógena de GnRH pareça causar 

dessensibilização dos receptores hipofisários, a produção de testosterona parece 

permanecer normal e é suficiente para manter a espermatogênese [13, 14]. Desse modo, 

o objetivo deste estudo foi avaliar o perfil hormonal sérico, a cinética e a viabilidade 

espermática de garanhões tratados diariamente com lecirelina, um análogo de GnRH. 
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2. Material e Métodos 

 Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética da Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia (FMVZ) – Campus de Botucatu, São Paulo, sob o número de 

protocolo CEUA 0070/2022. 

2.1. Delineamento experimental 

  Os animais do grupo fértil receberam uma dose diária de lecirelina (50 µg, 

intramuscular) durante 60 dias e foram avaliados por mais 60 dias após o término do 

tratamento.  Amostras de sêmen e soro sanguíneo foram coletadas semanalmente durante 

o tratamento e, quinzenalmente, após o fim do tratamento.  

 Experimento 01 

  Foram utilizados garanhões, entre 6 e 18 anos de idade, de diferentes raças (Quarto 

de Milha, Mangalarga Paulista, Mangalarga Marchador e Crioulo), saudáveis, com boa 

condição corporal, mantidos em regime intensivo de criação, com água e suplementação 

mineral ad libium.  

  O experimento foi conduzido durante os meses de primavera e verão e os 

garanhões alojados no Departamento de Cirurgia Veterinária e Reprodução Animal da 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ)—UNESP—Botucatu, São 

Paulo (SP). Os animais foram selecionados com base no histórico de fertilidade, exame 

andrológico completo e exame complementar de ultrassonografia de testículos, escroto, 

pênis e glândulas anexas.  

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

acima de 70% de MT e 30% de MP e concentração mínima de 2 milhões.  

- Tópico LH challenge 

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

às 0, 6, 12h e 24h após a primeira aplicação de lecirelina. 
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Experimento 02 

  Foram selecionados quatro garanhões subférteis da raça Quarto de Milha (8-22 

anos) e o experimento conduzido durante os meses de primavera e verão em criatório 

particular localizado em Bauru, São Paulo. A subfertilidade foi baseada no histórico de ≤ 

20% de taxa de concepção com sêmen fresco e resfriado e avaliação dos parâmetros 

espermáticos. Os garanhões considerados subférteis apresentavam baixa qualidade 

espermática ou baixo número de espermatozoides totais. Os animais foram tratados com 

uma dose diária de lecirelina (50 µg, intramuscular) por 60 dias e as amostras de sêmen 

e de soro sanguíneo foram coletadas quinzenalmente até 60 dias após o término do 

tratamento.  

2.2. Colheita e análise do sêmen  

 Previamente ao experimento, foram realizadas três coletas seminais a cada 48 

horas com o objetivo de esgotar o reservatório espermático da cauda do epidídimo. Após 

esse período os garanhões 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 após a colheita, o volume seminal foi aferido em uma proveta 

graduada de 100 ml após a retirada da fração gel por um filtro de nylon. Para a obtenção 

da concentração espermática foi realizada a diluição de 10μL de sêmen in natura em 

190μL de água destilada (diluição 1:20) e feita a leitura em uma câmera de Neubauer 

espelhada sob um microscópio de contraste de fase (Jenamed 2 Zeiss, CarlZeiss®, 

Munique, Alemanha) com ampliação de 200x. O sêmen in natura foi diluído 

(BotuSpecial®, Botupharma LTDA) até a concentração final de 50 x106 milhões de 

espermatozoides/ml. 

  A cinética espermática 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 sêmen de garanhão conforme 

descrito (Tabela suplementar 01). As variáveis analisadas foram: motilidade total (%), 

motilidade progressiva (%) e número de espermatozoides rápidos (%).   
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2.3. Avaliação hormonal 

  As concentrações 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 

concentrações 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 enzimático (Active 

AMH-ELISA; Diagnostic Systems Laboratories, Webster, TX, EUA) de acordo com as 

instruções do fabricante e previamente validado para amostras equinas por Ball et al. 

(2008) [20]. As concentrações de sulfato de estrona foram quantificadas (em duplicata) 

usando um anticorpo E1S (522-2, UC Davis) [21]. Os coeficiente de variação 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 recomendações do fabricante. 

  No experimento 02 as concentrações séricas de LH e FSH foram determinadas 

por radioimunoensaio pelo anticorpo duplo heterólogo conforme descrito por Roser & 

Hughes (1991) [22]. FSH e LH equinos altamente purificados (e265B; H. Papkoff, Univ. 

Califórnia, Davis, CA) foram usados para padronização e iodação. Utilizou-se um anti-

LHp bovino de camundongo (monoclonal anticorpo, 518B7) e um anti-FSH ovino de 

coelho (H47; H. Papkoff, Univ. Califórnia, Davis, CA). As amostras foram analisadas em 

um único ensaio e o coeficiente de variação intraensaio foi inferior a 5%. 

2.4. Avaliação morfofuncional por citometria de fluxo 

 Para a avaliação espermática por citometria de fluxo foi utilizado o equipamento 

BD LSR Fortessa (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) equipado com lasers 

de excitação: azul 488-nm, 100 mW e filtros de emissão 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 mínimo 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 então diluídas em TALP-PVA, segundo Parrish et al. (1988) 

[23] modificado:100 mM NaCl, 3,1 mM KCl, 25,0 mM NaHCO3, 0,3mM NaH2PO4, 

21,6 mM DL-lactato de sódio 60%, 2,0 mM CaCl2, 0,4 mM MgCl2, 10,0 mM Hepes-

livre de ácido, 1,0 mM piruvato de sódio, 1,0 mg/mL álcool polivinil-PVA e 25 µg/mL 

gentamicina) na concentração de 5 x 106 espermatozoide/mL, suplementado com Hoescht 

33342 (7µM; 145333, Sigma) para a eliminação dos debris. 

Para a avaliação de integridade de membrana plasmática e acrossômica, foi 

utilizada a associação de iodeto de propídio (IP) e FITC-PSA (aglutinina de Pisum 

sativum conjugada ao isotiocianato de fluoresceína), de acordo com Freitas-Dell’Aqua 

(2012) [24]. Assim, em uma amostra de 200 µL de sêmen diluído foram adicionados 1,5 

µM de IP e 2 ηg de FITC-PSA e as amostras incubadas durante 15 min a 37 ºC, ao abrigo 

da luz. 

Para avaliação da desestabilização de membrana plasmática, potencial de 

membrana mitocondrial e produção de superóxido (O2•-) na matriz mitocondrial, foi 

utilizada a associação de YOPRO (YP; marcação para célula com membrana plasmática 

desestabilizada), MitoStatus Red (MST; potencial mitocondrial) e MitoSOX™ Red 

(MSR; geração de ânion superóxido na matriz mitocondrial), de acordo com Freitas-

Dell’Aqua et al. (2018) [25]. Assim, em uma amostra de 500 µL de sêmen diluído foram 

adicionados 25 nM YP, 20 µM de MST e 2 µM de MSR, seguido por incubação a 37ºC 

por 20 minutos. 

Para a avaliação de geração de peróxido de hidrogênio (H2O2) foi utilizado a 

associação de iodeto de propídio e CM-H2DCFDA (C6827, Life Technologies). Assim, 

em uma amostra de 500 µL de sêmen diluído foram adicionados 1.5 μM PI and 1 μM 

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

Para a peroxidação lipídica, foi utilizado protocolo de acordo com Guasti et al. 

(2012) [26], utilizando a sonda C11-BODYPY (D-3861; Molecular Probes). Assim, em 

500 μL de sêmen diluído em TALP-PVA foram adicionados 5 μM de C11-

BODIPY581/591, seguido por incubação por 30 minutos a 37ºC. Após a incubação, 

foram realizadas 2 lavagens consecutivas por centrifugação a 300g por 5 minutos, com 

TALP-PVA e o pellet resuspendido em 300 μl de TALP-PVA.  
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2.5. Biópsia Testicular  

  Os animais do Exp. 01 foram sedados com cloridrato de detomidina na dose de 

0,02 mg/Kg IV (Dormiun V®, Agener União Saúde Animal, São Paulo, SP/Brasil) e 

mantidos em posição quadrupedal. Foi realizada antissepsia da região escrotal com 

degermante polivinilpirrolidona iodo e álcool 70%, anestesia local com 1 ml de lidocaína 

(Lidovet®, Laboratório Bravet Ltda, Engenho Novo, RJ/Brasil) e após 5 minutos a biópsia 

foi realizada utilizando uma agulha Tru-CUT de calibre 16 (UNIT Comércio, Importação 

e Exportação Ltda, São Paulo, Brasil), como descrito anteriormente por Faber e Roser 

(2000) [27]. Foram coletadas amostras teciduais de cada testículo nas semanas 0, 4, 8 e 

16 dos animais dos grupos fértil e controle. 

2.6. Análise estatística 

  Os dados foram analisados pelo programa SigmaStat® 3.5. Os parâmetros 

avaliados foram analisados dentro de cada momento pelo teste t (Student), dentro de cada 

grupo foi feita a análise de medidas repetidas no tempo (One-way repeated measures) e a 

interação tempo – grupo. Quando houve significância (P<0.05) realizou-se teste Tukey.  

3. Resultados  

Experimento 01 

Os níveis séricos de testosterona, sulfato de estrona, inibina-B e hormônio anti-

mulleriano não variaram significativamente em nenhuma semana de avaliação em ambos 

os grupos experimentais (Fig. 01). 

O hormônio LH aumentou após a primeira aplicação de lecirelina, atingindo o 

pico de concentração plasmática com 6h (P<0,001) e retornando aos níveis basais com 

24 horas. Porém, o LH reduziu (P<0,001) após a primeira semana de tratamento, 

retornando aos níveis basais na semana 16 no grupo tratado. Já o grupo controle manteve 

constante o LH sérico no primeiro dia de aplicação, mas exibiu grande oscilação nas 

concentração séricas ao longo das semanas, com valores significativamente inferiores nas 

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

Em todos os garanhões do grupo fértil ocorreu elevação numérica de 

aproximadamente 50% no número de espermatozoides totais após 4 semanas de 
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tratamento até o final do experimento, enquanto no grupo controle não foi observada 

variação considerável (Fig. 03). 

A integridade de membrana plasmática e acrossomal (Tabela 1) assim como a 

peroxidação lipídica (Tabela 2) e a produção de ânion superóxido (Tabela 3) não 

diferiram ao longo das semanas no grupo tratado. No entanto, a estabilidade, o potencial 

de membrana mitocondrial e a produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) aumentaram 

no grupo tratado já 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 redução da integridade de membrana plasmática e 

acrossomal (P<0.027), da estabilidade (P<0.023), do potencial de membrana mitocondrial 

(P<0.04) e da produção de  H2O2 (P<0.01). 

A motilidade total não apresentou diferença estatística (Tabela 7), enquanto a 

motilidade progressiva reduziu ao longos das semanas em ambos os grupos (Tabela 8). 

Já o número de espermatozoides rápidos apresentou diminuição ao longo do tempo 

apenas no grupo controle (Tabelas 9). 

Experimento 02 

Não ocorreu redução do FSH sérico, porém houve redução 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 concentrações de sulfato de estrona, inibina-B e AMH não 

exibiram variação significativa (Tabela 10). 

A motilidade total e progressiva, o número de espermatozoides rápidos e a 

integridade de membrana plasmática e acrossomal não apresentaram alteração 

significativa durante o período de avaliação (Tabela 11).  

Um garanhão subfértil (1/4) aumentou em 100% o número total de 

espermatozoides após 30 dias de tratamento. Já após o tratamento o animal manteve 40% 

acima a produção espermática em relação aos valores pré-tratamento (Fig. 04) . 
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Figura 01. Níveis séricos de hormônio anti-mulleriano (AMH), testosterona, sulfato de 

estrona e inibina-B em garanhões tratados (Grupo tratado) com lecirelina e garanhões que 

não receberam nenhum tratamento (Grupo controle) durante 16 semanas de avaliação. 
 

 

 

 

Figura 02. Nível sérico de LH durante as primeiras 24 horas (A), e ao longo das 16 

semanas de avaliação (B), nos animais que receberam a aplicação de lecirelina (grupo 

fértil) e nos animais que não receberam nenhum tratamento (grupo controle). 
 

 

 

A B 
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Figura 03. Número de espermatozoides totais (milhões/ml) de garanhões tratados com 

lecirelina (Grupo Fértil, n=4) e garanhões que não receberam nenhum tratamento (Grupo 

Controle, n=3). 

 

 

 
Figura 04. Número de espermatozoides totais do ejaculado de  quatro garanhões 

subférteis tratados com lecirelina.



  60 
 

 

Tabela 1. Média e desvio padrão da integridade de membrana plasmática e acrossomal de garanhões dos grupos fértil e controle. 

*Médias seguidas pela mesma letra maiúscula na coluna e minúscula na linha, não apresentaram diferenças estatísticas significativas (P>0,05) pelo Teste de Tukey. 
 

 
Tabela 2. Média e desvio padrão da peroxidação lipídica de garanhões dos grupos fértil e controle. 

*Médias seguidas pela mesma letra maiúscula na coluna e minúscula na linha, não apresentaram diferenças estatísticas significativas (P>0,05) pelo Teste de Tukey. 
 
 

Tabela 3. Média e desvio padrão da ânion superóxido de garanhões dos grupos fértil e controle. 

*Médias seguidas pela mesma letra maiúscula na coluna e minúscula na linha, não apresentaram diferenças estatísticas significativas (P>0,05) pelo Teste de Tukey. 

Grupos 
 Semanas 

0 1 2 4 6 7 8 9 12 16 P 

Fértil 74,6 ± 7,6  82,2± 2,98 79 ± 5,9 77,3 ± 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 ± 6,1a 78,7 ± 10ab 78,2 ± 6,1ab 79,6±13,8ab  80,7±12,8ab  66 ± 15,5b 72,4 ± 22,3ab  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  

Groups 
 Semanas 

0 1 2 4 6 7 8 9 12 16 P 

Treated 900,7±216,4  744± 159,6 932,7 ± 248,6 845,2 ± 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  

Groups 
 Semanas 

0 1 2 4 6 7 8 9 12 16 P 

Treated 31,3 ± 7,5A  28,9± 2,8 25,4 ± 7,8 28,5 ± 7 30,9± 1,4  38,8 ± 16 27,1 ± 5,7  28 ± 7,3 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 29,3 ± 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  
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Tabela 4. Média e desvio padrão da estabilidade de membrana plasmática e acrossomal do ejaculado de garanhões dos grupos fértil e controle. 

*Médias seguidas pela mesma letra maiúscula na coluna e minúscula na linha, não apresentaram diferenças estatísticas significativas (P>0,05) pelo Teste de Tukey. 
 
 
Tabela 5. Média e desvio padrão da potencial de membrana mitocondrial do ejaculado de garanhões dos grupos fértil e controle. 

*Médias seguidas pela mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha, não apresentaram diferenças estatísticas significativas (P>0,05) pelo Teste de Tukey. 
 
 
Tabela 6. Média e desvio padrão da geração de peróxido de hidrogênio do ejaculado de garanhões dos grupos fértil e controle. 

*Médias seguidas pela mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha, não apresentaram diferenças estatísticas significativas (P>0,05) pelo Teste de Tukey. 

Groups 
Semanas 

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  

Grupos 
Semanas 

0 1 2 4 6 7 8 9 12 16 P 

Fértil 45,77 ± 10Aa 61,4± 3,7 b 68,2 ± 7,5 b 71,5 ± 7,2 b 67,6 ± 2,9 b  67,6 ± 4,3 b 70 ± 4,6 b  70,5 ± 7,8 b 71,2 ± 1,8 b 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  

Grupos 
Semanas 

0 1 2 4 6 7 8 9 12 16 P 

Fértil 343 ± 64,4 de 224,2 ± 39,6 e 582,2 ± 35abc 496 ± 71,9bcd 441 ± 51,7 bcd 653,5 ± 125ab 598,5 ± 108,6abc 411 ± 85,9 e 359,2 ± 65,6 de 680,2 ± 110,7a <0,001 

Control 451,3 ± 59 c 493,6 ± 74,7 bc 747,3 ± 275,9ab 587,3 ± 77,5abc 483 ± 29,5 bc 839,3 ± 87a 603,6 ± 88,8abc 448,6 ± 63 c 435± 55 c 609,3 ± 76,5 abc <0,001 

P 0,026 0,719 0,469 0,240 0,073 0,683 0,828 0,885 0,995 0,084  
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Tabela 7. Média e desvio padrão da motilidade espermática total (%) de garanhões dos grupos fértil e controle. 

Grupos 
Semanas 

P 
0 1 2 3 4 5 6 8 9 10 12 16 

Fértil 86,3 ± 8,4 90,0 ± 3,5 87,2 ± 5,8 86,0 ± 6,0 87,6 ± 5,7 86,0 ± 9,8 81,9 ± 14,9 85,2 ± 5,0 83,2 ± 13,8 84,0 ± 5,9 83,2 ± 8,4 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 75,3 ± 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 minúscula na coluna e maiúscula na linha, não apresentaram diferenças estatísticas significativas (P>0,05) pelo Teste de Tukey. 

 

 

Tabela 8. Média e desvio padrão da motilidade espermática progressiva (%) de garanhões dos grupos fértil e controle. 

Grupos 
Semanas 

P 
0 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 ± 5,2abcd 46,1 ± 15,6abcd 45,0 ± 7,4cd 45,2 ± 8,5abcd 41,6 ± 8,3bcd 33,2 ± 9,7d 38,2 ± 17,8cd <0,001 

Control 39,3 ± 11,8  36,7 ± 14,0  39 ± 18,4 38,3 ± 10,8 42,3 ± 12,5 33,3 ± 12,2 35,7 ± 14,0 29,3 ± 6,0 b 37,7 ± 13,6 25,3 ± 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 minúscula na coluna e maiúscula na linha, não apresentaram diferenças estatísticas significativas (P>0,05) pelo Teste de Tukey. 
 

 

Tabela 9. Média e desvio padrão do número de espermatozoides rápidos (%) de garanhões dos grupos fértil e controle. 

Grupos 
Semanas 

P 
0 1 2 3 4 5 6 8 9 10 12 16 

Fértil 77,0 ± 9,5 82,5 ± 3,5 83,6 ± 2,5 82,5 ± 5,8 83,2 ± 5,6 80,5 ± 9,2 76,2 ± 15,1 77,2 ± 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 ± 2,1a 82,3 ± 1,2ab 79,0 ± 5,6 79,7 ± 6,5ab 82,3 ± 4,7ab 72,7 ± 4,5ab 70,3 ± 14,6ab 70,7 ± 9,1ab 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 minúscula na coluna e maiúscula na linha, não apresentaram diferenças estatísticas significativas (P>0,05) pelo Teste de Tukey. 
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Tabela 10. Média e desvio padrão dos níveis séricos de FSH, LH, testosterona, sulfato de estrona, inibina-B e AMH de garanhões subférteis 

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

*Médias seguidas pela mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha, não apresentaram diferenças estatísticas significativas (P>0,05) pelo Teste de Tukey. 
 
 
Tabela 11. Média e desvio padrão dos parâmetros de motilidade total, motilidade progressiva, número de espermatozoides rápidos, integridade de 

membrana plasmática e acrossomal, defeitos espermáticos totais e número de espermatozoides totais de garanhões subférteis tratados com lecirelina 

durante 8 semanas e avaliados por mais 8 semanais. 

*Médias seguidas pela mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha, não apresentaram diferenças estatísticas significativas (P>0,05) pelo Teste de Tukey.

Hormônios 
Semanas 

0 2 4 6 8 10 12 16 P 

FSH 24,95 ± 10.024 24,32 ± 16.33 23,94 ± 14.95 18,70 ± 11.57 19,78 ± 9.13 16,76 ± 8.65 19,43 ± 9.05 20,03± 11.1 0,556 

LH 14,05 ± 4.71a 7,95 ± 4.76 b 5,61 ± 3.63 b 4,33 ± 3.33 b 3,89 ± 4.76 b 3,16 ± 2.11 b 3,90 ± 2.14 b 6,40 ± 5.69  b 0,001 

Testosterona 666,88 ± 249,0 ab 539,85 ± 211,906 ab 478,6 ± 223,606  ab 302,3± 54.62 b 554,05 ± 365,15 ab 442,23 ± 201,6 ab 468,75 ± 362,78 ab 977,13 ± 586 a 0,033 
Sulfato de 
estrona 

231,90 ± 98,7 165,13 ± 79,99 175,88 ± 93.98 182,10 ±95,16 211,93 ± 132,42 153,28 ± 84,25 191,6 ± 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 37,21 ± 22,09 36,96 ± 22,97 37,29 ± 23,59 35,14 ± 23,68 40,05 ± 27,6 42,19 ± 34,29 0,543 

Parâmetros 
espermáticos 

Semanas 

0 2 4 6 8 10 12 16 P 

MT (%) 51,0 ±15,3 54,8 ± 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 43,2 ± 17,8 39,0 ± 6,0 47,8 ± 18,9 57,2 ± 10,6 45,0 ± 13,9 42,2 ± 17,8 0,348 

No sptz totais (x106/ml) 3840,0 ± 3300,7 2701,2 ± 1115,8 4468,2 ± 3357,5 4825,0 ± 2474 4391,5 ± 3277,4 4781,2 ± 3953,7 2697,8 ± 1275,9 2978 ± 1938,8 0,275 
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4. Discussão 

 A administração de lecirelina no primeiro dia de tratamento resultou em um 

aumento inicial na concentração sérica de LH. Como esperado, o LH atingiu o pico 

plasmático 6 horas após a administração de lecirelina e voltou ao nível basal após 24h. 

Esses resultados indicam uma bioatividade do análogo de GnRH utilizado no presente 

estudo. 

Esses resultados diferem do implante de liberação lenta de GnRH, que 

demonstrou diminuir gradualmente o LH para valores pré-tratamento apenas 5 dias após 

a inserção do implante [11]. Esses achados sugerem que a administração diária de análogo 

de GnRH permite que os níveis séricos de LH diminuam ciclicamente. No entanto, no 

presente estudo embora a aplicação diária não tenha reduzido o FSH, ocorreu supressão 

de LH, que  permaneceu mais baixo durante todo o período do estudo no grupo subfértil 

e até a semana 16 no grupo fértil. 

Um estudo anterior relatou diminuição significativa de LH e FSH apenas após 3 

meses de tratamento e utilizando uma dose alta de GnRH (120 μg) para fins 

contraceptivos [11]. Já doses mais baixas de GnRH (10 μg) não apresentaram efeito sobre 

os níveis 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 não terem sido mensurados [13]. Esses achados podem indicar uma resposta 

dose dependente para induzir a down regulation dos receptores de GnRH e, 

consequentemente, a redução da liberação de LH e FSH. 

O hormônio luteinizante estimula as células de Leydig a produzir testosterona, um 

importante hormônio envolvido na espermatogênese e no comportamento sexual 

masculino. Os presentes achados não demonstraram alteração em garanhões férteis 

tratados e garanhões controle, apenas o grupo subfértil apresentou queda na 6ª semana 

em relação à última semana de avaliação. Falomo e colaboradores (2013) [12] usando 

implante de liberação lenta de deslorelina (4,7 mg) também observaram um declínio na 

testosterona sérica, porém associado a diminuição no comportamento sexual. 

Apesar da redução da testosterona no grupo subfértil, nenhuma alteração na libido 

foi observada no presente estudo. Vários estudos também relataram não observar 
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mudanças na libido e nos parâmetros seminais após a terapia com GnRH em garanhões 

normais. De fato, Sieme (2004) [9] usando a mesma dose e frequência do presente estudo 

(50 μg) observou um aumento na libido, mas a testosterona não foi mensurada.  

Ademais, doses elevadas de GnRH (50 mg) para fins contraceptivos não 

mostraram alterações nos parâmetros da libido e do sêmen [10]. Assim, é presumível que 

a diminuição do nível de testosterona plasmática não tenha sido suficiente para afetar o 

comportamento sexual dos garanhões. Também é importante ressaltar que tanto o 

hormônio testosterona quanto o hormônio LH sofrem interferência do ciclo circadiano 

[28] e podem ter oscilado de acordo com o momento do dia em que as amostras de sangue 

foram coletadas. Esse padrão pulsátil de liberação de LH explicaria a oscilação dos níveis 

plasmáticos de nos garanhões do grupo controle. 

Ao contrário do LH e da testosterona, a manutenção dos níveis de FSH evidencia 

uma provável manutenção da funcionalidade das células de Sertoli, que tem um papel 

crucial na espermatogênese. As células de Sertoli são estimuladas pelo FSH e sintetizam 

AMH e Inibina-B, hormônios que alguns estudos têm sugerido como bons biomarcadores 

para a funcionalidade das células de Sertoli [29-32]. No presente estudo ambos os 

hormônios não 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 administração de 

GnRH, pois no presente estudo o número de espermatozoides totais aumentou em 

porcentagem no grupo fértil após 30 dias de tratamento. Estudos demonstraram que a 

testosterona e o FSH inibem a apoptose das células germinativas [33, 34] assim, o 

aumento de FSH e testosterona decorrentes da aplicação de lecirelina, resultaria em maior 

estímulo nas células de Sertoli e Leydig, com consequente redução do processo de 

apoptose. Desse modo, apesar do ciclo da espermatogênese em equinos ser de 

aproximadamente 8 semanas [35, 36], uma redução na apoptose das células germinativas 

durante a espermiogênese poderia ter elevado o número total de espermatozoides do 

ejaculado.  

 Conforme esperado, no presente estudo os garanhões subférteis apresentaram 

resultados variáveis no número de espermatozoides totais. No garanhão subfértil 4 

observou-se elevação da produção espermática, mesmo apresentando LH baixo. Estudos 
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anteriores indicam que embora o GnRH cause supressão dos receptores a nível cerebral, 

a testosterona é suficiente para manter a espermatogênese em equinos [9, 13, 14].  

 Os garanhões subférteis 1, 2 e 4 já tinham mais de 18 anos de idade e a senilidade 

é uma causa conhecida de degeneração testicular idiopática, especialmente em garanhões 

acima de 15 anos [37]. A senilidade interfere no funcionamento das espermatogônias e 

no ambiente testicular, reduzindo as reservas funcionais das células germinativas [38, 39]. 

Mudanças na expressão de alguns genes em espermatogônias senis afetam vias essenciais 

ligadas a respostas a danos no DNA, estresse oxidativo e atividade mitótica [40]. Desse 

modo, a terapia hormonal pode não ter sido eficaz no garanhão subfértil 1 por este já 

apresentar alterações do microambiente testicular. 

 Similarmente, o garanhão subfértil 3, embora com apenas 8 anos de idade, não 

apresentou melhora dos parâmetros espermáticos após o tratamento com lecirelina. Esse 

animal possuía um aumento de volume da cabeça do epidídimo esquerdo e 

hiperecogenicidade ao exame de ultrassonografia, achados similares foram observados 

em animais acometidos por granuloma espermático [5, 41-45]. Infelizmente não foi 

possível realizar uma biópsia para confirmar a suspeita clínica.  

 Casos de granuloma espermático geralmente apresentam baixa qualidade 

espermática e presença de grande quantidade de cabeças isoladas no ejaculado, 

evidenciando um impacto negativo na espermatogênese [41, 43]. Quadro semelhante foi 

observado nesse garanhão, evidenciando um comprometimento da função testicular. 

Resultado similar foi observado em bovinos, no qual o uso de análogo de GnRH não 

melhorou a qualidade seminal de touros subférteis [46], demonstrando que o tratamento 

com GnRH não é eficiente em todos os processos que reduzem a qualidade seminal. 

No entanto, Evans & Finley (1990) [4] notaram estabilização da qualidade 

seminal, após o tratamento com análogo de GnRH, em um garanhão de 18 anos 

diagnosticado com degeneração testicular. É interessante que mesmo com discreta 

melhoria da qualidade seminal, o garanhão que vinha progressivamente reduzindo sua 

fertilidade, estabilizou os parâmetros espermáticos com o tratamento. Contrariamente, 

Blue et al. (1991) [5] utilizando um agonista de GnRH em baixa dose diária (10 μg) não 

observaram mudanças na biometria testicular, número total de espermatozoides e 

motilidade progressiva em garanhões férteis e subférteis.  
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Já Sieme et al. (2004) [9] utilizando a dose de 50 μg observaram um aumento na 

motilidade progressiva e integridade da membrana plasmática. Apesar de nossos achados 

não terem mostrado diferença estatística na integridade da membrana, observou-se 

aumento numérico de espermatozoides com membrana íntegra 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 

metabólica dos espermatozoides de garanhões tratados com GnRH. 

Está 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 à fertilidade [49], pois os espermatozoides equinos 

dependem principalmente da fosforilação oxidativa para a síntese de ATP e, como 

resultado, liberam um grande número de ROS [48, 50, 51].  Assim, o aumento na 

produção de H2O2 evidenciados no presente estudo sugerem uma melhora no 

metabolismo espermático mitocondrial, semelhante a achados anteriores que 

demonstraram níveis elevados de ROS em espermatozoides de garanhões férteis [48, 52]. 

Além disso, a membrana plasmática do espermatozoide equino possui altos níveis 

de ácidos graxos poliinsaturados que os predispõem ao estresse oxidativo e à peroxidação 

lipídica [53, 54]. Assim, uma alta peroxidação lipídica afeta diretamente a função 

mitocondrial e o movimento flagelar, culminando na perda da integridade de membrana 

e da motilidade espermática [55, 56]. No presente estudo não foram observadas alterações 

na peroxidação lipídica 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 espermática 

durante o período experimental. É provável que a realização de repetidas biópsias pode 

ter afetado negativamente esses parâmetros de forma transitória. O garanhão 1 do grupo 

controle apresentou queda notória da qualidade seminal já após a primeira biópsia, com 

tendência a recuperação, porém com nova queda após a semana 9. Já do grupo fértil um 

garanhão após a biópsia testicular apresentou um pequeno hematoma no local e redução 

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 garanhões apresentaram hemorragia da túnica albugínea e inflamação moderada. 

Assim, a biópsia testicular não é um exame de rotina devido ao seu potencial risco ao 

testículo embora alguns autores têm relatado a biópsia testicular como uma técnica segura 

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

Os garanhões do grupo subfértil não foram submetidos à biópsia testicular devido 

ao seu risco em potencial ao testículo. Mesmo assim, o tratamento com o análogo de 

GnRH não resultou em melhora da qualidade espermática.  

 Em homens, acredita-se que a subfertilidade e infertilidade idiopática é causada 

em sua maioria por alterações testiculares e não hipotalâmicas ou hipofisárias. A alta 

produção de FSH e LH em homens oligospérmicos indica uma incompetência das células 

de Leydig e dos túbulos seminíferos na inibição desses hormônios e, consequente, 

hipersecreção de gonadotrofinas na tentativa de manter o funcionamento normal da 

reprodução [59]. Assim, em homens com hipogonadismo central, quando os níveis de 

gonadotrofinas (FSH e LH) circulantes estão baixos, preconiza-se o tratamento com 

GnRH para restauração da espermatogênese [60,61].  

 Os garanhões subférteis do presente estudo apresentavam níveis de FSH e 

LH elevados (24 e 14 ng/ml, respectivamente), porém sem redução do nível de sulfato de 

estrona sérico (231 ng/ml). Os níveis de FSH e LH observados em garanhões férteis são 

em média 5.5 e 3.5 ng/ml, respectivamente [10, 11, 62, 63]. Embora alguns estudos 

mostrem níveis séricos entre 18-33 e 43-52 ng/ml em garanhões férteis [14, 64]. Desse 

modo, a reposição hormonal não seria o tratamento indicado os animais deste estudo, já 

que em garanhões, recomenda-se que terapias com GnRH sejam realizadas em animais 

com baixos níveis de LH e FSH séricos [62]. Ademais, garanhões com grau de 

degeneração testicular muito avançado dificilmente respondem a qualquer terapia [7]. 

Concluímos que a aplicação de lecirelina não causou redução da qualidade 

seminal em garanhões 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 produção espermática, da estabilidade e potencial de membrana 

mitocondrial demonstram que o tratamento pode ser aconselhável 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 µm/s 

Progressive cells (STR) 80% 

Slow cells (static: VAP cutoff) 30 µm/s 

Slow cells (static: VSL cutoff) 20 µm/s 

Illumination: intensity 2,100 

Illumination: 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 Makler1 

Temperature 38º C 

Field selection Automatic 

VAP average path velocity µm/s, VSL velocity straight line µm/s; STR straight %  
1Hamilton Thorne Research, Beverly, MA, USA (chamber depth 10.0 µm, stage position 14.3 mm) 
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