UFRRJ
INSTITUTO DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA VETERINARIA

DISSERTACAO

Ultrassonografia Testicular no Modo Color Doppler e Espectral e
Avaliacdo Androldgica de Garanhdes Mangalarga Marchador

Tratados com Gonadotrofina Coriénica Humana (hCG)

RITA DE CASSIA LIMA MORAIS

2017



INSTITUTO DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA VETERINARIA

Ultrassonografia Testicular no Modo Color Doppler e Espectral e
Avaliacdo Androldgica de Garanhdes Mangalarga Marchador Tratados
com Gonadotrofina Corionica Humana (hCG)

RITA DE CASSIA LIMA MORAIS

Sob orientacao do Professor
Dr. Julio César Ferraz Jacob
e co-orientacdo da Professora

Dra. Carla Fernanda Paranhos de Moura Carvalho

Dissertacdo submetida como requisito
parcial para obtencdo do grau de Mestre
em Ciéncias, no programa de POs-
Graduacdo em Medicina Veterinaria, Area
de concentracdo em Patologia e Ciéncias
Clinicas.

Seropédica, RJ
Abril de 2017



Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Biblioteca Central / Secdo de Processamento Téchico

Ficha catalografica elaborada

com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

M827u

MORAIS, RITA DE CASSIA LIMA, 1987-

Ultrassonografia Testicular no Modo Color Doppler
e Espectral e Avaliagdo Androldgica de Garanhdes
Mangalarga Marchador Tratados com Gonadotrofina

Coriénica Humana / RITA DE CASSIA LIMA MORAIS. - 2017.

81 f.: il.

Orientador: JULIO CESAR FERRAZ JACOB.

Coorientadora: CARLA FERNANDA PARANHOS DE MOURA
CARVALHO.

Dissertacdo (Mestrado). —-- Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM
MEDICINICA VETERINARIA, 2017.

1. ULTRASSONOGRIA. 2. DOPPLER ESPECTRAL. 3.

DOPPLER COLORIDO. 4. HCG. 5. GARANHOES. I. JACOB, JULIO

CESAR FERRAZ, 1961-, orient. II. CARVALHO, CARLA
FERNANDA PARANHOS DE MOURA, 1968-, coorient. III
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM MEDICINICA VETERINARIA.
IV. Titulo.




UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO

INSTITUTO DE VETERINARIA ]
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM MEDICINA VETERINARIA

RITA DE CASSIA LIMA MORAIS

Dissertacdo submetida como requisito parcial para obtencdo do grau de Mestre em Ciéncias,
no Programa de Pds-Graduagdo em Medicina Veterinaria, &rea de Concentracdo em Patologia

e Ciéncias Clinicas.

DISSERTACAO APROVADA EML2/04% 173

Dr. Jilio César I?err W
Orientad

[\\__/vr“(r\.

Dr. Marco Robdrto Bourg de N’ello - UFRRJ

L &wmﬂu wa .

\/ Dr® Aline Emerim Pinna - UFF




DEDICATORIA

Aos meus amados pais Jodo e Odaléia

A toda minha familia e aos amigos verdadeiros

Aos animais

A padroeira dos estudantes Sta. Catarina de Alexandria
A Deus...

Dedico!



AGRADECIMENTOS

E com muito prazer que chego ao final de mais uma etapa, em um nivel do qual nunca
imaginei que poderia atingir! E definitivamente, s6 tenho a agradecer a todos que, direta ou
indiretamente, me ajudaram a alcangar um dos meus objetivos. Com toda certeza, as palavras
que seguem abaixo serdo poucas para expressar toda a minha gratidao aos envolvidos...

Agradeco primeiramente a Deus e a minha intercessora Sta. Catarina de Alexandria, a
padroeira dos estudantes, por me abencoar, me proporcionar paciéncia, inteligéncia e
discernimento frente a todas os momentos, bons e ruins, desta longa caminhada. Muito obrigado
por caminharem comigo e me guiarem para os melhores caminhos.

Fora isso, 0 apoio da minha familia foi fundamental para que eu conseguisse seguir meu
caminho de forma serena e determinada. Aos meus pais, JOAO EUGENIO DE MORAIS
FILHO e a minha mide ODALEA MARIA DE LIMA MORAIS, eu devo absolutamente tudo,
todas as minhas escolhas e todas as minhas vitorias. Muito obrigada mée por suportar a
distancia, ouvir horas a fio de conversa fiada para me ajudar a render o longo trajeto do
Departamento de Reproducdo e Avaliagdo Animal até minha casa, por ouvir minhas
reclamacdes, tentar me acalmar nas horas de raiva, me ajudar com o pouco que tem e deixar de
viver e fazer as coisas pra si prépria s6 para me proporcionar o melhor. Ao meu pai, meu Jodo
do Dino, sem palavras para descrever a gratiddo ao senhor, em todos esses anos de estudo, mas
principalmente nesse mestrado, vocé foi muito mais que um pai para mim. Foi meu amigo, meu
companheiro, meu estagiario, concertando tudo que o Quebec quebrava no setor, dormindo
comigo e me acompanhando nas coletas de sangue, noturnas... Mesmo sem lida com animais,
me ajudando no que era possivel durante os procedimentos experimentais diarios, e além disso
tudo ainda foi meu faz tudo em quanto estava totalmente ocupada, me levando café, marmita,
arrumando minha casa... um obrigado seria muito pouco para poder agradecer tudo que vOcés
fizeram e ainda fazem por mim. Amo muito vocés!

Ao meu irmio SERGIO, meus sobrinhos BIANCA, PRISCILA, CRISTIAN e & pequena
sobrinha neta ALICE, que mesmo distantes me fizeram sentir suas presengas.

Ao meu orientador, professor Dr. JULIO CESAR FERRAZ JACOB, pela oportunidade,
por seus ensinamentos e também pelas broncas, que em muitos momentos também ensinaram

alguma coisa.

vi



A minha coorientadora, professora Dra. CARLA FERNANDA PARANHOS DE
MOURA CARVALHO, pela preocupagdo, apoio, idéias e ajudas no aperfeicoamento da
técnica ultrassonografica em garanhdes, como em toda a pesquisa.

A professora Dra. VERA LUCIA TEIXEIRA DE JESUS, pelo carinho, conversas,
preocupacéo, ajuda e cuidados.

Ao professor Dr. MARCO ROBERTO BOURG MELLO, pela amizade, conhecimento
repassado, por me salvar diversas vezes nas duvidas quando meu orientador estava ausente e
pelas deliciosas costelas no bafo na reprodugao (“rs™)!

Ao professor JOSE EUGENIO TRES, pelas conversas fiadas, coleguismo e apoio.

Ao Curso de Pds-graduacdo em Medicina Veterinaria e seu corpo docente, bem como o
corpo docente desta instituicdo pelo aprendizado e apoio durante a realizacdo deste trabalho.

Ao Sr. “ZICO” (OROZIMBOY), funcionario do DRAA, por tornar meus dias mais belos
e divertidos! Pelos cafés na tampinha! Pelas bobeiras e casos contados, pela ajuda e amizade.
Todo mundo malucado! Sem o Sr. 14 no setor, tudo seria mais dificil. E aos demais funcionarios,
FOFINHO (Fofis), Sr. LUIZ e NEZIO, por ficarem até mais tarde no setor para ajudar com os
garanh@es durante o experimento e com 0s outros servicos diarios de lida das éguas malucas!
Ao ZEZINHO pelo apoio, pelas prosas, ajudas com gambiarras e afins e a0 RENEU, por ajudar
e sempre fazer aquele cafezinho depois do almogo.

Aos funcionarios do setor dos garanhdes, em especial 0 JORGINHO, por toda ajuda,
levando e trazendo os garanhd@es, guiando nas coletas e principalmente pela confiancia em
deixa-los sobre minha responsabilidade.

Ao SERGIO CAMARGO da PESAGRO, por realizar minhas analises estatisticas.

Ao Dr. JHONNATHA OLIVEIRA, por ter idealizado minha pesquisa, pela ajuda na
confeccdo do projeto, pela paciéncia nos ensinamentos e principalmente pela amizade!

Aos estagiarios PABLO, JADER, NATALIA DE FIGUEIREDO, DIEGO, GISELE,
ANDRESSA ALVES, ALINE BRUM, VICTORIA, FLAVINHA VIEIRA, entre outros, pela
ajuda, paciéncia, fidelidade e amizade! Obrigado pessoal, este trabalho também é de vocés!

Aos colegas do Setor de Reprodugdo Animal PAULINHA, MARCO DA LUA YURI,
SAMUEL (BAU), OTAVIA, LARA, JOAQUIM e JOAO PAULO (Seropec), pelas ajudas e
prosas! Em especial GABRIEL DUTRA, por todos 0s ensinamentos, ajudas, caronas, risadas,

por sempre salvar a patria nas minhas davidas, enfim, muito obrigado por sua amizade!

Vi



As residentes do HVGA-UFRRJ, CINTIA E BRUNA, pela ajuda até altas horas da
madrugada chuvosa durante o tratamento da célica do Quebec.

A DONA VERA e Sr. JORGE pelo imenso corac&o e por toda ajuda em me concederem
a moradia durante essa etapa, sem vocés tudo isso ndo seria possivel. Também aos meus
vizinhos PAULINHO e ROSA pela amizade, pelas rabanadas, por ajudar concertar as coisas da
casa e cuidar do meu Pitoquinho quando estou viajando!

E por ultimo agradeco aos animais, especialmente os que passaram por minha vida me
inspirando profissionalmente, meus cdes LUPY (in memorian), SUSHI 14 em MG e PITOCO
que apareceu aqui no RJ para que eu ndo me sentisse mais sozinha! E principalmente a memoria
dos meus cavalos, GIVALI e FENIX, que foram os responsaveis pelo meu grande amor por
essa espécie e pela raca Mangalarga Marchador e aos meus garanhdes MISTERIO,
PRESIDENTE, QUEBEC (in memorian) e meu favorito QUARTZO, da linhagem 1Z 47, por
me concenderem o corpo e a alma para que eu pudesse concluir meu experimento.

A todos aqueles que de alguma forma fazem parte da minha vida e participaram desse
trabalho...

Muito Obrigado!

viii



RESUMO

MORAIS, Rita de Cassia Lima. Ultrassonografia Testicular no Modo Color Doppler e
Espectral e Avaliagdo Androldgica de Garanhdes Mangalarga Marchador Tratados com
Gonadotrofina Coriénica Humana (hCG), 2017. 81p. Dissertacdo (Mestrado em Medicina
Veterinaria, Patologia e Ciéncias Clinicas). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

Foram avaliadas as caracteristicas reprodutivas de garanhdes através da estimulacéo das células
de Leydig com Gonadotrofina Coridnica Humana (hCG) durante as estagdes do ano nos meses
de: janeiro, abril, julho e outubro de 2016, no Departamento de Reproducao e Avaliacdo Animal
da UFRRJ. O estudo foi realizado utilizando quatro garanhdes da raga Mangalarga Marchador.
Os animais foram divididos em dois grupos: Gl (n=4), administrando 5ml de solucédo salina e
Gll (n=4), administrando 5000 Ul de hCG (5ml) (Chorulon®), ambos i.v., in bollus. Em cada
més os procedimentos foram subdivididos em dois ciclos (Cl e CIl) com seis dias (D) cada e
com um intervalo de trés dias entre os ciclos. Nos dias impares avaliou-se dois cavalos, um de
cada grupo e nos dias pares os outros dois de cada grupo. Para o C2, seguiu-se 0 esquema
experimental rotacional “cross over”, onde: CI = animal 1 (GI) e 2 (GII) avaliados nos dias D1,
D3 e D5 e animal 3 (Gl) e 4(Gll) em D2, D4 e D6; Cll= animal 1(Gll) e 2 (GI) avaliados nos
dias D1, D3, D5 e animal 3 (Gll) e 4 (GI) em D2, D4 e D6. O tratamento foi feito apenas no
primeiro dia de cada ciclo (D1 e D2). Houve um intervalo de 3 dias entre os ciclos.
Seguidamente aos tratamentos e com 0s animais contidos e tranquilizados com Cloridrato de
Xilazina 2% (0,00028 mg/kg), foi realizada a ultrassonografia (US), em modo color Doppler
aferindo a porcentagem de vascularizacdo dos testiculos e no modo Doppler espectral, aferiu-
se 0 RI, na artéria testicular, uma hora antes de cada coleta de sémen e imediatamente apos.
Durante as coletas de sémen, foram avaliados: frequéncia de reflexo de Flehmen e de montas
sem erecao, tempo de reacdo a erecao e duracdo da monta. O sémen coletado foi submetido as
analises de qualidade (avaliacdo de volume total, filtrado, motilidade, vigor e concentracéo).
Todos os dados obtidos foram submetidos aos testes Qui-quadrado e ANOVA com
significancia de 5%. Ao analisar os resultados, observou-se que ndo houve diferencas
estatisticas (P>0,05) para as seguintes varidveis: Rl da artéria testicular, frequéncia de reflexo
de Flehmen, n° de montas sem ere¢do, tempo de reacdo a erecdo, duracdo da monta, volume
total, filtrado, motilidade, vigor e concentragdo, entre os grupos tratados com hCG ou com
solucdo salina, nem entre as diferentes estacGes do ano. Conclui-se que a administracdo de uma
unica dose de 5000 Ul de hCG em garanhdes nao foi suficiente para causar alterac6es no fluxo
sanguineo da arteria testicular, mensurado pelo indice Doppler de resistividade, como também
nédo ocasionou alteragdes no comportamento nas condi¢Ges experimentais pesquisadas.

Palavras-chave: andrologia; garanhdes; hCG; ultrasson; Doppler.



ABSTRACT

MORAIS, Rita de Cassia Lima. Testicular Ultrasonography in Color Doppler and Spectral
Mode and Andrological Evaluation of Mangalarga Marchador Stallions Treated with
Human Chorionic Gonadotrophin (hCG), 2017. 82p. Masters dissertation. Master's degree
in Medicine Clinical Veterinary medicine, Pathology and Sciences. Institute of Veterinary
medicine, Universidade Federal Rural do Rio De Janeiro, Seropédica, RJ.

The reproductive characteristics of stallions were evaluated through the stimulation of Leydig
cells with human chorionic gonadotrophin (hCG) during the seasons of January, April, July and
October 2016, in the Animal Reproduction and Evaluation Department of UFRRJ. The study
was carried out using four Mangalarga Marchador stallions. The animals were divided into two
groups: Gl (n = 4), administering 5ml of saline and GII (n = 4), administering 5000 1U of hCG
(5ml) (Chorulon®) both i.v., in bollus. In each month the procedures were subdivided into two
cycles (Cl and CII) with six days (D) each and with a three day interval between cycles. On
odd days two horses were evaluated, one from each group and on even days the other two from
each group. For C2, the cross-over experimental rotational scheme was used, where: Cl =
animal 1 (GI) and 2 (GlII) evaluated on days D1, D3 and D5 and animal 3 (GI) and 4 (GII) on
D2, D4 and D6; CIl = animal 1 (GlI) and 2 (GI) evaluated on days D1, D3, D5 and animal 3
(GIl) and 4 (GI) on D2, D4 and D6. The treatment was done only on the first day of each cycle
(D1 and D2). There was an interval of 3 days between cycles. After the treatments and with the
animals contained and reassured with 2% Xylazine Hydrochloride (0.00028 mg/ kg),
ultrasonography (US) was performed in Doppler color mode, assessing the percentage of
vascularization of the testes and in the spectral Doppler mode, R1 was measured in the testicular
artery one hour before and immediately after each semen collection. During the collection of
semen, Flehmen's reflex frequency and number of erections without erection, reaction time to
erection and duration of mating were evaluated. The collected semen was submitted to quality
analyzes (evaluation of total volume, filtration, motility, vigor and concentration). All data were
submitted to chi-square and ANOVA tests with significance of 5%. When analyzing the results,
it was observed that there were no statistical differences (P> 0.05) for the following variables:
testicular artery RI, Flehmen reflex frequency, number of erections without erection, reaction
time to erection, duration of Total volume, filtration, motility, vigor and concentration between
groups treated with hCG or saline solution, nor between the different seasons of the year. It was
concluded that administration of a single dose of 5000 IU of hCG in stallions was not sufficient
to cause changes in testicular artery blood flow as measured by the Doppler index of resistivity,
nor did it cause changes in behavior in the experimental conditions studied.

Keywords: andrology; stallions; hCG; ultrasson; Doppler.
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1 INTRODUCAO

Entre os animais de producdo, 0s equinos sdo 0s que apresentam a reproducdo mais
dispendiosa, 0 que justifica as tentativas de melhorias relacionadas a fertilidade da espécie com
objetivo de aumentar seu rendimento. O macho equino assume um papel relevante por sua
possibilidade de disseminar o patriménio genético mais eficientemente que a fémea.

A sobrevivéncia de uma espécie esta diretamente relacionada com a fertilidade de seus
individuos. Ha uma estimativa de que 25% dos machos equinos passam por algum problema
reprodutivo que possa limitar sua fertilidade (McDONNEL, 1986). Garanhdes submetidos a
monta tém sua libido e sua fertilidade diminuidas quando essas sdo efetuadas com uma
frequéncia maior que uma ou duas vezes ao dia.

Na espécie equina, a importancia da eficiéncia reprodutiva € influenciada ndo sé pela
fisiologia da reproducdo, mas também pelos objetivos de criacdo. Esta espécie €, dentre as dos
animais de producdo, a que apresenta os indices de fertilidade mais baixos independente da
forma de utilizacdo do sémen, sendo a fresco, resfriado, congelado ou por monta natural
(GINTHER et al.,1985). Esse fato é decorrente da selecdo zootécnica que, geralmente, ndo
considera parametros relacionados a fertilidade, sendo a maioria dos critérios de selegdo
aplicados, ainda hoje, baseados nas carateristicas morfofuncionais.

Com a evolucdo das técnicas diagnosticas e, tendo conhecimento dos disturbios
reprodutivos, faz-se necessaria a aplicacdo e execucdo de exames e terapias complementares
para diminui-los objetivando a melhoraria dos indices reprodutivos na espécie equina. Assim,
quanto mais elucidar-se conhecimentos sobre condi¢des reprodutivas, aliadas a eficiéncia
econdmica, melhor e mais eficiente seré a prevencédo de possiveis complicagdes por condicGes
insatisfatdrias de manejo e criacgéo.

Sabe-se que ao longo da estacdo de monta ha um decréscimo qualitativo em alguns
parametros reprodutivos dos garanhdes como, por exemplo, libido e qualidade espermatica.
Visto que ja € comprovado que o uso de gonadotrofina corionica humana (hCG) tem um papel
importante na estimulacéo da resposta esteroidogénica das células de Leydig e, sabendo que ela
vem sendo utilizada nos casos de producdo insuficiente de testosterona e de criptorquidismo
(LIMA et al.,, 2000), essa pesquisa teve como objetivo avaliar possiveis alteragdes no

parametros ultrassonograficos vasculares das gbnadas, assim como mudancas nas



caracteristicas do comportamento reprodutivo no ato da monta e nos parametros seminais de

garanhdes férteis apds a administracdo de hCG durante as diferentes estacbes climatoldgicas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fisiologia e Endocrinologia Reprodutiva dos Garanhdes

A fisiologia da reproducdo equina esté intimamente relacionada com a sazonalidade das
estacOes do ano. Tanto garanhdes quanto eguas sofrem influéncia da intensidade e quantidade
de luz ao longo do dia, que se modifica ao longo das estacdes do ano (GINTHER et al., 2004;
HAFEZ e HAFEZ, 2004).

Os garanhBes ndo se tornam azoospérmicos durante o periodo ndo reprodutivo,
diferentemente de ovinos e caprinos. S&o capazes de continuar produzindo espermatozdides,
embora em menores concentracdes e de qualidade ligeiramente inferior, ao longo do ano inteiro
guando estimulados (monta natural ou coleta de sémen) (McKINNON e VOSS, 1993).

Dessa forma, o uso continuo do garanhdo ao longo do ano é uma préatica de manejo
comum em centrais de reproducdo equina que aproveitam o periodo de inverno para coletar e
congelar sémen visando a proxima estacdo reprodutiva, até porque se trata de um periodo em
gue as éguas ndo estdo apresentando atividade folicular ou estdo prenhes (JANET et al., 2003).

O sistema neuroendocrino é responsavel pela regulacdo da funcdo dos 6rgédos
reprodutivos, esse sistema é composto por grupos especializados de células nervosas e tecidos
enddcrinos que secretam os horménios, que sdo carreados pelo sangue, de um 6rgdo para 0
outro, controlando a fun¢édo de outro 6rgdao (AMANN, 1993).

A melatonina € um horménio produzido pela glandula pineal sendo o principal
responsavel pelo efeito da sazonalidade em equinos. Ela € sintetizada a partir do aminoéacido
triptofano por meio de duas enzimas principais: N-acetiltransferase (NAT) e hidroxiindol-O-
metiltransferase (HIOMT), que sdo ativadas a partir da secrecdo de neurotransmissores
liberados apenas durante a noite. Esse mecanismo explica a maior concentracdo desse hormonio
durante o inverno, periodo do ano em que a duracdo de luz diminui enquanto a duracdo de
escuriddo aumenta (NUNES, 1999).

A melatonina regula a secrecdo do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) pelo
hipotalamo, 6rgao situado a base do cérebro. Especificamente em equinos, a melatonina tem a
capacidade de inibir a secrecdo de GnRH, diminuindo indiretamente as concentra¢Ges do
hormonio foliculo estilulante (FSH) e do hormoénio luteinizante (LH), influenciando
negativamente sobre a espermatogénese. Acredita-se que a melatonina seja capaz de inibir a
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liberacdo do GnRH devido a sua capacidade de diminuir a concentracdo intracelular de
adenosinamonofosfato ciclico (AMPc) e também ao bloguear a mobilizagdo e influxo de
calcio?* nas células gonadotroficas da adeno-hipofise (PANG et al., 1998).

A espermatogenese esta dependente de um correto funcionamento do eixo hipotalamo-
pituitario-testicular, envolvendo a secrecdo pulsatil por curtos periodos de GnRH pelo
hipotalamo, cuja acdo causa a libertacdo também pulsatil de gonadotrofinas pela pituitéria
anterior, 0 hormonio Luteinizante (LH) e foliculo estimulante (FSH), através de uma modulacéo
enddcrinaparacrina-autdcrina, que por sua vez atuam sobre as células testiculares (ROSER,
2009).

Toda esta dindmica € regulada tanto por opidides cerebrais como pela glandula pineal,
dado que esta precede a secrecdo de melatonina que por sua vez atua negativamente sobre a
GnRH, durante a época de reproducdo. A producdo de melatonina depende do fotoperiodo, ou
seja, 0 aumento de ndmero de horas diérias de luminosidade é detectado pelas células
ganglionares da retina, que contém o fotopigmento melanopsina (BERSON et al., 2002). Este
estimulo € transmitido pelo nervo Optico ao nucleo supraquiasmatico (SCN), causando uma
inibicdo da glandula pineal (em equino) e da secrecdo de melatonina, o que favorece a secre¢do
de GnRH pelo hipotalamo. A sua atuacdo nao se da directamente sobre os neurdnios ligados ao
GnRH, mas sim sobre 0s neurénios dopaminérgicos, serotoninérgicos e aminoacidoldgicos, que
atuam sobre os primeiros. A sazonalidade e a diminuicdo de numero de horas diérias de luz
inferem assim positivamente sobre a producdo de melatonina, diminuindo a secre¢do de GnRH
e consequentemente das gonadotrofinas esteroides e a atividade testicular (ROSER, 2000).

O FSH provavelmente liga-se as células de Sertoli para que estas venham a secretar
inibina, ativina, proteina ligadora de andrégeno (ABP), além de outros fatores necessarios a
espermatogénese. A liberacdo de FSH é regulada pela acdo da inibina e da ativina, que
controlam a quantidade do fluido seminifero tubular, a manutencdo da barreira hemato-
testicular e a sustentacdo do desenvolvimento das células germinativas essenciais para
espermatogénese (SAMPER, 2009).

O LH causa a estimulagéo da producéo e a liberacdo da testosterona e do estrogeno pelas
células de Leydig em garanhdes adultos (EISENHAUER et al., 1994; EISENHAUER et al.,
1995). Os altos niveis locais de testosterona permitem que este hormoénio atue na

espermatogénese. Pela circulacdo periférica, a testosterona age em varios orgaos alvos para



manter as caracteristicas fisicas masculinas, a libido e a fungdo das glandulas sexuais acessorias
(PICKETT etal., 1998).

As células de Leydig secretam e sdo periodicamente estimuladas a aumentar a producao
de niveis basais de varios hormonios. Desse modo, sdo encontradas duas a até quarto vezes a
concentracdo de testosterona no sangue periférico, sendo cada pico com duracdo de 2-4 horas.
Na maioria dos garanhdes, trés a oito explosdes episodicas de producao de testosterona ocorrem
todos os dias. Consequentemente, se uma Unica amostra de sangue de um garanhao ¢ analisada
guanto a concentracdo de testosterona, pode ser obtido um valor invulgarmente elevado, que
ndo é tipico das concentragdes periféricas normais do sangue desse cavalo (McKINNON et al.,
2011).

A testosterona, proteinas e horménios protéicos produzidos nos testiculos realizam um
“feed-back” negativo com o hipotdlamo e pituitaria anterior, via circulagdo periférica, para que
ocorra a modulagédo da secre¢do de GnRH, FSH e LH (AMANN, 1993).

A testosterona é essencial para a manutencdo e restauracdo da espermatogénese no
testiculo adulto. Embora seja aceito que o FSH tenha importancia critica na iniciacdo e
expansdo da espermatogénese nos mamiferos durante a puberdade, sua funcdo na
espermatogénese em adultos ndo esta bem clara (SHARP et al., 1993). De acordo com Zirkin
et al. (1994), em quase todos os mamiferos, somente a testosterona € capaz de manter
qualitativamente a espermatogénese completa, enquanto que o FSH tem papel na influéncia da
quantidade de espermatozdides produzidos.

A secrecado de testosterona € regulada por algas longas, curtas e ultracurtas. A al¢a longa
envolve FSH, inibina e interagdes LH-testosterona. A alca curta envolve fatores de crescimento
(IGF-1) e horménios. A alga ultracurta regula as interacbes celulas de Sertoli/células
germinativas/células mioides (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

Apos penetrar na célula, a testosterona pode ainda sofrer acdo da aromatase citoplasmatica,
sendo convertida a estrogénio. Apos a conversdo, o produto desta reacao (estradiol) liga-se a receptores
estrogénicos e este complexo ird interagir com o DNA nuclear, promovendo resposta estrogénica
(WILSON e FOSTER, 1988; CELOTTI e CESI, 1992; LISE et al., 1999). Os hormdnios estrogénicos

sd0 necessarios para a deposicao de tecido 6sseo e também para a fusdo epifisaria ao final da puberdade
(MORISHIMA et al., 1995).

A deteccdo de altas concentracdes de estrogeno produzido nos testiculos de garanhdes
supde que o estrdgeno, junto com a testosterona e 0 FSH possa desempenhar um importante

papel na espermatogénese (ROSER, 2000).



Em relagdo a participacdo do estrdgeno na reproducdo masculina, o seu potencial na
modulacdo paracrina-autocrina da espermatogénese sugere que 0 evento seja mais complexo,
principalmente na espécie equina, onde o estrégeno é produzido em quantidades atipicamente
altas (AMANN, 1993).

O bom entendimento dos mecanismos de controle da funcdo testicular do garanhéo é de
fundamental importancia para a compreensao do processo reprodutivo dos mesmos bem como
para 0 desenvolvimento de um manejo reprodutivo mais adequado a sua fisiologia,

maximizando seu aproveitamento.

2.2 Alteracbes Reprodutivas em Garanhdes Associadas a Estacdo do Ano

O garanhdo tem sido classificado como um reprodutor de dias longos, basicamente
porque sua maxima capacidade reprodutiva é atingida durante periodos de aumento gradual no
comprimento dos dias (ROSER, 2000). Ao contrario das éguas, que se tornam anovulatorias
fora da estacao reprodutiva, os garanhfes ndo sdo azoospérmicos durante este mesmo periodo
(AURICH et al., 1996).

No hemisfério norte, a época de reproducéo fisiologica dura de abril a outubro (SHARP
et al., 1993) e durante esse periodo a producdo de espermatozéides (JOHNSON, 1991) e a
funcao testicular endécrina (CLAY e CLAY, 1992) estdo claramente aumentadas (JANETT, et
al., 2003).

Durante os meses de primavera e verdo, pode-se observar um aumento no tamanho e no
peso testicular, na producdo e liberacdo de espermatozoides, nas concentracdes dos hormonios
LH, FSH, testosterona, 17p-estradiol, inibina e prolactina e uma visivel melhora na libido de
garanhdes (THOMPSON et al., 1978, CLAY e CLAY, 1992, ROSER et al., 1994).

Por analogia a outros mamiferos, € provavel que as alteragcGes anuais na capacidade
reprodutiva do garanhdo sejam resultados da presenca de um ciclo circanual enddgeno da
funcdo testicular, que é iniciado por um fator externo, um marcador do tempo ou ritmo
ambiental. O fator externo mais comum utilizado como marcador sazonal é o fotoperiodo,
principalmente por ser fidedigno ao representar as mudancas ao longo do ano (CLAY E CLAY,
1992; ROSER, 2000).

No caso dos equinos, um conceito claro sobre refratariedade € fundamental para o bom

entendimento sobre seu ciclo circanual ou sazonal. Em garanhdes, é aceito que os dias longos



agem desencadeando e iniciando 0s mecanismos que levam ao mais alto grau da capacidade
reprodutiva (PICKETT et al., 1998).

A secrecdo das gonadotrofinas, LH e FSH, em machos, depende da libera¢do do GnRH
pelo hipotdlamo (TILLBROOK E CLARKE, 2001). Em garanhdes, existe uma concordancia
entre os pulsos de GnRH e LH; e a influéncia do fotoperiodo nas secre¢fes de GnRH é
claramente refletida pelas variagdes circanuais na liberagdo do LH. Concordéncia semelhante
entre 0 GnRH e o FSH ndo é observada (CLAY E CLAY, 1992).

Em garanhdes, a liberacdo de LH é positivamente correlacionada com o comprimento
do dia. As concentracbes de LH aumentam com o inicio da estacdo reprodutiva e as
concentragdes basais de LH no verdo sao duas vezes mais altas que aquelas observadas proximo
ao solsticio de inverno (IRVINE E ALEXANDER, 1982, JOHNSON E THOMPSON, 1983).

As variacGes na liberacdo de LH nos equinos dependem da presenca das gonadas,
indicando que os efeitos do fotoperiodo sdo dependentes dos esterdides (THOMPSON et al.,
1986). As concentragfes séricas de testoterona e estrogeno também apresentam flutuacdes
sazonais, com as maximas concentracdes ocorrendo em abril e maio (relativos a outubro e
novembro do Hemisfério Sul) (THOMPSON et al., 1978). As varia¢des do LH seérico, descritas
como altamente sazonais, apresentam picos em maio e junho (relativos a novembro e dezembro
no Hemisfério Sul) (JOHNSON e THOMPSON, 1983, CLAY e CLAY, 1992).

Byers et al. (1983) também relataram um aumento sazonal dos niveis de testosterona,
com 0s maiores niveis observados no verdo; porém, com um aumento secundario no outono,
menor que o do verdo.

Leme et al. (2012) relataram a presenca do efeito do ciclo anual na fungéo testicular dos
garanhdes, relatado pelas variacGes sazonais das suas caracteristicas seminais.

A estacdo do ano mostrou uma evidente influéncia nas caracteristicas seminais de
garanhdes, incluindo volume do ejaculado, motilidade espermatica, total de espermatozdides e
porcentagem de espermatozoéides anormais. Van der Holst (1975) estudou a influéncia da
estacdo do ano e a aplicagéo de luz continua na baia em garanhdes, na Holanda. Seus resultados
mostraram que a estacdo teve bastante influéncia nas caracteristicas seminais dos garanhdes; e
a manutencgdo de garanhdes sob luz continua durante o inverno pareceu ter um beneficio sobre
a espermatogénese, evidenciado pelo aumento da motilidade e queda do numero de
espermatozoéides anormais presentes no ejaculado, comparado com o mesmo periodo do ano

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

Segundo Pickett (1993), o numero de espermatozoides ejaculados chega a ser 50%
maior nos meses da estacdo reprodutiva para o primeiro ejaculado e 39% para o segundo, com
uma hora de intervalo entre as colheitas de sémen. Este padrdo de producdo espermatica esta
em concordancia com as observacOes feitas sobre a espermatogénese (BERNDTSON et al.,
1977). Entretanto, ndo esta ainda precisamente estabelecido como os elementos testiculares do
garanhdo sao reversivelmente estimulados ou inibidos pela estacdo do ano (CLAY e CLAY,
1992).

Baseando-se nesses dados, é plausivel que o fotoperiodo sirva simplesmente para
sincronizar ou iniciar um ciclo circanual endogeno; pois, na auséncia de um fotoperiodo, o ciclo
enddgeno ainda persiste. Porém, sem uma sincroniza¢do com o meio externo, o ciclo endégeno
ficaria livre para se manifestar e o intervalo anual da méxima capacidade reprodutiva variaria
de garanhdo para garanhdo (CLAY e CLAY, 1992).

2.3 Efeitos da Gonadotrofina Corionica Humana em Garanhdes

A gonadotrofina coridnica humana (hCG) é produzida pelas vilosidades coridnicas da
placenta humana (NEWCOMBE, 2011), especificamente no reticulo endoplasmatico rugoso
(BIELINSKA e BOIME, 1979) dos sinciciotrofoblastos (MEDEIROS e NORMAN, 2009), que
sdo células responsaveis pela invasdo do endométrio pelo embrido humano. Ela é detectada
precocemente apds a concepcao e atinge o pico em torno de 35 a 50 dias (NEWCOMBE, 2011).

A hCG faz parte do grupo dos hormdnios glicoproteicos que incluem LH, FSH e TSH
(STENMAN et al., 2006), seu peso é de 38000Da com 237 aminoacidos, organizados em duas
unidades alfa e beta, ligadas de forma ndo covalente (COLE, 2008), cada uma consistindo em
uma unica cadeia de polipeptideos (MEDEIROS e NORMAN, 2009), contendo galactose e
hexosamina. Sua estrutura é divida em 70% de cadeias proteicas e 30% de unidades de
carboidrato (KEAY et al., 2004). Todos os hormonios glicoproteicos sdo formados por essas
duas subunidades a e [, diferentes. A subunidade o ¢ formada por uma sequéncia de

aminoacidos comum a todos os hormonios glicoproteicos, sendo a § Unica e responsavel pela
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atividade bioldgica. A hCG e LH possuem 80% de homologia entre as subunidades B, sugerindo
uma funcdo bioldgica comum, fazendo com que ambos se liguem ao mesmo receptor
(LAPTHORN et al., 1994).

Aproveitando desta similaridade com o LH, a hCG tem sido usada para avaliar 0s
receptores para LH, em células de Leydig de equinos com a vantagem de ser mais estavel que
0 LH equino e ambos estimulam a esteroidogenése (EVANS et al.,1982). A estimulagéo da
esteroidogénese pelas células de Leydig é um parametro utilizado no estudo das alteractes
reprodutivas ligadas a esfera hormonal em varias espécies (LIMA et al., 2000).

Ap0s a aplicacdo da hCG, existe um padrdo bifasico da meia vida, sendo que o primeiro
pico de acdo ocorre entre 5 e 9 horas, chamada de fase rapida e o segundo inicia-se de 24 a 33
horas (STENMAN et al., 2006), sendo a fase lenta. Esta diferenca de meia vida se deve a
presenca do acido sialico na molécula, conferindo uma menor metabolizacdo pelo figado,
aumentando o periodo de permanéncia no plasma (HERSHMAN, 2004).

Os testiculos constituem um tecido de atividade metabodlica muito alta sendo muito
sensivel as perturbacBes do seu abastecimento nutritivo, que € essencialmente via hematogena.
Vérias investigacGes em seres humanos (BATTAGLIA, et al., 2000; TARHAN, et al., 2003) e
ratos (BERGH, et al., 2001) demonstraram a associacao entre fluxo sanguineo e qualidade
espermatica. Além dos mediadores locais, os hormonios parecem estar envolvidos na regulacdo
do fluxo sanguineo testicular. Receptores para LH e um mecanismo de transporte
transendotelial para hCG foram encontradas na microvasculatura testicular de ratos (GHINEA
et al., 1994). Administracdo de hCG resultou em um aumento na concentracao de testosterona
e fluxo sanguineo em roedores de laboratério (SETCHEL e SHARPE, 1981; DAMBER et al.,
1985;). Um aumento na concentracdo de testosterona plasmatica ap6s administracdo de hCG
também ocorreu garanhGes (ROSER, 1995; LIMA et al., 2000; POZOR et al., 2006a;
BOLLWEIN et al., 2008). Os estrogenios, que tém um efeito vasodilatador marcado e podem
ser convertidos a partir da testosterona (ROSENFIELD et al., 2002), também aumentam apds
o tratamento com hCG (LIMA et al., 2000; POZOR et al., 2006a; BOLLWEIN, et al., 2008).

Inque et al. (1993), sugerem que a determinacgéo de testosterona no sangue, pode auxiliar
no diagnostico da infertilidade. A mensuracdo das concentra¢fes plasmaticas da testosterona
sérica também é um pardmetro para determinar a efetividade da resposta esteroidogénica do
hCG sobre as celulas de Leydig (LIMA et al., 2000). Para determinacdo da concentracao

plasmaética de testosterona é importante considerar que a producado de testosterona é dependente
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de idade, da estacdo do ano e horério de coleta das amostras sanguineas (McKINNON et al.,
2011).

Em relacdo a caracterizacdo do fluxo sanguineo testicular, Pozor et. al., (2006a),
realizaram um trabalho utilizando tratamento com 500, 1000, 2500 e 6000 Ul de hCG e
efetuaram exames ultrassonogréficos dos testiculos no modo B e color Doppler espectral antes
do tratamento, 1 e 72 horas, e 7 dias ap0s o tratamento. Eles observaram que houve um aumento
no tempo maximo de velocidade (TAM) e taxa de fluxo sanguineo total arterial no exame
realizado 1h apds o tratamento com a dose de 6000 Ul de hCG e ndo houve nenhum efeito de
qualquer dos tratamentos neste fluxo ap6s 7 dias. Esses pesquisadores também observaram um
aumento na concentracdo de testosterona apds cada tratamento com hCG, sendo este efeito
apresente até 72h apo6s a administracdo com 2500 Ul e foi ainda maior apds a administracdo de
6000 Ul de hCG. Pozor e colaboradores (2006a) entdo concluiram que houve uma significante
correlacdo entre 0 aumento na concentracao de testosterona e consequente aumento nos indices

ultrassonograficos no modo Doppler espectral ap6s o tratamento com hCG.

2.4 Exame Ultrassonogréfico

O estudo ultrassonogréafico é um recurso que tem demonstrado muitos beneficios e pode
ser utilizado sem restri¢cbes de seguranca (KING, 2006). A ultrassonografia em tempo real
Modo B (escala de cinza) vem sendo utilizada ha muito tempo e é Gtil no exame da genitalia
masculina externa e interna, sendo uma excelente ferramenta no diagndstico de inimeras
condicBes patoldgicas como granuloma espermatico (HELD et al., 1989), epididimites (HELD
et al., 1990), criptorquidismo (LOVE, 1992), varicocele, estruturas cisticas do epididimo,
aumento da espessura da tunica vaginal (POZOR, 2007) e neoplasias testiculares (HUNT et al.,
1990; MELO et al., 2007). Além disso, este exame permite aferices de medidas tais como
altura, largura e comprimento, medidas estas utilizadas para estimar volume testicular e
producéo diaria de espermatozoides (McKINNON, 2010) e indicadores clinico de disfuncao
testicular em garanhdes (POZOR et al 2014). Entretanto, novas técnicas e modalidades como a
ultrassonografia Doppler (Color, Power e Espectral) estdo sendo mais estudadas e cada vez
mais mostram-se efetivas na avaliacdo da integridade e normalidade fisioldgica vascular dos
orgdos (POZOR, 2007).

10



2.4.1 Vantagens e desvantagens da ultrassonografia

2.4.1.1 Vantagens segundo Kealy et al. (2012)

e E um procedimento no invasivo;
e Permite a avaliagdo dindmica (p.ex., nas estruturas vasculares);
e Geralmente néo requer anestesia geral nem sedacéo;

e Permite ma aspiracdo precisa por agulha fina ou biopsia de tescidos.

2.4.1.2 Desvantagens segundo Kealy et al. (2012)

e O equipamento pode ser caro;

e Os artefatos podem levar a uma interpretacao errada

e Nao permite uma preciacdo real das estruturas do esqueleto, exceto das superficies
0sseas;

e E impossivel atribuir mudancas na ecotextura e ecogenicidade a certas causas
fisiopatoldgicas;

e E necessario um tempo comsideravel para se ter o dominio da técnica.

2.4.2 Principios ultrassonogréaficos

O ultrassom na freqiiéncia diagnostica é produzido por materiais denominados cristais
piezoelétricos (zirconato de chumbo titnico), que se encontram no transdutor onde sua
superficie de contato chama-se “footprint” (GODDART, 1995; KEALY e McALLISTER,
2012).

Os transdutores sdo instrumentos capazes de transformar uma forma de energia em
outra. A frequéncia do transdutor depende basicamente da espessura do material piezoelétrico
utilizado em sua construcdo, isto é, quanto menor a espessura maior a freqiiéncia produzida. E
a onda de maior amplitude que determina a frequéncia do transdutor. Os transdutores podem
ser classificados de acordo com tipo de imagem produzida: setoriais (eletrénicos ou mecanicos)
gue formam imagem triangular (feixes sonoros divergentes), lineares (eletrénicos) que forma
uma imagem retangular (feixes sonoros de linhas paralelas) e convexa (eletrdnicos) que também
forma uma imagem em forma triangular. O transdutor é a peca mais fragil e mais cara do

aparelho de ultrassonografia. O uso do gel acustico em transdutores tem como funcéo eliminar
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todo o ar entre o transdutor e a pele (SIEMS, 2000; KEALY e McALLISTER, 2012; DROST,
2007).

Quando um impulso elétrico é aplicado no cristal, o efeito piezoelétrico resulta na
deformacéo do cristal, ele vibra e as ondas do ultrassom sdo geradas, isto é ele transfere energia
(impulsos) elétrica em ondas mecénicas de ultrassom e reconverte as ondas mecéanicas de
ultrassom (eco) em energia elétrica. Este impulso de energia elétrica é depois exibido no
monitor na forma de varias sombras em tom de cinza (quanto mais forte for o eco de retorno,
mais brilhante serd o ponto na imagem na tela). Quando a forca do ultrassom decresce com a
profundidade dos tecidos, quer devido a reflexdo do som ou refragdo dos tecidos, a maquina de
ultrassonografia pode ser ajustada com a finalidade de compensar o eco de retorno (ganho)
(GODDART, 1995; BURK e ACKERMAN, 1996; KEALY e McALLISTER, 2012; DROST,
2007).

2.4.3 Modos de exibicéo do ultrasson

Os ecos de retorno podem ser demonstrados de varias formas no aparelho de ultrassom.
Os modos de exibicdo do ultrassom sdo: modo-A, modo-B e modo-M (KEALY e
MCcALLISTER, 2012):

e Modo-A (Amplitude): Baseia-se na visibilizacdo da amplitude do eco em um
osciloscopio, onde o sistema de coordenadas € utilizado medindo-se as distancias
percorridas pelo som. E um método unidimensional. A exibigdo € feita como picos de
voltagem sobre um tracado linear. A intensidade de cada eco é indicada pela variagdo
na amplitude do pico, representado graficamente em relacdo a uma escala de
profundidade, isto é, maior a intensidade do eco de retorno, maior o pico de voltagem
na profundidade do tecido. Este modo de exibi¢ao requer um “software” mais simples
e 0 Seu uso é restrito a exames oftalmoldgicos especializados (exemplo: medi¢éo de
distancias dentro do olho) e na ecoencefalografia, usado também em medicina
veterinaria para o diagndstico de gestacdo em suinos e ovinos e medicdo de gordura
subcutanea em suinos (CARTEE, 1995; SIEMS, 2000; CARVALHO, 2004; KEALY e
MCcALLISTER, 2012).

e Modo -B (brilho ou escala cinza): Imagens de melhor qualidade séo obtidas a partir

de estruturas relativamente estaticas (musculos, tenddes) com indice de imagem mais
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baixas. Os ecos de retorno sdo digitalizados e convertidos em varias intensidades de
brilho, em duas dimens@es, na forma de uma escala de cinza, e sdo exibidos num
monitor de televisdo. Os retornos dos ecos fortes sdo muito brilhantes, e os dos ecos
fracos séo cinzentos ou pretos, isto é, a intensidade do brilho é proporcional a amplitude
dos mesmos e cuja posi¢do corresponde a profundidade na qual o eco originou-se ao
longo de uma Unica linha produzida por um transdutor. Ocorre uma atualizacdo continua
da imagem pelo computador, com o objetivo de fornecer uma imagem bidimensional
(imagem dindmica ou em tempo real). Usado para maior parte dos exames
ultrassonograficos (DROST, 2007; KEALY e McALLISTER, 2012) NYLAND et al.,
2005; CARTEE, 1995).

Modo-B em Tempo Real: Exibem uma imagem em movimento, em escala de cinza,
da anatomia em corte transversal, obtido por meio da varredura com um feixe de
ultrassom fino e focado por um campo de visdo triangular, linear ou curvilineo, em um
paciente, varias vezes por segundo. Pulsos sonoros sao enviados e ecos sdo recebidos
em sequéncia, ao longo de cada linha do modo-B do campo, até que se forme uma
imagem de um segmento completo (NYLAND et al., 2005).

Modo-M (movimento): Os ecos de retorno modo-B de uma &rea especifica séo
assinalados em relacdo ao tempo para formar um tragcado, este vai percorrer 0 monitor
de lado a lado e também vai permitir que 0 movimento das estruturas seja estudado na
forma de tracado em linha ou de mapa. O seu uso € especialmente Gtil na avaliacdo
cardiaca (medicdo dos ventriculos e auriculas, movimento das valvulas cardiacas e das
paredes do coracdo) (SIEMS, 2000; KEALY e McALLISTER, 2005; NYLAND et al.,
2005).

Modo Doppler: O termo ecografia Doppler ou sonografia “Duplex” ou “Triplex”,
usado em alto grau dentro do campo da ultrassonografia, indica o uso adicional do
principio Doppler para medir os parametros dos fluxos sanguineos em determinados
orgdos. A ultrassonografia Doppler é usada para identificar o fluxo e a velocidade do
sangue como também para calcular os gradientes de pressdo pelas valvulas cardiacas.
Séo conhecidos os seguintes tipos de Doppler: o Doppler de ondas continuas, o Doppler
duplex, o Doppler de ondas pulsadas, o power Doppler e o Doppler de fluxo colorido

(mais usado), com diferentes avaliacbes da area de interesse (CARTEE, 1995;
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POULSEN NAUTRUP, 2001; GINTHER, 2007). Uma abordagem mais aprofundada

sobre essa técnica serd mencionada no item 2.4.5.

2.4.4 Interpretagdes de imagens e terminologia

E de grande importancia reconhecer ultrassonograficamente a textura dos 6rgéos e a
terminologia usada pelos ultrassonografistas referente a imagem gerada durante o exame
ultrassonografico (NYLAND et al., 2005). A posi¢cdo normalmente é descrita observando a
relacdo entre 6rgdos adjacentes e a arquitetura vascular da regido. Os contornos dos 6rgdos sdo
ditos irregulares quando, as superficies demonstram irregularidades diversas que podem ser
descritas como serrilhadas, macro e micronodulares, etc. Quando uma estrutura nao tem forma,
denomina-se amorfa. As éareas de alta intensidade de ecos sdo denominadas
ecogénicas/hiperecogénicas (ecos brancos e brilhantes, normalmente indicativo de doenca em
um parénquima homogéneo). As areas de baixa intensidade de ecos sdo denominadas de
hipoecogénicas (imagem cinza). As areas que ndo produzem nenhum tipo de eco séo
denominadas de anecoicas/anecogénicas (area negra no monitor). Considera-se uma imagem
isosecdica quando a ecogenicidade tecidual é a mesma das estruturas adjacentes similares
(KEALY e MCcALLISTER, 2012; NYLAND et al., 2005; GODDART, 1995).

O sangue e o fluido que ndo contém células ou debris aparecem como uma imagem preta
na ultrassonografia em preto-e-branco, pois poucos ecos retornam. Conforme o fluido, este
ganha viscosidade pelo aumento de proteinas, células ou debris, tornando-se mais ecogénico,
com mais ecos de retorno. Orgdos parenquimatosos (normais) e tecidos do corpo sdo
visibilizados em vaérios tons de cinza, que sdo mais ou menos constantes de animal para animal.
A gordura e o tecido conectivo sdo altamente ecogénicos. Os cistos possuem uma imagem
arredondada, contornos definidos, e apresentam falta de ecos no seu interior, ou seja, conteido
anecogénico. A fibrose (padrdo sélido) é demonstrada como linhas ecogénicas paralelas ou
sobrepostas. O gas é caracterizado pela producéo de imagens de alta refletividade e artefatos de
reverberacao, sombra acustica e cauda de cometa (CARVALHO, 2004; NYLAND et al., 2005).

A textura delicada ou grosseira do parénquima refere-se ao tamanho pequeno ou grande
do ponto, respectivamente. Uma textura uniforme (homogénea) sugere um tamanho e
espacamento similares de pontos em todo parénquima. Uma textura ndo uniforme (heterogénea)

sugere um tamanho e espacamento variado (NYLAND et al., 2005).
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Segundo Burk e Ackerman (1996), existem certas caracteristicas dos 6rgdos durante o
exame ultrassonogréafico que devem ser avaliadas, quais sejam:

e Tamanho: a maior parte das estruturas pode ser mensurada usando as maquinas de
ultrassonografia. Orgdos de grandes dimensdes (figado) sdo impossibilitados de serem
mensurados na sua total dimenséo.

e Forma: a forma dos 6rgdos muitas das vezes é distorcida devido o ponto de
visibilizacdo. Nestes casos ha que ter em conta a pressdo exercida no transdutor.

e [Ecotextura: a intensidade do eco é especifica para cada 6rgao. Um contato fraco entre
a pele e o transdutor pode provocar uma estrutura hipoecdica. A intensidade do eco dos
6rgdos abdominais é comparada com outros 6rgdos da cavidade abdominal.

e Posicdo: a posicdo de um 6rgdo pode ser detectada imediatamente pelo exame
ultrassonografico, mas a sua posicéo pode ser alterada devido a posicdo do transdutor.

e Arquitetura ecogénica: alguns 6rgdos abdominais sdo reconhecidos devido a sua
arquitetura ecogénica. Estes podem ter uma estrutura anecogénica, ecogénica uniforme

ou uma mistura na ecogenecidade.

2.4.5 Ultrassonografia no Modo Doppler

Em 1842, Christian Johann Doppler descreveu a situacdo na qual uma fonte de ondas
(sonoras ou eletromagnéticas), em movimento em relacdo a um receptor, altera a frequéncia de
onda durante este processo, aumentando a frequéncia na aproximacéo da fonte e diminuindo
durante o seu distanciamento (KAWAKAMA et al., 1993). O deslocamento Doppler ou
frequéncia Doppler (fd) é definido como a diferenca entre a frequéncia das ondas transmitidas
(ft) e a frequéncia dos ecos recebidos (fr) (GINTHER e UTT, 2004).

Supondo que o transdutor do equipamento capte 0 movimento de um objeto analisado,
deve-se esperar aumento da resposta quando ambos se aproximam e reducao quando se afastam.
A maior diferenca ou sinal mais forte é obtido quando o movimento ¢é paralelo ao feixe de
ultrassom. Ao contrario, nenhum sinal é gerado quando 0 movimento ¢é perpendicular ao feixe
(RUBENS et al., 2006).

A técnica fundamentada no efeito Doppler se baseia em alteracdes nas frequéncias das
ondas emitidas ou refletidas por um objeto em movimento, em relagdo a um objeto estatico
(GINTHER e UTT, 2004). Com foco no fluxo sanguineo, as hemacias sdo os corpos refletores

em movimento e o transdutor corresponde ao observador. Dentro da caixa colorida, cada ponto
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movel tem uma tonalidade de vermelho ou azul, ao invés de tons de cinza (CERRI et al, 1998).
Assim, conforme a velocidade e a dire¢do das heméacias mudam, as imagens ultrassonogréaficas
apresentam cores e tonalidades diferentes dependendo da configuragdo do aparelho
(VERMILLON, 1997). Os fluxos de maior velocidade sédo expressos por tonalidades mais
claras da mesma cor e os de velocidade menor séo expressados por tonalidades mais escuras
(CERRI et al., 1998).

A ultrassonografia na modalidade Color Doppler se tornou o método diagndstico de
escolha na avaliacdo da vascularizacdo de varios 6rgéos, incluindo os testiculos (POZOR e
MCDONNEL, 2002).

Na maioria das vezes, 0 modo Doppler, seja no modo espectral pulsado ou no modo
colorido, € utilizado em associa¢do com a ultrassonografia bidimensional (SILVA et al., 2012).
Esta associacdo é denomina duplex quando associa 0 modo B com o modo Doppler espectral,
e triplex quando associam os trés modos de processamento ao mesmo tempo (KING, 2006;
CARVALHO et al., 2009). Cada sinal obtido passa por um processamento isolado que é
codificado por cores em relacdo ao sentido do movimento e da velocidade de cada ponto
analisado. Sobre a imagem em modo-B € apresentada uma outra imagem, colorida, que
representa um mapeamento dos elementos méveis em relacéo a intensidade e ao sentido do
movimento (KAWAKAMA et al., 1993).

A técnica do Doppler colorido tem a vantagem de fornecer informagdes sobre o
movimento em uma grande parte da imagem (SIGEL, 1998). Esta técnica permite avaliar a
presenca, a direcdo e a qualidade do fluxo sanguineo mais rapidamente do que qualquer outra
técnica ndo invasiva, até mesmo em vasos muito pequenos, que nao aparecem no modo
bidimensional. Também € possivel a diferenciacdo entre fluxos rapidos e lentos sem a
determinacéo de valores absolutos (GINTHER, 2007).

No Doppler colorido, a imagem apresenta diferentes coloracdes que sdo caracterizadas
como o fluxo em dire¢éo ao transdutor (tons de vermelho) e em sentido contrario (tons de azul),
ndo sendo representacdes de fluxo sanguineo venoso ou arterial. O Doppler colorido é
subdividido em dois modos distintos: Color-flow e Power-flow. O modo Color-flow classico
representa a perfusdo vascular da estrutura em duas cores: vermelho e azul, que indicam o
sentido das hemacias em relagdo ao transdutor. O vermelho corresponde ao fluxo sanguineo

que se desloca em dire¢do ao transdutor, enquanto o azul indica afastamento. Tonalidades
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escuras e claras sdo velocidades lentas e répidas, respectivamente (GINTHER e UTT, 2004;
GINTHER, 2007; DASCANIO, 2014).

O modo Power-flow é uma inovacdo recente do Color-flow. Inicialmente utilizava-
se uma escala graduada em uma Unica cor, o laranja, independente da direcdo do fluxo
sanguineo. No entanto, equipamentos recentes de ultrassonografia Doppler tém apresentado o
modo Power-flow também graduado em duas cores, de acordo com o sentido do fluxo. A
intensidade da cor neste modo varia de acordo com a poténcia do sinal (GINTHER e UTT,
2004; GINTHER, 2007). Este exame apresenta aumento na sensibilidade de trés a cinco vezes
em relacdo ao exame convencional, proporcionando assim a avaliagdo de vasos sanguineos com
didmetro menor ou fluxo sanguineo mais fraco, sendo as caracteristicas de vascularizacéo
representadas em imagens coloridas de uma Unica coloracéo, independente da direcdo do fluxo
sanguineo (GINTHER e UTT, 2004).

Em relacdo aos exames utilizando o Doppler colorido, a vascularizacdo pode ser
graduada através da quantificacdo do nimero e tamanho dos pontos ou areas coloridas
(avaliacdo objetiva), bem como pode ser realizada a avaliacédo por escores (1 a 4, por exemplo,
indicando vascularizagdo minima e maxima; avaliacdo subjetiva). A grande vantagem deste
tipo de avaliacdo é a estimativa das caracteristicas vasculares diretamente em uma estrutura.
Ou seja, a avaliacdo pode ser direcionada especificamente a uma area, possibilitando avaliacéo
sistematica do local desejado, em vez de avaliar apenas um foco (por exemplo, apenas um vaso
sanguineo durante o espectral). Além disso, muitas vezes, devido ao movimento de visceras
e/ou do préprio animal, a manuten¢do do cursor nos exames em modo espectral é prejudicada,
tornando sua realizacdo mais dificil e demorada. As principais desvantagens deste tipo de
exame sdo a utilizacdo de imagens selecionadas e que ndo sdo em tempo real (no caso da analise
objetiva) ou a subjetividade na atribuicdo de escore entre avaliadores (andlises subjetivas)
(GINTHER; UTT, 2004; SILVA et al., 2005; GINTHER, 2007).

Usando-se modo Doppler pulsado, as ondas sonoras sao transmitidas como um impulso,
sendo que um tracado pode ser visto e simultaneamente um som pode ser ouvido. A equacao
Doppler (fd=2 ft.v. cost/c) expressa a magnitude do deslocamento de frequéncia Doppler (fd),
em que ft ¢ frequéncia do feixe ultrassonico transmitido (frequéncia do transdutor); “v” é a
velocidade das hemacias (alvo maével); 6, o angulo Doppler (dngulo formado pela interseccao

do eixo correspondente a direcdo do fluxo sanguineo dentro do vaso e o feixe sonoro); coso € o
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coseno do angulo formado entre o transdutor e as hemdcias; “c” ¢ a velocidade média do
ultrassom nos tecidos (1540m.s-1) (CERRI et al., 1998).

Através da formula Doppler, é estabelecida a velocidade do fluxo sanguineo. A
magnitude da mudanca de frequéncia (deslocamento Doppler) € maior quando o feixe sonoro e
o0 eixo formado pelo vaso sanguineo sdo paralelos (6=0°, cos6=1). Ndo h& deslocamento
Doppler se eles forem perpendiculares um ao outro (6=90°, cos6=0) (POULSEN NAUTRUP,
2001).

Com ultrassonografia no modo espectral ou pulsado pode ser avaliada e determinada
informacdes sobre o fluxo sanguineo de um vaso especifico. Para isto, leva-se em consideracdo
0 angulo de insonacao (angulo de insercdo do ultrasson com a direcdo do fluxo sanguineo
(POZOR, 2005a). Para o modo pulsado, as caracteristicas do fluxo sanguineo em uma area
focalizada de um vaso, sdo acessadas por colocacdo de um cursor amostral (ou gate) que € a
regido onde os sinais Doppler sdo mensurados na imagem em modo B ou em color-Doppler,
situado no lumem de um vaso sanguineo alvo, que na maioria dos instrumentos possuem um
controle operador de ajuste de tamanho do cursor amostral que pode variar de 1 a 10 mm
(GINTHER e UTT, 2004). Apo6s a selecdo adequada do vaso deve-se efetuar a correcdo do
angulo de insonacdo. Valores reais de velocidade podem ser obtidos somente se o angulo
Doppler ndo exceder 60°, pois um pequeno erro na estimativa do angulo promove um grande
erro acima do valor real (YANIK, 2002).

Apbs ativacdo do modo espectral ocorre a geracdo de um grafico obtido a partir de
informacBes do fluxo sanguineo da artéria durante diferentes ciclos cardiacos. Este grafico é
denominado espectro, onde o eixo horizontal representa o tempo e o eixo vertical a frequéncia
de deslocamento Doppler. O espectro representa a mudanga de velocidade do fluxo sobre o
tempo, retratando os pulsos arteriais gerados por cada ciclo cardiaco (GINTHER, 2007). Neste
gréfico, a linha de base horizontal representa o fluxo zero, o fluxo em direcdo ao transdutor €
representado acima da linha de base e abaixo desta linha é demonstrado o fluxo em direcéo
oposta (SZATMARI et al., 2001; CARVALHO et al., 2008b). Por convencéo, o tracado
espectral é disposto acima do zero da linha de base (desvio positivo) quando a frequéncia do
eco retornado € maior do que a frequéncia transmitida e, o fluxo encontra-se na direcdo do
transdutor. Um tracado disposto abaixo da linha de base (desvio negativo) indica que o fluxo
esta direcionado no sentido contrario ao transdutor e a frequéncia retornada é menor do que a
frequéncia de insona¢do (CARVALHO et al., 2008a; CARVALHO, 2009). O modo espectral
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fornece valores exatos de velocidades do fluxo sanguineo e indices Doppler teciduais
(GINTHER e UTT, 2004).

A frequéncia Doppler exibe um espectro resultante que demonstra a variacdo existente
das frequéncias Doppler com o tempo no volume da amostra, com o involucro do espectro
representando as frequéncias maximas presentes em dado momento no tempo e a largura do
espectro em algum ponto, indicando a variagéo das frequéncias presentes. O aumento da largura
determinado pelo alargamento de janela espectral ocorre quando grande namero de frequéncias
diferentes esta presente em qualquer ponto em particular (MERRITT, 1999).

O brilho, representado na escala de cinza, também é usado para representar amplitude
de cada componente de frequéncia, indicando a quantidade de células sanguineas que viajam a
uma velocidade particular. Quanto maior o brilho do tracado espectral de um local, tendendo
para o branco, maior o numero de células que passaram aquela velocidade no momento
especifico da amostragem (VAITKUS e COBBOLD, 1988; CARVALHO et al, 2008b).

A perfusdo de cada 6rgdo determina o estado do seu leito vascular, que, por sua vez,
afeta as caracteristicas de fluxo dos vasos adjacentes. O contorno da linha de frequéncia de
deslocamento Doppler maxima corresponde ao tempo de variacdo de maxima velocidade de
fluxo dentro do vaso (FINN-BODNER e HUDSON, 1998).

O padréo de fluxo de alta resistividade se caracteriza por alta pulsatilidade e alta
resistividade de fluxo, observado pela presenca de picos sistolicos finos (afilados) e fluxo
reverso no inicio da diastole, um exemplo deste de fluxo é observado na aorta (CERRI et al.,
1998; SZATMARI et al., 2001; CARVALHO et al., 2008b).

O padréo de fluxo de baixa resistividade se caracteriza por baixa pulsabilidade e baixa
resistividade de fluxo, com a presenca de picos sistélicos amplos e continuos e alta velocidade
de fluxo na diastole com velocidade decrescente. As artérias de baixa resistividade, como
exemplo a artéria renal, suprem érgdos que possuem demanda continua de sangue (CERRI et
al., 1998; SZATMARI et al., 2001; CARVALHO et al., 2008b).

O padrdo de fluxo de resistividade intermedidria se caracteriza por fluxos de
pulsabilidade e resistividade intermediaria, evidenciando a presenca de picos sistolicos afilados,
mais amplos do que os das artérias de padrdo de alta resistividade e fluxo direcional diastélico
sem fluxo reverso, como exemplo na artéria mesentérica cranial (RIESEN et al., 2002;

CARVALHO et al., 2008a). O pico de velocidade diastolico € mais baixo do que no padrao de
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baixa resistividade, quando se compara ao pico de velocidade sistélica (CERRI et al., 1998;
SZATMARI et al., 2001; CARVALHO et al., 2008b; CARVALHO, 2009).

O padréo do fluxo venoso geralmente é laminar. As condicdes de pressdo intratoracica
e intra-abdominal, durante a inspiracdo/ expiragdo, influenciam na velocidade do fluxo
sanguineo venoso, promovendo alteracfes de fase. A grande maioria das veias tem baixo grau
de plasticidade e periodicidade (CERRI et al., 1998; SZATMARI et al., 2001; CARVALHO et
al., 2008b).

Alteracdes no vaso avaliado podem sugerir alteracfes no tracado espectral e este fato
pode ser um indicativo de alteracdes fisioldgicas, sistémicas ou de alguma enfermidade no local
(CARVALHO, 2009). Alteracdes sistémicas como hipertensdo e doencas cardiacas também
podem alterar o tracado espectral de varios vasos (GRANATA et al., 2009).

Na analise quantitativa do tracado Doppler Espectral, a maioria dos aparelhos tem a
configuragdo automatica para realizar o calculo da média da frequéncia de deslocamento ou a
velocidade automaticamente (SIGEL, 1998). O ponto méximo alcancado no espectro é
denominado velocidade de pico sistélico (PSV) e o ponto minimo na morfologia da onda é o
valor da velocidade diastdlica final (EDV). O fluxo médio pode ser calculado multiplicando-se
a velocidade média pela area do vaso (GINTHER, 2007; CARVALHO, 2009).

Os indices Doppler foram desenvolvidos pois as informacgdes sobre a impedancia
vascular ndo pode ser obtida apenas pelo valor de velocidade absoluta. Esses indices comparam
o fluxo durante a sistole e a diastole, sendo razdes das velocidades obtidas do espectro Doppler
(NOVELLAS et al., 2007; CARVALHO, 2009). A vantagem desses indices em relacdo a
andlise isolada de velocidade é de que os indices tém a independéncia da corre¢do do angulo,
sendo eles utilizados para avaliar vasos muito pequenos e tortuosos onde é dificil a correcdo do
angulo (NELSON e PRETORIUS, 1988).

Os indices Doppler, tais como a proporcéo sistdlica/ diastélica, o indice de resistividade
(RI) e de pulsabilidade (PI), fornecem informagdes acerca da resisténcia arterial ao fluxo
sanguineo, assim indicam alteracfes que resultam de uma variedade de enfermidades (SIGEL,
1998; MERRITT, 1999; NOVELLAS et al., 2007). Os indices mais utilizados sdo o Rl e o PI.
O RI, descrito por Pourcelot em 1974, relacionam o resultado da subtragéo entre as velocidades
de pico sistdlico e diastdlico final sobre a velocidade de pico sistolico (Rl = PSV — EDV/ PSV).
O PI, descrito por Gosling e King em 1974, relaciona o resultado da subtracdo entre as

velocidades de pico sistélico e diastolico final sobre a velocidade média (Pl = PSV — EDV/
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VM) (GINTHER, 2007; CARVALHO, 2009). RI e PI arterial apresentam correlacdo negativa
com a perfuséo vascular do tecido irrigado pelo mesmo, ou seja, quanto menor Rl e PI maior
sera a perfusdo vascular no tecido suprido por aquele vaso (GINTHER, 2007).

Pozor e McDonnel (2004), no exame daartéria testicular, obtiveram duas medidas que
refletem diretamente as velocidades do fluxo sanguineo nos vasos arteriais durante o ciclo
cardiaco (PSV e EDV). No entanto, os valores de EDV sdo conhecidos por serem
consideravelmente variaveis e ndo consistentes entre as medidas (COCHARD et al., 2000). Ja
observando os indices calculados (RI e P1), esses autores relataram que esses valores pareciam
ser indicadores mais sensiveis do fluxo sanguineo arterial do que PSV e EDV, pois forneceram
informacdes sobre a impedancia vascular, ndo apenas a velocidade.

Destes dois indices, o RI foi mais sensivel na diferenciacdo de formas de onda anormais,
especialmente para a avaliacdo do rim transplantado (RIFKIN et al., 1987). Além disso, o RI
da artéria testicular pareceu ser a medida clinica mais Gtil do fluxo sanguineo para e dentro do
testiculo e epididimo (POZOR e McDONNELL, 2004). Geralmente o Rl é alterado pelos
processos inflamatorios (JEE et al., 1997) e pelo proprio envelhecimento (WIELGOS et al.,
1998).

Um aumento na velocidade diastdlica leva a um correspondente aumento do fluxo
sanguineo e reducdo dos indices de resistividade e pulsabilidade (RIESEN et al., 2002).
Portanto, baixa resistividade de fluxo sugere alto metabolismo e altas resisténcias sugerem
baixo metabolismo. J& indices de resisténcia aumentados reduzem o fluxo diastolico.
Dependendo da alteracdo que esta ocasionando o aumento da resisténcia, pode-se encontrar até
auséncia de fluxo diastolico ou a chamada diéstole zero (CARVALHO, 2009).

A vantagem do RI é sua alta sensibilidade para diferenciar tracados anormais, porque o
denominador nunca se torna zero, permitindo sempre a obtencdo de um valor para este indice.
O PI tem como vantagem o fato de levar em conta a velocidade média, que reflete o que ocorre
durante todo o ciclo cardiaco, e ndo em apenas um momento especifico como o Rl (NELSON
et al., 1988).

As alteracfes nos indices hemodinamicos auxiliam na identificacdo da perfusdo e de
alteracbes na complacéncia do leito vascular, disfungdes de parénquima, caracterizacdo de
malignidade de doencas (CARVALHO, 2009), para definir o progndéstico e para acompanhar o
tratamento (IZUMI et al., 2000). Alguns exemplos sdo no caso da estenose, onde ocorre uma

reducdo significativa do volume sanguineo e aumento da velocidade deste provocando
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turbuléncia e aumento do RI e do Pl (GRANATA et al.,, 2009) e em casos de estados
inflamatorios, que séo caracterizados por aumento do fluxo sanguineo em resposta a hiperemia,
podendo ocorrer reducdo da resisténcia arterial nos tecidos ou 6rgdos envolvidos (MARTINOLI
etal., 1998).

Nos equinos a ultrassonografia do trato reprodutivo é uma excelente ferramenta no
diagndstico de inumeras condi¢fes patolégicas como granuloma espermaético, epididimites,
criptorquidismo (HELD et al., 1989; LOVE, 1992), varicocele, estruturas cisticas do epididimo,
aumento da espessura da tunica vaginal (POZOR, 2005b) e neoplasias testiculares (HUNT et
al., 1990; MELO et al., 2007). Além disso, este exame permite aferi¢ces exatas de medidas tais
como altura, largura e comprimento, bem como area transversal e circunferéncia na parte mais
larga de cada testiculo, medidas estas utilizadas para estimar volume testicular e producéo diaria
de espermatozoides (McKINNON, 2010). Embora esses indices sejam Uteis, é importante ter
em mente que essas medidas sdo influenciadas ndo apenas pela resisténcia ao fluxo nos vasos
periféricos, mas por muitos outros fatores, inclusive a frequéncia cardiaca, a presséo sanguinea,
0 comprimento e a elasticidade dos vasos, bem como, a compressdo organica extrinseca
(MERRITT, 1999).

Além disso, o uso de alguns fa&rmacos como, sedativos, anestésicos e medicamentos
cardiovasculares podem atuar no sistema vascular alterando sua resisténcia (CARVALHO,
2009). Estudos em humanos também mostram que os indices podem variar de acordo com a
idade, sendo encontrado RI mais elevado em criancas e idosos (GRANATA et al., 2009).
Portanto, a interpretacdo deve considerar sempre todas essas variaveis (CARVALHO, 2009).

Muitas vezes, para garantir maxima qualidade do exame, mesmo animais ddceis
precisam ser anestesiados para controlar os movimentos respiratérios, sendo que alguns autores
recomendam que o uso de anestésicos seja feito sempre que possivel (NELSON et al., 2010).

Segundo trabalhos realizados por Pozor e McDonnell (2002), as mensuragdes do fluxo
sanguineo testicular sdo semelhantes antes e apos o uso de cloridrato de xilasina para sedacao
dos garanhdes na dosagem de 0,5 mg/kg, i.v. Com o transdutor posicionado em trés pontos
distintos da artéria testicular, sedados e ndo sedados com xilazina, respectivamente: corddo
espermatico (0,6 - 1 e 0,72 - 1), porcao proximal da artéria testicular na borda epididiméria do
testiculo (0,73 - 1 e 0,66 - 1) e parte distal da artéria testicular na borda livre do testiculo (0,8 —
0,99 e 0,74 — 1). Com esse estudo, 0s autores relataram que em todos trés locais da arteria

testicular, a velocidade do pico sistdlico, o indice de resistividade e o indice de pulsatilidade
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foram similares com e sem sedacdo prévia ao exame. Este fator pode amenizar algumas
especulacBes que poderiam ser tomadas pelo fato da artéria testicular no nivel do corddo ter um
aspecto convoluto, o que seria capaz de demonstrar divergéncias nos valores obtidos, pois seria
dificil mensurar o fluxo sanguineo através do Rl sempre no mesmo ponto, nos corddes esquerdo
e direito e entre animais diferentes, ja que foi demonstrado que idependente da porcao da artéria
escolhida para o exame, os valores de R1 obtidos serdo semelhantes.

Em 2004, Pozor e McDonnell obtiveram formas de onda bifasicas de fluxo sanguineo
principalmente "resistivas” para os testiculos de garanhdo ao nivel do cordao espermatico e,
principalmente, formas de onda monopasicas "ndo-resistivas" do aspecto marginal da artéria
testicular. Middleton et al. (1989) descreveram formas de onda Doppler das artérias dos
testiculos de homens normais e valores de referéncia estabelecidos para medidas do fluxo
sanguineo testicular. Semelhante aos resultados de Pozor e McDonnell, eles relataram que as
formas de onda de velocidade das artérias supratesticulares eram bastante variaveis, em
contraste com as artérias capsulares e intratesticulares. O RI para as artérias capsulares e
intratesticulares dos testiculos humanos foi menor do que nas artérias supratesticulares,
enguanto que nos garanhdes, os valores do Rl médio no aspecto marginal da artéria eram apenas
um pouco menores do que no aspecto enrolado. Essa diferenca foi estatisticamente significante.
Devido as limitacBes da instrumentacédo, ndo foi possivel avaliar o fluxo sanguineo nas artérias
intraternticulares. O Quadro 1 demonstra os valores de Rl e Pl obtidos na artéria testicular ao

nivel de corddo espermatico e a nivel periférico relatados por Pozor e McDonnell (2004).

Quadro 1 - Medidas de fluxo sanguineo (PI e RI) das artérias testiculares de 41 garanhGes (n=
82 testiculos) mensurados por ultrassonografia no modo color Doppler espectral segundo Pozor
e McDonnell (2004).

Artéria testicular convoluta Artéria testicular marginal
Mensuracoes (cordéo espermatico)
Média Variagdo Média Variagao
RI 0,78 0,56-0,99 0,63 0,39-0,85
Pl 1,994 0,96-3,96 1,158 0,55-2,29

*RI: indice de resistividade; PI: indice de pulsatilidade. Os valores com diferentes
sobrescritos diferem (A, B: P <0: 001).

Pozor, et al. (2006b), relataram outra pesquisa avaliando o fluxo da artéria testicular
com ultrassonografia no modo Doppler espectral nas quatro estagdes do ano. Os autores relatam
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que ocorrem flutuagdes no fluxo sanguineo testicular entre as diferentes estacfes e que essa
regulacdo pode estar relacionada também as mudancgas demontradas no volume testicular e na
producdo de espermatozoides nessas diferentes fases. A pesquisa demonstrou que houve
diferencas entre as estacdes do ano para as seguintes variaveis: pico de velocidade sistolico
(PSV), velocidade diastolica final (EDV), didametro arterial, taxa de fluxo sanguineo da artéria
testicular (TABF), concentracdo de testosterona e de estradiol. O estudo relata que a perfuséo
testicular aumenta durante a estacdo reprodutiva correlacionado também com o aumento das
concentracdes de testosterona. Isso parece ser principalmente por aumento do didmetro da

artéria testicular e aumento da velocidade média do fluxo sanguineo.

2.5 Anatomia Ultrassonografica do Sistema Genital dos Garanhdes

Os 6rgdos genitias masculinos sdo constituidos de seguimentos continuos que servem a
formacdo, ao amadurecimento, ao transporte e a transferéncia das células germinativas, 0s
espermatozéides. Nas gbnadas masculinas, os testiculos, sdo produzidos os espermatozdides e
os horménios. Na cauda do epididimo, os espermatozoides sdo armazenados até seu
amadurecimento final, e, dai, transportados para o ducto deferente, alcancando a luz uretral.
Nessa parte da uretra, misturam-se as secre¢fes das glandulas genitais acessdrias, com a
consequente formacdo do esperma ou sémen (KONIG E LIEBICH, 2004). A Figura 1

representa um esquema da organizacdo anatdbmica dos Orgdos genitais masculinos de um

garanhao.
Ureter Gl. vesicular

Ampola do ducto def;

Ducto deferente M. retrator do péni: o
Prostata

Vesicula uringria Gl. bulbouretral
i c uio

Corpo cavernoso do pénis Pobis
Corpo esponjoso do pénis
Glande do pénis

Processo uretral Epididimo

Prega prepucial Testiculo

Lédmina externa

Figura 1 — Representacdo esquematica dos 0rgaos genitais do garanh&o.
Fonte: Konig e Liebich (2004).
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2.5.1 Anatomia do escroto, testiculo, epididimo e corddo espermatico

Um garanhdo normal possui dois testiculos localizados na regido inguinal, cada um com
formato elipsdide, orientados longitudinalmente no eixo horizontal com um corddo espermatico
localizado cranio-dorsal (LOVE, 1992; TURNER, 1998). O funiculo espermatico é recoberto
pela tunica albuginea e contém a artéria testicular, plexo pampiniforme e ducto deferente
(Figura 2) (KONIG E LIEBICH, 2004).

Funiculo
Espermatico

Corpo do
epididimo

Cabegado
Epididimo

Caudado
Epididimo

Tunica
Albuginea

Figura 2- Representacdo esquematica da orientacdo do testiculo, epididimo, funiculo
espermatico e estruturas ultrasonogréaficas importantes.
Fonte: Monteiro (2017).

O exame ultrassonogréfico desta regido normalmente é realizado com o animal em
estacdo e devidamente contido, tendo em vista que o examinador devera colocar-se em uma
posicdo potencialmente perigosa em frente aos membros pélvicos do garanhdo. A maioria dos
garanhdes sdo mais facilmente manipulados apds a colheita de sémen, pois eles estdo mais
relaxados e toleram melhor a manipulagdo (LOVE, 1992; CHENIER, 2009).

A utilizacdo de um transdutor linear ou setorial de 5.0 ou 7.5MHz fornece imagens de
boa qualidade para avaliacdo dos 6rgédos genitais externos (TURNER, 1998; CHENIER, 2009).
A aplicacgéo de gel no local ou a utilizacdo de standoff pad (distanciador), melhoram a qualidade
da imagem por aumentarem o contato com a pele (LOVE, 1992).
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Para realizagdo do exame dos testiculos o examinador deve posicionar-se lateralmente
ao animal em estacdo, empurrando o testiculo contralateral dorsalmente, facilitando assim, a
apreensdo do funiculo espermatico do testiculo a ser examinado. Ap6s manter o testiculo na
posicdo ventral do escroto o transdutor & colocado na posicdo vertical, iniciando o
escaneamento da regido cranial para regido caudal (LOVE, 1992).

Na projecdo transversal do testiculo no garanhdo ndo e possivel a distingdo do
mediastino testicular como presente em outras espécies, tais como em humanos, bovinos, suinos
e caninos (CARTEE ET AL., 1986; EILTS e PECHMAN, 1988). Em um posicionamento
transversal é possivel distinguir vasos sanguineos do funiculo espermatico e a cabeca do
epididimo. O sangue é drenado do testiculo pela veia central, podendo este vaso, muitas vezes,
ser visualizado no corte transversal (Figura 3), especialmente em testiculos maiores (LOVE,
1992). Na imagem ultrassonografica em corte longitudinal, a veia central aparece como uma
estrutura anecdica, que diminui em didmetro a medida que segue para a regido caudal (Figura
4). A veia central atravessa a tUnica albuginea, ramificando-se para a formacdo do plexo
pampiniforme (GINTHER e UTT, 2004).

Figura 3 - O esquema demonstrando o posicionamento de um transdutor linear (5 MHz de
frequéncia) colocado no testiculo para avaliacdo da veia central. Na imagem ultrassonogréafica
(direita) de um testiculo normal (corte transversal), a veia central aparece como uma estrutura
anecoica com formato circular (seta).

Fonte: Monteiro (2017).
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Figura 4 - O esquema a esquerda demonstra o posicionamento do transdutor linear (5 MHz de
frequéncia) no testiculo para avaliacdo da veia central. Na imagem ultrassonografica (corte
longitudinal), a veia central aparece como uma estrutura anecoica (setas).
Fonte: Monteiro (2017).

O funiculo espermético é mais facilmente visualizado pela colocacdo da probe na
posicdo horizontal, bem préximo ao testiculo. O plexo pampiniforme apresenta-se como uma
imagem manchada heterogénea, e a artéria testicular € identificada em cortes (CHENIER, 2009)

com aspecto de queijo suico (LOVE, 1992), como demonstrado na Figura 5.

Figura 5 - O esquema a esquerda demonstra o posicionamento do transdutor linear (5 MHz de
frequéncia) na avaliacdo do funiculo espermatico. Na imagem ultrassonogréafica (direita) a
artéria testicular é identificada como estruturas anecoicas em cortes (seta branca), e o plexo
pampiniforme como uma estrutura heterogénea envolvendo a artéria (seta preta). Fonte:
Monteiro (2017).

Em certas posicGes é possivel visualizar ramos da artéria testicular (Figura 6), sendo
esses vasos maiores e mais proeminentes proximos a cauda do epididimo. O parénquima

testicular normal possui textura homogénea (LOVE, 1992).
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Figura 6 - O esquema a esquerda demonstra o posicionamento do transdutor linear (5 MHz de
frequéncia) no testiculo, possibilitando a vizualizacdo dos ramos da artéria testicular (setas).
Fonte: Monteiro (2017).

A avaliagdo ultrassonografica de estase venosa dentro dos vasos do funiculo
espermatico, pode ter significado clinico na avaliacdo do suprimento sanguineo testicular
(LOVE, 1992). Distensdo anormal das veias do plexo pampiniforme é rara em garanhdes, sendo
esta condicdo denominada varicocele (CHENIER, 2009).

O epididimo é um drgdo alongado, enovelado, localizado na superficie do testiculo
(SULLIVAN et al., 2005). Ele pode ser dividido anatomicamente em trés segmentos: cabeca,
intimamente ligada a regido cranio-dorsal do testiculo; corpo, que se encontra horizontalmente
disposto na superficie dorso-lateral do testiculo; cauda, responsavel pelo armazenamento dos
espermatozéides, formado por um ducto epididimario com a forma cilindrica que se estende na
regido caudal do testiculo (LOVE, 1992) que com auxilio do ligamento espesso (ligamento da
cauda do epididimo), mantém-se firmemente fixado ao testiculo (Figura 7). O ducto deferente

€ uma continuacgdo do ducto da cauda do epididimo (TURNER, 1998).
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Figura 7 - O esquema demonstra o posicionamento do transdutor linear (5 MHz de frequéncia)
para avaliacdo da cauda do epididimo em A e na superficie dorso-lateral do testiculo para
avaliacdo do corpo do epididimo em C. Na imagem ultrassonografica em B observa-se a cauda
do epididimo (setas) hipoecdica em relacdo ao parénquima testicular. A presenca de liquido na
cavidade vaginal facilita o exame. A imagem ultrassonografica em D demonstra o corpo do
epididimo (setas) apresentando-se hipoec6ico em relacdo ao parénquima testicular normal.
Fonte: Imagem adaptada de Monteiro (2017).

A tunica albuginea é uma forte capsula fibrosa que estd intimamente associada com a
superficie do testiculo, produzindo delicada compressdo do parénquima testicular. Os septos
que se estendem no parénquima, a partir do interior da capsula, ndo juntam para formar um
mediastino visivelmente distinto. (DYCE et al., 2005). Por isso no garanh@o nao é possivel a
distincdo do mediastino testicular presente em outras espécies, como em humanos, bovinos,
suinos e caninos (CARTEE et al., 1986; EILTS e PECHMAN, 1988).

A tdnica vaginal visceral esta intimamente justaposta a tunica albuginea em torno do
testiculo, epididimo e funiculo espermatico. A proxima camada externa é a tdnica vaginal
parietal que € a continuacdo do peritdnio parietal. Entre as duas camadas vaginais existe uma

pequena quantidade de liquido peritoneal (TURNER, 1998).

2.5.2 Anatomia ultrassonografica das glandulas sexuais acessorias

As glandulas sexuais acessorias sdo responsaveis pela producdo da maior parte do
plasma seminal que é eliminado junto com os espermatozdides, provenientes da cauda do
epididimo, durante a ejaculagdo (KONIG e LIEBICH, 2004). As glandulas sexuais acessorias
do garanh&o incluem as glandulas vesiculares emparelhadas, um par de ampolas do ducto
deferente, prostata, e um par de glandulas bulbouretrais, como demonstra o esquema na figura
8(WEBER e WOODS, 1992).
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Figura 8 - Diagrama dos ramos artériais pélvicos e abdominais de garanhdo Fonte: Imagem
adaptada de Ginther (2007).

A primeira por¢cdo do ejaculado € a fracdo pré-espermaética, aquosa, e provém das
glandulas bulbouretrais e da prostata. Esta fracdo possui a funcdo de limpeza da uretra. A
segunda porcao € rica em espermatozoides, leitosa, e é composta por secre¢des do epididimo e
da ampola do ducto deferente. A terceira por¢cdo contém poucos espermatozoides, mas grandes
quantidades de &cido citrico e gel, proveniente das vesiculas seminais, que arrastam 0s poucos
espermatozdides que restaram na uretra (AMANN e GRAHAM, 1993).

O exame das glandulas sexuais acessorias ndo é realizado com tanta frequéncia no
exame androlégico de garanhdes. No entanto, tanto a palpacdo transretal quanto o exame
ultrassonografico, podem auxiliar no diagnéstico de patologias que podem comprometer a
capacidade reprodutiva de garanhdes (WEBER e WOODS, 1993). As principais patologias
associadas a essas regides sao obstrucdo da ampola, vesiculite seminal, neoplasias prostaticas
e cistos da glandula bulbouretral (MONTEIRO, 2017).

Apbs a retirada das fezes do reto, as glandulas sexuais acessérias sdo examinadas por
palpacdo transretal para avaliacdo do tamanho e consisténcia. Apds esse procedimento, o
transdutor do ultrassom € lubrifricado e introduzida no reto do animal até na altura do pulso,
com os cristais voltados ventralmente (WEBER e WOODS, 1993).
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O exame normalmente requer contencdo do animal e as vezes tranquilizacdo leve. A
maioria dos garanhdes aceita melhor o exame ap0s a colheita de sémen, no entanto, de um modo
geral neste momento é mais dificil avaliar, pois as glandulas diminuem seu diametro e
quantidade de fluido no seu interior. A estimulacdo sexual e frequéncia das ejaculacfes podem
alterar significativamente a forma, tamanho e aparéncia ultrassonografica das glandulas sexuais

acessorias de garanhdes normais, como demonstrado na Figura 9 (CHENIER, 2009).

Ampola Prostata Vesicula Seminal Bulbouretral

ﬂ,,_.o-w,g vz )

Figura 9 - Forma, tamanho e aparéncia ultrassonografica das glandulas sexuais acessorias de
garanh@es normais antes e apds ejaculacdo. Fonte: Monteiro (2017).

Com a entrada do ducto deferente no abdémen, o0 mesmo alcanca a face dorsal da bexiga
ao lado da margem medial da glandula vesicular, onde ha uma dilatacdo da parede do ducto
para formar a ampola. Os ductos deferentes penetram na parede uretral proximo a origem da
uretra, a partir da bexiga (DYCE et al., 2005).

As ampolas sdo localizadas dorso-laterais a bexiga e mediais as glandulas vesiculares.
Seguindo em uma direcdo craniocaudal, elas convergem, passam entre o istmo da prostata e da
superficie dorsal da uretra, e diminuem para ductos excurrentes dentro do Iimen da uretra
proximal (WEBER e WOODS, 1993).

Para obtengdo de cortes longitudinais da glandula, o transdutor deve ser colocado
diretamente em cima da mesma. A imagem resultante do parénquima é de uma estreita faixa
homogénea. Ocasionalmente, o limen da ampola é visivel como uma linha anecdica fina

(liquido) ou aparece como uma linha hiperecoica, quando é desprovida de liquido (TURNER,
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1998). Em garanhdes normais o Ilimen e didmetro total da ampola aumentam apds a estimulagdo
sexual ocorrendo o inverso apds a ejaculacdo (MONTEIRO, 2017).

As ampolas podem ser vizualizadas em cortes transversais, girando o transdutor em um
angulo de 90° ao longo do eixo da glandula. A imagem é mais facilmente obtida com transdutor
de 7,5 MHz. Com esta abordagem, as ampolas podem ser vistas no curto eixo transversal até
sua entrada para a uretra (TURNER, 1998).

Glandulas vesiculares nos garanhdes apresentam superficie lisa, forma de péra,
aproximadamente 12 cm de comprimento, e grande Iimen central. As vesiculas seminais estdo
localizadas dorsolaterais a bexiga (WEBER E WOODS, 1993), e sdo visualizadas ao mover o
transdutor ligeiramente caudal e lateral & ampola. Quando visualizada na se¢&o longitudinal,
suas paredes musculares sdo mais hiperecoicas do que as visceras adjacentes. Em repouso, as
paredes das vesiculas seminais permanecem achatadas dorso-ventralmente, e possuem
aparéncia ultrassonografica homogénea. Quantidades varidveis de liquido anecéico podem
estar presentes dentro do Iumen glandular (TURNER, 1998). As glandulas vesiculares sao
prontamente identificadas quando ha acimulo de liquido, mas elas sdo dificeis de distinguir
quando desprovidas de fluidos (WEBER e WOODS, 1993). Apos a estimulacdo sexual, a
quantidade de liquido luminal aumenta, e as glandulas vesiculares tornam-se distendidas e
arredondadas (MONTEIRO, 2017).

A prostata consiste em dois lobos laterais compactos e lobulados, unidos por um estreito
istmo que atravessa a face dorsal da uretra, proximo ao colo da bexiga. Cada lobo é pressionado
contra a margem da uretra, e se estendem cranialmente ao longo da extremidade caudolateral
da glandula vesicular adjacente (KONIG e LIEBICH, 2004).

O istmo da prostata esta localizado na linha média, caudal as vesiculas seminais. Os
lobos da prdéstata se estendem dorso-lateral ao istmo imediatamente caudal a insercdo das
ampolas e glandulas vesiculares. Os lobos sdo vistos ao mover o transdutor lateralmente. O
parénquima prostatico aparece branco acinzentado e heterogéneo, contendo Vvarios espacos
anecoicos (TURNER, 1998). Apos estimulacdo sexual, o tamanho total da prostata, e o tamanho
e densidade dos espacos cheios de liquido, aumentam. O tamanho da glandula e seus espagos
de fluido diminuem apos a ejaculacdo (WEBER e WOODS, 1993; TURNER, 1998). As
Glandulas bulbouretrais situam-se dorsolateralmente a uretra, na saida da pelve. S&o finamente
revestidas por musculo estriado (musculo bulboglandular) de aproximadamente 4 cm de
comprimento (DYCE et al., 2005).
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Para exame ultrassonogréfico destas glandulas, o pulso e a palma da méo séo retirados
do reto, restando apenas 0s dedos e o trandutor dentro do esfincter anal. Quando visualizada no
corte longitudinal no exame ultrassonogréafico, cada glandula é delineada por uma borda fina
hipoecdica, correspondente ao masculo bulboglandularis que circunda o parénquima glandular
isoecoico. Pequenas areas hipoecoicas sdo observadas ao longo do seu parénquima (WEBER e
WOODS, 1993; TURNER, 1998). Apds estimulacéo sexual constata-se 0 aumento do contetido
de liquido e didmetro total das glandulas bulbouretrais. O liquido é ocasionalmente visivel
dentro do limen uretral, nas proximidades dos ductos excurrentes das glandulas bulbouretrais
(WEBER e WOODS, 1993). Posteriormente a ejaculacdo, o tamanho e aparéncia voltam ao
observado na fase de estimulacdo (TURNER, 1998).

2.5.3 Anatomia ultrassonografica do pénis

O pénis do garanhdo é classificado como musculocavernoso e pode ser anatomicamente
dividido em base, corpo e glande. Os corpos cavernosos do pénis estdo rodeados pela tdnica
albuginea. O corpo esponjoso envolve a uretra ao longo do eixo do pénis, expandindo para
formacéo do tecido erétil da glande (TURNER, 1998).

Para realizacdo do exame o pénis deve estar totalmente ereto, e isso requer que 0
garanhdo fique tranquilo apos estimulacdo sexual sem perder a ere¢do. Como alternativa, o
garanhdo pode ser sedado. Em muitos casos, ap0s a sedacdo, o pénis flacido fica exposto, e
pode ser examinado (TURNER, 1998).

Antes do exame, 0 pénis do garanh&o deve ser lavado e seco, proporcionando assim uma
superficie sem sugidades. O escaneamento do pénis pode ser feito com transdutor de 5,0 ou 7,5
MHz. A aplicacdo de gel no local ou a utilizacdo de standoff pad (distanciador), melhoram a
qualidade da imagem por melhorarem o contato do trandutor com o pénis (MONTEIRO, 2017).

Apos a erecdo, um transdutor linear (corte transversal) é colocado a partir da base da
glande, seguindo ao longo do pénis. O escaneamento fornece imagens transversais do pénis,
uretra e musculatura associada, corpo cavernoso do pénis e corpo esponjoso do pénis (Figura
10A). O pénis também pode ser examinado em cortes longitudinais, colocando o transdutor
paralelo ao eixo do pénis (Figura 10B). Além disso, imagens obliquas podem ser Uteis para
avaliacdo dos vasos superficiais do pénis (TURNER, 1998).

Quando o transdutor é movido em direcdo a glande, o corpo cavernoso do pénis

apresenta aspecto hetereogéneo e vai diminuindo lentamente de tamanho. Com o pénis ereto, 0
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espaco preenchido com sangue no corpo cavernoso do pénis é identificado como espagos
anecodicos. Além disso, trabéculas provenientes da tlnica albuginea podem ser vistas
(hiperecoicas) na face ventral do corpo cavernoso, irradiando para fora. A tanica albuginea é
visivel tanto no corte transversal, quanto no corte longitudinal. Imagens obtidas com o
transdutor colocado dorsalmente ao pénis providenciardo melhor detalhe do corpo cavernoso,
e as obtidas ventro-dorsal terdo melhor imagem do corpo esponjoso do pénis (TURNER, 1998;
MONTEIRO, 2017).

Figura 10 - O esquema demonstra o posicionamento do transdutor linear colocado no pénis
para obtencdo dos cortes transversal em A e longitudinal em B. Nas imagens ultrassonograficas
é possivel visualizar corpo cavernoso (setas pretas), corpo esponjoso (setas branc as) e uretra
peniana (setas vermelhas). Fonte: Monteiro (2017).

2.5.4 Arterias pélvicas e abdominais em garanhdes

A artéria cremaster origina-se da artéria iliaca externa nos garanhdes e atravessa pela
parede abdominal para perto do anel inguinal, suprindo o musculo cremaster. A artéria pudenda
€ o maior ramo da artéria iliaca interna e segue o mesmo curso na cavidade pélvica em
garanhBes como a artéria iliaca interna segue nos touros. A artéria umbilical supre a genitalia,
surgindo da artéria pudenda nos garanhdes, sendo a primeira fonte de suprimento para o ducto
deferente. A porcdo proximal do ducto deferente é suprida pelo ramo da artéria prostatica
(GINTHER, 2007).

As gandulas acessorias adjascentes a uretra, a uretra propriamente dita e 0 pénis sao

irrigados pela artéria pudenda interna. Para todos os segmentos dos 6rgaos sexuais que se
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encontram na cavidade pélvica, a irrigacdo € feita pela artéria prostatica. A artéria prostatica
origina da artéria pudenda interna nos garanhdes e da artéria iliaca a medida que termina na
préstata. Os ramos da artéria prostatica é que suprem as glandulas acessorias. Além disso,
também ha os ramos dos ductos deferentes. A artéria pudenda interna também fornece o
principal suporte arterial para o pénis. Ao nivel do arco isquiatico, a artéria pudenda interna
emite: a artéria do bulbo do pénis (para o bulbo do pénis), a artéria profunda do pénis (para o
corpo cavernoso do pénis), e a artéria dorsal do pénis que chega até a glande, irrigando-a. Para
a extremidade livre do pénis, ainda contribuem os ramos da artéria pudenda externa, que
estabelecem anastomoses com artéria dorsal do pénis, irrigando também o prepucio. Nos
garanhdes, a demanda de sangue do pénis durante a erecdo é consideravel e ha o requerimento
de uma vasculatura adicional que € satisfeita pela anastomose da artéria dorsal do pénis com a
artéria obturadora, que origina da iliaca interna e passa através do forame obturador (KONIG e
LIEBICH, 2004; GINTHER, 2007).

Um esquema dos ramos arteriais pélvicos e abdominais de garanhdo € demonstrado na

Figura 11.

e s bag: ramos das glandulas
acessorias;

~—— bdd: ramo do ducto deferente;
cra: artéria cremaster;

dda: artéria do ducto
deferente;

dpa: artéria peniana dorsal;
ir: anel inguinal;

oba: artéria obturadora;

eia: artéria iliaca externa;

ila: artériailiaca interna;

ipa: artéria pudendainterna;
pa: artéria peniana;

pra: artéria prostatica;

ta: artéria testicular;

uma: artéria umbilical;

ura: artéria uretral.

Figura 11 - Diagrama dos ramos arteriais pelvicos e abdominais de garanh&o. Fonte: Adaptado
de Ginther (2007).
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A arteria testicular de garanhdes é homologa a artéria ovariana em éguas e origina-se
diretamente da aorta abdominal, em sintonia com a veia testicular, ao longo da parede
abdominal para o anel inguinal sendo inserida no mesorquio proximal se tornando parte do
corddo espermatico. No funiculo espermatico, a artéria testicular se apresenta com uma
disposicédo flexuosa. Essa artéria é envolvida por finas ramificacGes das veias testiculares. O
plexo venoso, também chamado de plexo pampiniforme, serve para refrigerar o sangue arterial
para o testiculo. A artéria testicular supre, além disso, o epididimo, bem como a parte inicial do
ducto deferente (Figura 12) (KONIG e LIEBICH, 2004; GINTHER, 2007).

Figura 12 - Diagrama da artéria testicular e seus ramos no cordao espermatico e testiculos de
garanhd@es. Fonte: Autor, com imagem adaptada de Ginther (2007).

2.6 Comportamento Sexual

O comportamento sexual é influenciado por fatores internos (genética e experiéncia) e
externos (ambiente) que podem afetar a intensidade e frequéncia desse comportamento
(SIGNORET e BALTHAZART, 1993). Para tal avaliagdo observa-se a libido do garanhédo

baseando nos parametros de manifestacdo da espécie no pré-coito, coito e pds-coito como
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resposta de Flehmen durante a coleta, nUmero de montas sem erec¢des, tempo de reacao a erecao,
tempo de monta e observacGes de cortejo e atitudes gerais (McDONNELL, 1992).

Observacdes de coberturas de equideos em liberdade indicam que a fémea desempenha
um importante papel na localizacdo, na estimulacdo do macho e na efetiva regulacdo da
cobertura que na monta dirigida €, tipicamente, assumida ou controlada pelo garanhédo
(McDONNELL, 2000).

O comportamento pré-copulatorio do garanhdo inclui: cheirar, lamber, mordiscar ou
morder a cabeca, regides escapulares e axilares, ventre, flanco e areas inguinais e perineais,
nesta ordem. O contato com urina, fezes ou fluidos vaginais sdo, geralmente, seguidos do
reflexo de Flehmen. Montas sem erecdo sd@&o um elemento normal do cortejo sexual
(McDONNELL, 1992).

Nas coberturas de animais a campo, grande parte das copulas sdo precedidas por uma
ou mais montas sem erecdo. Isto acontece com garanhdes experientes ou principiantes, numa
relacdo de 2:1, considerando-se um elemento natural da sequéncia interativa pré-copulatoria,
assim como a vocalizacdo. Este procedimento parece ser um teste ou um condutor para a postura
de cio da égua (HENRY et al., 1991).

Nas montas dirigidas, no entanto, ndo se permite que o garanhdo monte sobre a fémea
sem uma erecdo. Em garanhdes principiantes lentos, as montas sem erecdo podem acelerar o
processo de cobertura. E comum o condutor forcar imediatamente a desmonta de forma rude e
com disciplina verbal e fisica. O ato de desmontar € uma prética Unica atribuida ao controlador
e que ndo ocorre nas coberturas livres. Esta intolerancia se baseia em razdes de seguranca,
principalmente em locais fechados para cobertura, além do fato de sucessivas montas
aumentarem o risco de injurias (McDONNELL, 2000).

Normalmente o garanhdo consegue a monta quando empina, mas pode ser acompanhada
por monta lateral com um subsequente ajuste para a posi¢cdo empinada. Este Gltimo
procedimento é mais comum em garanhdes jovens ou inexperientes. Apos a monta, 0 macho
abraca as tuberosidades iliacas com seus membros anteriores e com a cabeca mantem a égua
segurando ou mordendo a crina (McDONNELL, 1992).

Nas montas com erecéo, 0 pénis é exposto e, gradualmente se torna rigido. Normalmente
este tipo de monta leva a insercéo e ejaculacdo. A insercdo ocorre apds um ou mais atos de
procura e a ejaculacao € obtida apds cinco ou oito arremetidas intravaginais profundas. Indicios

da ejaculacdo incluem: contragdes ritmicas dos musculos dos membros posteriores, aumento da
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taxa respiratoria, abaixamento da cabeca contra a crina da égua e o caracteristico balancar
ritmico da cauda (McDONNELL, 1992; McDONNELL, 2000).

Ao finalizar a ejaculacdo o garanhdo exibe um relaxamento dos musculos faciais e
abaixamento das orelhas. A desmonta ocorre dentro de 3 a 15 segundos, sendo facilitada com
a égua dando passos para frente. Repostas pds-copulatérias incluem: cheirar o ejaculado ou
secre¢Bes urovaginais da égua, seguido reflexo de flehmen ou mesmo urinar ou defecar sobre
elas. A interacdo copulatoria frequentemente dura menos de um minuto. O periodo refratario,
ou seja, quando perde o interesse pela fémea, pode durar pouco tempo (McDONNELL, 1992).

No entanto, para alguns reprodutores domesticados submetidos a cobertura dirigida,
normalmante ndo é permitido que se tenha algum tipo de contato com as fémeas, além de uma
breve conduzida interacdo pré-copulatoria. Alguns garanhdes que realizam a cobertura com
sucesso geralmente ndo tocam as fémeas, nem tem contato com a urina, fezes ou secrecfes
urovaginais, seja na cobertuta natural ou para a coleta de sémen. Isto ocorre provavelmente
devido a capacidade dos garanhdes responderem a estimulos sub6timos, naturalmente ou como
resultado de um condicionamento (McDONNEL, 2000).

As respostas comportamentais de um garanhdo doméstico normal submetido a cobertura
dirigida demonstradas por McDonnell (1992) estdo descritas no Quadro 2. Esta tabela inclui
animais com varias racas e idades, evidenciando algum tipo de interacdo pré-copulatéria, erecao
em 2 minutos e monta dentro de 10 a 15 segundos apds a ere¢do. Cerca de 70% ejaculam com
uma monta e 90% com uma ou duas montas; a maioria realiza a cobertura num tempo total de
2 a 5 minutos. Aproximadamente dois tercos ejaculam ap0s cinco ou oito arremetidas

intravaginais profundas.
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Quadro 2 - Comportamento pré e copulatério normal de garanhGes domésticos

submetidos a cépula dirigida. Fonte: quadro adaptado de McDonnell, 1992.

Valor médio * Minimo — maximo
Resposta pré copulatoria
Cheirar ou mordiscar (freq.) 3 0-80
Lamber (freq.) 0 0-20
Flehmen (freq.) 2 0-10
Mordida (freq.) 0 0.25
Coicear/golpear (freq.) 0 0-10
Vocalizacédo (freq.) 3 0-35
Tempo para ereco (s) 10 0-500
Tempo 12 monta sem
ereco(s) 15 10-540
Resposta copulatoria
N° de montas 1 1-3
Tempo de monta e inserséo (s) 2 1-5
Insercéo antes da 15 820
ejaculacao(s)
N° de arremetidas ! 2-12
Tempo total de monta (s) 20 15-45
Tempo total na area de 2 0.5-10

cobertura ()

*Dados incluidos de garanhdes principiantes e experientes submetidos a cobertura

dirigida e/ou coleta de sémen.
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2.6.1 Fatores que afetam o comportamento sexual dos garanhdes

O comportamento social e sexual dos cavalos domesticados que vivem estabulados,
difere substancialmente dos mantidos em liberdade com as éguas. Interacbes com outros
animais, experiéncias sociais e reprodutivas sdo bastante restritas e, provavelmente, afetam o
seu desempenho sexual e reprodutivo (McDONNEL, 2000).

Entre as populacgdes equinas domesticadas, onde os garanhdes permanecem confinados
e a interacdo entre eles se torna frequente e intensa, o estresse social resultante do
relacionamento de um animal com seu rival pode influenciar o seu desempenho reprodutivo
(WARAN, 1997).

Além dos problemas associados com o estresse social, 0 comportamento reprodutivo
dos cavalos domesticados pode ser influenciado por fatores de manejo, por exemplo: 0s
garanh@es tendem a ficar individualmente estabulados desde cedo com pouca ou nenhuma
oportunidade de aprendizado sobre as interacfes normais e técnicas de cortejo. A deteccdo do
estro das éguas nas popula¢fes domesticadas pode ser problematica, requerendo a presenca do
garanhdo ou, pelo menos, algum estimulo tatil ou auditivo e, na auséncia do macho, estes sinais
de comportamento sdo pouco demonstrados. Sob condi¢des controladas, ha pouca possibilidade
de cortejo normal e a interacdo pré-copulatoria € inibida por motivos de seguranca para o
garanhdo e para as pessoas envolvidas nas coberturas ou coletas de sémen (WARAN, 1997).

Nas montas dirigidas, as éguas que estdo no estagio ambivalente de inicio de estro ou
que, por engano, se apresentam em diestro, representam uma ameaca ao garanhdo e para as
pessoas que participam destas coletas de sémen. Reprodutores experientes com vigorosa libido,
respondem adequadamente a éguas imobilizadas, assim como a manequins. Entretanto, quando
se trata de machos principiantes ou de garanhdes com pouca libido, é preferivel expb-los ao
estimulo dado pelas atividades das eguas, naturalmente (NOUE et al., 2001).

Simples mudancas de manejo como permitir maior mobilidade da égua e menos
alteracdo da sua postura normal de cio poderdo melhorar a resposta sexual e a eficiéncia
comportamental dos garanhdes. A contengédo da égua inibe os movimentos para frente durante
as arremetidas do macho, podendo causar desconforto e intolerancia (McDONNELL, 1992).

Uma interacdo sexual anormal pode levar a certos problemas de comportamento, tais

como baixo interesse sexual entre os jovens garanhdes, devido possivelmente, a falta de
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experiéncia social com outros da sua espécie, e excessiva agressdo em relacdo as éguas e aos
tratadores (McDONNELL, 2000).

Estudos indicam que, em populacdes selvagens, os garanhGes tém a capacidade de
reconhecer e de se comportar diferentemente, de acordo com a categoria social da égua. Equas
maduras pertencentes ao harém sdo cuidadas e ativamente cortejadas e cobertas pelo macho.
Eventualmente, o garanh&o pode demonstrar interesse pelas fémeas adultas de haréns proximos.
No entanto, as jovens nascidas no mesmo grupo sao similarmente vigiadas de perto, exceto
guando estdo em estro. Neste periodo, ele permite que elas vaguem pelo harém vizinho ou por
grupos de machos solteiros, ndo sendo protegidas, cortejadas ou cobertas pelo garanhdo
(McDONNELL, 2000).

Entre animais submetidos a monta dirigida, ha ocasifes em que o garanhdo pode nédo
aceitar ou ndo ter uma boa performance com uma ou mais éguas em particular. Talvez, nestes
casos, mecanismos naturais para aceitacao de certas éguas e rejeicao de outras possam estar em
jogo, em funcdo da sua categoria social. Por outro lado, algumas éguas parecem ter preferéncias
sexuais e, portanto, podem rejeitar determinados garanhdes (PICKEREL et al., 1993).

Outro fator importante, além do sistema de cobertura, que faz parte do manejo
reprodutivo destes animais e pode afetar o comportamento sexual, é o estabelecimento de uma
estacdo de monta definida, para certas racas. Levando em consideracdo o ano hipico, as
coberturas sdo, geralmente, realizadas no final do inverno e no inicio da primavera. Desta
forma, os reprodutores sdo submetidos aos sistemas de cobertura ou a coletas de sémen fora da
estacao reprodutiva fisiologica (FREITAS, 2005).

2.6.2 Controle hormonal do comportamento sexual

A relacdo entre as secrecdes enddcrinas e a atividade sexual parece ser totalmente
diferente entre machos e fémeas. Na maioria dos casos, a atividade sexual da fémea é restrita a
um periodo limitado, em condic¢Ges enddcrinas especificas. Por outro lado, 0 comportamento
sexual do macho nédo sofre variacBes dramaticas de curta duragdo em fungdo das mudancas
circulantes dos horménios sexuais. Em curtos periodos, durante 24 horas, a testosterona é
secretada em forma de pulsos e a rapida alteracdo dos niveis circulantes ndo esta relacionada
com o comportamento sexual (SIGNORET e BALTHAZART, 1993).

Nas espécies estacionais, o nivel do comportamento sexual varia lenta e

progressivamente, em paralelo com a evolucdo dos andrdgenos plasmaticos. Turner e
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Kirkpatrick (1982) relatam um modelo estacional nos niveis de testosterona de garanhdes,
sendo que o pico (3,04 + 0.63 ng/mL) ocorreu nos meses da estacdo de monta natural, onde a
média foi > 2,4 ng/mL e niveis basais (1,55 + 0.34 ng/mL), naqueles fora desta; a freqliéncia
das atitudes comportamentais, tais como resposta a eliminacdo de urina e fezes da égua
(eliminagdo/marca), monta e copula também seguiram este modelo.

Khalil et al. (1998), utilizando amostras de 23 garanhdes selvagens Misaki, jovens e
sexualmente maduros, encontraram variacGes estacionais nos niveis de testosterona. Estas
foram significativamente mais altas durante a estacdo reprodutiva do que fora desta, em
garanhdes com idades acima dos trés anos. Os garanhGes com um e dois anos de idade tiveram
seus niveis de testosterona mais baixos e similares nas duas estagdes.

Em garanhdes, o 17- B-estradiol pode ter um importante papel na expressao do
comportamento sexual. Mudancas estacionais nas concentracGes sanguineas periféricas de
estradiol foram mais sincronizadas com as variacbes do comportamento sexual do que as
variagoes das concentracOes de testosterona (THOMPSON et al., 1977).

McDonnell (1995) sugere grandes variacGes nas concentracfes de testosterona e no
comportamento sexual, geralmente atribuidas ao ambiente social em que os animais sao criados.
ConcentragOes de testosterona, comportamento sexual e agressividade aumentam claramente
com o nivel de atividade sexual e com a exposicdo as éguas; aumentos médios das
concentracOes plasmaticas de testosterona de 529% foram observados nas primeiras duas
semanas de exposi¢cdo constante as éguas em garanhdes com libido inadequada, associada a
niveis de testosterona baixos. A autora alerta que estudos da endocrinologia do garanhdo néao
tém, sistematicamente, levado em consideracdo os fatores sdcio-sexuais, assim como outros
moduladores que possam estar envolvidos e que sdo fontes de variacdo dos niveis dos
horménios reprodutivos.

No garanhao, a copula culmina com dois eventos fisiologicamente distintos, conhecidos
por emissdo e ejaculacdo. O primeiro corresponde a liberacdo dos espermatozoéides e fluidos
das glandulas acessorias na uretra pelvica; o segundo é a expulsdo do ejaculado a partir da
uretra. As arremetidas intravaginais realizadas durante a copula precedem e levam ao reflexo
de emissdo, que consiste na contracdo dos masculos lisos das paredes das caudas dos
epididimos, ductos deferentes, ampolas, vesiculas seminais, prostata e, possivelmente,

glandulas bulbo uretrais, resultando na liberagdo de fluidos e espermatozoides na uretra. A
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ejaculagdo é consequéncia das contragBes ritmicas dos musculos isquio cavernoso, bulbo
esponjoso, uretralis e outros musculos pélvicos estriados (McDONNELL, 1992).

Um determinado comportamento é resultado de uma série de contracbes musculares em
resposta especifica a estimulacdo neural. Hormonios esterdides tém a capacidade de modificar
o controle central destes musculos. Musculos periféricos, envolvidos na erecdo, intromisséo e
ejaculacdo sdo inervados por motoneurdnios e estes, assim como o desenvolvimento muscular,
sdo controlados por andrégenos (testosterona e / ou dihidrotestosterona), influenciando
indiretamente o comportamento copulatério. (SIGNORET e BALTHAZART, 1993).

No cérebro, a testosterona é transformada em 5a-dihidrotestosterona e em estradiol.
Dependendo da espécie, os dois metabdlitos, sozinhos ou em sinergia, executam a maioria dos
efeitos produzidos pela testosterona. O comportamento copulatorio pode ser ativado pela 5a-
dihidrotestosterona, sozinha, em coelhos ou porcos-da-india, e pelo estradiol, em ratos. Nestes,
quando a atividade da aromatase (transformacéo de testosterona em estradiol) é suprimida por
um inibidor especifico, a ativacdo do comportamento sexual masculino é bloqueada
(BALTHAZART, 1989).

Aromatizacdo e reducdo da testosterona no cérebro sdo etapas criticas em relacdo aos
efeitos desta no comportamento sexual. O estrogeno pode ser metabolizado em produtos
hidrolisados chamados de catecolestrégenos. Estes componentes podem interferir na
biossintese e no catabolismo das catecolaminas. Eles devem contribuir com a acéo do estrdgeno
no SNC. Como ndo se tem um inibidor altamente especifico para a sua sintese e acdo, torna-se
dificil estabelecer, experimentalmente, seu papel e importancia (SIGNORET e
BALTHAZART, 1993).

2.7 Avaliacdo Androldgica

O exame androlégico consiste numa maneira indireta de se estimar a fertilidade
potencial de um garanhdo. As causas de infertilidade do macho podem ser devida a sua
incapacidade copuladora, agentes patdgenos ou a problemas no sémen (HAMMES et al., 1996).
Com relacdo ao exame de sémen, 0 que se objetiva € apreciar indiretamente a producédo
qualitativa e quantitativa de gametas (AMANN, 1991), bem como suas condi¢des de
armazenamento e transporte no trato genital masculino (KENNEY et al., 1983).

Nas avaliacbes de rotina de sémen a fresco observa-se: a motilidade e o vigor

espermatico, a morfologia, a integridade de membrana, o nimero de espermatozdides por
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ejaculado, o volume, a cor (de branco acizentado ao branco leitoso), 0 aspecto (aquoso a leitoso)
e o odor (susi-generis) do ejaculado (CBRA,2013).

De acordo com CBRA (2013), as caracteristicas desejaveis para 0 sémen equino fresco
apresentam volume meédio de 40 a 60 mL, vigor espermatico > 3, auséncia de movimento de
massa, motilidade média de >60% e concentragio espermatica de 100 a 200 x10° sptz /mL.
Entretanto, estas caracteristicas apresentam grande variagdo entre as racas e entre individuos
dentro da mesma raga, 0 que torna as avaliacdes das caracteristicas seminais de extrema
importancia para uma correta selecdo de um garanhdo como reprodutor (McKINNON e VOSS,
1993).

A avaliacdo da motilidade espermatica € um dos principais recursos para avaliar 0s
efeitos da criopreservacdo dos espermatozoides, sendo utilizada em diversos estudos para a
obtencdo de comparacgdes entre diluentes, métodos de resfriamento, congelamento e diluicdes
utilizadas. Sua observagdo é considerada um elemento importante na avaliacdo da funcéo
espermatica (PICKETT e AMANN, 1993). A motilidade é um componente indispensavel no
mecanismo da fertilizacéo, e sua perda irreversivel resulta na perda da funcéo celular. Por outro
lado, sua manutencdo nao implica integridade celular completa (VARNER et al.,1988) e néo
tem correlagdo absoluta com a fertilidade (KELLER, 1998).

Para se avaliar a motilidade esperméaica uma gota de sémen é colocada entre uma lamina
e laminula pré-aquecidas a 37°C visualizada em microscépio 6ptico em objetiva com aumento
de 10x até 40x. Segundo CBRA (2013), garanhdes com motilidade inferior a 60% no sémen
fresco e 30% no congelado, ndo devem ser utilizados para reproducdo. Para melhorar a
avaliacdo, muitos pesquisadores tém utilizado diluentes de sémen, com taxas de diluicdo de 1:2
ou mais. Os diluentes de sémen previnem a aglutinagéo e reduzem a influéncia da concentragéo
espermatica e do pH seminal sobre a avaliacdo subjetiva da motilidade (LAGARES et al.,
2000).

O objetivo de se avaliar a motilidade espermatica é determinar a porcentagem de
espermatozodides que estdo vivos dentro de um ejaculado. A motilidade total é definida como a
porcentagem de espermatozdides que apresentam movimento circular, pendular, progressivo
ou em serpentina (KENNEY et al, 1983).

O vigor é avaliado em uma escala de zero a cinco (auséncia de vigor e vigor maximo,

respectivamente) e representa a forca com que 0s espermatozoides se movimentam, ou seja,
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refere-se a velocidade de deslocamento do espermatozdide no campo da lamina. Normalmente
0 vigor é avaliado em conjunto com a motilidade (CBRA, 2013).

A concentracdo espermatica representa o numero de células por mL de sémen. Sua
determinacéo € realizada por método hemocitométrico da contagem de espermatozoides em
camara de Neubawer (FERNANDES e PIMENTEL, 2002). No garanhdo adulto, a
concentracdo espermaética varia em média de 100 a 200 milhGes de espermatozoéides /ml de
sémen (CBRA, 2013). A avaliacdo da concentracdo é de grande importancia durante o processo
de congelamento de sémen e inseminacdo artificial; quanto maior a concentracdo maior sera o
namero de éguas inseminadas por ejaculado e maior serd o nimero de palhetas que poderao ser
congeladas por cada ejaculado (PAPA e DELL AQUA JUNIOR, 2001).

Recomenda-se a dose inseminante de 500 a 600 milhGes de espermatozdides para
inseminacdo com sémen fresco e 800 milhdes a 1 bilhdo de espermatozdides no caso de sémen
congelado (PAPA e DELL AQUA JUNIOR, 2001).

Além dos métodos de avaliacBes espermaticas manuais ja descritos, dentre outros,
segundo Verstegen et al. (2002), existem inumeros sistemas computadorizados que foram
desenvolvidos nos ultimos anos para determinacdo, de maneira mais precisa e mais
padronizada, das caracteristicas espermaticas que avaliadas subjetivamente por meio de
microscopia comum, tais como velocidade, motilidade progressiva e linearidade. Dentre estes
sistemas, 0 Computer Assisted Sperm Analysis (CASA) se tornou um dos mais utilizados para

analise de sémen das mais variadas espécies animais (mamiferos, aves, répteis e peixes).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local e Periodo de Execucéao

A presente pesquisa foi aprovada junto Comissdo de Etica no Uso de Animais do
Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA/UFRRJ),
protocolado sob 0 CEUA n° 9336110316.

O experimento foi conduzido no Setor de Reproducdo Animal do Departamento de
Reproducdo e Avaliacdo Animal, do Instituto de Zootecnia, da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (UFRRJ), situada no municipio de Seropédica - RJ, latitude: 22°44°38”,
longitude: 43°42°27”, em etapas que abrangeram as quatro estagdes climatoldgicas do ano.
Estas etapas foram executadas nos meses de janeiro, abril, julho e outubro de 2016.

3.2 Animais e Manejo

Foram utilizados quatro garanhdes da raca Mangalarga Marchador, em idade
reprodutiva (5-10 anos) e com fertilidade comprovada, que permaneceram alojados, durante o
experimento, no Departamento de Reproducdo e Avaliagdo Animal da UFRRJ.

Os animais foram alocados em baias, recebendo volumoso a uma taxa de consumo de
2% do peso vivo e 4 kg /dia de racdo balanceada, com acesso livre a agua e sal mineral. O

manejo sanitario durante o experimento constituiu de controle para endo e ectoparasitos.

3.3 Exame Clinico

Previamente ao inicio de cada etapa foi realizado o exame clinico de cada animal,
constando do histdrico reprodutivo, averiguacdo da libido frente a uma fémea e avaliacdo do
sistema genital. Na genitalia externa, foram examinadas visualmente e por palpacdo, as
seguintes estruturas: prepucio, pénis, epididimo e testiculos, sendo este ultimo avaliado quanto

a simetria, forma, posicao, consisténcia, sensibilidade e mobilidade.
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3.4 Delineamento Experimental

No inicio de cada etapa, foi realizada a esgota do sémen dos garanhdes. Essa esgota
constituiu-se de uma coleta de sémen diaria por trés dias consecutivos, com auxilio de vagina
artificial do modelo Hannover, preenchida com agua na temperatura proxima de 44°C e égua
em estro devidamente contida como manequim. Apds a esgota os animais foram submetidos a
um descanso reprodutivo de trés dias.

Os animais foram divididos em dois grupos: Gl (n=4), administrando 5ml de solucao
salina e GlI (n=4), administrando 5000 Ul de hCG (5ml) (Chorulon®), ambos i.v. in bollus. Em
cada més os procedimentos foram subdivididos em dois ciclos (Cl e Cll) com seis dias (D) cada
e com um intervalo de trés dias entre os ciclos. Nos dias impares avaliou-se dois cavalos, um
de cada grupo e nos dias pares os outros dois de cada grupo. Para o C2, seguiu-se 0 esquema
experimental rotacional “cross over”, onde: CI = animal 1 (GI) e 2 (GII) avaliados nos dias D1,
D3 e D5 e animal 3 (Gl) e 4(Gll) em D2, D4 e D6; em Cll= animal 1(Gll) e 2 (GI) avaliados
nos dias D1, D3, D5 e animal 3 (Gll) e 4 (GI) em D2, D4 e D6. O tratamento foi realizado
apenas no primeiro dia de cada ciclo (D1 e D2). Um resumo das atividades diarias de cada ciclo
estad demonstrado por uma linha do tempo na Figura 13.

Seguidamente aos tratamentos e com 0s animais contidos em um brete e tranquilizados
com Cloridrato de Xilazina 2%, na dose de 0,00028 mg/kg (0,014 ml/kg, i.v.), foi realizado o
exame ultrassonogréafico, aferindo a vascularizacdo da artéria testicular do corddo espermatico
e dos testiculos uma hora antes de cada coleta de sémen e imediatamente apos.

Antes de se realizar a coleta de sémen e imediatamete ap6s o primeiro exame
ultrassonografico, o animal era colocado em um piquete, sem possibilidade de visualizar éguas,
permanecendo ali por uma hora pés tranquilizacdo. Durante esse tempo, uma égua em estro era
contida com a utilizacdo de uma peia, para realizacdo da coleta de sémen, que ocorreu sempre
no mesmo local. Essas coletas foram filmadas para analises comportamentais posteriores.
Terminada a coleta, 0 sémen era encaminhado ao laboratdrio para realizacdo das avaliagdes
seminais (volume total e filtrado, motilidade, vigor e concentragdo) e o garanhdo era

reencaminhado ao brete de contencdo para uma nova tranquilizacdo e exame ultrassonografico.
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GI=Cavalo 1:
GII=Cavalo 2: 5000 UI hCG

5 ml Sol. Salina

]

N

Xilazina (0,00028 mg/kg)
Us

Xilazina

TS

Xilazina
Us

Xilazina
Us

Xilazina

Kilazina
Us Us

Atividades Coleta de sémen Coleta de sémen Coleta de sémen
INTERVALO
1h T 1h 1h T (3 dias)
1 1 1 1 1
Dias D1 D2 D3 D4 D5
GI=Cavalo 3: 5 ml Sol. Salina
GII=Cavalo 4: 5000 UI hCG
Kilazina (0,00028 mgkg )| | Xilazina Kilazina Hilazina Kilazina Kilazina
US USs USs US USs USs
A A
Atividades Coleta de sémen Coleta de sémen Coleta de sémen
INTERVALO
1h 1‘ 1h 1\ 1h 1\ e
1 [ 1
Dias | D2 D3 | D4 D5 D6

Figura 13 - Esquema das atividades diarias de cada ciclo em cada més do experimento.
*US: ultrassonografia; i.v.: intravenoso; Ul: unidade internacional; h: hora.

Nos dias intercalados em que a dupla de garanhBes ndo passava por procedimentos
experimentais, esses animais eram soltos em piquetes providos de cocho com fonte de agua
durante o periodo da manha e, no periodo tarde-noite, retornavam as respectivas baias.

3.5 Exame Ultrassonografico da Genitalia Externa

O exame ultrassonografico em tempo real foi realizado utilizando-se equipamento de
ultrassom (US) Doppler Mindray, modelo Z5VET, equipado com transdutor linear 75L50EAV
e emissdo de onda de 5,0/7,5 MHz (5,0 MHz para imagens em modo B com sobreposicédo do
color Doppler e 7,5MHz para imagens em modo B Unico, como é configurado pelo aparelho).
Foram realizadas palpacdo e identificagdo das estruturas genitais externas e 0 exame

ultrassonografico foi executado em ambos cordBes espermaticos e testiculos dos garanhdes.
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Para realizar o exame testicular, levantava-se o testiculo contralateralmente na intencao
de evitar a sobreposicao de imagens. Com auxilio do aparelho de US no modo B foi escaneado
0 parénquima testicular em trés cortes, com o transdutor posicionado da seguinte forma em
relacdo a cada testiculo: vertical-cranial, vertical-caudal e horizontal-medial. Esquemas de

posicionamentos do transdutor/testiculo sdo demonstrados nas figuras 14 e 15.

POSi(;ﬁO normal Posi¢ao adequada para o exame

Figura 14 - Esquema de posicionamento normal dos testiculos (esquerda), e posicionamento
adequado dos testiculos (direita) para o exame ultrassonografico, deslocando dorsalmente o
testiculo contralateral ao que esta sendo examinado. Fonte: cortesia de Gabriel Augusto
Monteiro.

Figura 15 - Exame ultrassonogréafico dos testiculos. Posicionamento transdutor/testiculo: A)
corte vertical-cranial; B) corte vertical- caudal; C) corte horizontal-lateral. Fonte: Imagem
adaptada de MONTEIRO (2017).

Com o transdutor posicionado, apds a identificacdo das estruturas em modo B, a
modalidade color Doppler foi ativada para apresentar a extensao e a direcao do fluxo sanguineo
nos vasos do parénquima testicular indicados por sinais de cor (vermelho ou azul). Todas as

varreduras com color Doppler foram realizadas com configuragdes de ganho, definig&o de filtro
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e de faixa de velocidade constantes. A perfusdo vascular foi estimada subjetivamente através
da pontuacdo da extensdo dos sinais coloridos para o fluxo sanguineo em tempo real em um
intervalo continuo de 1 minuto (Quadro 3 e Figura 16). Os videos foram gravados e,
posteriormente, avaliados por um unico avaliador. Para cada varredura de color Doppler
continuo de 1 minuto foram selecionadas trés imagens fixas, no momento de maior brilho
caracterizando o momento de maior pulsacdo, que foram utilizadas para a determinagdo dos
pontos finais relacionados a porcentagem de coloracdo da imagem (0-100%). As médias de
porcentagem de coloracdo das imagens de cada corte (cranial, caudal e medial) foram utilizadas

nas analises caracterizando o parénquima testicular como um todo.

Quadro 3 - Proporcdes de visualizacdo da vascularizacdo (modo subjetivo) do parénquima
testicular via ultrassonografia no modo Doppler colorido.

Porcentagem de coloragéo Visualizacao
0% Vascularizacdo ndo aparente
1% - 25% Vascularizacdo baixa
25% - 50% Vascularizacdo intermediaria
50% - 75% Vascularizagéo alta
75% - 100% Vascularizagdo muito alta

Fonte: Adaptado de Batissaco et al. (2013) apud Silva et al. (2005).
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25% g
TEECR TEE ME T 45%

. TEECR 15%

TE E CAV

Figura 16 - Método subjetivo de pontuacdo (%) da extensdo dos sinais coloridos para o fluxo
sanguineo em testiculo de garanhdo. Fonte: autor.

*TE E: testiculo esquerdo; CR: corte ultrassonografico cranial; ME: corte ultrassonogréafico

medial; CAU: corte ultrassonogréafico caudal.

Além da avaliacdo em US color Doppler do parénguima testicular, foram realizados
escaneamentos em US Doppler Espectral da artéria testicular no corddo espermatico. O corddo
espermatico foi visualizado primeiramente em US no modo B, através do transdutor na posicao
horizontal, bem préximo ao testiculo, como demonstrado na Figura 17. Apds a identificacéo
da estrutura, o modo color Doppler foi ativado para confirmar o posicionamento dos vasos
sanguineos a partir da coloragdo demonstrada, em seguida foi escolhido um corte da artéria

testicular e 0 modo Doppler espectral foi ativado.
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Figura 17 - Posicionamento horizontal do transdutor para exame ultrassonografico do cordéo
espermatico. Fonte: Imagem adaptada MONTEIRO (2017).

Seguidamente a ativacdo do modo Doppler espectral, foi colocado o cursor espectral
sobre o ramo da artéria testicular ao nivel do corddo espermatico. Para os exames espectrais, a
configuracdo das faixas de velocidade e o tamanho do portdo espectral (gate), foram ajustados
durante cada exame para obter uma sequéncia de graficos Doppler espectral com ciclos
cardiacos sistolicos e diastolicos simétricos e distintos sem aliasing.

Aliasing € um tipo de artefato Doppler gerado quando a velocidade do fluxo sanglineo
é maior que a velocidade do feixe de ultrassom (GINTHER, 2007). As configuracfes de ganho,
filtros e frequéncia de repeticdo de pulso (PRF =1) foram uniformes para todos os exames
espectrais. Por conta da tortuosidade dos vasos da artéria testicular no corddo espermatico,
como nas artérias mesometrais, ovarianas e uterinas de éguas, foi utilizado, como prevencéo,
um angulo de insonacdo Doppler de correcdo de 60° dentro do cursor do portdo espectral.
Entretanto, como utilizado no trato reprodutivo de éguas, os indices de resisténcia (RI) e
pulsatilidade (PI1) ndo sofrem influéncia dessa angulagdo, eles sendo indicados para tais
avaliacdes espectrais (SILVA et al., 2005; FERREIRA et al., 2010)

O espectro Doppler (grafico) obtido foi registrado em video e analisado posteriormente
segundo Silva et al. (2005). Foram utilizados trés pulsos do ciclo cardiaco, sendo escolhido o
central como representativo real da velocidade do fluxo sanguineo expressado pelo indice de
RI, calculado automaticamente usando fungdes predefinidas do aparelho (Figura 18). Neste
experimento, optou-se pela utilizagdo do RI por ser um valor de pouca variagdo (0-1) e ser o
indice mais sensivel e comum utilizado na deteccdo de distdrbios do fluxo sanguineo
testiculares em humanos (BIIAGIOTTI et al.,, 2002; GINTHER, 2007; ORTEGA-
FERRUZOLA et al., 2014).
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Figura 18 - Cursor sobre ramo da artéria testicular do corddo espermatico direito e obtencédo
do espectro Doppler para medicédo da velocidade do fluxo sanguineo e dos indices Pl e RI Fonte:
autor.

3.6 Avaliagédo do Comportamento Sexual

Durante o periodo experimental, finalizado o primeiro exame ultrassonogréafico, o
garanhdo era encaminhado a um piquete sem acesso visual a éguas, permanecendo la por um
periodo de uma hora, a partir da administracao do cloridrato de xilazina, que foi administrado
para tranquilizacdo durante a US. Concluido o tempo de espera no piquete o garanhdo foi
conduzido, em livre arbitrio comportamental, até a égua contida para coleta de sémen. O
comportamento foi filmado desde a saida do garanhdo do galpdo, durante a coleta de sémen,
até o animal desmontar da égua apds a coleta e suas manifestacbes comportamentais foram
avaliadas posteriormente atraves de videos gravados.

A identificacdo do comportamento e das interagdes entre garanhao e égua, e de ambos
em relacdo ao meio-ambiente, seguiram o etograma proposto por McDonnell e Haviland
(1995), analisando 0s seguintes parametros:

a) ManifetacOes pré-coitais:

e Numero de reflexos de Flehmen manifestados na presenca de uma égua em estro

em cada episodio da coleta;
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e NuUmero de monta sem erecdo total, durante a coleta quando demonstrar a
intencdo de montar na égua: considerada quando o garanhdo montava sobre a
égua sem exposicao peniana ou com 0 pénis exposto sem apresentar erecao e,
em seguida, desmontava.

e Tempo de reacdo a erecdo: tempo em segundos do inicio da erecao peniana apos
a visualizacdo da égua manequim;

e ManifestacGes de cortejo e atitudes gerais como investigacdo olfativa da regido
perineal da égua entre outros.

b) Manifestaces coitais:
¢ Inicio de monta com erecdo (em segundos);
e Tempo total da monta: tempo em segundos do momento da monta até o garanhéo

tocar os membros anteriores ao solo no ato da desmonta com a perda da erecéo.

3.7 Analise do sémen

Apb6s a colheita do sémen, o mesmo foi encaminhaminhado imediatamente ao
laboratério e foi examinado por um Unico avaliador. O ejaculado foi filtrado em um filtro de
nylon préprio para a separagdo da fracdo gel. O volume, em mililitros (mL), do sémen total
(fracdo filtrada + fracdo gel) e volume filtrado, em separado, foram mensurados com o auxilio
de uma proveta graduada aquecida a 37°C em banho-maria. Logo em seguida, foi realizada
avaliacdo macroscépica do sémen que se constituiu de avaliacdo da cor, odor e volume.

Todo material utilizado no manuseio do sémen foi mantido em placa aquecedora,
mantidos em temperatura proxima de 37°C, evitando, dessa forma, o choque térmico do sémen
durante sua manipulacéo.

Logo apds, uma gota de sémen in natura foi colocada em uma I&mina e coberta por uma
laminula, ambas de vidro, para avaliacdo da motilidade dos espermatozdides, realizada em
microscopia Optica, em aumento de 200X, observada e registrada em dados percentuais de O-
100% de células méveis por campo visual. A determinacdo da intensidade do movimento dos
espermatozoides (vigor) foi também realizada em microscopia Optica, em aumento de 200x,
atribuindo-se escala de 0 a 5, entre os valores minimos e méximos observados para o potencial
de movimento, respectivamente.

A concentragdo espermaética foi avaliada, utilizando uma camara de Neubauer, em

microscopia optica com aumento de 400x. Foi realizada uma solu¢do com diluicdo do sémen
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em formol-salina-tamponada numa proporcao de 1:20 ou 1:50 conforme a densidade aparente
do sémen. Em seguida, foi retirada uma fragcdo dessa solucéo, previamente homogeinizada, com
auxilio de um micropipetador automatico e os dois reticulos da camara foram preenchidos. A
contagem de espermatozdides na cadmara seguiu a metodologia descrita no CBRA. 2013 e foi
validada quando a diferenca no nimero de espermatozoides contados em cada reticulo da
camara ndo ultrapassou 10%. A formula utilizada para obtencdo do valor final da concentracdo
também foi descrita por esses mesmos autores, obtendo-se, apds o calculo, a concentracao final

de espermatozdéide em cada ml do ejaculado.

3.8 Analises Estatisticas

Os resultados dos parametros seminais, informacdes sobre 0 comportamento e dados
obtidos na ultrassonografia do modo color Doppler e Espectral foram comparados entre os dias
experimentais, entre os tratamentos e entre 0s meses pesquisados utilizando o teste ANOVA.
Os dados também foram organizados em tabelas de contingéncia e analisados pelo teste de Qui-
quadrado. Ambos os testes foram realizados com nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A média geral de RI obtida em todo periodo experimental foi de 0,76+0,05, estando
préximos com os valores descritos por Pozor e McDonnell (2002). Estes autores obtiveram
médias de RI na artéria testicular do corddo espermatico de 0,97 (0,72 - 1,00), em animais nao
sedados previamente com xilazina (0,5 mg/kg/iv) e RI=0,86 (0,6 — 1,00) com a sedacéo.

Os valores médios de RI encontrados para o Gl e GllI antes e apds as coletas de sémen
nas quatro estagdes do ano deste experimento, se econtram na Tabela 1.

Tabela 1 - Médias + desvio padréo do indice de Resistividade (RI) no modo Doppler Estectral,
de garanhd@es da raca Mangalarga Marchador, tratados com solucdo salina ou com hCG nos

meses de janeiro, abril, julho e outubro (médias obtidas a partir de trés trés exames por grupo).

Indice de Janeiro (P>0,05)
Res'ig‘_"l')dade Sol. Salina hCG
Testiculos Esquerdo
Garanhdao AC DC AC DC
1 0,87+0,04 0,83+0,03 0,75+0,09  0,77+0,07
2 0,87+0,04 0,87+0,04 0,87+0,04  0,85%0,05
3 0,78+0,1 0,79+0,1 0,74+0,1 0,75+0,07
4 0,67+0,05 0,74+0,09 0,74+0,1 0,75+0,07
Total 0,79+0,11 0,80+0,09 0,77+0,12  0,77+0,08
Direito
1 0,670,005 0,83+0,02 0,83+0,04 0,8340,2
2 0,78+0,07 0,83+0,07 0,63+0,06  0,85+0,04
3 0,80+0,06 0,69+0,1 0,62+0,07 0,5840,1
4 0,75+0,09 0,75+0,09 0,62+0,07 0,58+0,1
Total 0,75+0,07 0,75+0,07 0,67+0,10  0,68+0,02
Abril (P>0,05)
Esquerdo
1
2 0,87+0,04 0,88+0,1 0,96+0,02  0,96+0,02
3 0,95+0,005 0,90+0,08 0,78+0,01  0,75+0,04
4 0,82+0,04 0,74+0,03 0,80+0,03  0,7440,03
Total 0,87+0,06 0,83+0,11 0,84+0,08  0,81+0,10

Continua na proxima pagina.
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Abril (P>0,05)

Indice de
Resistividade Sol. Salina hCG
(0-1)
Testiculos Direito
Garanh&o AC DC |  AC DC
1
2 0,89+0,04 0,87+0,03 0,78+0,14  0,85+0,08
3 0,62+0,05 0,60+0,07 0,74+0,18  0,55+0,02
4 0,77+0,04 0,74+0,03 0,76+£0,16  0,74+0,03
Total 0,76 £0,11 0,76+0,11 0,76+0,16  0,71+0,13
Julho (P>0,05)
Esquerdo
1 0,81+0,01 0,74+0,03 0,69+0,01  0,79+0,01
2 0,90+0,02 0,92+0,001 | 0,82+0,04  0,91+0,05
3 0,79+0,05 0,80+0,002 | 0,79+0,04  0,72+0,04
4 0,80+0,04 0,75+0,06 0,80+0,04  0,79+0,02
Total 0,82+0,09 0,80+0,09 0,77+0,07  0,80+0,10
Direito
1 0,69+0,1 0,61+0,1 0,59+0,1 0,65+0,06
2 0,78+0,1 0,80+0,06 0,79+0,05  0,78+0,03
3 0,74+0,1 0,60+0,08 0,59+0,04  0,52+0,04
4 0,80+0,6 0,77+0,01 0,80+0,02  0,79+0,05
Total 0,74+0,13 0,69+0,18 0,69+0,12  0,68+0,11
Outubro (P>0,05)
Esquerdo
1 0,90+0,05 0,81+0,04 0,70+0,02  0,71+0,03
2 0,93+0,06 0,86+0,04 0,80+0,07  0,84+0,02
3
4 0,81+0,005  0,81+0,005 | 0,78+0,03  0,70+0,02
Total 0,87+0,06 0,82+0,03 0,76+0,06  0,75+0,06
Direito
1 0,81+0,03 0,79+0,07 0,73+0,1 0,68+0,04
2 0,77+0,04 0,78+0,01 0,79+0,08  0,77+0,04
3
4 0,78+0,04 0,78+0,04 0,77+0,02  0,67+0,04
Total 0,78+0,04 0,78+0,01 0,76+0,04  0,70+0,06

Sol. Salina: solucéo salina; hCG: gonadotrofina coridnica humana; AC: antes da coleta de
sémen; DC: depois da coleta de sémen; Linhas em cinza: Dados excluidos (Animal 1:
azoospermia; Animal 3: veio a 6bito).

Em relacdo a caracterizagdo do fluxo sanguineo testicular, Pozor et. al., (2006a),
realizaram um trabalho utilizando tratamento com 500, 1000, 2500 e 6000 Ul de hCG e

efetuaram exames ultrassonograficos dos testiculos no modo B e color Doppler espectral antes
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do tratamento, 1 e 72 horas, e 7 dias ap0s o tratamento. Eles observaram que houve um aumento
no tempo maximo de velocidade (TAM) e taxa de fluxo sanguineo arterial total (TABFR= fluxo
sanguineo arterial total /total testicular volume x 100) no exame realizado 1h apds o tratamento
com a dose de 6000 Ul de hCG e ndo houve nenhum efeito de qualquer dos tratamentos neste
fluxo apds 7 dias. Os pesquisadores também observaram um aumento na concentracdo de
testosterona apds cada tratamento com hCG, sendo este efeito apresente até 72h apds a
administracdo com 2500 Ul e foi ainda maior ap6s a administracdo de 6000 Ul de hCG. Eles
concluiram que houve uma significante correlacdo entre 0 aumento na concentracdo de
testosterona e o consequente aumento nos parametros ultrassonogréaficos no modo Doppler
espectral apés o tratamento com hCG.

Apesar de Pozor et. al., (2006a), terem avaliados outros parametros, como, PI, RI,
velocidade diastélica final (EDV), TAM e fluxo sanguineo arterial total (TABF=tempo médio
da velocidade maxima x A; sendo A =corte transversal da artéria), s6 foi citado aumento no
tempo maximo de velocidade e taxa de fluxo sanguineo total arterial para os animais que
tomaram 6000UI de hCG.

No entanto, Cochard et al. (2000), citam que para mensuracdes do fluxo sanguineo em
modo ultrassonogréafico Doppler espectral, os valores de velocidade como EDV, sdo conhecidos
por serem consideravelmente variaveis e ndo consistentes entre as medidas.

Neste experimento, optou-se pela utilizagdo do RI por ser um valor de pouca variagao
(0-1) e ser o indice mais sensivel e comum utilizado na detec¢do de disturbios do fluxo
sanguineo testiculares em humanos de acordo com Biagiotti et al. (2002); Ginther, 2007;
Pinggera, et al. (2008); Ortega-Ferruzola et al. (2014). A vantagem desses indices em relagéo a
analise isolada de velocidade é de que os indices tém a independéncia da corre¢do do angulo,
sendo eles utilizados para avaliar vasos muito pequenos e tortuosos onde é dificil a correcdo do
angulo (NELSON e PRETORIUS, 1988).

Avaliando o parametro aferido, o presente estudo observou que ndo ocorreu diferenca
estatistica entre os valores de RI obtidos nos exames realizados entre os grupos Gl solugéo
salina e GIl com administracdo de hCG, nos testiculos esquerdo e direito, antes e apos as coletas
seminais, e nem entre as diferentes estacGes do ano.

Pozor et al. (2006b), relataram uma outra pesquisa avaliando o fluxo da artéria testicular
com ultrassonografia no modo Doppler espectral nas quatro estagdes do ano. Os autores relatam

que ocorrem flutuagdes no fluxo sanguineo testicular entre as diferentes estacfes e que essa
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regulacdo pode estar relacionada também com as mudancas demontradas no volume testicular
e na producdo de espermatozoides nessas diferentes fases. A pesquisa demonstrou que houve
diferencas entre as estacdes do ano para as seguintes variaveis: pico de velocidade sistolico
(PSV), velocidade diastolica final (EDV), diametro arterial, taxa de fluxo sanguineo da artéria
testicular (TABF), concentracdo de testosterona e de estradiol. O estudo relata que a perfuséo
testicular aumenta durante a estagdo reprodutiva, correlacionando também com o aumento das
concentracdes de testosterona. Segundo esses autores, iSSO parece ser principalmente por
aumento do didmetro da artéria testicular e aumento da velocidade média do fluxo sanguineo e
portanto, as flutuacBes no fluxo sanguineo testicular podem estar envolvidas na regulacdo das
mudancas sazonais no volume testicular e na producéo de espermatozdides.

Contudo, os resultados de Pozor et al. (2006b) foram obtidos em regido geografica
acima da linha do equador, em local de estaces climaticas mais bem definidas, discordando
dos resultados da presente pesquisa, onde ndo ocorreu diferenca significativa entre as diferentes
estacOes do ano em relacdo ao RI. Esses resultados se justificam pelo fato da regido onde a
presente pesquisa foi realizada ndo ter um fotoperiodo distindo entre as diferentes estacoes.

Até o presente momento ndo foram econtradas na literatura pesquisas sobre a
vascularizagdo testicular em equinos aferida por ultrassonografia em color Doppler,
mensurados por método subjetivo em porcentagem de colorogdo. Os resultados obtidos por essa
técnica também ndo sofreram alteracfes entre os tratamentos com solucédo salina e com hCG,
entre as diferentes estacGes do ano, e nem em entre antes e ap0ds as colheitas de sémen (Tabela
2). Provavelmente, pelo mesmo motivo citado acima em relacdo ao RI, devido a localizacdo

geogréfica em que pesquisa foi realizada.
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Tabela 2 - Média + desvio padrdo da porcentagem de coloracdo obtida através da
ultrassonografia em modo Doppler colorido de garanhdes da raga Mangalarga Marchador
tratados com solucdo salina ou com hCG nos meses de janeiro, abril, julho e outubro (médias

obtidas a partir de trés exames por grupo).

COLOR Janeiro (P>0,05)
% Sol. Salina | hCG
Testiculos Esquerdo
Garanhéo AC DC AC DC
1 13,74£2,9 13,3+3,6 14,145,5 12,742,8
2 15+4.,6 17,8+5,9 17,6x3,1 16£9,0
3 12,6+1,4 9,8+0,5 1194118  11,8+2,0
4 13+2,4 17,7£17,7 14,2135 15,8+1,4
Total 13,519 14,639 14,4+4 4 14+3,3
Direito
1 13,8+1,4 17,643,1 16,945,0 16,4+3,4
2 13,2+1,7 13,946,0 15,6+8,0 16,4+4,7
3 11,3+£3,3 13,24£3,5 11,3£9,2  19,6+12,2
4 15,8+11,8 15,729 17,8+5,0 20,1+3,2
Total 13,414 15+2,8 15,3+4,7 18,1+4,3
Abril (P>0,05)
Esquerdo
1
2 17,7£1,9 15,0+1,8 23,8+3,2 19,945,2
3 5,4+1,4 10,9+3,4 6,0+1,4 10,3+2,4
4 9,4+1,6 8,8+1,5 8,7+2,4 13,7+1,1
Total 10,845,3 11,5+3,5 12,8+8,2 14,645,1
Direito
1
2 10,8+1,1 10,8+1,1 10,7£3,0 19,045,8
3 10,0£2,5 10,0£2,5 13,9+2,5 14,8+1,1
4 10,114 10,114 11,2+2,2 13,4+0,8
Total 10,2417 11,743,1 11,9429  157+141
Julho (P>0,05)
Esquerdo
1 16,4+4,1 20,1+3,4 18,4+5,3 20,4+2,6
2 26,2+8,9 28,3%3,2 19,0+2,8 26,4+3,0
3 10,8+5,5 14,0+6,0 14,3+5,5 22,045,9
4 17,2427 24,0+4,1 11,2+1,4 12,4+1,0
Total 17,648,1 21,616,8 15,745,2 20,316,1

Continua na préxima pagina.



COLOR Julho (P>0,05)
% Sol. Salina | hCG
Testiculos Direito
Garanhao AC pc | AcC DC
Direito
1 18,0+1,2 19,243,1 23,842,1 24,8422
2 18,7£3,3 18,7+2,8 23,845,1 19,9+1,1
3 17,0£3,8 16,6+5,5 21,1+4,5 21,2+4,8
4 18,3+1,9 24,8+1,4 21,8+6,6 19,8+1,0
Total 18+2,8 19,8+3,6 22,6+4,9 21,4434
Outubro (P>0,05)
Esquerdo
1 22,0£2,2 26,4+2,5 24,2+8,0 27,0£3,4
2 26,9+2,2 30,6+1,6 36,8+1,9 34,4121
3
4 14,1425 19,6+3,4 27,6126 16,7119
Total 21454 25,545,2 29,5+7,2 30,1+3,9
Direito
1 21,9+2,8 30,8+4,2 30,0+2,7 30,8+4,2
2 25,4+3,6 25,3+2,2 22,6+1,7 22,4+4.,8
3
4 23,710 26,4425 27,3+0,7 28,7+1,0
Total 23,63 27,5-3,8 26,6+3,6 27,245,1

Sol. Salina: solucéo salina; hCG: gonadotrofina coriénica humana;
AC: antes da coleta de sémen; DC: depois da coleta sémen; Linhas em cinza: Dados
excluidos (Animal 1: azoospermia; Animal 3: veio a 6bito).

Em relacdo as manifestacfes comportamentais observadas nos garanhdes durante a
monta, as caracteristicas do niamero de reflexo de flehmen, nimero de montas sem erecao,
tempo de reacdo a erecdo e tempo total de monta, ndo apresentaram diferencas entre 0s grupos
com administracdo de solucdo salina ou hCG e nem entre os periodos estudados (P>0,05)
(Tabela 3).

61



Tabela 3 - Média + desvio padrdo de parametros comportamentais (trés avaliagdes por grupo)
no ato das colheitas seminais dos garanhdes, nas 4 estacdes do ano, tratados com hCG ou

solucdo salina.

Comportamento Janeiro Abril
(P>0,05) Sol. Salina hCG Sol. Salina hCG
R. de Flehmen(n®) 0,7+0,9 0,3+0,5 0,0+0,0 0,0+0,0
MSE(n°) 4,3+2,6 3,7+1,7 1,0+0,0 0,0+0,9
TRE (s) 20,8+40,3 | 24,4+42,3 | 27,2£20,3 | 20,2+10,2
IME(s) 48,1+76,8 | 39,5+69,9 | 71,1+44,2 | 39,1+6,3
Total TM (s) 35,7£27,1 | 38,7£415 | 33,246,9 29,8+5,5
(P>0,05) Julho Outubro
R. de Flehmen(n®) 0,0+0,0 0,0+0,0 0,7+0,9 0,7+0,9
MSE(n°) 2,3+0,9 2,3£0,9 0,7+0,5 0,7+0,5
TRE (s) 38,8+73,1 | 35,3+41,9 | 28,4+19,2 | 14,3+11,1
IME(s) 58,8+67,6 56,8169 35+19,3 29,1+13,3
Total TM (s) 36,3+41,8 | 28,9+17,1 | 29,7+6,7 27,4175

Sol. Salina = solucdo salina; hCG= gonadotrofina coriénica humana; R. de Flehmen= reflexo
de flehmen; N° MSE = n° de monta sem erecdo; TRE= tempo de reacdo a erecdo; IME= inicio
de monta com erecdo; TM: tempo total de monta.

Os parametros médios de comportamento de garanhdes da raga Mangalarga Marchador
obtidos no presente experimento encontram-se dentro dos parametros descritos para a espécie
no Quadro 1 por McDonnel (1992) e para a raca Mangalarga Marchador de 7 a 15 anos,
descrito por Oliveira, 2014: n° de reflexo de flehmen= 0,3+£0,8; n° de montas sem ere¢do=
1,4+0,3; tempo de reacdo a erecdo= 94,6+304,2; duracgdo total da monta= 177+ 164,5.

Trabalhos realizados por Thompson et al. (1977), que utilizaram garanh6es submetidos
ao tratamento com luz artificial, simulando o aumento natural do fotoperiodo em uma regido
de latitude 40°35" ao norte, também ndo verificaram alteracGes em relagdo ao numero de
montas. No entanto, o tempo de reacao foi menor nos animais que foram submetidos a luz. Este
fato ja havia sido relatado por Skinner e Bowen (1968) e Pickett et al. (1976), onde a média do
tempo de reacdo tende a ser a maior durante o inverno e a menor durante a estacdo de monta
natural. Talvez, a menor latitude em que foi realizado o presente estudo, com pouca diferenca
entre a duracdo do fotoperiodo durante as estacdes, dificultou a possibilidade de perceber esta
diferenca de comportamento dos garanhdes utilizados.

Com relagdo aos pardmetros seminais avaliados, como volume filtrado, motilidade,
vigor e concentragdo, os resultados obtidos ndo apresentaram diferencas entre os tratamentos

com solugéo salina e com hCG e nem entre as esta¢des do ano (P>0,05). Somente o valor de
62



volume total de sémen apresentou diferenca estatistica entre os meses de janeiro e abril (P=0,03)

e entre os meses de abril e julho (P=0,02) (Tabela 4).

Tabela 4 - Média + desvio padréo dos parametros seminais dos garanhfes nos meses de janeiro,
abril, julho e outubro, de 2016, tratados com hCG e solucdo salina, obtidas a partir de trés
coletas de sémen por grupo tratado.

Volume de sémen total (ml)

Janeiro Abril Julho Outubro
Garanhdo Sol. Salina ¢/ hCG  Sol. Salina ¢/ hCG Sol. Salina ¢/hCG  Sol.Salina ¢/ hCG

1 35429 10,2+23 S/ID S/ID 71,6 11 47,3 75+18,4 62+ 5,4

2 100,7424,4 124,74353 96+27,8 161,7+39,5 76+36,0 45+11,0 104,7412,3 156,3+12,5

3 107,3£10,4 108+32,9 51,7+7,1 124,7£194  47,7t14/4 68,3 5,7 S/D S/D

4 98,3+10,1 96,7+22,8 63+358 87279 68,3 £10,0 50+75 73,3%139 84,3+131
Total 85,3+32,5 84,9+51,7° 70,2-30,2° 109,6+47,69 49,75+33,20° 43,5-22,2" 84,3-20,89 100,8-48,3"

Ndmeros nas linhas com sobrescritos: b x d = P<0,03; d x f = P< 0,02
Volume de sémen filtrado (ml) (P>0,05)

1 26+4,9 8,5+3,1 S/D S/D 6,7+2,1 1147,3 38,3+2,6 42,3+3,4

2 73+21,7 88,3+26,6 58,718,7 46+21,6 67,7+28,6 44,3117 80+1,6 61,3+1,2

3 57,7+17,0 42,7+74 40,3165 63,3+9,3 47,7+144 65,3+4,7 S/D S/D

4 76,748,7 53,3+18,1  51+29,5 57+57 65,318,2 47,316,5 55,3+6,2  62,3+10,4
Total 44,625  48,3+33,8 50%-17 55,4+15,7 45,5+£28,7 42+21,1 57,8£17,5 55,3%£11,1

Motilidade total (%) (P>0,05)

1 71,748,5 70+8,2 S/ID S/D 75,0+10,8 81,7+2,4 68,3+2,4 81,7+2,4

2 80+0 68,3+2,4 76,7185 78,3+6,2  65,0+12,2 68,3+6,2 76,7+8,5 70,0+8,2

3 70,0+ 8,2 68,3+20,1 61,7+225 650+4,1 61,724 60,0+8,2 S/D S/D

4 55,0+14,7 36,7+2,4 46,7+5,8 68,3+4,7 60,0+14,1 66,7125 70,0+7,1 55,0+7,1
Total 69,1+13 60,8+17,7 61,6+18,7 70,5+7,6 65,4+10,8 69,1+11,3 71,6+7,4 68,9t12,6

Vigor (1 - 5) (P>0,05)

1 2,8+0,8 3,310,5 S/ID S/D 3,310,2 3,840,3 3,3£1,8 3,840,2

2 3,810,3 2,5+0,4 4,0+0 3,740,5 3,504 3,240,2 3,0£0,4 3,310,6

3 3,0£0 3,705 3,3+0,9 3,010 3,2+0,2 3,240,6 S/D S/D

4 3,2+0,6 2,705 2,7+0,6 310 3,2¢1,1 3,3+0,6 3,240,2 2,3+0,2
Total 3,240,6 3+0,6 3,310,8 3,240,4 3,204 3,3+0,5 3,1+0,3 3,1+0,7

Concentragéo espermatica (x108) (P>0,05)

1 37,3129,6 22,079 S/ID S/D 75,316,8 385,0£¢81,4 60,3+2,4 298,0+137,5

2 92,3+30,2 63,5+14,7 51,079 72,8+16,2 80,8179 108,0+26,7 163,0+12,8 102,3+49,1

3 90,2+10,9 54,7273 92,2+18,3 45,7+10,7 161,7+33,0 89,3+25,5 S/D S/D

4 29,5+8,2 65,0+41,1 18,246,0 29,846,6  89,3+44,3 139,3+44,5 150,7+36,7 117,2+10,8
Total 62,3+36,3 51,2+31,3 53,7+325 49,4+213 209,1+181  180,4+129,4 155+37,66 172,5+123,6

* Sol. Salina: Solugdo salina; ¢/ hCG: com gonadotrofina coriénica humana; S/D: sem dados;
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O volume de sémen total em mL (fracéo filtrada mais a fracdo gel) encontrados nesse
trabalho no verdo, outono, inverno e primavera, ap6s administracdo de solucdo salina e hCG,
respectivamente foram de: 85,3+32,5e 84,9451,7; 70,2-30,2 e 109,6£47,6; 49,75£33,20 € 43,5-
22,2; 84,3-20,8 e 100,8-48,3. Apesar da alta variabilidade individual dos garanhdes, os valores
obtidos seguiram os padrdes de volume observados na raga Mangalarga Marchador,
mencionados por Freitas (2010), respectivamente durante as mesmas estacbes do ano:
115,4+44,6; 35,8+11,1; 40,9+19; 67,2+27,3; sendo quantitativamente maiores durante o verao
e primavera.

Em um estudo realizado no hemisfério norte por Janett et al. (2003) todos o0s parametros
de qualidade do sémen mostraram um padréo sazonal claro. O volume, a contagem total de
espermatozdides e a motilidade no sémen fresco foram significativamente maiores (P <0,05)
no verao do que no inverno, enquanto a concentracdo de espermatozoéides foi significativamente
menor no verdo em comparagao com as outras estacfes. Um maior estimulo sexual sofrido
pelos reprodutores nos dias de maior luminosidade aumenta a secrecdo de fluidos por parte das
glandulas sexuais acessérias, em especial as glandulas vesiculares (responsaveis pela secrecdo
da fracdo gelatinosa). Porém, esta variavel é a menos importante, uma vez que a fracdo gel é
pobre em espermatozoides e parece ndo afetar a fertilidade do ejaculado (PICKETT et al., 1974;
AMANN, 1993).

Em relagdo aos valores médios do volume de sémen filtrado, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos, assim como entre o verao, outono, inverno e primavera, que
foram de 44,6425 e 48,3+33,8; 50+-17 e 55,4+15,7; 455+28,7 e 42+21,1; 57,8+175 e
55,3+£11,1 (valores de Gl e GllI respectivamente). Resultados esses, corroboram com os padroes
desejaveis pelo CBRA (2013), que variam de 40 a 60 mL, e concordam com os valores
demonstrados por Rua et al., (2016), que também trabalharam com a raca Mangalarga
Marchador, no estado do Rio de Janeiro e obtiveram volume de 44,4 + 27,9 mL.

Leme et al. (2012), no municipio de Botucatu-SP, verificaram que durante a estagdo
reprodutiva, (verdo) e fora da estacdo (inverno) o valor médio do volume do sémen filtrado foi
de, 45,6 + 4,69; 39,7+4,6 mL, que também estdo de acordo com a presente pesquisa.

As diferengas observadas entre os resultados de vogume do ejalado de diversas
pesquisas podem ocorrer devido a diferenca entre racas avaliadas, assim como diferencas
climaticas aos quais 0s garanhdes foram submetidos em cada estudo, assim também pelo fato

de sempre poder haver diferencas no volume espermaético entre um animal e outro e até entre o
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mesmo animal, que pode expressar diferentemente essa caracteristica em coletas diferentes
(McKINNON et al., 2011).

Durante as avaliacdes microscopicas do sémen, ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos estudados, para motilidade, vigor e concentracdo espermatica assim como entre as
estacoes do ano. Quanto a motilidade (%), os resultados (verdo: 69,1 £13 e 60,8+17,7; outono:
61,6 = 18,7 e 70,5; inverno: 65,4 + 10,8 e 69,1+11,3; primavera: 71,6+7,4 e 68,9+12,6 para Gl
e GlI respectivamente), estando de acordo com Freitas (2010), que trabalhando com garanhdes
da raca Mangalarga Marchador obteve valores medios para verdo: 67,8 £ 7,5; outono:74,6 +
6,9; inverno:74,5 + 5,9; primavera, 66,4 + 8,9.

No hemisfério norte, Dowsett e Knott (1996) trabalhando com outras ragas como
Thoroughbreed, Shetland, Appalosa, Ponei, Palomino e Quarto de Milha, obtiveram
porcentagem de motilidade de 71, 70, 73, 70 e 74 % respectivamente, estando proéximo aos
valores encontrados no trabalho em questdo.

Pickett et al. (1976), no hemisfério norte, e Leme et al. (2012), no hemisfério sul, ndo
observaram diferencas estacionais na motilidade espermatica. Esses autores relataram que as
diferencas estacionais na motilidade que ocorrem entre diversos estudos podem ser
influenciadas pelo manejo dos animais, frequéncia na colheita de sémen e condigdes
ambientais, como temperatura e umidade.

Assim como a motilidade, o vigor esperméatico também ndo diferiu entre os grupos e
entre as estacOes estudas, sendo obtidos os seguintes valores, para Gl e Gl respectivamente:
primavera: 3,1+0,3 e 3,1+0,7; verdo: 3,2+0,6 e 3+0,6; outono: 3,3+0,8 e 3,2+0,4; inverno:
3,2+0,4 e 3,3+0,5. Os dados obtidos corroboram com os valores encontrados por Rua et al.
(2016), em um experimento realizado também no estado do Rio de Janeiro e que obtiveram
uma média de vigor espermatico de 4,1+0,8 e 4,0+0,9, dentro e fora da estacdo reprodutiva
respectivamente (sem diferenca significativa).

Segundo Pickett (1993), o aumento do volume seminal pode chegar a 40% nos meses
da estacdo reprodutiva, assim como o numero de espermatozoides no ejaculado pode ficar 50%
maior no mesmo periodo. Entretanto, para a Pickett et al. (1998), a motilidade progressiva e 0
vigor espermatico ndo parece sofrer influéncia da estagdo do ano.

Os valores observados em relagdo a concentragdo espermatica (x 10° sptz/mL), com
administracdo de solugéo salina e hCG respectivamente foram de: primavera: 155+37,66 e
172,5+123,6; verdo: 62,3+36,3 e 51,2+31,3; outono: 53,7+32,5 e 49,4+21,3 e inverno:
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209,1+181 e 180,4+129,4. Os resultados obtidos foram semelhantes aos resultados de Robalo
Silva et al. (2007) em Portugal, que observaram: verdo=151+16,5; outono=137x15,6;
inverno=143+16,7 e primavera= 138,7+£16,9, ndo observando diferencas entre os ejaculados
nas distinas estacdes do ano.

Entretanto, Rua et al. (2016), no estado do Rio de Janeiro, relataram diferengas dos
valores de concentracdo espermatica entre a estagao reprodutiva (507+615,9) e fora da estagéo
(278+224,9). Diferentemente, Freitas (2010), que trabalhando com cavalos da raca Mangalarga
Marchador, obteve uma maior média de concentracdo espermatica no outono=311,8 £ 148,3 e
inverno: 358,7 + 180,6, do que na primavera: 178,9 + 97,0, e no verdo: 191,0 + 110,1, fato que
néo foi caracterizado em nosso estudo. Freitas (2010) justificou as diferencas observadas na
concentracdo espermatica ao fato do volume ejaculado ter sido maior durante a estacéo.

Segundo Sieme et al. (2004), um fato importante que pode ser explicado pela
divergéncia nos resultados é que a concentracdo espermaética pode variar dependendo do
intervalo entre coletas. Podendo sugerir que esse é um dos fatores mais determinantes para as
diferencas observadas entre estudos.

A influéncia da estacdo do ano na qualidade espermatica de garanhfes ja foi
caracterizada por vérios autores (MAGISTRINI et al., 1987; JOHNSON, 1991; CLAY e
CLAY, 1992; GERLACH e AURICH, 2000; BLOTTNER et al., 2001; JANETT et al., 2003),
que evidenciam a obtencdo da capacidade reprodutiva maxima ocorrendo nos meses de
primavera e verdo em paises com marcada diferenca climética. Entretanto, esta influéncia ndo
tem sido verificada nos garanhdes que vivem em regides de clima tropical (LEME et al., 2012),
0 que confirma os resultados apresentados no presente experimento.

Acredita-se que nos tropicos seja menos provavel que os animais utilizem o fotoperiodo
como sinalizador para a reproducdo sazonal (BRONSON e HEIDEMAN, 1994) e, mesmo na
auséncia da variacdo do fotoperiodo, os garanhfes devem apresentar um ciclo reprodutivo
anual, como resultado de um ciclo circanual endogeno da funcdo testicular (CLAY e CLAY,
1992; ROSER, 2000).

Existem evidéncias substanciais de que os ciclos reprodutivos possam ser gerados de
forma enddgena, sem nenhum sinal de mudanca anual dos fatores ambientais (TUREK e VAN
CAUTER, 1994) e nos tropicos, € menos provavel que a regulacdo sazonal da atividade
reprodutiva seja baseada na alteracdo do fotoperiodo em regides abaixo de 30° de latitude
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(BRONSON e HEIDEMAN, 1994), fato que concorda com os resultados obtidos na presente
pesquisa que foi realizada em latitude de 22°44°38”.

Vale ressaltar que a América do Sul € afetada pelas oscilacdes causadas pelo efeito El
Nifio, que tornam ainda mais diversificadas e imprevisiveis as condi¢des climaticas da nossa
realidade (LEME et al., 2012).

Devemos também considerar as diferengas entre as caracteristicas reprodutivas que
existem entre os sexos (HEIDEMAN, 1989; WOOD, et al., 1991). Pois, é bastante evidente o
fato do macho de uma espécie estar sempre, ou quase sempre, apto a reproducdo, engquanto a
fémea apresenta certas restricbes, o que mostra uma indiscutivel vantagem evolutiva dos
machos em relacdo as fémeas. Por isso ndo é estranho que a regulacdo ambiental da reproducéo
possa diferir entre os sexos (BRONSON e HEIDEMAN, 1994).
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5 CONCLUSOES

A administracdo de uma unica dose de 5000 Ul de hCG em garanhdes néo foi suficiente
para causar alteraces no fluxo sanguineo da artéria testicular do corddo espermatico,
mensurado pelo indice Doppler de resistividade, e nos testiculos mensurados pelo método
subjetivo em color Doppler. Como também ndo ocasionou alteragdes no comportamento
reprodutivo e nos parametros qualitativos e quantitativos do sémen nas condicOes

experimentais.
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