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RESUMO

O maior efetivo de caprinos no Brasil esta situado na regido Nordeste, onde a criacdo destes
animais justifica-se por apresentarem caracteristicas de maior rusticidade e adaptabilidade as
condicGes ambientais. Todavia, os indices reprodutivos atuais apresentam-se insatisfatorios.
Em virtude disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicagéo de testosterona
bioidéntica por via transdérmica escrotal em caprinos com baixa ibido e qualidade seminal,
sobre o comportamento sexual, a producdo quanti-qualitativa dos espermatozoides e as
concentragOes séricas de testosterona, Horménio Foliculo Estimulante (FSH) e Hormdnio
Luteinizante (LH), para o tratamento temporario de reprodutores inaptos a reproducdo, uma
vez que ndo existem dados na literatura referentes a associacdo do horménio bioidéntico com
a via de aplicacdo transdérmica em caprinos. O experimento foi conduzido em Pacatuba —
Ceard, Brasil (3°53°49,9”’S e 38°34°32,5”’W). Foram utilizados quatro machos caprinos
(Saanen=3 e Anglo Nubiano=1) com baixa libido e qualidade seminal insatisfatoria,
comprovada por exame andrologico. Semanalmente, ao longo de dois meses, foram realizadas
colheitas e avaliacdo do sémen; mensuracdo da circunferéncia escrotal (CE); aplicacdo da
testosterona bioidéntica por via transdérmica escrotal; colheita de sangue para determinar
concentracdo sérica de testosterona, FSH e LH; além da verificacdo do comportamento sexual
através do teste de libido. Para efeito de analise dos dados adotou-se 0 agrupamento das
coletas em trés periodos (P1, P2, P3). Procedeu-se a um estudo de anélise de variancia para
testar a eficacia das aplicacfes. As médias obtidas foram comparadas pelo teste t-Student com
5% de significancia. Para analise dos dados utilizou-se o programa estatistico SAS v.8 (2000).
Os niveis séricos de testosterona apresentaram diferencas significativas em funcdo do periodo
de tratamento, entretanto, ndo foi observada diferenca significativa para os valores de FSH e
LH entre os diferentes periodos de tratamento. Na anélise, do sémen fresco e resfriado, 0s
parametros seminais avaliados ndo foram influenciados significativamente ao longo do
periodo experimental. O método de aplicacdo da testosterona bioidéntica por via
transdérmica foi eficiente para aumentar os niveis séricos de testosterona e libido, porém este

aumento ndo foi suficiente para alterar a qualidade seminal.

Palavras-chave: Aplicacdo Transdérmica. Caprinos. Testosterona Sérica. Hormonio

Bioidéntico.



ABSTRACT

The majory of goats in Brazil are located in the Northeast region, which the breeding is
justified by presenting features for larger resistance and adaptability to environmental
conditions. However, the current reproductive rates shows unsatisfactory. One of the
important tools to increase the reproductive performance of these herds is the use of
genetically superior males. Thus, the objective of this study was to evaluate the effect of
bioidentical testosterone by transdermal scrotal way in goats, sexual behavior, quantitative
and qualitative production of sperm and serum testosterone concentrations of Follicle
Stimulating Hormone (FSH) and Luteinizing Hormone (LH), since there is no data in the
literature concerning association with bioidentical hormone by transdermal route of
application in goats. The experiment was conducted in Pacatuba City (Ceara), Brazil (3°53'49,
9" S and 38°34'32, 5" W). Were used four male goats (Saanen=3 and Anglo Nubian=1) with
low libido and poor semen quality, proven by breeding andrological examination. Every
week, during two months, semen evaluation, measurement of scrotal circumference (CE);
application of bioidentical testosterone transdermal scrotal and blood samples were made to
determine serum testosterone, FSH and LH; and evaluation of sexual behavior by libido test.
For purposes of data analysis adopted the grouping of samples collected throughout the
experimental period (09 samples) in three periods (P1, P2, P3). The averages were compared
by Student's t test with 5% significance. The data were analyzed by the statistical program
SAS v.8 (2000). Serum testosterone showed significant differences depending on the
treatment period, however, no significant difference was observed for FSH and LH between
the different treatment periods. The analysis of seminal parameters of fresh and freezing
semen were not affected significantly throughout the experimental period. It was observed
that the absorption efficiency of bioidentical testosterone transdermal scrotal in goats, but
they were not the expected effects on libido and semen quality. The transdermal method of
bioidentical testosterone application was efficient to increase the levels of plasmatic

testosterone, though, this level was not sufficient to change libido and seminal quality.

Key words: Transdermal Application. Goats. Serum Testosterone. Hormone bioidentical.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABP - Proteina ligadora de andrégeno

ACP® - Agua de coco em p6

ACP - 101 meio diluente para sémen caprino a base de agua de coco em p6
Anvisa - Agéncia nacional de vigilancia sanitéaria
AINEs - Antiflamatorios ndo esteroidais

CASA - Anaélise de sémen auxiliada por computador
CBRA - Colégio Brasileiro de Reproducéo Animal
CE - Circunferéncia escrotal

EUA - Estados Unidos da América

FDA - Food and Drug Administration

GnRH - Hormonio liberador de gonadotrofina

LIN - Linearidade

MM - Motilidade massal

MOT - % de motilidade total através analise de sémen auxiliada por computador
MP - Motilidade progressiva

MT - Motilidade total

PROG - % de motilidade progressiva atraves analise de sémen auxiliada por computador
STR - Retilinearidade

FSH - Hormdnio Foliculo Estimulante

LH - Horménio Luteinizante

PO - Pré-coleta

P1 - Coleta 1 (12 a 3% semana de experimento)

P2 - Coleta 2 (4% a 6% semana de experimento)

P3 - Coleta 3 (72 a 92 semana de experimento)

PB - Proteina bruta

PEM - Porcentagem de espermatozoides moveis
TM - Tempo de monta

TTR - Teste de termorresisténcia

VA - Vagina artificial

VAP - Velocidade média da trajetoria

VCL - Velocidade curvilinear

VSL — Velocidade linear
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1. INTRODUCAO

A caprinocultura tem crescido bastante nos Gltimos anos como um ramo
economicamente rentavel, sendo a regido Nordeste o local de maior concentracdo de caprinos
no Brasil, totalizando 90,3% do efetivo nacional (ANDRIOLI et al., 2002; IBGE, 2012).
Estes animais apresentam caracteristicas favoréveis sobre outros, incluindo a melhor
tolerancia em ambientes adversos (SILANIKOVE, 2000). Entretanto, esta atividade possui,
de forma geral, baixo desempenho reprodutivo, justificada pela taxa de fertilidade do rebanho,
que sofre interferéncia direta da testosterona (NUNES, 1982).

A testosterona é o horménio reprodutivo de maior predominancia no macho, e sua
funcdo esta relacionada com as manifestacdes da libido, e o inicio da espermatogénese
(GUYTON, 1992). Por isso, bem como pelas caracteristicas sexuais secundarias, sua
determinacdo podera revelar maiores informacdes sobre o processo de desenvolvimento do
sistema reprodutivo em caprinos adaptados ao clima semi-arido do Nordeste do Brasil, além
da selecdo de animais para reproducdo, uma vez que, este horménio interfere diretamente na
libido e, consequentemente, no nimero de servicos do reprodutor (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

Chenoweth (1983) relatou que a libido e a capacidade de servico em touros sao
fortemente influenciadas por fatores genéticos. Portanto, animais com baixos niveis do
horménio terdo consequentemente, baixa expressdo da libido (BEARDEN e FUQUAY,
1997).

Contudo, Barbosa; Alencar e Barbosa (1991) e Fonseca; Pineda e Proenca (1996)
encontraram correlagdes de 0,84 e 0,62 (P<0,01), respectivamente, entre a libido e a
capacidade de servico de touros da raca Nelore, e sugeriram que o teste da libido seria a
alternativa mais viavel para avaliar o comportamento sexual dos animais.

Em humanos, ja se estuda o uso de hormonios que tem estrutura molecular exatamente
idéntica a dos equivalentes produzidos pelo organismo, sdo aqueles manipulados em
farmécias especificas, chamados de bioidénticos (PEIXOTO, 2012; SIYAM e YUKSEL,
2013). Estes oferecem vantagens quando comparados com preparagdes hormonais
industrializadas, tais como larga margem de variagdo nas dosagens, concentracdo e
composigdo individualizadas e uso de veiculos e excipientes especiais, além da menor
incidéncia de efeitos adversos e maior eficacia terapéutica (MARTINS e VEIGA, 2002).

A adocéo de terapias de reposicdo hormonal tem sido recomendada para homens que
apresentam baixa testosteronemia, com desenvolvimento de diversas preparagdes comerciais

de testosterona (KIM et al., 2013), de modo que diversas vias de administracdo de
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testosterona estdo disponiveis para uso clinico (ZITZMANN e NIESCHLAG, 2000), como a
transdérmica, oferecendo vantagem sobre a via intravenosa e intramuscular, ja que é indolor e
ndo invasiva (BADRAN et al., 2009).

Em virtude disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar a aplicacdo de
testosterona bioidéntica por via transdérmica escrotal, na qualidade seminal, libido e
concentragOes séricas de testosterona, Horménio Foliculo Estimulante (FSH) e Hormonio
Luteinizante (LH), uma vez que ndo existem dados na literatura referentes a associacdo do uso

de um horménio bioidéntico com a via de aplicacdo transdérmica em caprinos.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 - Caracteristicas reprodutivas
2.1.1 - Comportamento sexual

Gomes; Butler e Johnson (1971) ao pesquisarem os efeitos da temperatura ambiente
sobre a concentracdo plasmatica de testosterona em caprinos, verificaram diminuicdo desse
horménio em animais criados sob altas temperaturas. Na regido Nordeste do Brasil, o
comportamento sexual, dos machos, ndo é marcadamente influenciado pelas estacdes do ano,
uma vez que a concentragdo de testosterona, fator que interfere diretamente na libido, ndo
sofre grande variacdo ao longo do ano (MIES FILHO, 1987).

Para Macdonald e Pineda (1989), a concentracdo de esterdides e outros hormonios
varia entre diferentes animais em funcdo da idade, estacdo do ano, hora do dia, frequéncia e
condicdes de ejaculacdes.

O comportamento sexual pode ser avaliado pelo teste de libido ou pelo teste de
capacidade de servico. A libido pode ser conceituada como a espontaneidade e avidez do
macho para montar e efetuar a cdpula, sendo de fundamental importancia para predizer a real
capacidade reprodutiva do animal (CHENOWETH, 1981). A capacidade de servico é o
namero de servicos realizados em uma situacdo favoravel para a monta em um periodo de
tempo especifico (BLOCKEY; WILKINS, 1984).

No macho, durante o comportamento sexual verificam-se duas fases: o cortejo e a
copula. De acordo com Sampaio (2008), no cortejo, o reprodutor adota uma postura
diferenciada, onde alonga a cabeca para tras com as orelhas deitadas. E uma etapa de
identificacdo olfativa, onde o macho cheira e lambe a regido anogenital da fémea e a urina,
respondendo com o ato de fungar, estimulando-se com os feroménios da urina da fémea,
realiza o reflexo de Flehmen, exteriorizando e retraindo a lingua, seguidas vezes, emitindo um

som caracteristico, batendo e raspando o0s cascos no chdo, como demonstracdo de



13

masculinidade e, batendo no flanco da fémea ou, a empurrando com os membros anteriores,
acotovelando e o escoiceiando. Essa sequéncia de condutas do macho ocorre na exposi¢do
frente a uma fémea em estro (HAFEZ e HAFEZ, 2004). Em caso de receptividade da fémea,
segue-se 0 ato sexual.

A cépula tem inicio numa fase de excitacdo diretamente ligada com o cortejo, seguida
por erecdo, emissdo do pénis, monta, abraco, procura, introducdo, empuxo final e ejaculacéo,
desmonta, relaxamento e tranquilizacdo, no qual o macho apresenta um periodo refratario ndo
respondendo a estimulos sexuais (SAMPAIO, 2008).

2.1.2 - Libido

Em machos adultos, a eficiente motivacdo sexual depende de secre¢do hormonal,
presenca de fémeas em estro, nutricdo adequada, estacdo do ano (ALEU, 1992) e
comportamento social, ou seja, qual posi¢cdo social o macho ocupa no rebanho (SALLES,
2010). O inicio da estacdo reprodutiva é precedido por aumento na secrecao testicular de
androgenos, que é revelado por um grande aumento nas concentracdes plasmaticas de
testosterona (MIES FILHO, 1987).

Segundo Ahmad e Noakes (1995), citados por Salles (2010), o teste de libido é
utilizado para observar as variacfes estacionais na intensidade de comportamento sexual de
machos. Ha fatores genéticos e ambientais que influenciam o desenvolvimento da funcéo
reprodutiva e 0 comportamento.

A libido é uma das primeiras caracteristicas comportamentais externas da reproducao,
afetadas pela elevacdo da temperatura ambiente (CHEMINEAU et al., 2004). Em bodes e
carneiros de diferentes racas do Nordeste do Brasil, as alteracdes na libido ocorrem devido a
variacdes climaticas em funcdo da temperatura ambiente e do regime de chuvas (NUNES,
1982). A nutricdo, idade, hora do dia e estimulacdo do macho sdo fatores, que também devem
ser considerados (GOMES; BUTLER e JOHNSON, 1971). A amplitude das variacdes muda
substancialmente de acordo com o rebanho e a individualidade do macho, representando a
sensibilidade de cada animal ou rebanho para o meio.

No macho caprino, tanto a libido quanto a producgédo e a qualidade dos ejaculados
variam ao longo do ano, e o fator indutor primario desta variagdo sdo as trocas na duragéo do
dia, com relagédo ao fotoperiodo, crescente ou decrescente. Estas trocas provocam flutuacoes
na secrecdo de LH e andrdgenos, o que causa modificagdes na funcionabilidade testicular,
com a maxima atividade testicular associada ao fotoperiodo decrescente (ALEU, 1992). A

nutricdo também é uma variavel importante, pois se o verdo for chuvoso, com disponibilidade
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de nutrientes nas forrageiras, hd melhor qualidade seminal dentro da estagdo reprodutiva
(RIIS, 1983).

Em caprinos ha poucos estudos sobre 0 comportamento sexual e menos ainda, quanto
a avaliacdo da libido, normalmente a abordagem da libido em caprinos é baseada adaptando-
se a avaliagdo do comportamento dos bovinos e ovinos (SALVIANO e SOUZA, 2008).
Alguns autores adotaram a metodologia considerando o tempo de aproximagdo e monta,
classificando os reprodutores como excelente (0 a 59 segundos), bom (60 a 120 segundos) e
regular (superior a 120 segundos) (SILVA et al., 2006).

2.1.3 - Circunferéncia escrotal

A circunferéncia escrotal (CE) em animais jovens € indicador util do tamanho
testicular, da capacidade de producdo espermatica, das caracteristicas fisicas do sémen e
também da fertilidade dos machos (PENA; QUEIROZ e FRIES, 2001). Devido & praticidade
de sua obtencdo, a CE é uma medida utilizada em programas de sele¢cdo como indicador de
precocidade sexual, pois além de facil mensuracdo é uma caracteristica de herdabilidade
moderada, indicando que a selecdo a seu favor pode resultar em progresso genético efetivo
(PEREIRA; ALENCAR e BARBOSA, 2007).

Em regides de média a altas latitudes, a flutuacdo do perfil reprodutivo enddcrino,
principalmente, no que diz respeito as concentracdes de testosterona, exerce influéncia sobre a
CE. No periodo que antecede a estacdo de acasalamento, quando a luminosidade diminui, a
concentracdo de testosterona alcanca niveis maximos, estimulando a espermatogénese e
proporcionando elevacdo da CE em pequenos ruminantes (BARBOSA et al., 1999). Esses
eventos fisioldgicos puderam ser verificados em caprinos criados nos trépicos, submetidos ao
manejo artificial do fotoperiodo (SANTOS et al., 2006). No Nordeste Brasileiro, ndo se
verifica alteracbes de comportamento sexual no macho caprino que apresenta uma
circunferéncia escrotal de 28 a 32 cm (NUNES et al., 2001).

Entretanto, mesmo em condi¢des em que exista influéncia do fotoperiodo, a condicao
nutricional e o peso corporeo continuam a exercer influéncia sobre a CE. De La Vega et al.
(2006), que estudaram caprinos da raga Crioulos Serranos, criados extensivamente na
Argentina observaram menores valores de CE no inverno, estagdo de déficit alimentar, que
aqueles verificados no meio da primavera.

Para Delgadillo; Chemineau e Leboeuf (1992), o perimetro escrotal em caprinos,

apresenta alta correlacdo positiva (r = 0,70) com o volume seminal, concentragdo espermatica,
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percentual de anormalidade da peca intermedidria, gota citoplasmatica distal e com os niveis
plasmaéticos de testosterona.

Vilar Filho et al. (1993) estudaram as caracteristicas testiculares em caprinos de
diferentes racas, e verificaram valores medios relativos a circunferéncia escrotal de 25,8 cm
para a raca Parda Alpina; 25,3 cm, para a raca Anglo-Nubiana; e 23,9 cm, para a raga
Canindé. Santos et al. (2001) trabalhando com bodes da raca Saanen observaram uma
diminuicdo da circunferéncia escrotal entre os meses de setembro a janeiro, com uma variagao
de 31,37 cm a 25,41 cm para este parametro.

Diversos autores (AHMAD e NOAKES, 1996; BECKER-SILVA; MARQUES JR;
ANDRADE, 2000; BONGSO; JAINUDEEN; ZAHRAH,1982) indicaram que o tamanho da
CE teve correlacdo altamente significativa com o peso corporal e a idade e verificaram ainda,
uma variacdo racial para o parametro circunferéncia escrotal, além disso, Santos et al. (2006)
observaram uma maior precocidade dos caprinos Saanen sobre o0s da raca Alpina, podendo-se
confirmar que, a circunferéncia escrotal € uma caracteristica importante para a precocidade

sexual e o volume do ejaculado.

2.2 — Caracteristicas Seminais

2.2.1 - Sémen Caprino

O sémen é composto por espermatozoides produzidos nos testiculos, e por uma fracao
liquida, formada por fluido testicular e epididimario, e por secre¢cdes das glandulas acessorias
do sistema genital masculino, denominada plasma seminal (CORTEEL, 1981). O sémen pode
ser processado de diferentes maneiras, podendo ser usado imediatamente apds a colheita (puro
ou diluido), conservado resfriado ou congelado. Mesmo empregado puro, o ejaculado que um
macho proporciona, pode ser utilizado em um numero relativamente elevado de fémeas
(NUNES, 1988a).

O sémen do bode possui caracteristicas fisicas e bioquimicas especificas, que podem
variar mesmo dentro da espécie caprina, dependendo da raca e do individuo, da idade, da
época e método de colheita (vagina artificial ou eletro-ejaculador), da alimentagdo do animal,
e do namero de colheitas ao qual o animal é submetido (MIES FILHO, 1987).

VariagOes estacionais na quantidade e qualidade do sémen tém sido atribuidas ao
fotoperiodo (PELLETIER; CHEMINEAU e DELGADILLO, 1988), com diferengas entre
racas em funcgéo da latitude do local de medicdo. Em altas latitudes, a atividade reprodutiva
dos machos pode estar ausente por alguns meses (AHMAD e NOAKES, 1996; CORTEEL e
BARLER, 1975; SAUMANDE e ROUGER, 1984), enquanto em latitudes intermediarias as
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variaveis seminais sdo menos pronunciadas (KARAGIANNIDIS; VARSAKELI e
KARATZAS, 2000; PEREZ e MATEOQOS, 1996; ROCA et al., 1992). Em regides tropicais,
préximas a linha do Equador, onde ndo ha variacdo da luminosidade diaria, ndo ocorrem
diferencas estacionais na producdo espermatica dos machos de racas nativas (CHEMINEAU,
1986; HIBBERT; RODRIGUES; NOBLE, 1986). Nessas areas, as variaveis quanti-
qualitativas do ejaculado caprino parecem estar condicionadas a outros fatores mais
importantes do que o fotoperiodo, tais como a temperatura ambiente (CHEMINEAU, 1986;
HIBBERT el at., 1986; MACHADO; FREITAS e SIMPLICIO, 2000; NUNES, 1988).

Em regides tropicais, 0 macho caprino é capaz de se reproduzir satisfatoriamente ao
longo do ano, desde que tenha potencial genético (ARAUJO FILHO; CARVALHO e
PIMENTEL, 1994), e seja adequadamente bem manejado, principalmente, no que diz respeito
a nutricdo e a saude. Considera-se que nessas regides a alta umidade relativa, isolada ou em
associacdo com as elevadas temperaturas do ambiente, exercem maior efeito negativo sobre a
libido e sobre as caracteristicas quanti-qualitativas do sémen, do que a temperatura ambiental
por si so, e o fotoperiodo (ELWISHY e ELSAWAF, 1971).

Além disso, as caracteristicas seminais sdo afetadas por outras variaveis, seja de ordem
intrinseca, destacando-se a raga, 0 peso e a idade; e extrinseca, como fotoperiodo, latitude,
temperatura e alimentagdo (NUNES; CIRIACO e SUASSUNA, 1997). Ejaculagdes
frequentes, tipo de colheita, condicionamento, idade, tamanho testicular e higidez testicular
alteram a concentracdo espermatica podendo resultar em menor volume; quando dois
ejaculados séo obtidos consecutivamente, 0 segundo usualmente apresenta menor volume
(KAYA; AKSON e TEKELLI, 2002).

Em estacdo ndo reprodutiva, a qualidade seminal reduz-se drasticamente,
principalmente quando os ejaculados sao utilizados para criopreservacdo na forma resfriada,
apresentando fertilidade de aproximadamente 30%. Em amostras colhidas na estacdo
reprodutiva e congeladas, sua fertilidade incrementa-se para, aproximadamente, 68% (ALEU,
1992). Existindo uma correlacdo entre a baixa qualidade de sémen e os baixos indices de
fertilidade, portanto ndo sendo apenas as fémeas responsaveis pela baixa fertilidade que

ocasionalmente, é constatada nos rebanhos caprinos (SILVA e NUNES,1988).

2.2.2 - Avaliagdo seminal

A analise do sémen é o método mais utilizado para estimar o potencial de fertilidade de
um macho (CAVALCANTE, 2003), sendo este um requisito imprescindivel para sua
classificagdo como reprodutor ou doador de sémen (BORQUE; VASQUEZ; SAGUEZ, 1993).
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Segundo CORTEEL (1981), a percentagem de espermatozoides moéveis (PEM) e a motilidade
individual progressiva (MIP) sdo os parametros mais comumente utilizados para mensurar a
qualidade do sémen.

Segundo Fonseca et al. (1991), os ejaculados devem ser analisados macroscopicamente
qguanto ao: volume (mL), aspecto (cremoso, leitoso, opalescente, seroso ou agquoso), cor
(normalmente amarelada) e microscopicamente quanto ao: turbilhonamento ou massal (0-5),
motilidade espermatica (%), vigor espermatico (0-5), concentracdo espermatica (sptz/mL),
morfologia, provas de integridade de membrana e teste de termorresisténcia.

O objetivo da avaliagdo seminal é conhecer o numero de células estrutural e
funcionalmente normais relacionando com a capacidade fecundante do sémen (PENA, 1997).
Entretanto, nenhum teste, isoladamente, é capaz de predizer a fertilidade de um ejaculado,
mas a combinacdo de varios testes pode ser utilizada para selecionar ejaculados com maior
potencial de fertilidade (HAFEZ e HAFEZ, 2004). Deste modo, tém-se buscado identificar
animais capazes de produzir ejaculados com um maior ndmero de espermatozoides
morfologicamente normais, dotados de motilidade progressiva e aptos a executarem a
fertilizacdo (GARCIA, 2006).

Os critérios de avaliagdo para sémen caprino seguem os padrdes estabelecidos pelo
Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 1998), onde o sémen fresco deve
apresentar no minimo motilidade da ordem de 70% (0-100%), vigor 3 (0-5) e 70% de
espermatozoides com morfologia normal.

Para caprinos, o volume do ejaculado varia de 0,2 a 2,0 mL tendo como média 0,8 mL
(HAFEZ e HAFEZ, 2004; MIES FILHO, 1987), a concentracdo espermatica varia de 1 a 5 x
10° espermatozoides/mL, sendo a média de 3 x 10° (MIES FILHO, 1987). J& Hafez e Hafez
(2004) afirmaram que a concentracdo espermatica varia entre 2 a 6 x 10°
espermatozoides/mL. Em caprinos esse parametro parece ser uma caracteristica individual
influenciada pelo periodo do ano (CATUNDA et al., 2011).

As porcentagens de espermatozoides vivos e normais sdo consideradas importantes
indicadores da funcdo testicular, sendo o nimero total de espermatozoides normais a melhor
forma de avaliar-se o efeito da época do ano na viabilidade espermatica (VIEIRA et al.,
2008). Para Tuli e Holtz (1992), algumas variacdes nas anormalidades morfoldgicas dos
espermatozoides de 5-8% sdo encontradas durante a estacdo reprodutiva e de 10-18% na
estacdo ndo reprodutiva, em regido de clima temperado. Silva e Nunes (1988) observaram
maior ocorréncia de patologias espermaticas, no sémen caprino, durante a época seca, € em

bodes com bolsa escrotal sem biparticéo.
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A descricdo da morfologia espermética tem se tornado parte integrante da rotina da
anélise de sémen. A razdo disso é que essa informacdo € um importante indicador de
fertilidade, expressando danos espermaticos causados por agentes fisicos e quimicos
(MATOS et al., 2008). A integridade dos espermatozoides, em especial das membranas € um
dos aspectos essenciais para a manutencdo da habilidade fertilizante do gameta masculino e
por isso, a analise desse parametro € considerada fundamental para a predicdo da fertilidade
do reprodutor (LUZ; NEVES e GONCALVES, 2000).

A morfologia espermaética pode ser avaliada por meio de esfregacos corados com
fucsina-eosina, eosina-nigrosina, vermelho congo ou rosa bengala; ou, ainda, através de
preparacdo Umida, avaliada em microscopio de fase (HENRY e NEVES, 1998).

As alteracbes morfologicas sdo classificadas em defeitos maiores e menores. Os
defeitos maiores incluem as lesGes marcantes de cabeca, peca intermediaria, gota
citoplasmatica proximal entre outros enquanto que os defeitos menores incluem aqueles de
menor impacto sobre a fertilidade como cabeca delgada, insercdo inadequada de cauda, cauda
dobrada e gota citoplasmatica distal (BLOOM, 1973; SILVA et al., 2002).

O teste hiposmotico (HOST) é o método utilizado para avaliar a integridade funcional
da membrana da célula espermatica em vérias espécies, incluindo a caprina (FONSECA,;
TORRES; SANTOS, 2001). Este teste baseia-se na capacidade do espermatozoide reagir
guando exposto a solucbes hiposmaticas. Nessas condi¢cdes ocorre o influxo de agua para o
interior da célula, para que se estabeleca o equilibrio osmdético entre 0s meios extra e
intracelular, provocando o aumento de volume da célula e posterior dobramento da cauda
(JEYENDRAN; VAN DER VER e ZANEVELD, 1992).

A motilidade e o vigor espermético sdo parametros analisados durante o teste de
termorresisténcia (TTR), no tempo zero. O TTR é util na avaliacdo seminal por simular a
capacidade do sémen em sobreviver no sistema reprodutivo da fémea. Os espermatozoides
precisam de varias horas ap6s a ejaculacdo ou inseminacdo artificial para atingirem o local de
fecundagdo na fémea (HAFEZ e HAFEZ, 2004). Seu poder fecundante est4
consequentemente, em parte ligado a sua sobrevivéncia no sistema genital da fémea (MIES
FILHO, 1987). Esta observacdo tem levado a utilizacdo de testes de termorresisténcia a
mesma temperatura corporea da fémea, in vitro para apreciar a sobrevivéncia espermatica. As
condigdes de incubacdo variam com a espécie e com o tipo de sémen a testar (fresco ou
congelado), mas em caprinos e ovinos, o sémen é geralmente diluido em concentracdo

compreendida entre 80 e 300 x 10° sptz/ml, e colocado em banho-maria & 37 — 38°C (CBRA,
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1998). A percentagem de células mdveis e motilidade podem ser calculadas ao inicio do teste
e duas a trés horas ap0s a incubacdo (BARIL et al., 1993).

2.2.3 - Andlise do sémen auxiliada por computador (CASA)

A andlise subjetiva € a técnica convencional utilizada para realizar as anélises
seminais, entretanto, esta sujeita a diferentes graus de imprecisdo, devido a subjetividade da
avaliacdo, que é baseada na observacdo através de microscopio Optico, sendo a determinacgéo
subjetiva da motilidade e da morfologia especialmente susceptiveis ao erro humano (LLEO,
2003). Essa andlise ocasiona uma ampla variedade nos resultados, devido a numerosos
fatores, como o uso de diferentes procedimentos de coloracdo e a experiéncia dos técnicos,
dentre outros aspectos. Sistemas de analises computadorizadas tém substituido a avaliacdo de
sémen por microscopia de luz convencional, uma vez que proporcionam informaces mais
detalhadas e objetivas sobre vérias caracteristicas da motilidade e da morfometria
(VERSTEGEN; IGUER-OUADA e ONCLIN, 2002).

A Analise de Sémen Auxiliada por Computador (CASA) é definida como um sistema
automatizado para visualizar, digitalizar e analisar imagens sucessivas dos espermatozoides,
fornecendo informagéo acurada, precisa e significativa do movimento individual de cada
espermatozoide (AMANN e KATZ, 2004). A automatizacdo desta analise permite maior
objetividade e rapidez, uma vez que é realizada numa fracdo menor do tempo requerido pela
avaliacdo subjetiva (MORTIMER, 2000). Nas ultimas décadas, diversos sistemas de CASA
tém sido propostos e aplicados na tentativa de minimizar os efeitos da avaliacdo convencional
do sémen, além de incrementar o estudo da andrologia humana e das espécies de animais
domesticos (VERSTEGEN; IGUER-OUADA e ONCLIN, 2002).

Vaérios sistemas de CASA comerciais, como Hamilton Thorn (Hamilton Thorn
Research, Bervely, USA); IMAGESP® (Vimas IMAGESP®, Barcelona, Espanha); Hobson
Sperm Tracker (Hobson Tracking Systems Ltda., Sheffield, Inglaterra) e Sperm Class
Analyzer® (SCA®, Microptic SL, Barcelona, Espanha), baseados predominantemente na
avaliacdo individual do espermatozoide, foram validados para uso em espécies domesticas,
incluindo os caprinos (MORTIMER, 2000).

Atualmente, esses sistemas estdo sendo utilizados, principalmente nos centros
androldgicos de reproducédo assistida, demonstrando ser uma ferramenta eficiente, precisa e
real na avaliagdo objetiva da fertilidade, por permitir a obtencdo de medidas individuais de

movimento, contribuindo assim, na melhoria das tecnologias da reproducdo, bem como no
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desenvolvimento de estudos fisiolégicos (VERSTEGEN; IGUER-OUADA e ONCLIN,
2002).

2.3. Caracteristicas hormonais
2.3.1 - Testosterona

A testosterona € entre outras fungdes, responsavel pela espermatogénese e
comportamento sexual; assim, com a ocorréncia da estacionalidade, o padrdo de secrecéo de
testosterona pode limitar a eficiéncia reprodutiva do macho durante alguns periodos do ano
(TODINI et al., 2007). Suas funcdes periféricas incluem o desenvolvimento e manutengéo da
libido, a atividade secretora dos 6rgdos acessorios e as caracteristicas sexuais secundarias dos
machos, como a musculatura mais desenvolvida e o padrdo de crescimento dos pélos.
Algumas mudancas comportamentais tais como a agressividade, posicdo social frente a
disputa por alimentos, marcacdo do territorio e masturbacdo, sdo influenciadas pela
testosterona (MATSUOKA et al., 2006).

Os modelos secretdrios de testosterona em carneiros diferem durante as estacOes
reprodutiva e ndo-reprodutiva, e a atividade de monta estd associada com frequéncia
aumentada dos picos deste horménio (STELMASIAK, 1979), cuja liberacdo varia em funcao
do momento do dia. Segundo Darbeida e Brudieux (1980), a secre¢do ocorre em pulsos.

Na latitude 36° 43°’N, Khammar; Amirat e Darbeida (1996) constataram que a taxa de
producdo de testosterona pelos testiculos ovinos exibiu marcante variacdo anual, sendo
minima no outono e no inicio do inverno, aumentando posteriormente, atingindo 0 maximo ao
inicio do verdo. Contrariamente a maioria dos resultados, Bielli et al. (1996), em latitude 32°
SL, ndo encontraram diferencas significativas do més sobre a concentracdo de testosterona
plasmética em animais Corriedale. Na latitude 22° 53’S, com carneiros Ideal, Bicudo (1999)
verificou concentracdes plasmaticas de testosterona mais baixas nos meses de maio, agosto e
setembro. Ao avaliar as estacdes separadamente, 0 autor observou niveis mais baixos deste
horménio no inverno.

Segundo Roselli et al. (2002), as variagbes na testosterona podem resultar mais nas
diferengas da receptividade funcional do testiculo ao LH, do que na sensibilidade do eixo
Hipotalamico-hipofisario, assim como, no metabolismo periférico deste hormonio (SOUZA et
al., 2006). Aproximadamente, 95% da testosterona circulante no sangue tém origem
testicular, o restante é liberado pela producdo adrenal com a conversdo periférica de
androstenediona (DADOUNE e DEMOULIN, 1993). Por outro lado, Eloy et al. (2007)

verificaram que em bodes da raca Moxotd, a amplitude e a frequéncia dos picos de
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testosterona entre os turnos do dia e, observaram um aumento entre 04:00 e 15:20 h, e inicio
do declinio as 16:00 h, com os valores basais observados entre 16:00 e 03:20 h. Portanto, um
especifico ritmo diario foi observado, sugerindo uma relagdo do eixo
Hipotalamo/hipofise/gbnadas com o ambiente externo na regido semi-arida do Nordeste

brasileiro.

2.3.2 - Secrecao da Testosterona

De acordo com Fuentes; Fuentes e Garcia (1998), a secrecdo de testosterona é
estimulada por gonadotrofinas hipofisarias, liberadas pelo GnRH (Horménio Liberador de
Gonadotrofina), através de estimulo primario do hipotadlamo atraveés do sistema Porta-
hipotalamico-hipofisario, e estimula liberacdo das gonadotrofinas, FSH e LH. O FSH
desencadeia a producdo de uma proteina fixadora de andrégeno denominada Androgen
Binding Protein (ABP) pelas células de Sertoli. Essa proteina, secretada dentro da luz do
tibulo seminifero, ajuda a manter um alto nivel de andrégenos dentro do referido tdbulo
(HAFEZ e HAFEZ, 2004). Testosterona e FSH agem através das células dos tubulos
seminiferos para estimular a espermatogénese. Altas concentracdes de testosterona em fluidos
que envolvem os tdbulos seminiferos sdo aparentemente essenciais para uma
espermatogénese normal (BEARDEN e FUQUAY, 1992).

A principal funcdo do LH na regulacdo da espermatogénese parece ser indiretamente
estimulada pela liberacdo de testosterona pelas células de Leydig. No animal adulto, a
liberacdo de LH comumente é seguida por uma elevacdo de testosterona sérica. Sugeriu-se
que a concentracdo periférica abundante de testosterona regule a forma de secrecdo do LH
(FORD; SCHANBACHER, 1977). A testosterona exerce um feedback negativo sobre o
hipotalamo e hipofise anterior, possivelmente pela liberacdo de opidides endégenos. Portanto,
altas concentracfes de testosterona inibem sua liberacdo no nivel de hipotalamo (GnRH) e
hipofise (FSH e LH), enquanto baixas concentracdes permitem sua liberacdo (BEARDEN e
FUQUAY, 1992). Aumentos na secre¢do de LH sdo seguidos, dentro de 30-60 minutos, por
niveis aumentados de testosterona produzida pelas células de Leydig, que se desloca para
dentro do tabulo seminifero por difusdo simples ou facilitada e que, que duram de uma ha
varias horas (AMANN e SCHANBACHER, 1983).

A espermatogénese ocorre nos testiculos, de modo permanente e continuo, a partir da
puberdade, quando os niveis hormonais de FSH e LH elevam-se e ocorre 0 amadurecimento

do eixo Hipotalamico-hipofisario-gonadico, sob o controle fisioldgico do sistema
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neuroenddcrino, sofrendo influéncia direta da termorregulacéo escroto-testicular (HAFEZ e
HAFEZ, 2004).

2.3.3 - Concentracéo da testosterona em caprinos

A testosterona que é produzida pelas células testiculares de Leidyg tem a sua
concentracdo plasmatica gradualmente elevada em consequéncia da estimulacdo gonadal e
diferenciacdo dessas células, promovida pelo aumento das descargas pulsateis de LH
(PORTO et al., 2009). No animal adulto, a liberacdo de LH comumente € seguida por uma
elevacdo da concentragdo periférica de testosterona. Essa elevada concentragdo periférica de
testosterona regula provavelmente através de opidides enddgenos, a atividade do hipotalamo e
hipdfise anterior, modulando a secrecdo das gonadotrofinas e da propria testosterona
(AMANN e SHANBACHER, 1983). Na maturidade sexual, a reducéo da concentracao de LH
e de testosterona é desencadeada pela prépria concentracdo elevada deste esterdide, que, por
efeito de retroalimentacdo em nivel de hipotadlamo, reduzem a secrecdo de GnRH e de
gonadotrofinas pela hipofise e esta reducdo, consequentemente, causa menor estimulo as
células de Leidyg, resultando em menor producdo de testosterona (AHMAD; NOAKES;
WILSON, 1996).

De acordo com Ahmad e Noakes (1995), a concentracdo média de testosterona em
caprinos machos foi de 0,35 ng/mL na 12* semana de idade e aumentou para 2,01 ng/mL na
20% semana. VariacBes nas concentracGes de testosterona estdo associadas a mudancgas do
fotoperiodo e € responsavel por diferencas estacionais na producdo de espermatozoides e
composicdo da secrecdo das glandulas acessorias e, consequentemente, pela qualidade do
sémen (BORQUE et al., 1993).

Variagdes nas concentracdes sericas de testosterona de caprinos foram observadas por
Smith e Sherman (1994), em funcdo da estacdo do ano, sendo consideravelmente mais
elevada na estacdo de monta que ocorre no outono em climas temperados. Gomes; Butler e
Johnson, (1971), ao pesquisarem os efeitos na concentragdo plasmatica de testosterona,
verificaram valores de 10,6 ng/mL em animais submetidos a temperatura ambiente elevada e
82,2 ng/mL em caprinos criados sob condi¢Ges ambientais termoneutras.

Eloy e Rosa (1998) observaram que 0s nhiveis de testosterona estdo envolvidos no
desencadeamento da puberdade. Com a proximidade da puberdade, a concentracdo periférica
de testosterona fica elevada, bem como a sua concentracdo nos liquidos que envolvem os
tubulos seminiferos (MOURA; RODRIGUES e MARTINS FILHO, 2002). A concentracdo

dentro dos testiculos € 100 a 300 vezes maior que no plasma, sendo que essas altas
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concentragfes sdo necessarias para ocorréncia da espermatogénese de maneira adequada
(ELOY; ROSA, 1998).

2.3.4 - Hormonio bioidéntico

Segundo Peixoto (2012), o termo bioidéntico refere-se a uma substancia
tridimensional cuja estrutura molecular é exatamente idéntica a dos equivalentes produzidos
pelo organismo, independentemente da fonte da qual se origina, assim pode ser natural ou
sintética. Esses hormoénios sdo compostos de certos esterdides em varias formas de dosagem,
incluindo a dehidroepiandrosterona, pregnenolona, testosterona, progesterona, a estrona,
estradiol e estriol (BOOTHBY; DOERING; KIPERSZTOK, 2004).

As preparacbes manipuladas de hormdénios bioidénticos oferecem vantagens
indiscutiveis quando comparadas com preparacGes hormonais industrializadas, como, por
exemplo, concentracdo e composi¢cdo individualizadas e uso de veiculos e excipientes
especiais, tal como o gel transdérmico (CIRIGLIANO, 2007).

A adocdo de terapias de reposicdo hormonal tem sido recomendada para homens que
apresentam baixa testosteronemia, com desenvolvimento de diversas preparacdes comerciais
de testosterona (KIM et al., 2013), de modo que diversas vias de administracdo (oral,
injetavel, transdérmica, implantes) de testosterona estdo disponiveis para uso clinico
(ZITZMANN e NIESCHLAG, 2000). Apesar de a reposi¢do hormonal ser uma realidade em
humanos, poucos trabalhos sdo encontrados para uso veterinario, particularmente utilizando

hormonios bioidénticos.

2.3.5 - Via de aplicacdo transdérmica

Na década de 50 foi introduzido um novo conceito em liberacdo de farmacos através da
pele, apesar de um grande avan¢o da pesquisa cientifica sobre essa nova descoberta, apenas
em 1979 foi aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) e disponibilizado
comercialmente nos EUA, a primeira geracdo de medicamentos para aplicacdo na pele
(PRACA, 2010). O desenvolvimento de sistemas terapéuticos transdérmicos de liberacdo de
farmacos tem se intensificado nos Gltimos anos com o objetivo de superar problemas
associados com as propriedades de barreira da pele, reduzindo a taxa de irritagdo e
melhorando a liberacdo de farmacos de alto peso molecular, j& que alguns farmacos foram
desenvolvidos com sucesso, utilizando essa via, quer direcionados para uma agédo local, quer

para uma acéo sisttémica (FLYNN, 1990).
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A via de aplicagdo transdérmica, é aquela de administracdo por difusdo da camada
dérmica da pele para circulacdo sistémica (ANVISA, 2011). A eficéacia clinica de um farmaco
aplicado por via topica depende, ndo sé das suas propriedades farmacoldgicas, mas também
da sua disponibilidade no local de acdo (LOFTSSON et al., 1998).

O desenvolvimento de formulagfes transdérmicas é uma estratégia interessante para o
transporte de diversas classes de farmacos, tanto hidrofilicos quanto lipofilicos, representando
uma alternativa para superar aspectos relacionados as caracteristicas farmacocinéticas e
farmacodinamicas de diversos medicamentos quando utilizados por outras vias (BADRAN et
al., 2009).

Apesar da natureza quase impermeéavel da pele, conferida especialmente pelo estrato
corneo da epiderme (MOSER et al., 2001), algumas substancias sdo capazes de penetra-la.
Dessa forma, a pele torna-se uma potencial via de administracdo de farmacos, sendo o estrato
cérneo crucial no controle da absorcdo percutanea dos mesmos. O estrato cdrneo funciona
como uma barreira protetora, prevenindo a perda transepidermal de agua e mantendo um nivel
de hidratacdo adequada (MARKS, 2004).

A utilizacdo da via transdérmica oferece vantagens em diversas circunstancias quando
comparada as outras vias de administracdo. Evita o metabolismo de primeira passagem
hepatica, comum para farmacos administrados pela via oral, que € responsavel por diminuir a
biodisponibilidade e degradar diversos farmacos. Além disso, alguns efeitos indesejaveis no
estdmago, como ocorrem com anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) administrados pela
via oral, podem gerar efeitos secundarios, como nauseas, dispepsia, diarreia, constipacao,
ulceracdo e sangramento na mucosa, 0 que ndo ocorre pela via transdérmica (BORTOLON et
al., 2008). Ademais, esta via oferece vantagem sobre a via intravenosa e intramuscular por ser
indolor e ndo invasiva, aumentando a adesdo do paciente a terapia (BADRAN et al., 2009).

Nesse sentido, Zhao; Brown e Jones (2009) descreveram que farmacos de diversas
classes tém sido incorporados em formas farmacéuticas para serem administrados pela via
transcutanea, entre 0s quais a heparina, a lidocaina e muitos horménios sexuais que tém sido
incorporados em aerossois, além da betametasona e do minoxidil, que sdo incorporados sob a
forma de espumas.

A aplicacdo de testosterona por via transdermica tem sido bastante utilizada nos ultimos
anos em homens com problemas de hipogonadismo, visando a reposi¢cdo hormonal. Essa via
de administracdo, neste caso, além de evitar 0 mecanismo de primeira passagem, imita o
ritmo circadiano da secrecdo da testosterona, sendo que, a eficiéncia da absorcdo, dependera

do local de aplicacdo. Estudos demonstram que 0 uso do hormonio por via transdérmica



25

durante 14 dias em homens, proporcionou uma elevagdo nas concentrag@es séricas do mesmo,
sugerindo que o uso dessa via pode ser uma forma eficaz de entrega da testosterona em
homens com hipogonadismo (ZITZMANN e NIESCHLAG, 2000).

Além de serem desenvolvidos para uso humano, alguns trabalhos tém mostrado sua
aplicacdo em ambito veterinario. A importancia especifica da administracdo transdérmica na
veterinaria é o fato de poder proporcionar um meio eficaz para distribuicdo de drogas,
diminuindo a frequéncia de aplicacdes, mantendo a dosagem necessaria e, naturalmente,
facilitando a medicacdo de espécies mais resistentes ao tratamento. A administracdo
transdérmica, no futuro, pode oferecer um meio eficaz para permeacdo nao apenas
medicamentos e horménios, mas também antigenos de proteinas para a geracdo de respostas
de anticorpos (GUEST, 2006).
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3. JUSTIFICATIVA

As variagcOes da libido e da producdo quanti-qualitativa do sémen dos caprinos
colocam em evidéncia a necessidade de um maior controle sexual desta espécie, j& que estes
aspectos de avaliacdo androldgica sdo acompanhados de diferentes resultados de fertilidade, o
que podem estar sendo influenciados pelos niveis de testosterona.

Aliado a isso, existe o fato de ndo haver informagGes suficientes sobre o uso da via
transdérmica associada a aplicacdo de testosterona bioidéntica em animais inaptos a
reproducdo. Com intuito de prolongar a utilizacdo do sémen de animais com histérico de bom
desempenho reprodutivo por mais algum tempo, preservando-o criopreservado, buscou-se
verificar a eficiéncia da aplicacdo de hormoénio bioidéntico, a testosterona, por via
transdérmica sobre a producdo quanti-qualitativa do sémen de reprodutores caprinos.
Determinando a relacdo custo beneficio do tratamento de animais com alteracdes quanti-

qualitativas espermaticas de caprinos criados no Nordeste do Brasil.
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4. HIPOTESE CIENTIFICA
A aplicacdo de testosterona bioidéntica por via transdérmica vai elevar a producao

quanti-qualitativa seminal e a libido de caprinos.
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5. OBJETIVOS

5.1 - Objetivo Geral
Avaliar o efeito da aplicacdo de testosterona bioidéntica, por via transdérmica escrotal

em caprinos a partir da administracdo do hormonio bioidéntico.

5.2 - Objetivos Especificos
e Determinar o nivel séricos de testosterona, FSH e LH nos animais tratados com
testosterona bioidéntica, antes e durante o periodo experimental;
e Mensurar a libido através da exposicao da fémea em estro aos animais tratados com
testosterona bioidéntica, desde o cortejo até a ejaculacdo propriamente dita;
e Avaliar as caracteristicas macro e microscopicas do sémen, por andlise visual e

computadorizada do mesmo.
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Avaliacdo da libido, concentracGes séricas de testosterona, FSH e LH e qualidade seminal em
caprinos tratados com testosterona bioidéntica por via transdérmica

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da aplicagéo de testosterona bioidéntica por via
transdérmica escrotal em caprinos, sobre o comportamento sexual, a qualidade seminal e as
concentracdes séricas de testosterona, Horméno Foliculo Estimulante (FSH) e Horménio
Luteinizante (LH), para o tratamento de reprodutores inaptos a reproducdo. Foram utilizados
quatro machos caprinos (Saanen=3 e Anglo Nubiano=1), apresentando baixa libido e
qualidade seminal, comprovados por exame androlégico. A aplicacdo da testosterona
bioidéntica foi realizada semanalmente ao longo de dois meses, bem como mensuracao da
circunferéncia escrotal, avaliagdo do comportamento sexual através do teste de libido,
colheitas e avaliacdo do sémen fresco e conservado a 4°C por até 24h, e colheita de sangue
para determinar a concentracdo sérica de testosterona, FSH e LH. Os niveis séricos de
testosterona apresentaram diferenca significativa em funcdo do periodo de tratamento,
entretanto, ndo foi observada diferenca significativa para os valores de FSH e LH e de libido
entre os diferentes periodos de tratamento. Os pardmetros seminais avaliados no sémen fresco
e resfriado, ndo foram influenciados significativamente ao longo do periodo experimental.
Concluiu-se que a absorcdo da testosterona bioidéntica por via transdérmica escrotal foi
eficiente em caprinos, para elevar as concentracdes séricas deste hormonio e melhorar a

libido, porém ndo foi suficiente para melhorar a qualidade seminal.

Palavras-chave: aplicacdo transdérmica, caprinos, testosterona bioidéntica.
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Evaluation of libido, serum testosterone, FSH e LH and semen quality in goats treated with

bioidentical testosterone transdermally

Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect the scrotal transdermal application of
bioidentical testosterone in goats on sexual behavior, semen quality and concentrations of
testosterone, follicle stimulating hormone (FSH) and luteinizing hormone (LH) for the
treatment of reproductive temporarily unable to reproduction. Four male goats (Saanen=3 and
Anglo Nubian =1), with low libido and semen quality (proven by breeding soundness
examination) were used. The application of bioidentical testosterone was carried out weekly
over two months, as well as measurement of scrotal circumference, assessment of sexual
behavior by testing libido, crops and evaluation of fresh semen and stored at 4 ° C for up to 24
hours, and blood samples for determine the serum concentrations of testosterone, FSH and
LH. Significant differences on serum testosterone was observed according the treatment
period, however, no significant difference was found for serum FSH and LH, libido and
seminal parameters assessed for fresh and cooled semen throughout the experimental period.
It was concluded that the scrotal transdermal absorption of bioidentical testosterone was
effective in goats, but no effects on libido and semen quality was observed.

Key words: transdermal application, goats, bioidentical testosterone.
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Avaliacao da libido, concentracéo sérica de testosterona, FSH e LH e qualidade seminal
em caprinos tratados com testosterona bioidéntica por via transdérmica
Evaluation of libido, serum testosterone, FSH e LH and semen quality in goats treated

with bioidentical testosterone transdermally

Autores: Talita Soares Camara', José Mauricio Maciel Cavalcante', Ana Glaudia

Vasconcelos Catunda'"

, Priscila Palacio de Queiroz Farias’, Leonardo Alves Rodrigues
Cabral¥, Maria Gorete Flores Salles', José Ferreira Nunes”

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da aplicacdo de testosterona bioidéntica por
via transdérmica escrotal em caprinos, sobre 0 comportamento sexual, a qualidade seminal e
as concentracbes de testosterona, Horméno Foliculo Estimulante (FSH) e Hormonio
Luteinizante (LH), para o tratamento de reprodutores temporariamente inaptos a reproducao.
Foram utilizados quatro machos caprinos (Saanen=3 e Anglo Nubiano=1), apresentando baixa
libido e qualidade seminal, comprovados por exame androldgico. A aplicacdo da testosterona
bioidéntica foi realizada semanalmente ao longo de dois meses, bem como mensura¢do da
circunferéncia escrotal, avaliagdo do comportamento sexual através do teste de libido,
colheitas e avaliacdo do sémen fresco e conservado a 4°C por até 24h, e colheita de sangue
para determinar a concentracdo sérica de testosterona, FSH e LH. Os niveis séricos de
testosterona apresentaram diferenca significativa em funcdo do periodo de tratamento,
entretanto, ndo foi observada diferenca significativa para os valores de FSH e LH e de libido
entre os diferentes periodos de tratamento. Os parametros seminais avaliados no sémen fresco
e resfriado, ndo foram influenciados significativamente ao longo do periodo experimental.
Concluiu-se que a absorcdo da testosterona bioidéntica por via transdérmica escrotal foi
eficiente em caprinos, porém sem efeitos sobre a libido e qualidade seminal.

Palavras-chave: aplicacao transdérmica, caprinos, testosterona bioidéntica.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect the scrotal transdermal application of
bioidentical testosterone in goats on sexual behavior, semen quality and concentrations of
testosterone, follicle stimulating hormone (FSH) and luteinizing hormone (LH) for the
treatment of reproductive temporarily unable to reproduction. Four male goats (Saanen=3 and
Anglo Nubian =1), with low libido and semen quality (proven by breeding soundness
examination) were used. The application of bioidentical testosterone was carried out weekly
over two months, as well as measurement of scrotal circumference, assessment of sexual
behavior by testing libido, crops and evaluation of fresh semen and stored at 4 ° C for up to 24
hours, and blood samples for determine the serum concentrations of testosterone, FSH and
LH. Significant differences on serum testosterone was observed according the treatment
period, however, no significant difference was found for serum FSH and LH, libido and
seminal parameters assessed for fresh and cooled semen throughout the experimental period.
It was concluded that the scrotal transdermal absorption of bioidentical testosterone was
effective in goats, but no effects on libido and semen quality was observed.

Key words: transdermal application, goats, bioidentical testosterone.

INTRODUCAO

A criagdo de caprinos vem sendo estimulada entre os produtores rurais da regido
Nordeste do Brasil, pelo fato desses animais apresentarem melhor tolerdncia térmica e
desempenho em ambientes adversos que outras espécies domésticas (SILANIKOVE, 2000).
Entretanto, de modo geral, os rebanhos caprinos criados extensivamente, apresentam baixo
desempenho reprodutivo, justificado pelas baixas taxas de fertilidade, oriundas de variagoes

da libido e na qualidade seminal (NUNES, 1982).
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A testosterona é essencial as funcbes reprodutivas dos machos, estimulando a
espermatogénese, prolongando a vida epididimaria de espermatozoides, mantendo as
caracteristicas sexuais secundarias, bem como a libido do macho, de modo que animais com
baixa testosteronemia terdo pouca expressdo da libido (BEARDEN e FUQUAY, 1997).

A adocdo de terapias de reposicdo hormonal tem sido recomendada para homens que
apresentam baixa testosteronemia, com desenvolvimento de diversas preparacdes comerciais
de testosterona (KIM et al., 2013), de modo que diversas vias de administracdo de
testosterona estdo disponiveis para uso clinico (ZITZMANN e NIESCHLAG, 2000).

Neste sentido, a industria farmacéutica vem realizando pesquisas visando obter
condutas terapéuticas eficientes, com resultados clinicos rapidos e seguros. A eficicia da
liberacdo transdérmica de medicamentos tem chamado a atencdo, por entregar o horménio em
sua forma integra pela pele, evitando o metabolismo de primeira passagem hepético e
mimetizar o ritmo circadiano da secrecdo de testosterona, objetivo este ndo plenamente
alcancado por outras vias de administracdo hormonal (ZITZMANN e NIESCHLAG, 2000).

Em humanos ja se estuda o uso de hormdnios com estrutura molecular idéntica a dos
equivalentes produzidos pelo organismo, chamados de bioidénticos, que apresentam melhor
afinidade a receptores hormonais e com menores efeitos adversos quando comparados a
preparacdes hormonais sintéticas (SIYAM e YUKSEL, 2013).

Apesar de a reposi¢do hormonal ser uma realidade em humanos, poucos trabalhos séo
encontrados para uso veterinario, particularmente utilizando horménios bioidénticos. Assim, 0
objetivo deste estudo foi avaliar a aplicacdo de testosterona bioidéntica por via transdérmica
em caprinos na libido, qualidade seminal e nas concentragdes de testosterona, FSH e LH para

o0 tratamento de reprodutores temporariamente inaptos a reproducao.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no periodo de julho a setembro de 2012, no municipio de
Pacatuba-CE (3°53°49,9”’S e 38°34°32,5°°W). Foram utilizados quatro caprinos (Saanen=3 e
Anglo Nubiano =1), com idade media de 4,5 anos, criados em confinamento e alimentados
com concentrado (22% proteina bruta (PB) + 3% de bicarbonato de sodio), forragem verde
com 70% de capim elefante (Penisetum purpureum Schum) + 30% de leucena (Leucaena
leucocephala), e mineralizacdo incorporada a racdo e agua ad libitum. Estes animais
apresentavam problemas de qualidade seminal e libido comprovados por exame androldgico,
mas com historico prévio de bom desempenho reprodutivo.

Uma vez por semana, a circunferéncia escrotal (CE) dos animais era aferida com fita
métrica prépria, posteriormente realizava-se a avaliacdo da libido cronometrando-se o tempo
de monta (TM), definido como o tempo desde a liberacdo do bode para monta até ejaculacéo
(FREITAS e NUNES, 1992).

O sémen foi colhido semanalmente com uso de vagina artificial (VA) ou
eletroejaculador (para animais ndo condicionados ao uso da VA), perfazendo nove colheitas
por animal, totalizando 36 ejaculados. Em seguida, cada ejaculado foi avaliado quanto ao
volume (mL), concentracdo (em camara Neubauer), motilidade massal (0-5), motilidade total
(0-100%), motilidade progressiva (0-100%), segundo CBRA (1998).

A aplicacdo da testosterona bioidéntica, (Evidence — Farmécia com manipulacao,
Fortaleza/CE), foi realizada diariamente, pela manha, no escroto (apés tricotomia e limpeza
do local), durante 60 dias, afim de cobrir o ciclo espermatogénico da espécie caprina
(BEARDEN e FUQUAY, 1997), massageando a pele levemente até absorcdo total do
produto. A apresentacdo do hormdnio foi na forma de creme em bisnagas de 30g (10% de

testosterona, 1% de Lipo 2, 1% de Trehalose e 30g de biolipideo de ultra absorcao).
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As colheitas de sangue foram realizadas antes do inicio das aplicacdes de testosterona
bioidéntica (P0), e semanalmente para acompanhar as concentragcdes séricas de testosterona,
FSH e LH. As amostras foram colhidas por venopuncdo da jugular, em tubos vacutainers de
10 mL, sem anticoagulante e centrifugados 2014G/15minutos para obtencdo do soro, que foi
congelado a — 20° C até analise. As concentracdes séricas de FSH, LH e testosterona foram
quantificadas pelo método de quimioluminescéncia, usando um sistema automatizado Abbott
Architect i 2000sr (Abbott Diagnostics, Abbott Park, IL, USA), com kits ARCHITECT FSH,
LH e Testosterona Reagentes.

Para o resfriamento do sémen foi utilizado o diluente especifico para sémen caprino,
Agua de Coco em P& ACP-101® (ACP Biotecnologia, Fortaleza-CE), conforme
recomendacdo do fabricante, acrescido de 2,5% de gema de ovo e 50 mg/100 mL de
antibiético (gentamicina, Gentatec® — Agro Veterinaria). O sémen foi entdo resfriado & 4°C
por aproximadamente 90 min. (- 0,35°C/min.) e conservado por até 24h. Amostras de 100 pL
foram analisadas nos tempos 0, 12 e 24 horas de conservacéo, utilizando o software SCA®
(Sperm-Class Analyzer, Microptic S.L., versdo 3.2.0) para 0s seguintes parametros:
motilidade total (MOT, %), motilidade progressiva (PROG, %), velocidade curvilinear (VCL,
um/s), velocidade linear (VSL, pm/s), velocidade média do percurso (VAP, um/s),
linearidade (LIN, %) e retilinearidade (STR, %).

Para analise dos dados, as colheitas semanais foram agrupadas em trés periodos de trés
colheitas consecutivas (P1 — 1% & 32 semana (julho), P2 — 42 & 62 semana (julho-agosto) P3 — 72
a 92 semana (agosto-setembro)). Os niveis hormonais, bem como os parametros PROG, VCL,
LIN, STR foram normalizados por transformacgdo radicial, enquanto os parametros MOT,
VSL, VAP sofreram transformacdo para arcoseno. Foi utilizada ANOVA pelo procedimento
GLM do programa estatistico SAS (versdo 8.0) para testar o efeito dos periodos sobre a CE,

tempo de monta e niveis séricos de testosterona, FSH e LH e em seguida comparadas pelo
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teste t de Student a 5% de significancia, bem como para avaliar o efeito de periodo de coleta e

tempo de conservacao, que foram comparadas pelo PDIFF a 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentracOes séricas de testosterona dos animais entre os periodos do tratamento
(PO, P1, P2 e P3) estdo demonstrados na figura 1. Esses valores variaram significativamente
(P<0,05) em funcdo do periodo de tratamento, com aumento destas concentracdes desde PO
até P2, com queda significativa da testosteronemia no P3. A queda das concentracfes séricas
de testosterona observadas em P3, quando comparados com P2, pode ser consequéncia da
aromatizacao da testosterona em estradiol (SCOTT et al., 1997).

A concentracdo sérica de testosterona em PO foi de 3,71+2,78 ng/mL, compativel com a
testosteronemia de caprinos em estacdo ndo reprodutiva obtidas por Polat et al. (2001) (2,29-
2,32 ng/mL), Talebi et al. (2009) (2,5-3,0 ng/mL), Todini et al. (2007) (1,55-2,04 ng/mL),
indicando que os animais experimentais apresentavam baixa testosteronemia similar a de
caprinos em estacdo ndo-reprodutiva. Entretanto, logo ap6s o inicio da aplicacdo de
testosterona bioidéntica, as concentracdes séricas deste horménio aumentaram, atingindo
méaximo em P2, demonstrando a eficiéncia de absorcdo do hormonio bioidéntico por via
transdérmica escrotal.

As concentracOes séricas de testosterona encontradas em P1 (6,64+1,36ng/mL), P2
(13,22+1,51ng/mL) e P3 (9,59+1,59ng/mL) sdo compativeis aos encontrados em caprinos nas
estacOes reprodutivas por Polat et al. (2001) (4,60-8,86ng/mL), Talebi et al. (2009) (8,1-
10,1ng/mL) e, Todini et al. (2007) (6,81-8.33+0.35ng/mL), mostrando que a aplicacdo de
testosterona bioidéntica elevou as concentracdes séricas de testosterona para valores
compativeis para machos em condic¢Oes reprodutivas. Além disso, Salles (2010), avaliando

reprodutores da raca Saanen em diferentes épocas do ano, observou diferencas significativas
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na testosteronemia desses animais, encontrando menor concentracdo na transicdo época
chuvosa-seca (2,81+0,64 ng/mL), e maior na época seca (8,99+1,26 ng/mL), valores
compativeis com os obtidos no estudo atual.

No que se refere as concentracbes sericas de FSH e LH, ndo foram observadas
diferencas significativas (P>0,05) entre os diferentes periodos de tratamento, apresentando
respectivamente, valores médios de 0,15+0,06 e 0,05£0,03 mUI/mL. Estes valores foram
inferiores aos observados por Barkawi et al. (2006), com médias de 1,3+0,09 e 1,5+0,11, para
FSH e LH, respectivamente, que pode ser devido a diferenca na técnica usada para
determinacdo hormonal (ROJANASAKUL et al,. 1994).

O FSH age nas células de Sertoli, produzindo as proteinas ligadoras de andrdgeno
(Androgen Bind Protein — ABP), para carrear a testosterona nos tubulos seminiferos,
produzida pelas células de Leydig, sob acdo do LH (BEARDEN e FUQUAY, 1997). A
testosterona, quando em altas concentragdes, atua na regulacdo dos horménios hipotalamicos
(GnRH) e gonadotréficos por feedback negativo, inibindo a liberacdo de FSH e LH
(BEARDEN e FUQUAY, 1997). E possivel que a testosteronemia observada durante
aplicacdo do horménio bioidéntico ndo tenha alterado significativamente as concentracdes de
FSH e LH, pelo fato das concentracBes séricas de testosterona do presente estudo,
encontrarem-se dentro dos limites normais para caprinos. A auséncia de atuacdo no eixo
Hipotalamico Hipofisario Gonadal, pode ser explicada pela a¢do da célula de Sertoli no
controle da barreira hematotesticular, bloqueando a passagem de qualquer substancia
exogena, impedindo a a¢éo da testosterona bioidéntica no testiculo.

Embora a absor¢do de testosterona bioidéntica por via transdérmica tenha sido eficaz,
ndo foi observada diferencga estatistica na circunferéncia escrotal (CE), tempo de monta (TM),
bem como volume, motilidade massal (MM), motilidade total (MT), motilidade progressiva

(MP) e concentragéo espermatica (Tabela 1).
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A CE obtida no periodo de estudo apresentou-se dentro dos padrBes considerados
normais para espécie caprina (NUNES, 2001), com média de 30,46+0,71 cm, semelhante ao
observado por Salles (2010) (31,5+0,3 cm). Entretanto, o fato da CE nao ter sido alterada
durante periodo experimental, indica que a aplicacdo transdérmica de testosterona bioidéntica
ndo exerceu efeito sob esta variavel. Segundo Makae et al. (2012), machos Boer tratados com
esteroides apresentaram reducdo significativa (P <0,05) da CE quando comparados ao grupo
controle, atribuindo esta degeneracdo nas medidas escrotais ao feedback negativo induzido
pelo tratamento com horménio exdgeno, indicando efeito a longo prazo do tratamento, sobre
o desenvolvimento das gbnadas, efeito este ndo observado no presente estudo possivelmente
devido ao curto periodo de tratamento (nove semanas) em comparacdo as 16 semanas
adotadas por Makae et al. (2012).

O tempo de monta (TM) foi outra varidvel que ndo apresentou diferenca significativa
entre os periodos avaliados, demonstrando que 0 aumento na testosteronemia pela aplicacao
do horménio bioidéntico ndo resultou em melhorias na libido desses animais. A média para
TM foi de 72,53+16,22 segundos, superiores aos observados por Salles (2010) (X=38,2+8,4
s), obtidos na mesma época de realizacdo do presente estudo (transi¢cdo chuvosa-seca),
demonstrando a baixa libido dos animais deste experimento, mas compativeis com os obtidos
por Barkawi et al. (2006), para bodes da raca Zaraibi durante estacdo de menor atividade
reprodutiva (87,4+2,8 s), demonstrando que além de ndo ter ocorrido altera¢Bes na libido dos
animais experimentais, estes continuaram baixos apesar da administracdo da testosterona.

Embora a testosterona esteja relacionada com a libido (BEARDEN e FUQUAY, 1997),
outros fatores podem influenciar sua expressdo, como a genética, fatores ambientais, sociais,
nutricdo, etc (HAFEZ e HAFEZ, 1981). Salles (2010) observou em caprinos Saanen criados
no Nordeste do Brasil (em condi¢des semelhantes a do presente experimento), apresentaram

menor libido no periodo seco, com elevada temperatura ambiental e maior temperatura da
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superficie escrotal, ainda que neste periodo tenha sido registrada alta concentracao sérica de
testosterona nestes animais, sugerindo possivel efeito do estresse térmico sobre a libido,
apesar do aumento de testosterona.

Os pardmetros MM, MT, MP e concentracdo espermatica ficaram abaixo do
recomendado pelo CBRA (1998) e, junto com o volume e concentracdo espermatica, nao
apresentaram diferenca significativa (P>0,05) durante periodo de tratamento (Tabela 1), isto
sugere que a aplicacdo do horménio ndo alterou a qualidade seminal, corroborando com
Makae et al.,, (2012), que também ndo encontraram diferencas significativas para o0s
parametros seminais em caprinos Boer tratados com testosterona intramuscular (IM), embora
estes tenham permanecido dentro dos padrées normais para caprinos.

Em humanos, a administracdo de alta dosagem de testosterona a longo prazo pode ter
efeito deletério na qualidade seminal em virtude do feedback negativo no eixo Hipotalamico-
hipofisario, inibindo a secrecdo de GnRH, FSH e LH, o que resulta no decréscimo da sintese
de testosterona intratesticular, comprometendo a espermatogénese, com decréscimo na
concentracdo espermatica e prejuizo na motilidade espermatica e morfologia (KIM et al.,
2013). Entretanto, baixa dose de testosterona exdgena bem como o curto tempo de tratamento
tem sido atribuido por Makae et al., (2012) para auséncia de efeito da administracdo de
anabolizantes em caprinos e possivelmente explicar a ndo observacdo de efeitos da
administracdo de testosterona bioidéntica na qualidade seminal de ejaculados caprinos do
presente estudo.

Mesmo néo tendo sido verificado efeito da testosterona sobre o sémen fresco, no
presente estudo, o resfriamento seminal poderia revelar possiveis efeitos deletérios sobre os
espermatozoides de ejaculados que os tornam sensiveis aos danos em baixas temperaturas.
Entretanto ndo foi observada variacdo significativa (P>0,05) para os parametros analisados

em sistema CASA em funcédo do periodo de aplicacdo da testosterona bioidéntica e do tempo
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de conservacdo do sémen a 4°C por até 24 horas (Tabela 2), indicando que o tratamento com a
testosterona bioidéntica nao afetou a qualidade espermatica na conservacao do sémen a 4°C.
CONCLUSOES

A eficacia de aplicacdo da testosterona por via transdérmica escrotal em caprinos foi
evidenciada sem, contudo interferir nos parametros que determinam o comportamento e a
eficiéncia reprodutiva dos bodes tratados.

Uma complementacdo deste estudo utilizando concentracdes variadas de testosterona
bioidéntica em diferentes fases de desenvolvimento fisioldgico de caprinos e em diferentes
tempos de aplicacdo; utilizando reprodutores de outras ragas, que incluam a avaliacdo da
fertilidade in vivo em programas de inseminacdo artificial sdo necessarios.
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Figura 1: Niveis séricos de testosterona em caprinos tratados com testosterona bioidéntica
por via transdérmica escrotal ao longo do periodo de tratamento (PO, P1, P2 e P3).
PO - pré-coleta, P1 - 12 a 3% semana, P2 - 42 a 62 semana, P3 - 72 a 9% semanas de experimento.

Letras distintas entre periodos diferem significativamente (P<0,05).
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Tabela 1: Médias + erro padrdo da CE, TM, VOL MM, MT, MP e CONC, em funcao do

efeito do periodo de tratamento, em caprinos tratados com testosterona bioidéntica por via

transdérmica.

CE ™ VoL MM MT MP CONC

(cm) (s) (mL) (%0) (%) (%) (sptz/mL)
Pl 30,23+0,40 7142+14,68 0,86+0,15 2,20+0,90 60,0+17,60 54,10+16,83  3,85+114
P2 3045+0,78 69,40+16,89 135+026 1,75+0,70  6833+833  70,0+816  1,94+0,69
P3  30,72+0,94 76,78+17,11 150+0,31 1,43#0,58 4812+1217 54,28+1445  1,10+0,30

CE- circunferéncia escrotal, TM- tempo de monta, Vol- volume, MM — motilidade massal,

MT — motilidade total, MP — motilidade progressiva, CONC — concentracdo espermatica. P1 -

12 a 3% semana, P2 - 4% a 62 semana, P3 - 7% a 92 semanas de experimento.
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Tabela 2: Médias * erro padrao dos parametros cinéticos seminais (MOT, PROG, VCL,VSL,

VAP, LIN, STR) avaliados pelo CASA em funcdo dos efeitos do periodo de coleta (P1, P2 e

P3) e do tempo de conservacgdo do sémen a 4°C (Oh, 12h e 24h), de caprinos tratados com

testosterona bioidéntica.

MOT PROG VCL VAP VSL LIN STR

(%) (%) (nm/s) (nm/s) (nm/s) (%) (%)
Oh 40,6£16,0 13,4455 64,5+17,6 50,6+14,8 34,9+11,0 42,5+10,1 54,9+11,8
P1 12h 30,6+14,2 13,4+7,1 63,3+20,5 53,7+19,2 39,1+14.4 41,7131 49,9+14.4
24h 17,8+16,3 7,9%6,9 46,8+28,6 42,1+26,2 32,8+20,0 30,6+17,8 51,8+21,7

Oh 28,4+10,1 7,4+2,4 50,2+10,7 40,0£9,6 29,2+7,3 48,849,3 59,8+9,9
P2 12h 21,0£9,3 8,2+4,3 48,8+14.,8 40,2+13,3 30,4+10,2 34,2+10,4 43,7£10,9
24h 17,948,7 5,7+3,0 44,2+16,5 38,5%15,2 31,8+12,4 29,5+10,8 35,9+11,7

Oh 35,5+13,2 23,9+10,2 80,7+20,0 56,7+16,5 47,56+15,15  43,9+8,9 65,4+9,9
P3 12h 29,5+11,3 19,2+7,8 79,0+21,0 54,1+156  45,23+13,80 37,3+10,4 54,3+13,3
24h 23,7+¥10,4 16,9+7,4 73,8+£25,5 53,2£17,5 4597+15,03  36,2+11,9 48,2£15,3

MOT-motilidade total, PROG - espermatozoides progressivos, VCL - velocidade curvilinear,

VAP - velocidade média do percurso, VSL - velocidade linear, LIN - linearidade, STR -

retilinearidade. P1 - 12 a 32 semana, P2 - 4% a 62 semana, P3 - 72 a 9% semanas de experimento.
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6. CONCLUSAO

O método de aplicacdo da testosterona bioidéntica por via transdérmica foi eficiente para
aumentar os niveis séricos de testosterona, tornando a libido aceitavel, porém este aumento ndo
foi suficiente para alterar a qualidade seminal dos caprinos, ndo havendo todavia alteracdo na

qualidade seminal, no periodo de aplicacéo e nas condicdes de realizacdo do experimento.
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7. PERSPECTIVAS

Mais estudos precisam ser conduzidos utilizando-se outras concentracdes de testosterona,
realizadas em diferentes fases do desenvolvimento fisiologico, periodos de aplicacéo, e adocao
de um grupo controle, constituido por animais de fertilidade comprovada utilizando
reprodutores de outras racas, que incluam a avaliagdo da fertilidade “in vivo” em programas de

inseminacao artificial.
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