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Resumo

O presente estudo propde avaliar o efeito do tratamento oral com pentoxifilina sobre a
qualidade seminal, morfometria, histologia e expressdo génica testicular de garanhdes
submetidos ao estresse térmico escrotal. Além disso, objetiva testar a eficiéncia de novo
método de aquecimento escrotal na espécie equina. Para isso 14 garanhdes foram
divididos em trés grupos: Controle (CT, n=4), Degenerado (DG, n=5) e Degenerado
Tratado (PTX, n=5). O insulto térmico escrotal foi realizada utilizando uma bolsa térmica
acoplada a uma fonte de ar aquecido a 50° C, durante uma hora no inicio da manhd e uma
hora no final da tarde, no D-1 e DO. Um dia apds o insulto (D1), o tratamento com 17
mg/kg pentoxifilina oral, a cada 12 h, foi iniciado e conduzido por 30 dias. Os animais
foram coletados duas vezes por semana do D-24 ao D60 e o sémen avaliado quanto a
cinética, morfologia espermatica, integridade de membrana plasmatica, geracdo do anion
superdxido intracelular e mitocondrial, indice de peroxidacao lipidica e indice de caspases
ativadas 3 e 7. No D30 e D60 bidpsias testiculares foram realizadas e as amostras
destinadas a histopatologia, e a0 RT-gPCR, quanto a resposta a apoptose, choque térmico
e estresse oxidativo. As medidas testiculares de comprimento, altura e largura foram
mensuradas utilizando paquimetro, e o volume testicular relativo foi calculado, uma vez
por semana do D-5 ao D60. Dentre os resultados obtidos, 0 método de estresse térmico
escrotal utilizado se mostrou eficiente em induzir degeneragéo testicular em garanhdes.
O tratamento com a pentoxifilina apresentou efeito benéfico no sémen quanto a
motilidade total e porcentagem de espermatozoides rapidos. Além disso, minimizou a
peroxidacdo lipidica, previniu a ativacdo de mecanismos de apoptose nos
espermatozoides, e reduziu o numero de defeitos espermaticos (defeitos totais, maiores,
de cabeca, presenca de células germinativas e formas teratoldgicas). Na avaliacdo
histoldgica, o farmaco promoveu reducéo dos danos causados pelo calor no D60, como
uma menor presenca de ondulagdo da lIamina basal — refletindo uma menor atrofia dos
tibulos seminiferos — no entanto, ndo foi eficiente em prevenir o aparecimento de lesdes,
como o edema intesticial, vacuolizacao de células germinativas, auséncia de
espermatozoides e aumento da luz dos tubulos seminiferos. Os efeitos benéficos da
pentoxifilina podem ser atribuidos a inibicdo da apoptose em células germinativas
observada aos 30 e 60 dias pos-insulto térmico e a ativacdo de mecanismos de protecdo
celular em resposta ao choque térmico. No entanto, mais estudos, quanto a dose e tempo
de uso da pentoxifilina, sdo necessarios para se alcancar melhores respostas no tratamento
da degeneracéo testicular em equinos.

Palavras-chave: garanhdo, degeneracdo testicular, insulto térmico, espermatozoide,
parénquima testicular, apoptose, estresse oxidativo.
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Abstract

The objectives of this study are to evaluate the effect of oral treatment with pentoxifylline
on seminal quality, morphometry, histology, and gene expression in the testicle of
stallions thermal-induced. In addition, it aims to investigate the efficiency of a new
method of scrotal heating. For this, 14 stallions were divided into three groups: Control
(CT, n = 4), Degenerate (DG, n = 5) and Degenerate Treated (PTX, n = 5). The scrotal
heating was induced by a thermal bag attached to an air source at 50 ° C, for an hour in
the early morning and an hour in the late afternoon, on D-1 and DO. One day after the
insult (D1), treatment with oral pentoxifylline (17mg/Kg) every 12 hours was initiated
and carried out for 30 days. Twice-a-week semen collections were performed from D24
to D60 and semen was evaluated for kinetics, morphology, plama membrane integrity,
generation of intracellular and mitochondrial superoxide anion, lipid peroxidation index
and activated caspase 3 and 7 index. In D30 and D60 testicular biopsies were carried out
and the samples destined to histopathology and to RT-gqPCR, regarding the response to
apoptosis, heat-shock and oxidative stress. Testicular length, height and width were
measured, using a caliper, and the relative testicular volume were calculated once a week
from D5 to D60. Among the results obtained, the scrotal thermal stress method used was
efficient in inducing testicular degeneration in stallions. Treatment with pentoxifylline
showed a beneficial effect on semen in terms of total motility and percentage of rapid
sperm. In addition, it minimized the lipid peroxidation, the activation of apoptosis
mechanisms in sperm and caused decreased number of sperm defects (the number of
sperm defects (total, major and head defects, the presence of germ cells and teratological
forms). In the histological evaluation, the drug led to a reduction of heat damage in D60,
as a lower presence of basal membrane undulation - reflecting less atrophy of the
seminiferous tubules - however, the drug was not effective in preventing the onset of
lesions such as interstitial edema, germ cell vacuolation, absence of sperm, and increased
lumen of the seminiferous tubules. These effects can be related to the inhibition of
apoptosis in germ cells at 30 and 60 days after thermal insult and the activation of the
cellular protection mechanism in response to heat shock. However, more studies about
the dose and time of the use of pentoxifylline are needed to achieve better responses in
the treatment of testicular degeneration in horses.

Key words: stallion, testicular degeneration, thermal insult, sperm, testicular
parenchyma, apoptosis, oxidative stress.
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“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos ndo é sendo uma gota
de dgua no mar. Mas o mar seria menor se lhe faltasse uma gota.”

Madre Teresa de Calcuta

Introducdo e Justificativa
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Diferente de outras espécies domésticas, a selecao genética dos equinos tem sido
realizada com base apenas no desempenho atlético, conformagdo e caracteristicas
fenotipicas, ndo havendo uma preocupacdo com a inser¢cdo de atributos da saude
reprodutiva em cruzamentos comerciais. Dessa forma, a incidéncia de animais com baixa
fertilidade, doencas genéticas ou predisposi¢cdo a enfermidades reprodutivas adquiridas ¢
elevada nesta espécie.

A redugdo da fertilidade no garanhao resulta em importantes perdas econdmicas
para a industria equina. Entretanto, apesar da alta incidéncia de garanhdes subférteis,
poucas vezes se consegue identificar na pratica o principal fator desencadeador dessa
redugdo na fertilidade, em razao da variedade de causas ¢ fatores contribuintes.

A enfermidade mais comum que afeta a fertilidade nos machos domésticos,
incluindo o garanhdo, ¢ a degeneracdo testicular (DT) que consiste no processo de
deterioragdo do parénquima do testiculo com consequente perda de sua fungao.

Diversos fatores etiologicos podem resultar em degeneragdo testicular, como
varicocele, tor¢ao testicular, trauma, infec¢des locais (como periorquite, orquite,
epididimite), neoplasias testiculares, hérnia inguino-escrotal, hidrocele, deficiéncias
nutricionais e uso de esterdides anabolizantes/antiinflamatérios. No entanto, pertubacdes
da homeostase térmica testicular como febre e hipertermia ambiental ou local sdo as
causas mais frequentes.

A termorregulagdo ocorre pela acdo de diversos mecanismos testiculares cujo
resultado final € a redugao da temperatura gonadal. Componentes do escroto combinados
ao mecanismo de retirada de calor do sangue que irriga o parénquima testicular pelo plexo
pampiniforme, garantem a homeostase térmica do testiculo, mantendo este a uma
temperatura entre 3 a 4° C abaixo da temperatura corporal.

Desta forma, fatores externos ou internos que interfiram no complexo mecanismo
de termorregulacao deste orgdo, promovendo o incremento da temperatura testicular,
resultam em um aumento do metabolismo celular, fomentando maior necessidade tecidual
de oxigénio e substratos organicos, como a glicose. Como o suporte sanguineo ao
testiculo ¢ limitado, em situacdes de aumento de demanda de oxigénio ocorre hipdxia e
hipoglicemia gerando danos ao tecido.

Além dos danos causados pelo déficit no suprimento de oxigénio e substratos

organicos ao testiculo, o estresse térmico promove aumento do metabolismo mitocondrial
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nas células do parénquima testicular, gerando uma maior producao de espécies reativas
de oxigénio, superior a capacidade antioxidante de degradacao desse tecido. Além disso,
o insulto térmico por si s6 promove modifica¢cdes em enzimas, proteinas, na molécula de
RNA e DNA, modulando a expressao génica de proteinas envolvidas em vias de apoptose.
O resultado final da combinacdo de todos esses mecanismos ¢ o dano ¢ modificagao da
arquitetura tecidual, com perda da fungao gonadal.

Estudos em humanos (Shill, 1982; Moein et al., 2005; Oliva et al., 2009) e ratos
(Queiroz et al., 2013; Yao et al., 2016) com alteracdes testiculares, demonstraram o efeito
benéfico da pentoxifilina na melhoria de parametros espermaticos e testiculares. Esse
efeito ¢ atribuido ao mecanismo de a¢do deste farmaco em aumentar a microcirculagao
de orgdos, mediante a¢do na deformabilidade de hemadcias, viscosidade sanguinea e
vasodilatagdo, aprimorando, assim, o suporte sanguineo e refletindo em melhorias da
funcao testicular (Ward e Clissold, 1987; Collingridge e Rockell, 2000; Meru et al., 2006).
Além da atenuagdo dos danos causados a gonada masculina pelas propriedades anti-
oxidantes, anti-inflamatdrias e anti-apoptoticas deste medicamento (Rieneck et al., 1993;
Neuner et al., 1994; Delanian et al., 2005; Nouri et al., 2016).

O processo degenerativo testicular tem sido intensivamente estudado em outras
espécies, contudo sdo escassas as pesquisas em equinos sobre o assunto, havendo
necessidade de maiores esclarecimentos quanto aos parametros de evolugao do processo,
bem como de sua influéncia no sémen e parénquima testicular. Ademais, had uma crescente
demanda na industria do cavalo por terapias eficazes que melhorem a qualidade seminal
de garanhdes, especialmente naqueles animais com diminui¢do da fertilidade.

Nesse sentido, o presente estudo propoe a avaliagao de um tratamento inovador e
uma investigacdo intensa de parametros clinicos da degeneracdo testicular em garanhdes,
atendendo, assim, uma demanda da industria equina e da comunidade cientifica, de forma

a auxiliar futuras pesquisas e favorecer o diagnostico mais preciso desta condicao.
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“Suba o primeiro degrau com fé. Ndo é necessdrio que vocé veja
toda a escada. Apenas dé o primeiro passo.”

Martin Luther King

Revisdo de Literatura
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Anatomia funcional do sistema reprodutor masculino

Diversos fatores extrinsecos e intrinsecos podem interferir no processo fisiologico
de espermatogénese, gerando redugdo da fertilidade, dificultando o diagnostico e
adequado tratamento (Douglas and Umphenour, 1992; Ball, 2008a; Roser, 2008). Desta
forma, para avaliar adequadamente e tratar um garanhao suspeito de apresentar disturbio
reprodutivo, o entendimento profundo da anatomia, fisiologia, endocrinologia e

histologia reprodutiva se torna imprescindivel (Birch, 2008).

2.1.1. Aparelho reprodutor

O aparelho reprodutor do garanhdo (Figura 1) consiste em dois testiculos, cada
um suspenso por um corddo espermatico ¢ o musculo cremaster, dois epididimos, dois
ductos deferentes, cada um com uma ampola, duas vesiculas seminais, uma prostata, duas
glandulas bulbouretrais, pénis e uretra associada aos musculos isquiocavernoso,
bulbosponjoso e retrator do pénis. O sistema reprodutor € suportado dentro da cavidade
pélvica pela prega genital e externamente pelo escroto e prepucio (Amann, 1981a; 2011).

Ambos os testiculos possuem formato elipsoide e sdo orientados
longitudinalmente no eixo horizontal. Apresentam um epididimo e cordao espermatico
localizados cranio-dorsalmente e estdo situados na regido inguinal em condi¢oes
fisiologicas (Turner, 1998), sendo o polo cranial discretamente mais elevado que a regiao
caudal (Love, 1992). E um orgdo de dupla fungao, responsavel por sintetizar e secretar
hormonios, bem como produzir os gametas masculinos, caracterizando, respectivamente,
suas atividades endocrina e exocrina (Roser, 2008).

O testiculo do garanhao ¢ recoberto pela tinica albuginea, uma capsula espessa de
tecido conjuntivo denso, que emite septos dividindo o parénquima testicular em l6bulos
incompletos que possuem comunica¢do entre si e convergem medialmente formando o
mediastino, regido que pode ser visualizada macroscopicamente em potros recém-
nascidos, mas apenas microscopicamente no animal adulto, caracteristica peculiar a
espécie equina (Cartee et al., 1986).

Os testiculos estdo contidos em uma bolsa discretamente pendulosa, o escroto, e
sdao separados pela rafe mediana, de forma a ndo terem contato entre si. Essa bolsa ¢
formada por diversas camadas teciduais: a pele, tinica dartos, tinica vaginal parietal e

tunica vaginal visceral (Amann, 1981a).
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A tunica dartos consiste de uma musculatura que, dependendo de seu grau de
contracdo ou relaxamento, resulta em alteracao do formato e posicionamento do escroto,
levando a uma maior ou menor superficie de troca de calor entre a epiderme escrotal e o
ambiente (Brinsko et al., 2011). O musculo cremaster se origina do musculo obliquo
abdominal interno e se insere no polo caudal do testiculo, passando externamente ao
corddo espermatico. Quando este musculo se contrai ocorre a aproximacgao do testiculo
ao anel inguinal externo e o encurtamento do corddo espermatico (Amann, 2011).

O cordéo, ou funiculo espermatico, também revestido pela tinica albuginea, contém
o0 ducto deferente e a artéria testicular envolvida por uma rede de veias denominada de
plexo pampiniforme (Amann, 1981a). A artéria testicular, um ramo da artéria aorta
abdominal, é a unica fonte de irrigacdo testicular. Ela forma ramificacbes sobre a
superficie do testiculo e estes ramos se estendem para o parénquima testicular, retornando
em seguida para o plexo pampiniforme do funiculo espermatico em direcdo a cavidade

abdominal sobre a forma de veia testicular (Turner, 1998).

Figura 1. Ilustragdo simplificada de um corte sagital da cavidade pélvica e regido inguinal do
garanhdo, demonstrando o sistema reprodutor, constituido pela genitalia externa, representada
pelo escroto (a), testiculos (b), epididimos (c), pénis (d) e prepucio (e); ¢ genitalia interna, formada
pelas ampolas do ducto deferente (f), glandulas vesiculares (g), prostata (h) e (i) glandulas

bulbouretrais (Arquivo Pessoal).

A inervagdo do testiculo nos equinos ¢ originada a partir de ramos nervosos dos
plexos renais e mesentérico caudal formando o plexo testicular ao redor dos vasos
sanguineos, de onde partem e se distribuem nervos para o parénquima testicular (Getty,

1975). Essencialmente a inervacao do parénquima testicular ocorre por acdo autonoma
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do sistema simpatico, nao havendo presenca de fibras parassimpaticas em avaliagdes
histologicas (Risley e Skrepetos, 1964).

O epididimo ¢ um orgdo alongado, enovelado, localizado na superficie do
testiculo (Sullivan et al., 2005). Ele pode ser dividido anatomicamente em cabega, corpo,
e cauda, cujas funcdes basicas sdo respectivamente, a absorcao de fluidos, secrecao de
moléculas que conferem ao espermatozoide capacidade fecundante e o armazenamento e
manutencdo de espermatozoides maduros. Mais tarde estas secrecdes se associardo aos
fluidos produzidos pelas quatro glandulas sexuais acessorias presentes no garanhdo, na
regido da uretra pélvica, para a composi¢ao do plasma seminal no momento da ejaculagao

(Shivaji, 1988; Marengo, 2008).

2.1.2. Fisiologia da reproducio

2.1.2.1. Termorregulacio testicular

A termorregulagdo testicular e epididimaria dependem de uma combinagdo de
mecanismos relacionados a bolsa escrotal (elevada produgao de secregao apocrina), plexo
pampiniforme, tinica dartos e musculo cremaster (Setchell, 1991).

Baseado em dados obtidos de ovinos (Waites, 1961), o sangue contido em vasos
da superficie escrotal troca calor com o ambiente através da evaporagdo da umidade
escrotal, facilitada pela pouca quantidade de gordura subcutanea e intensa atividade de
glandulas sudoriparas nessa regido (Amann, 2011). O sangue resfriado retorna via plexo
pampiniforme, que através de um mecanismo de contra-corrente, retira calor do sangue
que penetra no testiculo via artéria testicular (Figura 2), conduzindo-o a uma temperatura
média de 34° a 35° C (Amann, 1981a).

A troca de calor vascular por si s6 ndo poderia regular ativamente a temperatura
do testiculo. Para que isso ocorra adequadamente, o calor produzido no testiculo deve ser
perdido pelo escroto, para que o sangue venoso retorne mais frio do que o fluxo arterial,
permitindo troca de calor entre a artéria e o plexo pampiniforme (Waites, 1961; Amann,
1981a).

A pele do escroto ¢ mais delgada do que a existente em outras partes do corpo e,
especialmente na espécie equina, hé raros ou nenhum pelos e uma quantidade abundante
de glandulas sudoriparas, responsaveis por produzir grande quantidade de secregdo

apocrina que ao evaporar retira calor desta regido (Setchell et al., 1994).
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Figura 2. Ilustragdo do mecanismo de contracorrente entre artéria testicular e a veia testicular (em
forma de plexo pampiniforme) na regido do funiculo espermatico. A artéria, que conduz o sangue
arterial a uma temperatura média de 38° C da regido abdominal em dire¢do ao testiculo, perde
calor para o sangue venoso que retorna do testiculo em dire¢do ao abdomen a uma temperatura

média de 35° C (Arquivo Pessoal).

A temperatura testicular ¢ ainda influenciada pela posi¢ao do testiculo em relacdo
a parede abdominal e esse posicionamento esta sobre o controle das musculaturas dartos
e cremaster. A tinica dartos ¢ uma camada singular de musculo liso associada a tecido
conjuntivo fibro-eldstico em contato intimo com a derme do escroto (Junqueira e
Carneiro, 2013). Essas fibras musculares sdo sensiveis a temperatura do ambiente devido
a grande quantidade de receptores térmicos que possuem (Dellmann e Brown, 1982). Em
situagdes de temperaturas amenas ambas as musculaturas se contraem, reduzindo a area
de troca de calor com o meio ambiente e aproximando o testiculo da cavidade abdominal
aquecida. Em temperaturas elevadas as musculaturas relaxam promovendo o relaxamento
do escroto e testiculo, permitindo maiores trocas de calor entre este € meio ambiente
(Amann, 2011).

Nos cavalos, a espermatogénese normal ocorre a uma temperatura intra-testicular
média de 3 a 4° C abaixo da corporal. A maioria dos problemas testiculares em garanhdes
esta relacionada com alteragdes na capacidade para controlar a temperatura da gonada
(Alvarenga e Papa, 2009). Em situagdes em que ha aumento da temperatura corporal ou
aumento de temperatura do testiculo por influéncia do meio ambiente ou de condigdes

patolédgicas (Blanchard et al., 1996), o animal pode ndo conseguir manter a temperatura
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escrotal ideal, ainda que os processos de termorregulacao continuem atuando (Figura 3),

culminando em um processo degenerativo (Moule e Waites, 1963).

Figura 3. Mecanismos que asseguram a termorregulacdo testicular no garanhdo. 1) Plexo
pampiniforme (a) responsavel pela retirada de calor do sangue que irriga o parénquima testicular.
2) Musculo cremaster (b) que ao contrair e relaxar suas fibras aproximam e afastam o testiculo da
cavidade pélvica, respectivamente. 3) Tunica dartos (c) que ao se contrair e relaxar,
respectivamente, reduz e aumenta a superficie escrotal de troca de calor com o ambiente (Arquivo

Pessoal).

2.1.2.2. Espermatogénese

O parénquima testicular € composto basicamente pelos tubulos seminiferos e
tecido intersticial (Junqueira e Carneiro, 2013). Cada tabulo €é revestido internamente pelo
epitélio seminifero, formado basicamente por células de sustentacdo (células de Sertoli),
e germinativas em desenvolvimento, uma populacéo proliferativa de células, que migram
continuamente da periferia do tubulo para a superficie luminal a medida que se dividem
ao se diferenciarem em espermatozoides (Dym, 1981; Johnson et al., 1997).

Apesar de no passado ter sua funcdo subestimada, atualmente é sabido que as
células Sertoli possuem papel crucial no desenvolvimento normal dos espermatozoides
(Johnson, 1990). Conhecidamente estas células participam na formacdo da barreira
hemato-testicular e propiciam um microambiente necessario a espermatogénese;
fornecem suporte estrutural e nutricional as células germinativas; movimentam as células
germinativas em desenvolvimento; liberam e transportam espermatozoides; fagocitam
células germinativas degeneradas e corpos citoplasmaticos residuais; secretam fluidos e
proteinas para o desenvolvimento das células germinativas; intermedeiam a comunicagéo

entre as diferentes geracdes de um estagio celular; produzem hormoénios e fatores
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necessarios a modulacdo da estereidogénese e do funcionamento adequado da
espermatogénese (Amann, 1981b; Griswold, 2016).

Externamente os tabulos seminiferos sdo circundados por uma lamina basal e
células midides que ao se contrairem auxiliam no transporte dos espermatozoides até um
local de convergéncia dos tabulos seminiferos, conhecido como rede testis (Johnson e
Neaves, 1981). Os tubulos seminiferos encontram-se imersos em um tecido conjuntivo
frouxo que abriga vasos sanguineos e linfaticos, nervos e as células de Leydig, também
denominadas células intersticiais (Figura 4). Estas células sdo as maiores responsaveis
pela estereidogénese na gdnada masculina (Junqueira e Carneiro, 2013).

A espermatogénese tem sido definida como um conjunto de eventos que ocorrem
no testiculo, onde uma célula dipl6ide germinativa com baixo grau de diferenciacdo
origina células haploides altamente especializadas: os espermatozoides (Johnson et al.,
1997). Este processo € dependente de mecanismos regulatorios enddcrinos, paracrinos e
autocrinos que coordenam de maneira equilibrada a proliferacéo celular, diferenciacéo e
apoptose (Amman, 1981b).

Basicamente quatro tipos celulares integram o epitélio seminifero:
espermatogonias, espermatdcitos, espermatides e os espermatozoides (Setchel, 1992;
Russel, 1995). No inicio do desenvolvimento embrionério, células germinativas
primordiais migram da regido do saco vitelinico para as génodas indiferenciadas. Depois
de atingirem a gbnoda fetal, as células dividem-se varias vezes até formarem os gondcitos.
No macho, um pouco antes da puberdade, estes gondcitos se diferenciam em
espermatogonias (Garner e Hafez, 1993).

Por ocasido da puberdade, com o aumento das gonadotrofinas circulantes, as
espermatogdnias comecam a se dividir e, normalmente, este processo continua por toda
a vida do garanhdo (Johnson et al., 1997). Porém, consideraveis variacbes nas
caracteristicas seminais e no comportamento sexual do macho equino tém sido notadas e
discutidas quanto suas relacbes com a idade e a sazonalidade (Pickett, 1993). Sendo a
espermatogénese mais ativa durante a estacdo reprodutiva e menos intensa em animais
idosos (Johnson et al., 1997).
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Figura 4. llustracdo do parénquima testicular, que € dividido em Iébulos (a) contendo os tubulos
seminiferos e tecido intersticial. Em destaque um corte histolégico corado em hematoxilina-
eosina em um aumento de 100x em microscopio éptico de luz, demonstrando o parénquima
testicular de um cavalo sadio, contendo tabulos seminiferos (b), revestidos internamente pelo
epitélio germinativo e células de Sertoli, entremeados pelo tecido intersticial (c), constituido de

tecido conjuntivo frouxo, vasos sanguineos e células de Leydig (Arquivo Pessoal).

O processo de espermatogénese pode ser categorizado em trés fases:
espermatocitogénese, meiose e espermiogénese (Amann, 1981b; Little e Holyoak, 1992;
Johnson etal., 1997). A espermatocitogénese se inicia com o desenvolvimento das células
germinativas mais imaturas, as espermatogonias, e termina com a diferenciacdo destas
em espermatocitos primarios. As primeiras sdo células relativamente pequenas que
povoam a porcao basal do epitélio seminifero e sdo sustentadas pelas células de Sertoli
(Junqueira e Carneiro, 2013). Ao iniciarem sua primeira divisdo mitética, as
espermatogonias tipo-A originam células-filhas que podem seguir dois diferentes
caminhos: permanecerem indiferenciadas como células-tronco ou diferenciar-se durante
sucessivos ciclos de diviséo, tornando-se espermatogdnias tipo-B (Johnson et al, 1997).

As espermatogonias que seguem o caminho da proliferacdo e, mais tarde
diferenciacdo, apresentam alta taxa mitdtica e, consequentemente, sdo mais sensiveis a
agentes que afetam a espermatogénese (Amann, 1981b). Ao final da espermatocitogénese
as espermatogonias do tipo B se diferenciam em espermatocitos primarios pré-leptotenos
e esta fase dura aproximadamente 15-19 dias (Birch, 2008).

Perdas de células germinativas ocorrem durante a espermatogénese na maioria

dos mamiferos e defeitos podem ocorrer durante qualquer fase, porém as perdas sdo
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maiores durante a espermatocitogénese e meiose, que levam a uma diminuicdo
substancial do potencial de produgdo espermatica dos garanhdes (Johnson, 1990).

Acredita-se que a apoptose das células germinativas possa ser um evento normal
de perda destas células nos garanhdes adultos, mesmo naqueles sadios do ponto de vista
reprodutivo (Heninger et al., 2002), e uma reducéo natural do numero de espermatogdnias
durante a proliferagdo é essencial para que as células de Sertoli possam suprir melhor as
células que permanecem e dao continuidade ao processo (Johnson et al, 1997).

Apbs sua formacéo, os espermatocitos pré-leptdtenos entram na primeira divisao
meiotica, a profase (Amann, 1981b; Russel et al., 1990), sendo esta um dos periodos mais
demoradas da espermatogénese (Birch, 2008). Nesta fase 0s espermatdcitos sdo capazes
de duplicar seu DNA e apresentar atividade de recombinacdo genética (crossing-over)
formando células diferentes do progenitor (Amann, 1981b; Russel et al., 1990). Apés a
troca de fragmentos de DNA o0s espermatocitos primarios se dividem em dois
espermatocitos secundarios possuindo metade do material genético inicial (32
Cromossomos), porém 0s cromossomos ainda possuem cromatides irmas. Posteriormente
estas células se dividem novamente, separando as cromatides irmds, para formarem
quatro células hapldides, as espermatides (Russel et al., 1990). Desta forma, a fase
meidtica é concluida e dura cerca de 20-22 dias nos equinos, passando por
aproximadamente 10 dias na fase de espermatécito inicial e 12 dias na fase de
espermatocito secundario (Swierstra et al., 1974; Amann, 1981b).

A espermiogénese € a etapa final da producdo espermatica. Nela ocorre a
transformacédo de espermatides iniciais (células redondas) em espermatozoides, células
altamente especializadas, dotadas de um formato e compartimentos celulares bastante
peculiares e portadoras do material genético paterno que sera transferida ao odcito no
momento da fecundacdo (Junqueira e Carneiro, 2013). Estas células sofrem alteracbes
morfologicas progressivas até se transformarem em espermatozoides (Figura 5), porem
nesta fase ndo ha divisdes celulares (Barth e Oko, 1992).

As espermatides possuem tamanho e nucleo pequeno, dado & condensacéo da
cromatina ja evidente, e situam-se préximas ao Iimen do tdbulo seminifero. Durante a
espermiogénese ocorre a formagdo do acrossomo, condensagdo e alongamento nuclear,
desenvolvimento do flagelo, organizacdo mitocondrial na peca intermediaria e perda de
citoplasma (Kretser e Kerr, 1994, Junqueira e Carneiro, 2013). Ap0s aproximadamente
15 dias sofrendo inimeras transformacdes (Swierstra et al., 1974), os espermatozoides

sdo produzidos e em seguida sdo liberados na luz do tubulo seminifero por acdo das
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células de Sertoli, num processo conhecido como espermiacgédo (Johnson et al., 1997). A
espermiacdo acontece ainda com a presenca da gota citoplasmatica proximal aderida aos
espermatozoides, mantendo-se durante o trénsito pela rete testis, ducto eferente e cabeca
do epididimo (Little e Holyoak, 1992).

* Mitose )\ ‘\ Espermatogédnias

Q e * Espermatocitoénese
'
Espermatdcito |
@ @ Espermatdcitos Il

[ N A Espermadtides
SORORONO),

| | | | * Epermiogénese
nf ' ’ ’ Espermatozoides

Figura 5. llustragdo do processo de formagdo de gametas masculinos (espermatogénese). Na
primeira fase (espermatocitogénese) parte das espermatogonias dividem-se ativamente por mitose
e se diferenciam em espermatogénias tipo B. Esta linhagem aumenta seu volume e se diferencia
em espermatdcitos primarios pré-leptotenos que realizam a meiose | se dividindo em dois
espermatocitos secundarios, com metade do material genético inicial. Estas novas células sofrem
meiose Il, equacionando as cromatides irmas, dando origem a quatro espermatides também
haploides. As espermétides sofrem diversas modificacBes estruturais (espermiogénese) e
transformam-se em espermatozoides. No final do processo hé a liberagéo dos espermatozoides na

luz do tubulo seminifero, fendbmeno conhecido como espermiagéo (Arquivo Pessoal).

Apds a espermatogénese, 0s espermatozoides ainda nao sdo capazes de fertilizar
0 00cito e essa capacidade é adquirida durante o transito epididimario, onde sucessivas
modificagdes morfofuncionais contribuem para sua maturacdo (Dacheux et al., 2003).
Durante o transito de aproximadamente 9-12 dias no epididimo equino — passando
sequencialmente pela cabeca, corpo e cauda — o gameta masculino recebe diversas micro
e macromoléculas que conferem motilidade, habilidade de reconhecer e ligar-se a zona
pellicida e capacidade de fusdo com o odcito (Swierstra et al., 1974; Gatti et al., 2004).
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2.1.2.3. Endocrinologia da reproducéo

A funcdo reprodutiva masculina é controlada pelo sistema neuroenddcrino,
constituido pelo eixo hipotdlamo-hipdfise-gonadal (HHG). Os componentes desse eixo
se inter-relacionam de forma sincrénica e harmonica, por meio da secrecdo de
mensageiros quimicos — 0s neurotransmissores, horménios e 0s neurormonios — que
ditam o ritmo e intensidade da producdo de espermatozoides e de hormonios sexuais pela
gbnada masculina.

Outros mecanismos de regulacdo local da funcao testicular contribuem para a
funcdo gonadal, como a regulacdo paracrina, onde um fator produzido por uma célula
atua na vizinha, e autdcrina, quando o fator produzido pela célula atua nela mesma
(Holdcraft e Braun 2004; Roser, 2008). Diversas proteinas, esteroides e peptideos
parecem estar envolvidos nesse sistema regulatorio, como os proprios hormonios sexuais
testosterona e estrdgeno, além da inibina, ativina, interleucinas, fatores de crescimento,
transferrinas e fatores de diferenciacdo celular, que agem em células vizinhas ou na
propria célula secretora. Embora identificados, a maneira exata como esses fatores se
relacionam e atuam modulando a funcdo intra-testicular dos equinos ainda ndo foi
completamente elucidada (Spiteri-Grech e Nieschlag, 1993; Roser, 2001).

O primeiro integrante do eixo HHG, o hipotalamo, é parte integrante do diencéfalo
do cérebro e é constituido de neurdnios que produzem diversos hormoénios que atuam
controlando o metabolismo e funcionamento corporal, entre eles 0 GnRH (Hormbonio
Liberador de Gonadotrofinas) e a Ocitocina. O GnRH produzido é lancado diretamente
na circulacdo porta hipotalamica-hipofisaria, chegando rapidamente a hipofise, sem
passar pela circulagdo sistémica. J& a ocitocina é conduzida pelos axénios neuronais até
a neurohipofise, sendo liberadas na corrente sanguinea sistemica ou ficando armazenada
até que seja demandada (Senger, 2003).

Regides hipotalamicas distintas estdo relacionadas a secre¢do do GnRH em dois
padrdes: o centro controlador de secrecdo tonica, que secreta GnRH de forma basal e
continua, estimulando a liberagdo predominante de FSH na hipdfise, e o centro
controlador de secrecdo episddica, que secreta elevada quantidade de GnRH de forma
pontual e estimula, assim, a liberacdo predominante de LH pela hipofise (Thompson,
1985 e Roser, 2008).

O segundo integrante do eixo HHG, a hipofise, conecta-se ao hipotalamo pelo
pediculo hipofisario e é formada por duas regifes: regido anterior ou adenohipofise,

constituida por células glandulares; e a regido posterior ou neurohipoéfise, constituida por
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terminacBes dos axonios neuronais hipotalamicos (Reimers, 2003). E na adenohipdfise
que a maioria dos hormonios que regulam as atividades corporais sdo produzidos e
secretados. Dentre diversas células glandulares que povoam essa regido, como as
corticotroficas (produtoras de ACTH), somatotroficas (produtoras de GH), tireotréficas
(produtoras de TSH), nesta regido também situam-se células gonadotréficas que regulam
a funcdo reprodutiva, uma vez que sintetizam e liberam os horménios foliculo estimulante
(FSH) e luteinizante (LH) e, também, as células mamotroficas, responsaveis pela
producdo de prolactina (Hafez e Hafez, 2004).

Quando os hormonios FSH e LH sdo lancados na corrente sanguinea, eles
encontram seus receptores na membrana de células do parénquima testicular, estimulando
a producdo dos hormodnios sexuais e de espermatozoides. Sendo assim, o0 terceiro
elemento deste eixo neuroendocino é a gbnada masculina (Amann, 2011).

Sob estimulo do LH, que chega ao testiculo via artéria testicular, as células de
Leydig produzem horménios esteroides: andrdgenos e estrogenos. Ja as células de Sertoli
sdo estimuladas pelo FSH a produzirem as glicoproteinas inibina e ativina, além da
proteina ligadora de androgenos ABP, que se liga a testosterona para manter as
concentragdes deste hormonio elevadas no interior da génada, permitindo que apenas uma
parte deste horménio alcance os vasos sanguineos para ser distribuido para todo o
organismo (Hall, 1988). As células de Sertoli, ainda, sdo capazes de converter androégenos
a estrogénios quando necessario (Thompson, 1985) e atuam coordenando
espermatogénese, nutrindo as células germinativas e as protegendo do sistema imune
(Fawecett, 1973; Berndtson, 1983; Amann, 2011).

A testosterona desempenha papel fundamental na espermatogénese, no
funcionamento dos epididimos e glandulas sexuais acessorias, assim como, na expressao
de caracteristicas sexuais primarias, secundarias e libido (Berndtson, 1983; Hall, 1988).
A concentracdo elevada deste esterdide intra-testicular é fundamental para a manutencéo
e qualidade da espermatogénese, enquanto que o FSH influencia a quantidade de
espermatozoides produzidos (Roser, 2001).

Apesar do papel do estrogeno na espermatogénese ainda ndo estar bem definido,
este hormonio parece ter enorme importancia na produgdo dos espermatozoides,
principalmente nos garanhdes, onde é produzido em quantidades atipicamente elevadas,
comparado as demais especies. Alguns estudos apontam uma agdo na modulacdo da
espermatogénese de forma local, por acdo parécrina-autocrina deste esteroide (Roser,
2001; Roser, 2008).
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Para que ocorra a manutencdo da homeostase testicular, € necessario um equilibrio
da atividade enddcrina de cada integrante do eixo HHG, de forma a ativar ou inibir a
liberacdo dos mensageiros quimicos envolvidos, conforme seus requerimentos, por
mecanismos regulatérios denominados feedbacks positivo e negativo, respectivamente
(Hafez e Hafez, 2004).

Thompson et al. (1979) observaram que cavalos castrados tratados com estradiol
ou testosterona tiveram reducdo dos niveis circulantes de FSH. Estudos in vitro
demonstraram que o 17pB-estradiol (E2) promove feedback positivo na liberagdo de LH e
feedback negativo na secrecdo de FSH. A hipoOtese mais aceita é a que o0 estrogeno atue
no hipotalamo, alterando a amplitude e frequéncia de liberagdo de GnRH, modificando
assim, a relacdo de LH e FSH secretados pela adenohipéfise, como observado em ratos e
primatas (Thompson, 1979; Roser, 2001; Roser, 2008). Embora a testosterona ndo tenha
efeito no estimulo a liberacdo de LH, a secrecdo de FSH também é modulada
negativamente pelos niveis circulantes deste esteroide (Holdcraft, 2004). A inibina
secretada pelas células de Sertoli parece auxiliar na diminui¢do da secrecdo de FSH em
equinos (Roser, 2001), enquanto a ativina, sob estimulo do FSH, atua na hipofise anterior
estimulando uma maior secrecao deste hormonio, em um mecanismo de retroalimentagédo
positiva (Holdcraft, 2004; Roser, 2008).

No garanhdo, a liberacdo de LH esta positivamente correlacionada com o
comprimento do dia, ocorrendo a elevacao das concentraces deste hormonio no inicio
da estacdo reprodutiva. As concentracdes basais de LH no verdo sdo duas vezes maiores
do que na temporada de inverno (Gerlach e Aurich, 2000). Ha relatos conflitantes sobre
mudancas sazonais de FSH no garanhdo. As concentracfes médias de FSH plasmatica
nos garanhdes sdo relativamente constantes ao longo do ano e apenas experimentam
pequenos aumentos durante a estacao reprodutiva (Roser, 2001).

Além destas alteracGes sazonais durante a primavera e verdo, acontece um
aumento no tamanho e peso testicular, na producao e liberacdo de espermatozoides, nas
concentragOes de testosterona, 17p-estradiol, inibina e prolactina e uma visivel melhora
na libido dos garanhdes (Thompson et al., 1978, Clay, 1988). Por esse motivo, 0 garanhdo
tem sido classificado como um reprodutor de dias longos, ja que sua maxima capacidade
reprodutiva € atingida durante periodos de aumento gradual no comprimento dos dias
(Clay et al., 1987; Roser, 2001). Entretanto, ao contrario das éguas que se tornam
anovulatorias fora da estagdo reprodutiva, os garanhdes ndo sdo azoospérmicos durante

este mesmo periodo (Clay et al., 1988; Berson et al., 2002; Schrammel et al., 2016).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schrammel%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26673622
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Sinais luminosos ambientais sdo captados pela retina e convertidos em sinais
nervosos que sdo conduzidos pelo nervo Optico ao nucleo supraquiasmatico do
hipotalamo, e dai para o ganglio cervical superior, de onde as fibras ganglionares
posteriores alcancam, finalmente, a glandula pineal (Hafez e Hafez, 2004). Na espécie
equina o aumento da luminosidade provoca diminuicdo da secrecdo de melatonina pela
glandula pineal, estimulando o hipotalamo a secretar GhnRH em maiores quantidades,
ativando o eixo HHG (Figura 6), aumentando a atividade gonadal (Ewing, 1977). Apesar
destas caracteristicas serem bem visualizadas em garanhfes situados em regides
temperadas, onde as estacdes do ano sdo bem definidas, estudos desenvolvidos no em
regides tropicais ndo encontraram diferencas quanto ao tamanho testicular, libido e
qualidade seminal, sugerindo que nessas regides o efeito da sazonalidade no macho
equino é bastante questionavel, o que pode ser explicado pela pequena diferenca no
comprimento dos dias entre as estacdes do ano nessas localidades (Leme et al., 2012).

Além de variacGes no fotoperiodo, diversos outros fatores podem influenciar no
controle do eixo HHG como a disponibilidade de alimentos, manejo, presenga de outros
reprodutores, distrbios em componentes que participam do eixo, entre outros (Irvine et
al, 1986).

Tratamentos exdgenos com a ocitocina, pouco antes da ejaculacdo, aumentaram
0 numero de espermatozoides na ejaculagdo de touros, carneiros, coelhos e ratos,
sugerindo que este efeito seja mediado por uma resposta contratil nos testiculos e ductos
excurrentes, 0 que aumenta o transporte espermético. Dessa forma, o papel desse
horménio no sistema reprodutor masculino parece estar relacionado ao controle do
transito espermatico, além de aumentar a secrecdo de fluidos pelas glandulas sexuais
acessorias (Watson et al., 1999).

A prolactina possui receptores no testiculo e glandulas sexuais acessorias e parece
estimular a expressdo e manutencao de receptores de LH nas células de Leydig e também
da fixacdo do LH a esses receptores, aumentando a sintese e secrecdo de testosterona
(Roser, 2001).
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Figura 6. O aumento do fotoperiodo promove uma diminuicdo de melatonina circulante,
reativando os centros hipotalamicos que passam a secretar maiores quantidades de GnRH. Este
hormdnio atua na adenohipofise estimulando a liberacdo de LH e FSH. O LH, por sua vez,
estimula a sintese dos hormonios esteroides testosterona e estrégeno nas células de Leydig. Ja o
FSH atua nas células de Sertoli, promovendo a secre¢do de inibina, ativina e ABP e a modulacdo

da estereidogénese, estimulando a producdo de estrégeno (Arquivo Pessoal).

O hormonio anti-Mulleriano (AMH) é uma glicoproteina também produzida e
secretada pelas células de Sertoli e inibe o desenvolvimento dos ductos de Muller no feto
masculino (Cate et al., 1986). No entanto, muitos estudos tém demonstrado que o AMH
tem um papel importante durante diferentes processos fisioldgicos ap6s o nascimento
(Rey et al., 2003; Ball et al., 2008b; Claes et al., 2013). As concentracdes periféricas de
AMH sdo significativamente maiores em animais pré-puberes do que nos pds-puberes e
variam de forma sazonal em machos maduros influenciados pelo fotoperiodo,
apresentando concentragdes mais elevadas durante a estacdo reprodutiva (Claes et al.,
2013).

Este hormonio tem papel importante na diferenciacdo das células de Leydig e
regulacdo da esteroidogénese, diminuindo a expressdo do RNA mensageiro da enzima
citocromo P450 17a-hidroxilase / C17-20 lase, diminuindo a conversao de pregnenolona

a testosterona (Rey et al., 1993).
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Além disso, as concentracGes séricas de AMH foram significativamente mais
elevadas em garanhdes criptorquidas, em comparacgdo a garanhdes intactos ou castrados,
(Ball et al., 2008b; Murase et al., 2015) e em cdes que apresentam neoplasia das células
de Sertoli, tumor conhecido como sertolioma, funcionando como um biomarcador para
estas condicdes (Holst e Dreimanis, 2015). Embora conhecido com um marcador de
perturbacgdes as células de Sertoli, ainda ndo foram desenvolvidos estudos que avaliaram
as concentracdes do AMH em casos de degeneracdo testicular em equinos (Ball et al.,
2008b; Claes et al., 2013).

O controle neuroendocrino, associado aos mecanismos de regulacdo local da
atividade reprodutiva nos machos, podem ser facilmente perturbados pela administracéo
de esterdides sintéticos ou por disfungdes em componentes do eixo HHG, interferindo na
libido e fertilidade do reprodutor. Dessa forma, o conhecimento da fisiologia e
endocrinologia reprodutiva é fundamental para um correto manejo e para o0
reconhecimento da origem de algumas alteracGes no trato genital ou no sémen do macho
(Roser, 2008).

2.2. Degeneracdo Testicular (DT)

A degeneracdo testicular (DT) pode ser definida como o processo patoldgico que
provoca a deterioracdo e perda da arquitetura histolégica do parénquima testicular,
resultando em producdo anormal de espermatozoides, com consequente perda da funcao

da gbnada masculina (Turner, 2007).

2.2.1. Incidéncia
A DT ¢é a alteracdo mais frequente e que mais contribui para a infertilidade dos
machos mamiferos terrestres. 1sso se deve ao fato do epitélio seminifero ser extremamente
sensivel a adversidades externas e internas (Amann, 1981b; Setchel, 1998). Nos equinos,
a incidéncia da DT néo é diferente, correspondendo a principal enfermidade reprodutiva
adquirida a causar subfertilidade e infertilidade nesta espécie. Como tal, gera grandes
perdas econdmicas nesta industria devido a reducdo nas taxas de fertilidade e perda de
valiosa genética do macho infértil (Turner, 2007).
Os custos associados a um garanhdo com baixa fertilidade surgem a partir do
aumento do custo por potro nascido, devido a necessidade de coberturas extras ou maior
namero de transportes de sémen, exames e tratamentos, servicos veterinarios, diarias dos

animais em centrais ou haras, além dos custos de manutengdo de éguas ndo prenhas,
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impactando esta cadeia produtiva como um todo (Blanchard e Varner, 1997).

2.2.2. Etiologia

A DT pode ser dividida em duas grandes categorias: DT adquirida, quando resulta
de um insulto testicular conhecido; e degeneracdo testicular idiopatica (DTI), também
denominada senil ou idade-relacionada, quando ndo ha uma causa aparente e geralmente
ocorre em garanhdes idosos (Turner, 2007; Birch 2008).

Uma grande variedade de fatores etioldgicos pode resultar em DT adquirida,
incluindo estresse térmico ambiental, estresse térmico escrotal, inflamacdes e infec¢Bes
no escroto ou em seus componentes, febre, trauma, neoplasias, torcdo testicular, hérnia
inguino-escrotal, exposicdo a toxinas, distdrbios enddcrinos, deficiéncias nutricionais e
tratamentos medicamentosos, especialmente esteroides anabdlicos e antiinflamatérios
(Edwards, 2008; Turner, 2007; Beard, 2011). Em muitos casos alguns destes fatores
podem atuar em sinergismo para o estabelecimento de problemas circulatérios locais e
falhas na termorregulacéo testicular (Edwards, 2008).

A DT ¢, portanto, causada por processos que precedem o dano testicular, ndo
sendo uma afeccdo primaria e sim o resultado de doengas que se refletem
secundariamente na gonada masculina. E possivel que as diferentes formas da DT
constituam um grupo heterogéneo de doencas que levam todos a um ponto final comum,
a deterioracdo do parénquima do testiculo (Turner, 2003; Turner, 2007; Edwards, 2008).

Entretanto, em muitos casos ndo se consegue chegar a uma conclusdo quanto ao
agente causal, principalmente em garanhdes de meia-idade ou senis, sendo esta
denominada de DT idiopatica. Nesse caso, observam-se alteracBes vasculares
degenerativas que se processam de forma progressiva e que frequentemente evoluem para
0s quadros de sub ou infertilidade, comuns aos animais idosos (Turner, 2007; Turner e
Zang, 2012).

Os processos degenerativos podem ser ainda classificados como bilaterais ou
unilaterais de acordo com a sua localizagdo; em discretos, moderados ou severos,
dependendo da gravidade; ou ainda em temporarios ou permanentes, quanto a duracéo da
injuria (Beard, 2011).

Geralmente, quando unilateral estd associada a algum tipo de insulto local, como
trauma, infeccdo ou neoplasia, enquanto que em insultos sistémicos (como episodios de
febre, estresse térmico, exposicéo a toxinas e administracdo de androgénios exdgenos),

ambos os testiculos séo acometidos. J& a degeneracgéo idiopatica sempre abrange ambos
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os testiculos de maneira uniforme e possui causa genética com transmissdo hereditaria,
que tem sido intensamente investigada recentemente (Turner, 2007). Geralmente a DTI
leva a deterioracdo progressiva do parénquima testicular, resultando invariavelmente em
um declinio da fertilidade e, muitas vezes, completa infertilidade (Turner e Zang, 2012).

A extensdo da DT é frequentemente determinada pelo tempo de permanéncia e
gravidade do insulto. Se a causa do processo for removida e o testiculo for apenas
brevemente afetado, o parénquima testicular tende a se recuperar completamente. Mesmo
se o testiculo for gravemente afetado, quando a causa € retirada, o processo degenerativo
geralmente néo progride ainda que a funcdo testicular ndo seja completamente recuperada
(Turner, 2007). O reestabelecimento da funcdo testicular, por meio do retorno da
homeostase escrotal, é possivel, pois as espermatogonias-tronco, células de Sertoli e de
Leydig possuem maior resisténcia aos insultos gonadais, permitindo o retorno da
espermatogénese em aproximadamente 60 dias (Lagerlof, 1938; Nascimento e Santos,
2003).

2.2.2.1. Estresse térmico escrotal

O incremento da temperatura escrotal consiste na fonte dos problemas mais
recorrentes da espermatogénese (Alvarenga e Papa, 2009). Todos os tecidos sdo
susceptiveis a danos causados pelo calor, no entanto, os testiculos sdo incomuns, pois sao
danificados pela exposicdo as temperaturas normalmente encontradas no abdémen
(Setchell, 1998). Embora se originem dentro da cavidade abdominal em muitos
mamiferos as gbOnadas masculinas descem para o0 escroto ainda durante o
desenvolvimento fetal ou neonatal (Beaupré et al, 1997). O fato de se localizarem dentro
do escroto, fora da cavidade abdominal, em condicdes fisioldgicas, se deve justamente a
necessidade de funcionar a uma temperatura diferente dos demais Orgaos corporais
(Setchell, 1978; Waites and Setchell, 1990). Evidéncias de que a temperatura testicular
€ menor do que a temperatura corporal sdo bem estabelecidas e documentadas na maioria
dos mamiferos terrestres. Entretanto, o exato mecanismo do efeito nocivo do calor ao
parénquima testicular ainda é discutido e ndo totalmente elucidado (Setchell, 1998).

Algumas técnicas ja foram descritas para estudar os efeitos do calor sobre a
gbnada masculina em diversas espécies, como por aquecimento integral do corpo (Ray et
al., 1968; Magai et al., 1981; Zelst et al., 1995; Mawyer et al., 2012; Ramires-Neto et

al.,2013); aquecimento local dos testiculos por criptorquidia induzida, varicocele
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induzida, insulacdo escrotal ou imersdo do escroto em banho-maria; e aquecimento de
tecidos ou preparacdes celulares in vitro (Setchell, 1998).

As consequéncias do estresse térmico escrotal ja foram estudadas em bovinos
(Austin et al., 1961; Gerona et al., 1970; Ross et al., 1979; Vogler et al., 1991; Kastelic
et al., 1996; Kastelic et al., 1997a e b; Fernandes et al., 2008); Ovinos (Kastelic et al.,
1999; Rasooli et al., 2010; Alves et al., 2016; Hamilton et al., 2016); Caprinos (Glover,
1955; Braden et al., 1970; Williamson, 1974; e Bayers et al., 1984); Equinos (Freidman
etal., 1991; Leme, 1998; Love e Kenney, 1999; Blanchard et al., 1996; 2000); Ratos (Yin
etal., 1997; 1998; Lue et al., 1999; Rockett et al., 2001; Oliveira et al., 2013) e Primatas
(Lue et al., 2002; Jia et al., 2007).

Em ratos, poucas horas de aquecimento (de 15 a 60 minutos) foram suficientes
para causar alteracdes da termorregulacdo e comprometer a espermatogénese, levando a
degeneracdo testicular (Yin etal., 1997; 1998; Lue et al., 1999; Rockett et al., 2001). Em
equinos os métodos utilizados para induzir o estresse térmico escrotal consistiram no uso
de um tecido de I& ao redor do testiculo durante 24 a 48 horas (Freidman et al., 1999;
Blanchard er al. 1996) ou no uso de bolsa térmica contendo agua aquecida em contato
com a regido escrotal (Leme, 1998).

Inimeros efeitos do estresse térmico sobre o testiculo foram descritos, como a
alteracbes do peso, histologia, bioquimica e endocrinologia; diminuicdo do numero,
motilidade, viabilidade, morfologia e capacidade de fertilizacdo espermatica; e baixa
qualidade dos embrides gerados (Vogler et al. 1991; 1993; Barth e Bowman 1994;
DeJarnette et al. 2000; Thundathil et al. 2000; 2001; Brito et al. 2004; Walters et al. 2005;
2006; Fernandes et al. 2008; Newton et al. 2009).

A exposicdo ao calor induz a formacdo anormal de espermatozoides, produzindo
um gameta que pode ser capaz de fertilizar, mas o embrido morre durante seu
desenvolvimento (Gabaldi e Wolf, 2002). Em ratos Perez-Crespo et al. (2008), Yin et al.
(1997) e Yaeram et al. (2006) demonstraram que espermatozoides gerados de células
germinativas expostas a hipertermia contém DNA danificado, sdo susceptiveis a apoptose
e possuem baixa capacidade fertilizante in vivo e in vitro.

Estudos que avaliaram gbnadas retidas no abdémen ou no canal inguinal de
animais criptorquidas, demonstraram que estes testiculos sdo menores do que 0s escrotais
(Bishop et al., 1964; Arighi et al., 1987; Al-Bagdadi et al., 1991; Aupperle et al., 1999)
e, histologicamente, sdo semelhantes aos testiculos com degeneracdo avancada do epitélio

seminifero (Nascimento e Santos, 2003). Dentre as altera¢des, vacuolizacdo de células
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germinativas (Arighi et al., 1987; Al-Bagdadi et al., 1991), aumento do tecido conjuntivo
intersticial (Al-Bagdadi et al., 1991; Nascimento e Santos, 2003), discreta hiperplasia das
células intersticiais de Leydig (Nascimento e Santos, 2003), reducdo no didmetro dos
tubulos seminiferos (Coryn et al., 1981; Arighi et al., 1987) e no niUmero de camadas de
células espermatogénicas (Arighi et al., 1987), foram demonstradas. Na maioria desses
animais observou-se interrupcdo da espermatogénese e infertilidade, entretanto, a
concentracdo sérica de testosterona apresentou-se similar a de garanhfes normais (Coryn
et al., 1981; Arighi et al., 1986; Cattelan, 2002).

Quando a temperatura do ar em que o animal esta submetido excede 40° C, a
temperatura escrotal aumenta para valores normalmente encontrados no abdémen. Nessas
condigBes a evaporacdo do suor da pele escrotal ndo é eficiente em manter a o escroto
mais frio, levando a um aquecimento testicular (Setchell e Mieusset, 1996). Em situacbes
onde ha eventos de febre ou aumento local na temperatura testicular, devido a condicdes
ambientais ou patoldgicas, como infeccOes, trauma, hidrocele, dermatite da pele escrotal
(Blanchard et al., 1996), neoplasias e tor¢éo testicular (Ball, 2008a), o animal pode néo
conseguir manter uma temperatura escrotal dentro dos limites ideais, mesmo que 0s
processos de regulacdo da temperatura intra-testicular permanecam ocorrendo (Moule e
Waites, 1963). Qualquer fator que interfira nos mecanismos de termorregulacéo, seja na
perda de calor pela superficie escrotal, na contracdo das musculaturas dartos e cremaster
ou ainda na troca de calor entre o plexo pampiniforme e artéria testicular, comprometem
a manutencdo da temperatura testicular (Amann, 2011).

No Brasil a DT é uma condicdo bastante frequente na clinica equina e, dentre o0s
inimeros agentes causais, a babesiose, que € endémica no pais, ocupa posi¢cdo de
destaque, ndo pela doenca em si, mas pelos picos febris que esta ocasiona. Estes picos
podem ser bastante elevados atingindo temperaturas corporais proximas de 41° C
(Alvarenga e Papa, 2009). A elevacdo da temperatura ambiente tem sido referenciada
como o principal fator de subfertilidade em reprodutores bovinos (Kastelic et al., 1997b).

Ramires-Neto et al. (2013) compararam a temperatura corporal com a temperatura
da superficie escrotal de garanhdes férteis, por termografia, antes e ap6s uma hora de
exposicdo ao sol (no periodo de maior intensidade de calor do dia). Nesse estudo, 0s
autores ndo observaram aumento da temperatura da superficie escrotal entre os dois
momentos avaliados, ainda que a temperatura corporal tenha sofrido incremento. Com
isso, demonstraram a eficiéncia na termorregulacdo testicular de garanhdes férteis em

situacOes de aumento da temperatura ambiental. O aumento da temperatura corporal, sem
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aumentar significativamente a temperatura escrotal, também foi observado por Mawyer
et al. (2012) em Mini-horses antes e ap0Os exercicio fisico utilizando sensores
subcutaneos.

Em homens, diversos fatores podem contribuir para o estresse térmico testicular.
Esses fatores termogénicos sdo categorizados em: fatores ligados ao estilo de vida e
comportamento, como vestimentas, postura corporal, frequéncia a saunas e banhos
quentes, uso de laptop sobre a regido pelvica, pratica de ciclismo e obesidade; fatores
ocupacionais e ambientais, como profissbes que lidam constantemente com o calor,
longos deslocamentos sentado e exposicdo ao calor ambiental; e fatores clinicos
resultantes de condicGes fisiopatoldgicas, como criptorquidismo, varicocele e episddios
de febre (Durairajanayagam et al., 2015).

A analise individual de garanhGes mostrou que cavalos naturalmente com maiores
temperaturas testiculares tém uma maior ocorréncia de alteracdes na morfologia do
espermatozoide (Ramires-Neto et al., 2013). Este efeito também foi relatado por Mieusset
et al. (1987), ao observarem que a temperatura média escrotal em homens inférteis é
maior do que em homens férteis e notaram que a qualidade espermatica deteriora-se ainda
mais em temperaturas escrotais mais elevadas. Wang et al. (1997) observaram que o
aumento escrotal de 1° C em homens, implica em uma redugdo de 14% na
espermatogénese e consequentemente em uma menor producdo de espermatozoides.

A elevacéo dos defeitos espermaticos em decorréncia do estresse térmico escrotal
é consistente com relatos de pesquisas em bovinos onde Fernandes et al. (2008) e VVogler
et al. (1991) observaram uma reducdo na qualidade do sémen com aumento de defeitos
espermaticos a partir de duas semanas apOs insulacdo escrotal. Entre as células
germinativas, 0s tipos mais vulneraveis ao calor sdo 0s espermatdcitos nos estagios de
paquiteno e dipldteno e as espermatides iniciais redondas (Lue et al., 1999; Carlsen et al.,
2003). As espermatogonias sao mais resistentes ao estresse térmico do que as outras
células da linhagem germinativa, por isso é possivel obter uma recuperacao do epitélio
seminifero dentro de dois meses, tempo aproximado da espermatogénese (Turner, 2007).
As células somaticas, de Leydig e Sertoli, também sdo mais resistentes ao estresse por
calor, sendo apenas afetadas em casos severos de degeneracdo testicular. Por isso,
geralmente as concentraces dos hormdénios esteroides ndo sdo alteradas apds insulto
térmico testicular (Setchell, 1998; Arighi et al., 1986; Cattelan, 2002).

Por ser um mecanismo unico e altamente especializado, a producdo de

espermatozoides ocorre em condi¢Bes proprias bastante especificas. Existem muitas
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hipdteses sobre a necessidade da espermatogénese ocorrer em temperatura inferior a
abdominal, ja que na maioria dos mamiferos, os testiculos sdo mantidos no escroto de
dois a oito graus Celsius abaixo da temperatura corporal (Takahashi, 2012; Kim et al.,
2013).

Primeira Teoria

A primeira teoria advém do fato de o processo espermatogénico se desenvolver
com com um suprimento de sangue e oxigénio bastante limitado em condig¢Oes
fisioldgicas e, consequentemente, ser sensivel as variacbes que possam ocorrer no
suprimento deste elemento. Por esse motivo, geralmente o fluxo sanguineo testicular
ocorre de maneira bastante independente de mudangas em outros leitos vasculares do
corpo (Setchell, 1998).

As elevadas taxas de divisdes celulares inerentes a espermatogénese implicam em
taxas correspondentemente elevadas de consumo de oxigénio mitocondrial pelo epitélio
germinativo. No entanto, a limitada vasculariza¢do dos testiculos resulta em baixa tenséo
de oxigénio neste tecido, gerando uma intensa competicdo por esse elemento vital
(Freeman et al., 1990; Setchell, 1998; Pérez-Crespo et al., 2008; Hansen, 2009; Paul et
al., 2009). Por esse motivo, de forma a funcionar adequadamente, este 6rgdo possui um
limiar muito baixo em permitir variacbes nas taxas de suprimento sanguineo. Em
temperaturas mais elevadas o metabolismo celular € aumentado, porém o fluxo sanguineo
ao testiculo ndo aumenta na mesma propor¢ao, com isto, a hipdxia celular € estabelecida
levando a danos celulares (Free et al., 1976; Peltola et al., 1995; Setchell, 1998; Pérez-
Crespo et al., 2008; Paul et al., 2009; Reyes et al., 2012; Queiroz et al., 2013; Alves et
al., 2016). Apesar desta hipdtese ter sido levantada por diversos autores, ha divergéncias
na literatura quanto ao real efeito da hipdxia na espermatogénese.

Estudo conduzido por Kastelic et al. (2008) demonstrou que ratos submetidos a
estresse térmico em ambiente com elevada saturagéo de oxigénio (hiperoxia), ndo foram
beneficiados, apresentando lesdes degenerativas testiculares e deterioracdo do sémen
semelhantes aos ratos em normdxia ou hipdxia. Este mesmo estudo foi repetido por
Kastelic e colaboradores (dados ndo publicados) em carneiros, sendo estes submetidos a
insulacéo escrotal e diferentes saturacfes de oxigénio no ambiente, e 0 mesmo resultado
do experimento anterior foi obtido. Com isso, os autores concluiram que as lesdes
testiculares promovidas em condi¢des de aumento da temperatura ambiental ou local se

devem mais a hipertermia do que a hipdxia testicular.
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Entretanto, Yao et al. (2016) demonstraram que ratos submetidos a hipdxia
hipobarica intermitente, situacdo semelhante encontrada em locais com altas altitudes,
apresentaram importantes alteragdes seminais, como reducdo da densidade e motilidade
espermatica; alteracGes testiculares, como diminuicdo da imunoexpressdo de enzimas
androgénicas (33-HSD e STAR) e desorganizacdo e reducdo do epitélio seminifero;
modificagcbes bioquimicas locais, tal como a reducdo da atividade enzimatica da
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX) no
parénquima testicular; e finalmente alteracdes bioguimicas sistémicas, tais como elevacao
na peroxidacdo lipidica sérica, concluindo que a hipdxia leva sim a alteracbes
importantes, induzidas por estresse oxidativo.

Segunda Teoria

A segunda teoria esta atrelada a primeira e diz respeito as mudancas no
metabolismo energético celular apds o estresse térmico da gonada masculina. Existem
poucas investigacdes sobre as alteracBes bioquimicas e metabolicas que precedem as
alteracOes histoldgicas nos testiculos sob estresse térmico (Schanbacher, 1966). Estudos
metabolicos in vitro sugerem que o aumento da temperatura, modifica a via de geracao
de energia nas células germinativas, aumentando a utilizacdo da via anaerobica, devido
ao limitado suprimento de oxigénio e substrato orgéanico para a respiracao celular nessa
situacdo (Ewing and VanDemark, 1960; Ewing and VanDemark, 1961; Ewing and
VanDemark, 1963; Davis and Morris, 1963; Le Vier, 1968). De acordo com esta hipbtese,
0 aumento da temperatura testicular modifica a atividade de determinadas enzimas
metabolizadoras da glicose antes das alteracOes histoldgicas no tecido.

Ewing e VanDemark (1960; 1961; 1963) atribuem os danos espermatogénicos,
causados pelo aumento da temperatura testicular, a um transtorno no metabolismo da
glicose, ja que o testiculo é mais dependente da glicose exdgena do que qualquer outro
tecido estudado. A demonstracdo de que a hipoglicemia aguda causa danos severos ao
epitélio germinativo em ratos adultos, suporta o conceito de que a falta deste substrato
resulta em degeneracgdo testicular (Mancini et al., 1960). O fluxo sanguineo testicular é
apenas adequado para fornecer oxigénio e glicose para 0s processos metabdlicos em
animais com testiculos em temperatura inferior a corporal. Sendo assim, o alto
metabolismo oxidativo e a baixa tensdo de oxigénio podem favorecer o metabolismo
anaerdbico por glicolise em condicOes de estresse térmico (Schanbacher, 1966). Essa
hipotese é reforgada ao se constatar que a principal via de producdo energetica no testiculo

de galos, localizados fisiologicamente no abdémen, ocorre por glicélise. Em contraste, 0s
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testiculos de coelho localizados no escroto metabolizam a glicose pela via aerobia de
forma preferencial (Baldwin e Ewing, 1967).

Portanto, a exposicao do testiculo escrotal a temperaturas mais elevadas, como a
da cavidade corporal, aumenta 0 metabolismo oxidativo e concomitantemente reduz a
tensdo de oxigénio no liquido extracelular, ativando a via glicolitica anaerébica. Em
determinado momento a demanda por glicose passa a ser maior do que a circulagéo
testicular fornece ao testiculo. Estas circunstancias criam uma demanda adicional de
glicose e, consequentemente, este substrato torna-se limitante da velocidade de eventos
celulares, como da divisdo e modificacBes celulares requeridas para a espermatogénese
(Ewing and VanDemark, 1960; 1961; 1963; Davis and Morris, 1963; Schanbacher, 1966;
Baldwin e Ewing, 1967; Le Vier, 1968) que invariavelmente cessa na auséncia de energia
(Moore, 1951). Além disso, a via glicolitica é menos eficiente na geracdo de energia para
a célula do que a respiracao celular.

Dessa forma, o impedimento da espermatogénese em situaces de incremento
caldrico seria consequéncia da falta de oxigénio e glicose suficientes para geracdo de
energia necessaria ao tecido. Essa teoria foi reforcada por Means e Hall (1968) ao
observarem que a producdo de ATP foi aproximadamente um terco menor do que a
normal quando a glicose exdgena foi excluida do meio de incubacdo em cultivos
testiculares in vitro. Além disso, observaram que na auséncia completa de glicose, ocorreu
uma reducdo substancial no contetdo proteico testicular, mas quando a glicose foi
adicionada ao meio, esta quantidade aumentou duas a quatro vezes acima dos valores
anteriores. Com isso, demonstraram que a biossintese proteica no testiculo esta
diretamente relacionada ao nivel de ATP e glicose disponivel a este tecido.

Outra teoria que tenta explicar os efeitos deletérios da hipertermia no testiculo
leva em conta 0 aumento na geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em
decorréncia do aumento do metabolismo mitocondrial (Ishii et al., 2005; Aitken e Roman,
2008; Shiraishi et al., 2010). Nesta condicdo, pode se estabelecer um desequilibrio
oxidativo, ja que o aumento do metabolismo celular leva a uma maior producdo de
moléculas pro-oxidativas que se sobrepdem a moléculas antioxidantes presentes no
testiculo (Halliwell e Gutteridge, 2007). Esta situacdo tem sido descrita em estudos que
avaliaram o efeito do estresse térmico na supressdo da funcgéo testicular e diminuigédo da
fertilidade em bovinos (Rahman et al., 2011), ovinos (Hamilton et al., 2016), murinos
(Peltolaetal., 1995; Li et al., 2009; Queiroz et al., 2013) e humanos (Agarwal et al., 2012;
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Shiraishi et al., 2012). Estes estudos concluiram que o estresse oxidativo é o principal
fator responsavel pelos danos causados pelo estresse térmico.

Radicais livres sao moléculas com, pelo menos, um elétron ndo emparelhado,
tornando-os extremamente instaveis e altamente reativos. Eles colidem com moléculas
vizinhas e causam reacfes em cadeia de propagacao que produzem ainda mais radicais
livres (Tremellen, 2008). As espécies reativas de oxigénio (EROs) causam peroxidagao
lipidica de membranas celulares, leses mitocondriais, fragmentacdo de DNA e RNA,
inducdo da apoptose, danos teciduais e infertilidade (Ball, 2008c; Vignera et al., 2011).
O excesso de moléculas oxidantes leva a danos teciduais irreversiveis que culminam em
um processo degenerativo (Aitken e Roman, 2008; Takahashi, 2012).

Em condicdes fisioldgicas a geracdo de EROs ocorre a partir das mitocondrias e
de uma variedade de enzimas, incluindo as xantinas-oxidases, NADPH-oxidases, e 0s
citocromos P450s. Essas enzimas se especializam na geracdo de EROs ou produzem
metabolitos toxicos como consequéncia da atividade bioquimica de geracdo de energia.
Para resolver este risco, os testiculos desenvolveram um conjunto sofisticado de sistemas
antioxidantes que compreendem constituintes enzimaticos e ndo enzimaticos. Dentre 0s
componentes enzimaticos desse sistema, destacam-se as enzimas SOD, GPx,
glutationa—S—transferase (GST) e CAT (Ahotupa and Huhtaniemi, 1992; Peltola et al,
1995; Yao et al., 2016).

Além das principais enzimas que degradam as EROs, os testiculos dependem
fortemente de fatores antioxidantes de pequeno peso molecular para protecdo contra
danos oxidativos (Aitken e Roman, 2008; Paul et al., 2009; Agarwal et al., 2012;
Takahashi, 2012). A administracdo de zinco demonstrou atenuar o dano oxidativo ao
DNA de células germinativas induzido por metais pesados como o cadmio e chumbo,
bem como em minimizar o declinio na producdo de espermatozoides e secrecdo de
testosterona induzida por estes agentes toxicos (Gupta el al., 2004; Chang et al., 2007;
Oliva et al., 2009). A vitamina E (a-tocoferol) - poderoso antioxidante lipofilico que é
absolutamente vital para a manutencdo da espermatogénese dos mamiferos - esta presente
em quantidades elevadas nas células de Sertoli e espermatdcitos no estagio de paquiteno
e, em menor extensdo, em espermatides redondas. A vitamina C (&cido ascorbico)
também contribui para o suporte da espermatogénese, através da sua capacidade de
manter a agao antioxidante da a-tocoferol em estado ativo (Suleiman et al., 1996; Ghosh
eal., 2002).
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A melatonina também é uma molécula que desempenha importante papel em
manter o balanco oxidativo do testiculo. Niveis de melatonina no plasma seminal estéo
deprimidos em pacientes inférteis com baixa motilidade espermatica, piospermia,
varicocele e azoospermia ndo-obstrutiva, efeitos causados pelo aumento do estresse
oxidativo no trato masculino. Além disso, a administracdo de melatonina demonstrou
reduzir o estresse oxidativo nos testiculos ap6s inducdo experimental de varicocele em
ratos (Semercioz at al., 2003; Awad et al., 2006).

A mitocondria é gravemente afetada pelo aumento dos niveis na producdo de
EROs, sofrendo colapso do potencial de sua membrana interna e aumento da
permeabilidade, resultando em ruptura e consequente liberacdo de proteinas pro-
apoptdticas para o citoplasma (Loeffler e Kremer, 2000; Gupta, 2003). Com a libera¢do
destas moléculas ha perda da homeostasia celular pela interrupcdo da sintese de ATP e
novo aumento da geracdo de EROs. Além disso, ¢é sabido que as EROs induzem a ativacao
das caspases 9 e 3. Desta forma, a resposta mitocondrial ao dano oxidativo é uma via
importante do inicio da apoptose (Goettlieb et al., 2000; Green e Kroemer, 2004).

Terceira Teoria

A terceira teoria diz respeito as alteracdes que o calor por si sé causam a célula,
mediante danificacdo de seus componentes bioquimicos por desnaturacdo, incorreto
dobramento e desdobramento de proteinas, enzimas e &cidos nucléicos. Uma variedade
de insultos testiculares, como o calor, podem induzir alteraces na estrutura da cromatina
celular, resultando em danos no DNA (Love e Kenney, 1999). Dessa forma, o dano ao
DNA altera os niveis de expressdo de diversos genes de uma maneira complexa. No
entanto, ainda é discutivel se a modulacdo dos niveis de expressdo génica é diretamente
causada pelo estresse térmico ou indiretamente causada por outras alteracfes celulares
resultantes desse estresse, como danos oxidativos (Setchell, 1998).

Quarta Teoria

Tem sido relatado por diversos autores que o estresse por calor além de prejudicar
diretamente a sintese e integridade de DNA, interfere na sintese de RNA, de proteinas e
pode causar desnaturacdo proteica e condensagdo anormal da cromatina (Banks et al,
2005; Perez-Crespo et al, 2007). As modificacdes nos niveis de expressdo génica em
conjunto com alteracGes pos-traducionais levam a varia¢6es na localizagdo e forma das
proteinas produzidas pos-insulto, gerando uma transformacéo na composicgéo protéica das

células germinativas (Kim et al., 2013).
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Em geral, em resposta a hipertermia alguns genes séo ativados (upregulados) para
desempenharem papéis defensivos ou reguladores que sdo necessarios para a defesa e
reparacdo celular (Neuer et al., 2000; Rockett et al., 2001). Rockett et al. (2001)
encontraram grupos de genes especificos expressos em resposta ao estresse térmico, tais
como genes de choque térmico (genes HSPSs), genes de resposta ao estresse ndo-HSP e
genes de sinalizacdo celular. A ativagdo dos genes HSPs levam a producéo de proteinas
de choque térmico (HSPs) e a extensao desta producdo depende da intensidade e duragédo
da exposicdo ao calor; quanto maior a temperatura e a exposi¢cdo, maior a quantidade de
HSPs produzidas (Legare et al., 2004).

Esse fenbmeno € conhecido como resposta ao choque térmico e é parte de um
mecanismo de protecdo inato conservado através da evolucdo. As proteinas de choque
térmico (HSPs) protegem as células do stress por calor por meio da ligacdo a proteinas
celulares, impedindo que sejam danificadas por desnaturacdo e incorreto dobramento
(Neuer et al., 2000; Rockett et al., 2001). Diante de um estresse térmico testicular o gene
Hsfl é ativado, iniciando a producdo da proteina Hsfl (fator de choque térmico 1)
intracelular. Esta proteina tem dois papéis paradoxais: primeiramente ativa rapidamente
a producdo de HSPs, promovendo assim a sobrevivéncia celular, e por outro lado ativa
vias de apotose quando héa extensivo dano celular, assegurando uma producéo de células
germinativas de boa qualidade (lzu et al., 2004; Widlak et al., 2007).

Henriksen et al. (1995) observaram uma reducdo no numero de células
germinativas em ratos criptorquidas e sugeriram que estas células estavam sendo
eliminadas por apoptose. Dois anos mais tarde Yin et al. (1997) confirmaram este
processo ao evidenciarem a apoptose em espermatdcitos primarios e espermatides
redondas ao utilizarem coloragdo histoquimica em laminas de testiculos danificados pela
hipertermia apds criptorquidia induzida. Apds esses estudos, outros pesquisadores que
avaliaram os efeitos da criptorquidia em animais, também encontraram aumento na
apoptose de células germinativas, causado pelo efeito permanente do estresse térmico no
DNA. O resultado revelou um declinio no peso dos testiculos e infertilidade (Setchell,
1998; Banks et al., 2005).

A exposicdo dos testiculos ao calor por imersdo do escroto em &gua aquecida
também resultou em morte de células germinativas por mecanismos apoptoticos em
macacos (Lue et al., 2003) e ratos (Rockett et al., 2001). A curta imersao do escroto em
banho quente a 43° C por 15-20 min foi suficiente para causar danos graves ao
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parénquima gonadal (Rockett et al., 2001). A lesdo do DNA € a principal acdo precursora
da apoptose nas células germinativas masculinas (Shaha et al., 2010).

Além do impacto direto a célula e ao DNA, o calor também pode desnaturar as
pontes citoplasmaticas necessarias para a sobrevivéncia celular e afeta a composicao do
fluido epididimario, dificultando a maturacdo adequada dos espermatozoides (Rockett et
al., 2001). A consequéncia mais significativa do estresse térmico no testiculo é a perda de
células germinativas via apoptose. Este evento também é conhecido como morte celular
programada tipo | e envolve alteracdes celulares identificaveis, como a fragmentacdo do
DNA, o encolhimento do volume celular e protrusdes da membrana plasmatica (Liu,
2010).

A ativacdo da apoptose pode ocorrer de duas diferentes maneiras: pela via
extrinseca (citoplasmatica) ou pela via intrinseca (mitocondrial). Estas vias (Figura 7) séo
essenciais para a regulacdo do crescimento celular e para eliminacdo de células com
defeitos induzidos por estresse genotdxico e ndo genotdxico (Vogelstein et al., 2000;
Shaha et al., 2010).

A via apoptdtica intrinseca é dependente das mitocdndrias, uma vez que os sinais
que sdo traduzidos em resposta ao insulto celular convergem principalmente para esta
organela (Desagher e Martinou, 2000; Hengartner, 2000). Iniciando esta via, 0 gene pro-
apoptético Bax responde ao estresse por calor aumentando a concentracdo de sua proteina
na membrana externa mitocondrial. Por outro lado, o gene anti-apoptotico Bcl-2 é
inativado por fosforilacdo, reduzindo a quantidade da proteina Bcl-2 na superficie dessa
organela. Uma vez inserida na membrana externa, a proteina Bax leva a mudancas
conformacionais e aumenta a permeabilidade mitocondrial, permitindo a liberagdo do
citocromo C no citosol. O citocromo C interage com Apaf-1 (Fator de Ativacdo da
Protease Apoptética 1) para formar um complexo, que ao se ativar, liga-se a caspase 9 e
ativa proteoliticamente a cascata de caspases 3, 6 e 7 (Gottlieb et al., 2000; Hikim et al.,
2003; Kim et al., 2013). O mecanismo de apoptose em celulas germinativas masculinas é
fortemente dependente da via intrinseca de ativa¢do do gene Bax e inativagdo do gene Bcl
(Gottlieb et al., 2000; Rucker et al., 2000).

A via apoptdtica extrinseca também ¢é iniciada apds a exposicdo da célula ao
estresse térmico. Sob esse estimulo a proteina de morte Fas se liga ao seu receptor FasL
na membrana plasmatica e ativa FADD (dominio de morte associado a Fas). Este
complexo ativa a cascata de caspases iniciadoras 8 e 10, culminando na ativacdo das
caspases efetoras 3, 6 e 7 (Liu, 2010; Vera et al., 2004).
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Também durante a hipertermia o gene p53, um supressor tumoral que aumenta a
expressdo de genes pro-apoptoticos, € deslocado para o ndcleo, onde se liga a0 DNA
causando a parada do ciclo celular. A proteina p53 participa da via extrinseca ativando
FADD, mas também atua na via intrinseca aumentando a expressdo de Bax e diminuindo
a expressdo de Bcl-2 (Yin et al., 1997; 1998; Gottlieb et al., 2000).

Estresse Térmico Testicular
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Figura 7. Ilustragdo simplificada das vias intrinseca e extrinseca de apoptose, ativadas pelo
estresse térmico testicular. A via intrinseca ¢ ativada quando a expressao de Bax supera a de Bcl2,
levando a modificagdes mitocondriais e favorecendo a liberagdo do citocromo C para o citosol.
Uma vez liberado o citocromo C se liga ao Apafl, formando um complexo que ativa Casp9 e
consequentemente a cascata de caspases efetoras (3,6 e 7). A via extrinseca € iniciada quando Fas
se liga ao seu receptor FasL, ativando FADD e consecutivamente as caspases 8 e 10, que por sua
vez ativardo as caspases efetoras. O gene p53 também € upregulado pelo calor, e ativara ambas
as vias de apoptose, assim como a Hsp70 em casos de extensos danos celulares. Quando as

caspases efetoras sdo ativadas o mecanismo de apoptose se completa (Arquivo Pessoal).
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Ambas as vias intrinsecas e extrinsecas convergem na cascata de caspase efetoras
3, 6 e 7, que clivam proteinas citoplasmaticas causando modificacdes celulares
responsaveis pela morte das células germinativas. As Hsp70, ativadas pelo Hsfl em
condicdes de estresse téermico, atuam inicialmente protegendo a célula das alteracdes pelo
calor e inativando o gene p53. Entretanto, em situacdes onde as lesbes se tornam
irreversiveis essas proteinas sdo moduladas de forma a ativarem a via intrinsica pela
ativacdo de Bax e extrinseca pela ativacdo de p53 (Rockett et al., 2001; Vera et al., 2005).

Como consequéncia final do estresse térmico testicular, observa-se danos ao
epitélio seminifero e producéo de células espermaticas morfologicamente anormais, além

de reducdo do nimero de células germinativas causada pela apoptose (Figura 8).

1 Metabolismo Celular Alteragdo na Expressdo Génica
Hipoxia
_— Danos Bioquimicos
Hipoglicemia - PTNs | DNA | RNA
1 ROS ]

\

Danos Teciduais

Apoptose

l

Figura 8. Diagrama proposto sobre os possiveis danos causado pelo estresse térmico ao
parénquima testicular. O incremento cal6rico da gonada leva a um aumento do metabolismo
celular e consequente aumento da demanda por oxigénio e glicose, que passam a nao ser supridos
adequadamente, culminando em hipdxia e hipoglicemia, respectivamente. Além disso, 0 aumento
do metabolismo eleva a producgéo de EROs, que em dado momento se sobrepde aos mecanismos
antioxidantes da célula. Tais eventos levam a danos bioquimicos como paralisacdo da producdo
proteica, desnaturacdo de proteinas, fragmentacdo de DNA e RNA e oxidacéo de lipidios. O calor
por si s6 também é capaz de causar danos bioguimicos, como desnaturacdo de proteinas e
enzimas, além de danos aos &cidos nucleicos. Finalmente, 0 estresse térmico leva a expressdo
génica de proteinas envolvidas em vias de apoptose. Todos os mecanismos relacionados ao efeito
do estresse térmico no testiculo convergem para o dano tecidual, producdo de espermatozoides

defeituosos e apoptose, resultando em subfertilidade ou infertilidade do macho (Arquivo Pessoal).



52

Entre alguns dos danos teciduais observados, destacam-se a reducdo da fluidez e
ruptura de membranas lipidicas, tumefacdo celular, incapacidade de manutencdo do
gradiente i6nico celular, diminui¢do do tamanho dos tibulos seminiferos e do nimero de
camadas do epitélio germinativo, aumento do tecido intersticial, vacuolizacdes
citoplasmaticas, nacleos picndticos, entre outros (Turner, 2007; Edwards, 2008; Yao et
al., 2016).

2.2.3. Diagnostico da DT

Identificar os mecanismos causais responsaveis pela infertilidade masculina ¢
desafiador devido aos inimeros processos que afetam a produgdo de gametas (Roser,
2008) e a auséncia de parametros individuais altamente preditivos para a fertilidade do
garanhdo representa a alta complexidade da fisiologia reprodutiva desta espécie (Ball,
2008a; Roser, 2008). Desta forma, a combinacao de diversas técnicas e métodos de
avaliagdo do sistema reprodutor e s€émen se torna imprescindivel para uma maior acuracia
diagnéstica (Voss et al., 1981; Casey, 1997).

Apesar da DT ser causada por inumeros estimulos e fatores diferentes, quase
sempre a resposta tecidual se manifesta clinicamente da mesma maneira: pela alteragao
do tamanho gonadal, da arquitetura histologica e da producdo anormal de
espermatozoides (Watson et al., 1994; Johnson et al., 1997). Assim, o diagndstico de
degeneracado testicular € bastante direto e conclusivo, entretanto a identifica¢do do fator
causal pode ser bastante laboriosa.

O diagnostico da DT geralmente € baseado no exame fisico, incluindo a inspecao
e palpacdo testicular, na avaliacdo seminal, além de especial atengdo ao historico clinico
geral e reprodutivo do animal (Beard, 2011). Uma historia completa ¢ necessaria antes
que se possa fazer um diagndstico de DT, uma vez que tanto clinicamente como
histologicamente esta condicao ¢ indistinguivel da hipoplasia testicular (Blanchard et al.,
1990; Turner, 2007). Os achados testiculares no exame fisico e histologico e as
caracteristicas do sémen sdo muito semelhantes entre essas duas condi¢des, ainda que a
libido ndo seja afetada (Watson et al., 1994; Birch, 2008).

A degeneracédo é uma condi¢do que acontece posterior ao nascimento e geralmente
tem natureza temporaria, devido a regeneracéo do epitélio seminifero quando o insulto é
removido. Em contraste a hipoplasia testicular é um defeito congénito irreversivel
(Watson et al., 1994). Na auséncia de uma histdria adequada, a diferenciacdo entre as

duas enfermidades pode ser impossivel (Blanchard et al., 1990; Beard, 2011).
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Um diagnostico preciso de DT comega com uma anamnese detalhada da atividade
reprodutiva do garanh&o, como informagdes sobre o manejo de coberturas/coletas de
sémen e indices de fertilidade. Além disso, a investigacdo da etiologia da DT se inicia
apurando no histérico possiveis fatores causais, como trauma do testiculo, doenca
associada com febre, administracdo de esteroides anabolizantes ou outras substancias que
afetam a gbnada. Nestes casos, geralmente o inicio da infertilidade é subito e intimamente
associado a causa (Birch, 2008).

O progndstico da fertilidade futura € geralmente melhor nos casos em que a causa
incitante pode ser identificada e removida, do que casos em que nao ha um fator aparente.
Os garanhdes, especialmente os mais velhos, que ndo apresentam historia de insulto
testicular conhecido, doenca sistémica e declinio da fertilidade ao longo do tempo, devem
ser considerados para DTI (Turner, 2003; Turner, 2007; Turner e Zang, 2012).

Na fase aguda do processo o testiculo degenerado inicialmente se apresenta
tumefeito e com consisténcia macia a palpacdo. Em seguida ocorre uma diminuigdo
paulatina do tamanho, caracterizada por atrofia e flacidez (Oristaglio-Turner, 2007). Com
a progressdo da degeneracdo e da atrofia gonadal, a flacidez vai dando lugar ao
enrijecimento do tecido testicular e, a medida que o processo se cronifica, os epididimos
tornam-se mais proeminentes e desproporcionais em relacdo a gonada (Blanchard et al.,
2001). A exposicao testicular ao calor leva a redugdo do peso, da massa e circunferéncia
escrotal (Setchell et al., 1998). Ratos expostos a um ambiente a 35° C por quatro dias
(Meistrich et al., 1973) e submetidos a imersao escrotal em banho-maria a 43° C por 15
minutos (Queiroz et al., 2013) apresentaram diminui¢do do peso testicular nos dias
subsequentes ao estresse térmico. De modo semelhante, a exposi¢do de ovinos a um
ambiente aquecido durante 14 dias provocou uma reducido de 70% do peso testicular
(Gomes et al., 1971).

A diminui¢do progressiva da fertilidade apos o insulto testicular € um sinal clinico
comum a todos os equinos com DT (Turner, 2007), entretanto, em casos onde o
monitoramento da qualidade seminal ndo ¢ realizado ou o manejo de coberturas naturais
¢ utilizado, esta queixa pode ocorrer tardiamente, quando os indices de fertilidade do
plantel j& estdo gravemente afetados (Blanchard e Varner, 1997). A redugdo da fertilidade
esta relacionada a baixa qualidade seminal de pacientes com DT (Blanchard et al., 2000),
uma vez que a reducao da motilidade total e progressiva, bem como o aumento de defeitos
espermaticos (cabecas destacadas e anormais, gotas proximal e distal, anormalidade geral

da parte média e caudas enroladas) estdao associados a um menor indice de prenhez, como
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demonstrado por Love (2011).

O decréscimo da motilidade e concentracdo espermatica € o numero de
espermatozoides morfologicamente normais, representam bons indicativos do processo
de degeneracao da gonada (Sieme, 2009). Com o agravamento do processo, o garanhdo
pode se tornar oligo ou azoospérmico (Blanchard e Varner, 1993) e se observa células
germinativas (células redondas) e células gigantes multinucleadas no ejaculado (Watson
et al., 1994; Blanchard ¢ Johnson, 1997; Blanchard et al., 2001).

Friedman et al. (1991) realizaram o primeiro experimento em equinos para avaliar
os efeitos da hipertermia testicular nos parametros espermaticos € observaram
diminui¢des da motilidade total e progressiva e do nimero total de espermatozoides por
ejaculado. Os autores demonstraram, ainda, que a extensao desses danos ¢ proporcional
ao tempo de permanéncia do insulto térmico. Alguns anos mais tarde, em experimento
semelhante, Blanchard et al. (1996) observaram também diminui¢do da motilidade
progressiva e concentragao espermatica no ejaculado de garanhdes maduros, refor¢ando
a consisténcia desses resultados.

Uma baixa producdo diaria de espermatozoides (DSO/ml), conjuntamente a uma
baixa porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais no ejaculado tém sido
recomendados como bons indicadores da possivel presenca de DT (Love et al., 1991;
Thompson et al., 2004; Turner, 2007). A DSO ¢ medida pela coleta de s€émen por no
minimo sete dias consecutivos, em garanhdes em repouso sexual, a fim de esgotar as
reservas extra-gonadais. O valor médio da concentracdo espermatica nos tltimos trés dias
de coleta ¢ utilizado para representar a DSO/mL real (Thompson et al., 2004).
Adicionalmente, a DSO/mL pode ser predita dividindo o nimero total de espermatozoides
no ejaculado pelo volume testicular total (Turner, 2007), ou aplicando a féormula de
regressdo DSO = 0.024 x (volume testicular esquerdo + volume testicular direito) -
0,76 (Love et al., 1991). Quando a DSO/mL de um garanhao declina progressivamente
ao longo do tempo ou o valor ndo corresponde ao esperado de acordo com o volume
testicular apresentado, o diagndstico de DT deve ser considerado (Love et al., 1991;
Thompson et al., 2004; Turner, 2007). A eficiéncia espermatogénica pode ser representada
como uma porcentagem, e ¢ determinada pela formula Eficiéncia Espermatogénica =
(DSO real/DSO predita) x 100 (Varner et al., 2008).

Na medicina também se observa diminui¢ao na producao de espermatozoides
apos estresse térmico testicular. O aumento da temperatura corporal apods pirexia

(MacLeod e Hotchkiss, 1941), ou aquecimento local dos testiculos (Watanabe, 1959,
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Tokuyama, 1963) ¢ seguido por uma diminui¢do na concentracao de espermatozoides no
sémen entre trés e onze semanas mais tarde em homens. Procope (1965) e Brown-
Woodman et al. (1984) avaliaram a qualidade seminal apds exposi¢ao de pacientes a
sauna ¢ French et al. (1973) avaliaram apos hipertermia local do escroto e todos eles
observaram uma diminui¢do no numero de espermatozoides dentro do periodo de uma
semana apds o aquecimento.

Dentre os sinais clinicos observados no espermiograma de pacientes com DT, a
elevacao da porcentagem de gametas defeituosos ¢ um dos achados mais classicos. Na
espécie bovina, o incremento caldrico corporal, apds exposi¢ao a temperaturas ambientais
elevadas, produziu aumento dos defeitos e morte de espermatozoides, com aparecimento
no ejaculado dentro de uma semana e persistindo até 60 dias do insulto (Casady et al.,
1953; Skinner e Louw, 1966). Resultado semelhante foi observado por Kastelic et al.
(1995) e Fernandes et al. (2008) quanto a morfologia espermadtica apds indugdo de
hipertermia local. Entre os resultados relevantes, ocorreu a diminui¢do da porcentagem
de espermatozoides normais ¢ o aumento da incidéncia de defeitos na regido da cabeca e
peca intermediaria. Entretanto, ndo houve modificagdes na incidéncia das anormalidades
de cauda. O aumento do aparecimento de gotas foi observado por Kastelic et al. (1995)
mas nao por Fernandes et al. (2008).

Em equinos o nimero de espermatozoides normais decresceu a partir da segunda
semana, atingiu menores valores entre os dias 20 e 40 e retornou a valores normais por
volta do dia 55 pds-insulacao (Friedman et al., 1991). Blanchard et al. (1996) observaram
diminui¢do da porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais no sémen ja
na primeira semana, menores valores sendo alcangados apds trés semanas e retorno a
valores anteriores ao insulto apds sete semanas do estresse térmico escrotal. Ambos os
autores (Friedman et al., 1991; Blanchard et al.; 1996) relataram que a evolugdo dos
parametros de cinética e morfologia espermatica ndo seguiram um padrao uniforme entre
os garanhoes avaliados, sendo a resposta individual ao insulto térmico escrotal bastante
variavel.

Vogler et al. (1993) ao observaram que a motilidade e integridade acrossomal de
espermatozoides bovinos decrescem entre a primeira e segunda semana apos o insulto
térmico escrotal, concluiram que os espermatozoides contidos no epididimo também
sofrem prejuizos com a elevacao da temperatura testicular. Love e Kenney (1999)
avaliaram os efeitos da insulagdo escrotal na estrutura da cromatina espermatica (SCSA)

de garanhdes e demonstraram que a susceptibilidade do DNA do espermatozoide a



56

desnaturagdo ¢ dependente do estagio celular espermatogénico em que a célula
germinativa/espermatozoide se encontrava no momento do insulto. Ao observarem
maiores indices de desnaturagdo do DNA entre os dias 10 ¢ 24 ¢ entre os dias 38 ¢ 46
apo6s insulagdo escrotal, concluiram que os estagios celulares mais afetados pelo insulto
térmico correspondem as espermatides e espermatocitos primarios.

A ultrassonografia modo-B e Doppler sdo ferramentas uteis na avaliagdo
reprodutiva de garanhdes, sendo uma técnica interessante na investigacao de causas que
antecipam a DT, como no caso de tumores e distirbios circulatorios que levam ao
acumulo de liquido (Ball, 2008a). Em casos cronicos de DT, pode-se observar aumento
generalizado da ecogenicidade, redu¢do do tamanho e da circulagdo do parénquima
testicular, exemplificado pela perda de visibilidade da veia central. As artérias que
penetram na tnica albuginea também podem aparecer mais proeminentes na periferia
dos testiculos, devido a uma reduc¢do no fluxo sanguineo do parénquima testicular (Love
e Varner, 1998).

A mensuragao rotineira dos testiculos pode facilitar a identificacdo precoce de DT,
com a observacdo da diminui¢do de alguma medida ou volume total (Turner, 2007). O
tamanho testicular ¢ tdo hereditario em garanhdes como ¢ em touros e esse parametro
correlaciona-se fortemente com a producdo de espermatozoides (Birch, 2008).
Recomenda-se que as medidas testiculares de garanhdes em atividade sexual sejam
obtidas e registradas pelo menos uma vez por ano, de forma a serem parametros de
consulta em casos de suspeita de diminui¢ao do testiculo. Da mesma forma, o habito de
registrar os parametros seminais € de grande valia no auxilio diagndstico em casos de
suspeita de DT (Blanchard e Varner, 1993; 1997).

As mensuracdes podem ser obtidas com paquimetro ou por ultrasonografia e
devem incluir a medida do comprimento, largura e altura de cada testiculo. Estas medidas
devem ser utilizadas para calcular o volume testicular e para determinar se o garanhao
esta produzindo nimeros de espermatozoides adequados para seu volume testicular (Love
et al.,, 1991). Em um estudo de Bailey et al. (1998) as medidas testiculares foram
avaliadas por paquimetro e ultrassom em touros para determinar qual método era o mais
exato. Verificou-se que as medidas do comprimento realizadas com o paquimetro foram
mais confidveis do que os comprimentos derivados do ultrassom.

O volume de um unico testiculo pode ser calculado utilizando a formula Vo/lume
Testicular Individual = 0,053 x comprimento x largura x altura e o volume testicular

total ¢ obtido somando o volume do testicular direito ao esquerdo (Love et al., 1991).
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Em carneiros, dois estudos que avaliaram modificacdes na irrigagdo sanguinea
testicular ap6s insulacdo escrotal, observaram discreta elevacdo do fluxo sanguineo
gonadal nas primeiras 24 horas pos-insulto, mas em seguida os valores retornaram as
taxas originais (Dutt et al, 1977; Mieusset et al, 1992). Entretanto, um estudo em ratos
demonstrou que o aquecimento escrotal a 43° C por 30 minutos resultou em uma redugao
significativa no fluxo sanguineo por testiculo. O fluxo sanguineo testicular decresceu
acompanhando o peso testicular, entre os dias 2 e 4 e atingindo valores minimos entre os
dias 14 e 21 apos o aquecimento. Tanto o fluxo sanguineo por testiculo como o peso
testicular comecaram a se recuperar 35 dias e alcangaram a normalidade aos 56 dias apos
o tratamento térmico, embora o peso testicular ainda estivesse ligeiramente reduzido neste
momento (Galil e Setchell. 1988).

Apesar de algumas pesquisas terem encontrado variagdes hemodindmicas, a
maioria dos estudos em ratos e carneiros, que avaliaram o fluxo sanguineo total ou capilar
através do testiculo em condigdes de estresse térmico gonadal, indicaram que o fluxo
sanguineo através do testiculo ndo aumenta até que a temperatura do testiculo alcance
valores muito acima da temperatura corporal (Waites and Setchell, 1964; Setchell et al,
1966; Waites et al, 1973; Godinho and Setchell, 1975; Damber and Janson, 1978; Setchell
et al, 1995). No entanto, a medida que o peso dos testiculos diminui, a tendéncia do fluxo
sanguineo por testiculo ¢ diminuir na mesma proporcao, isto €, o fluxo sanguineo se
adapta a nova unidade de peso da gonada masculina (Galil e Setchell, 1988).

O indice Doppler de resistividade (IR) indica a resisténcia do fluxo sanguineo
causado pelo leito microvascular distal ao local de medicdo. Ja o indice de pulsatilidade
(PI) quantifica a pulsatilidade da forma da onda. Os aumentos do IR e PI indicam
diminuicdo da perfusdo do tecido avaliado. No entanto, o IR ¢ o indice mais sensivel e
comum utilizado na deteccdo de distirbios do fluxo sanguineo testicular em humanos
(Biagiotti et al., 2002). Em termos gerais, esses parametros aumentam nos processos
isquémicos ou degenerativos, bem como nos testiculos atréficos e diminui nas condig¢des
inflamatorias devido a hiperemia (Jee et al., 1997, Lefort et al., 2001, Ekerhovd e
Westlander, 2002).

Recentemente, dois outros parametros de fluxo sanguineo estao sendo usados em
andrologia: total de fluxo sanguineo arterial (TABF) e taxa de fluxo sanguineo arterial
total (TABF rate). Estes parametros, especialmente o ultimo, sdo melhores indicadores
de perfusao testicular e sdo afetados por disturbios vasculares mais cedo do que os indices

tradicionais (Tarhan ef al., 2003).
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Nos garanhdes, os indices Doppler (PI e RI) apresentaram correlagdo negativa
com o numero total de espermatozoides e com o nimero total de espermatozoides
morfologicamente normais com motilidade progressiva (Pozor et al., 2014). O RI
aumenta significativamente em homens oligospérmicos ¢ ¢ menor nos homens com
contagem normal de espermatozoides (Pinggera et al. 2008).

Microscopicamente a aparéncia histologica da DT ¢ evidenciada pela diminui¢ao
do didmetro e espessura dos tibulos seminiferos, mineralizacdo e espessamento da
membrana basal tubular, vacuolizacdo citoplasmatica, picnose nuclear, fibrose
intersticial, diminui¢do do nimero e descamacgao de células germinativas, desorganizagao
do epitélio seminifero, atividade espermatogénica diminuida ou ausente ¢ tibulos
seminiferos apresentando poucos ou raros espermatozoides, principalmente nos estagios
mais avangados da doenca (Blanchard, 2001; Oristalgio-Turner, 2007; Edwards, 2008).
Ocorre, uma gradativa diminui¢do no nimero de espermatdcitos, espermatides e, em
quadros severos, de células de Sertoli (Sieme, 2009), formacdo de células gigantes
intratubulares, espermiostase, hemorragia, e hiperplasia de células Leydig (Watson et al.,
1994; Gehlen et al., 2001; Turner, 2007).

Ha ainda em casos mais severos a perda completa ou redugdo da espermatogénese,
espessamento hialino do intersticio, ondulagdo da membrana basal, como resultado do
colapso dos tibulos seminiferos (Gehlen et al., 2001; Turner, 2007). O tecido fibroso pode
se tornar abundante e calcificado e os tibulos seminiferos ficam quase desprovidos de
células espermatogénicas, restando apenas células de sustentagdo (Humphrey e Ladds,
1975).

E importante evidenciar que testiculos normais podem ter algumas areas focais de
anormalidades na espermatogénese. Portanto, a porcentagem do parénquima testicular
que ¢ afetada e a gravidade das lesdes histologicas devem ser consideradas antes do
diagnostico de DT (Birch, 2008). A biopsia e a citologia aspirativa por agulha fina sao
uteis nos quadros de DT grave acompanhada de azoospermia que impede uma avaliagao
testicular através do exame androldgico, fornecendo informagdes quanto a funcionalidade
dos testiculos através da avaliagdo da espermatogénese (Leme e Papa, 2002).

As alteracdes histologicas descritas anteriormente s6 podem ser visualizadas
mediante realizagdo de bidpsia, permitindo um diagndstico conclusivo do quadro
(Metcalf, 2007; Turner, 2007; Ball, 2008a). Entretanto, a utilizacdo da biopsia testicular
raramente € realizada, uma vez que pode levar a danos no parénquima funcional testicular,

hemorragia e desencadeamento de autoimunidade (Veeramachaneni et al., 1986;
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DelVento et al., 1992). Contudo, em alguns casos clinicos, como na investigacdo da
etiologia da azoospermia, a biopsia ¢ uma das poucas ferramentas de diagnostico
disponiveis (Gehlen et al., 2001) e Faber e Roser (2000) demonstraram que as bidpsias
testiculares podem ser realizadas com seguranga ¢ com danos minimos ao restante do
parénquima testicular.

As variagdes nos niveis sistémicos de hormonios envolvidos no eixo hipotalamo-
hipofise-gonadal em machos com DT tém sido discutidas por diversos autores, com
resultados bastante variaveis (Blanchard et al., 1996; 2000; Alves et al., 2016).

Os niveis hormonais periféricos nao sao bons preditores de DT leve/moderada, ja
que ha significativa variacao entre garanhdes saudaveis, assim como em garanhdes com
reducdo de fertilidade (Blanchard e Varner, 1993). Algumas células sdo mais afetadas do
que outras pelo estresse térmico escrotal; geralmente em casos brandos desta enfermidade
somente as células germinativas sdo afetadas, entretanto, em casos extremos pode ocorrer
perda de células somaticas do parénquima testicular afetando a esteroidogénese (Setchell,
1998).

Mudangas na func¢ao enddcrina apos indugdo da hipertermia testicular tem sido
descrita em diversas espécies. Em ratos o criptorquidismo experimental resultou em
elevacao das secre¢des de FSH e LH, enquanto os niveis de inibina decresceram até quase
nao serem detectaveis (Jegou, 1991; Walsh e Swerdloff, 1973; Seethalakshmi e
Steinberger, 1983; Bergh e Damber, 1984). Em homens a hipertermia escrotal também
estd associada com o aumento das concentragdes periféricas de FSH e LH, mas ndo nas
concentracgoes de testosterona. Em garanhdes criptorquidas bilaterais as concentracdes de
estrogeno total parecem ser maiores e de androgenos totais menores do que em garanhdes
normais (Ganjam e Kenney, 1975).

Friedman et al. (1991) observaram um efeito agudo da insula¢do escrotal em
garanhdes sobre os niveis periféricos hormonais nos primeiros cinco dias pés-insulto. A
concentracdo plasmatica de inibina, estradiol e estrégeno conjugado decresceram
enquanto as concentragcdes plasmadticas de testosterona se elevaram apoOs o insulto
térmico. Entre 10 e 40 dias ap0s a hipertermia testicular os niveis de FSH, LH e estrogeno
conjugado se elevaram, quando a espermatogénese sofreu maiores prejuizos pelo insulto
térmico. Apods a diminuicao inicial dos niveis de inibina, ocorreu uma elevacao nos niveis
desse hormonio a partir do dia 25 pds-insulagdo e se estendeu até os 40 dias de avaliacao.

Em contraste aos resultados encontrados pelos autores anteriores, Blanchard et al.

(1996) observaram elevagdo de LH e redugdo de testosterona imediatamente apds a
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insulagdo testicular de garanhdes por insulados por 36 horas. Passado as horas iniciais, as
concentragdes de LH e testosterona se normalizaram. Contudo, as concentragdes de LH
voltaram a se elevar na fase de recuperacao testicular (8 semanas pds-insulagdo). Esses
autores também observaram aumento dos niveis plasmaticos de FSH e diminui¢do dos
niveis de estrogénios em garanhdes com baixa fertilidade relacionada a DT.

Em ratos submetidos a insulagdo escrotal durante 28 dias foram observadas
modifica¢des progressivas nas concentragcdes hormonais plasmaticas periféricas. Durante
a primeira semana, os niveis de FSH foram elevados e de testosterona reduzidos. Apos
sete dias de insulacdao, os valores de LH se elevaram, embora os niveis médios de
testosterona permaneceram inalterados. Apos 14 dias de estresse térmico escrotal, os
niveis médio e basal de testosterona foram significativamente reduzidos enquanto os
valores médios de LH foram elevados (Byers e Glove, 1994). Esses resultados
corroboram com os achados de Alves et al. (2016), que notaram reducao dos niveis séricos
de testosterona durante 90 dias de observagdo em carneiros submetidos a hipertermia
escrotal, em relagdo ao grupo controle.

Altos niveis plasmaticos de FSH e LH com baixo estradiol sdo frequentemente
uteis no diagnostico de DT em garanhdes (Burns e Douglas 1984, Douglas e Umfenour,
1992) e o diagndstico de altas concentragdes plasmaticas de FSH em homens ¢
considerado um indicio de lesdo irreversivel ao epitélio seminifero (Krester et al., 1974).
Garanhodes subférteis/inférteis mais severamente afetados por DTI apresentaram niveis
elevados de LH e FSH no plasma sanguineo, diminui¢ao dos niveis plasmaticos de inibina
e estradiol e diminuicdo das concentracdes intratesticulares de inibina (Roser, 1995;

Stewart e Roser, 1998).

2.2.4. Tratamento da degeneracio testicular

Nao ha tratamento conhecido comprovado para DT. Se a causa da degeneracao ¢
conhecida e essa causa primadria for removida, podera haver gradualmente uma melhora
na qualidade seminal nos proximos dois meses (Blanchard e Varner, 1993; Turner, 2007),
periodo necessario para que o ciclo espermatogénico pds-insulto gere espermatozoides
sadios (Birch, 2008), ou pelo menos, evitara a progressdo da doenca (Turner, 2007). Em
casos muito graves de DT, pode ser necessarios mais de cinco meses para recuperagao e
retorno a funcdo reprodutiva (Blanchard e Varner, 1993). Entretanto, o prognostico
reprodutivo ¢ varidvel, pois enquanto alguns animais apresentam retorno da fertilidade ao

mesmo nivel de antes do insulto, em outros casos pode ndo haver total recuperagdo



61

(Turner, 2007).

Existem alguns relatos na literatura de tratamentos bem-sucedidos com GnRH em
garanhdes com infertilidade. Entretanto, esses resultados ndo foram repetidos em estudos
controlados para DT (Evans e Finely, 1990; Shiner et al., 1993). Sendo a etiologia do
processo na maioria das vezes relacionada a um dano tecidual local por morte celular e
danos oxidativos, qualquer terapia hormonal ndo traria beneficios (Alvarenga e Papa,
2010).

Ha descrigdes na literatura sobre os efeitos benéficos da suplementacao com
antioxidantes soltiveis em gordura sobre a qualidade do s€men em garanhdes, como por
exemplo, o dcido docosaexaendico (DHA) que consiste em um acido graxo poliinsaturado
(PUFA) (Brinsko et al., 2005). No entanto, os efeitos deste tratamento em garanhdes com
problemas de fertilidade ainda ndo foram determinados. Turner et al. (2007) sugeriram
um possivel efeito benéfico na qualidade seminal e fertilidade de garanhdes
suplementados com nutracéuticos contendo DHA ou substancias semelhantes. Em ratos
os efeitos benéficos dos PUFAs foram demonstrados por Castilho et al. (2015), quanto a
capacidade em reduzir os danos oxidativos causados pela hipoxia intermitente. Este efeito
foi demonstrado mediante elevacdo da atividade antioxidante das enzimas (SOD e GPx)
no testiculo e da atividade antioxidante no plasma sanguineo.

Estudos em homens e ratos com disfungdes na espermatogénese demonstraram
que o tratamento com pentoxifilina, foi eficiente em aumentar a motilidade total,
progressiva e concentragdo espermatica (Moein et al., 2005; 11; Yao et al., 2016). Outro
estudo demonstrou que a associacao de PTX com zinco e 4cido folico foi eficiente em
reduzir a porcentagem de espermatozoides morfologicamente anormais no sémen de
homens com varicocele (Oliva et al., 2009). Além disso, a PTX foi eficiente em aumentar
o fluxo sanguineo testicular em ratos submetidos a tor¢ao testicular apos a reverdao do
processo (Savas et al., 2002).

Devido a auséncia de tratamento comprovado para DT, algumas pesquisas foram
realizadas visando minimizar os efeitos desta condi¢do na fertilidade, por meio da adog¢ao
de algumas estratégias de manejo de cobertura/inseminacdes e do processamento do
sémen (Hinrichs e Choi, 2000; Varner et al., 2008; Mari et al., 2011; Blanchard et al.,
2012).

Eguas a serem inseminadas com o sémen de garanhdes com DT devem ser
frequentemente examinadas a fim de se identificar o momento mais préximo da ovulagao,

uma vez que a longevidade desses espermatozoides ¢ reduzida. Além disso, garanhdes
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com baixa qualidade espermatica podem ser beneficiados com técnicas avancadas de
reproducdo assistida, como pela injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI)
(Hinrichs e Choi, 2000).

Varner et al. (2008; 2011) e Blanchard et al. (2012) avaliaram métodos de
manipulagdo de sémen para garanhdes subférteis com baixa qualidade seminal,
objetivando aumentar a fertilidade desses animais e aumentar suas vidas reprodutivas. Os
métodos avaliados incluiram a centrifuga¢do em gradiente de selecdo espermatica,
centrifugacao com coloide no fundo do tubo e a inseminagdo na extremidade do corno
uterino, proximo ao momento da ovulagdo. A sele¢do espermatica se mostrou eficiente
em remover espermatozoides com defeitos ndo compensatorios, prevenindo a competicao
com espermatozoides sadios. Entre os espermatozoides com morfologia anormal que
foram eficientemente removidos estdo os com defeitos em cabeca, peca intermediaria e
cauda. Além disso, a centrifugacdo com solug¢do coloidal no fundo do tubo reduziu a
compactagdo espermatica ¢ aumentou a qualidade do sémen apds esse processamento.
Entretanto, Blanchard et al. (2012) ndo observaram diferencas nos indices de fertilidade
entre o sémen processado e ndo processado, utilizando baixa dose inseminante na
extremidade do corno uterino, apesar de verificarem melhoria da qualidade seminal. Ja
Mari et al. (2011) observaram que a utilizagdo de gradiente de sele¢do espermatica no
processamento de ejaculados de garanhdo subfertil-oligospérmico permitiu uma taxa de

prenhez normal por ciclo em um programa de reprodu¢do comercial.

2.2.4.1. Pentoxifilina

A pentoxifilina (formula molecular: Ci3Hi1sN4O3) € um fdrmaco derivado da
metilxantina (Figua 6), cuja principal finalidade ¢ de aumentar a perfusdo sanguinea
periférica. Essa ag¢do se deve ao aumento da capacidade de deformacdo das células
vermelhas do sangue (efeito conhecido como hemorreoldgico), por atuar na fosforilagao
e ligacdo cruzada de proteinas da membrana plasmatica, aumentando sua maleabilidade
(Ward e Clissold, 1987). Além disso, esse medicamento promove reducdo da viscosidade
do sangue, diminui¢do do potencial para a agrega¢ao de plaquetas e formagao de trombos
e aumenta a sintese de prostaglandina, que ¢ uma potente substancia vasodilatadora

(Collingridge e Rockell, 2000; Meru et al., 2006).
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Figura 9. Férmula estrutural bidimensional (A) e tridimensional (B) da pentoxifilina (Fonte:

https://es.wikipedia.org/wiki/Pentoxifilina, acessado em 05/03/2017).

Associado a acdo circulatéria, a PTX possui uma série de propriedades
imunoldgicas. A acdo inibitoria da enzima fosfodiesterase promove a hidrolise de
nucleotideos ciclicos, resultando no aumento dos niveis de AMP ciclico intracelular,
ativacdo de Proteina Kinase A (PKA), inibicdo da sintese de fator de necrose tumoral
(TNF) e leucotrienos, inibicdo de transcricdo proteica de citocinas pré-inflamatorias e
estimulacdo da transcricdo de citocinas anti-inflamatdrias (Ward e Clissold, 1987;
Rieneck et al., 1993; Neuner et al., 1994; Deree et al., 2008). Com isso, o efeito final é a
reducdo da resposta inflamatoria (Pozor, 2011). Esse efeito é observado em sua a¢do anti-
apoptotica, anti-carcinogénica, miorrelaxante e na melhoria da funcdo cardiaca
(Collingridge e Rockell, 2000).

A PTX ¢ indicada ainda em alteracOes respiratorias, pois inibe receptores de
adenosina na superficie celular, modulando a atividade da adenilato ciclase, reduzindo a
constricdo de vias aéreas e inibindo a liberacao de histamina por mastécitos nessa regido
(Ward e Clissold, 1987; Marques et al., 1999).

Esse farmaco tem sido amplamente utilizado na medicina, principalmente no
tratamento de alteracfes circulatorias, como nos casos de claudicacdo intermitente,
resultante da obstrucdo de artérias nos membros inferiores (Meru et al., 2006), em
pacientes com diabetes mellitus no intuito de minimizar os efeitos na irrigacdo sanguinea
de tecidos periféricos (Piryaei et al., 2015), em enfermidades neuroldgicas decorrentes de
alteracdes vasculares como a deméncia, na prevencao de acidentes vasculares cerebrais e
pode ser utilizada no controle circulatério de pacientes com anemia falciforme (Ward e
Clissold, 1987). Também tem sido utilizada no tratamento de nauseas e dores de cabeca
causadas por mudangas de altitudes, tratamento de hepatite, presumivelmente atraves de
sua capacidade de inibir TNF-a, e associada a outros farmacos, reduz a extensdo das
les@es fibrdticas em casos de cancer de mama e endometriose (Delaninan et al., 2005).

Na medicina veterindria a PTX foi introduzida baseada nas aplicacdes terapéuticas
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em humanos, ¢ tem sido intensamente utilizada em caes para tratamentos dermatologicos
(Olivry e Mueller, 2003; Singh et al., 2010), em casos de lesdes neurologicas (Durgut et
al., 2004) e hepaticas (Creamer et al., 2001). Nos equinos este medicamento tem sido
empregado nos casos de endotoxemia (Baskett et al., 1997), laminite (Barton, 2011),
placentite (Bailey et al., 2010) e endometrite (Tsunoda et al., 2014).

Na medicina tem sido, ainda, utilizada em centros de reproducao assistida nas
diversas biotécnicas da reproducdo, como na fertilizagdo in vitro, inje¢do
intracitoplasmatica de espermatozoides e no preparo de s€émen para inseminagao artificial
antes ou apods a descongelagdao (Yovich, 1993; Brennan e Holden, 1995; Stanic et al.,
2002; Esteves et al., 2007).

O desenvolvimento da motilidade espermatica estd associado ao aumento dos
niveis intra-espermaticos de mediadores responsaveis pela ativacdo dessa célula, como
ions de hidrogénio (H"), AMPc e ions célcio (Hoskins et al., 1978; Kann e Serres, 1980).
Dessa maneira, o efeito da PTX na qualidade seminal pode ser explicado por seu
mecanismo de a¢do de inibi¢ao da fosfodiesterase com consequente aumento intracelular
de AMPc, levando a ativagdao e aumento da motilidade espermatica (Yovich, 1993;
Calogero, 1998). Além disso, em concentracdes elevadas, essa substancia promove a
fosforilagdo da tirosina, levando ao inicio da capacitagdo espermatica, de modo que na
presenga dela, o fendbmeno ocorre em uma velocidade dose-dependente enquanto que em
sua auséncia ocorre de forma tempo dependente (Visconti et al., 1995). Outro efeito
benéfico que a PTX promove na qualidade seminal ¢ a reducdo da formacao de espécies
reativas de oxigénio (EROs), por neutralizar formas de peroxidos do meio e elevar niveis
de AMPc, levando a uma inibicao da via das ciclooxigenases (Gavela et al., 1991).

Em equinos a PTX foi estudada como um estimulante de motilidade no sémen
refrigerado (Goular ef al., 2004), no sémen descongelado (Gradil e Ball, 2000; Marques
et al., 2002) e nos espermatozoides recuperados da cauda do epididimo (Guasti et al.,
2013). O baixo estado metabolico dos espermatozoides apos a descongelacdo acarreta a
presenca de uma grande proporcao de células espermdticas imoveis com a membrana
integra. Assim, a adi¢do de pentoxifilina ao sémen descongelado parece melhorar os
padrdes de movimento espermadtico (Makler et al., 1980).

A PTX tem sido utilizada também na terapia de homens subférteis com resultados
promissores. Um estudo conduzido por Shill (1982) avaliou homens com problemas de
fertilidade, sendo 25 deles devido a baixa motilidade espermatica e 40 devido a

oligospermia. Os pacientes foram tratados com pentoxifilina oral durante 90 dias e ao
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término do tratamento foi observado aumento da motilidade progressiva no grupo
astenozoospérmico, no grupo oligospérmico foi notado apenas um aumento no volume e
nos niveis de frutose do ejaculado, sem diferencas quanto as caracteristicas espermaticas.
Estudo semelhante realizado por Moein et al. (2005) avaliou o efeito do tratamento oral
com PTX por um periodo de trés meses em homens astenozoospérmicos e, semelhante
ao estudo anterior, foi observado aumento significativo da motilidade progressiva.

Estudos moleculares e genéticos tém fornecido uma visdo mais aprofundada a
respeito das causas de reducdo da qualidade seminal e funcdo espermatica em homens
com alteracfes que levam a degeneracdo testicular, como na varicocele. O aumento da
temperatura gonadal leva a um aumento do processo de apoptose em células germinativas
em desenvolvimento, resultando em reducdo da concentracdo espermaética, além de
aumentar os niveis de EROs, que leva a reducdo da motilidade espermatica. Outro efeito
é 0 aumento da concentracdo de agentes tdxicos, tais como cadimo no plasma seminal, o
que pode levar ao aparecimento de espermatozoides morfologicamente anormais
(Marmar, 2001). Dessa forma, os efeitos da PTX na qualidade seminal de homens com
alteracdes testiculares foram atribuidos principalmente a melhorias da vascularizacdo
testicular, integridade de DNA e equilibrio do estresse oxidativo (Oliva et al., 2009;
Pozor, 2011).

Yao et al. (2016) observaram que administracdo oral de PTX minimizou as
alteragdes patologicas no testiculo e aumentou a qualidade seminal apds indugdo de
hipoxia intermitente em ratos. Esse efeito foi atribuido ao aumento da atividade
antioxidante sanguinea e testicular, maior motilidade e densidade espermatica, além de
menor desorganizacao e esfoliacao de células do epitélio seminifero nos animais tratados
com o farmaco. Enquanto a hipoxia intermitente diminuiu a atividade de enzimas
esteroidogénicas a pentoxifilina reverteu esse efeito e preveniu mudangas morfoldgicas
das células de Sertoli, observadas no grupo nao tratado.

Queiroz et al. (2013) avaliaram os efeitos da pentoxifilina na regeneragao
testicular de ratos apos estresse térmico testicular. Nos dias 3, 7 e 15 apds o insulto
térmico, a analise histopatoldgica mostrou degeneragdo testicular na maioria dos animais
submetidos ao estresse escrotal por calor. No entanto, os animais tratados com 50 mg/kg
de pentoxifilina apresentaram lesdes patologicas menos graves e alguns estagios do ciclo
do epitélio seminifero preservados. Ja os animais tratados com 100 mg/kg de pentoxifilina
ndo apresentaram degeneracdo testicular e todos os estagios do ciclo do epitélio

seminifero estavam presentes aos 60 dias pods-choque térmico. Os animais que ndo foram



66

tratados sO apresentaram recuperagdo parcial da espermatogénese entre os dias 30 e 60
pos-insulto. A pentoxifilina, ainda, inibiu a apoptose das células germinativas aos 30 e 60
dias pos-choque térmico quando se utilizou a dose de 100 mg/kg. No entanto, a
pentoxifilina ndo preveniu reducdes do peso testicular e das concentragdes periféricas de
testosterona, que foram notadas em todos os grupos apés hipertermia escrotal.

Em equinos apenas um estudo realizado por Pozor et al. 2011, avaliou o efeito da
suplementacdo oral de PTX na qualidade seminal e perfusdo testicular em garanhdes
sadios. Nele, seis garanhdes Mini-horse foram suplementados com o farmaco, em um
primeiro momento, por apenas trés dias. Durante e ap6s uma semana do término do
tratamento houve aumento significativo da perfuséo testicular, mas a qualidade seminal
ndo foi afetada significativamente. O mesmo achado foi encontrado quando esses animais
foram suplementados durante um periodo de 60 dias, durante e no més seguinte ao
tratamento.

Em estudo similar, Moein et al. (2005) demonstraram que o tratamento oral de
homens inférteis com pentoxifilina, que apresentavam baixa motilidade espermatica
decorrente ou ndo de varicocele, apresentaram melhora significativa da porcentagem de
espermatozoides rapidos. Com isso, concluiram que o tratamento oral com este farmaco
¢ util para a melhoria dos problemas de movimento espermatico em pacientes com
ejaculados astenozoospérmicos, além do beneficio a pacientes com varicocele.

Oliva et al. (2009) examinaram o efeito de 12 semanas de administracdo oral
diaria de pentoxifilina associada ao sulfato de zinco e acido félico na qualidade do sémen
de 36 homens com histérico de infertilidade associada a varicocele. Apos quatro semanas
do inicio do tratamento, a proporcao de espermatozoides morfologicamente normais foi
significativamente superior a0 momento pré-tratamento esse resultado perdurou até
quatro semanas ap0s o término da administracdo oral dos farmacos. Quando apenas 0s
pacientes com parametros seminais abaixo dos limites da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) foram avaliados, a morfologia espermatica melhorou significativamente durante
e apds o tratamento. O volume seminal também aumentou ligeiramente entre as semanas
8 e 16, engquanto que a motilidade espermaética se elevou na semana 12 ap6s o inicio do

tratamento.
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“O sucesso nasce do querer, da determinacdo e persisténcia em se
chegar a um objetivo. Mesmo ndo atingindo o alvo, quem busca e
vencer obstdculos, no minimo fard coisas admirdveis.”

José de Alencar

Objetivos
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivos Gerais

» Avaliar a eficacia do tratamento oral com pentoxifilina na recuperacdo das

funcdes testiculares em garanhdes submetidos ao estresse térmico testicular;

» Auvaliar se 0 metodo de insulagéo utilizado foi eficiente em induzir degeneragéo

testicular em garanhdes.

» Auxiliar no melhor entendimento da degeneracéo testicular na espécie equina.

3.2. Objetivos Especificos

» Capitulo 1 - Avaliar o efeito do tratamento oral com pentoxifilina sobre os

parametros espermaticos de garanhdes submetidos ao estresse térmico escrotal;

» Capitulo 2 - Avaliar o efeito do tratamento oral com pentoxifilina sobre a
morfometria, histologia e expressao génica testicular de garanhfes submetidos

ao estresse térmico escrotal;
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“O futuro pertence dqueles que acreditam na beleza de seus
sonhos.”

Fleanor Roosevelt
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“Nossa maior fraqueza estd em desistir. O caminho mais certo de
vencer é tentar mais uma vez.”

Thomas Edson

Capitulo 1
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O artigo a seguir foi redigido de acordo com as normas do periddico cientifico Oxidative
Medicine and Cellular Longevity: https://www.hindawi.com/journals/omcl/guidelines/

Beneficios do tratamento oral com pentoxifilina nos parimetros espermaticos de

garanhoes submetidos ao estresse térmico escrotal

Resumo

O presente estudo propGe avaliar o efeito do tratamento oral com pentoxifilina na
qualidade seminal de garanhdes submetidos a estresse térmico escrotal. Os garanhdes,
foram divididos em trés grupos: Controle (CT, n=4), Degenerado (DT, n=5) e
Degenerado Tratado (PTX, n=5). O estresse térmico escrotal foi induzido nos grupos DG
e PTX durante uma hora, duas vezes ao dia, durante dois dias. No dia seguinte, 0
tratamento oral com 17 mg/kg de pentoxifilina (a cada 12 horas) foi iniciado no grupo
PTX, e conduzido por 30 dias. Os animais foram avaliados durante 60 dias quanto a
cinética, morfologia e viabilidade espermatica. Dentre os resultados obtidos, o tratamento
com pentoxifilina apresentou efeito benéfico na motilidade total e na porcentagem de
espermatozoides rapidos. Além disso, a pentoxifilina minimizou a peroxidacao lipidica e
preveniu a ativacdo de mecanismos de apoptose, além de reduzir o nimero de defeitos
espermaticos. O grupo PTX atingiu valores similares ao grupo CT, quanto a motilidade
progressiva e integridade de membrana plasmatica, de forma mais precoce do que o DG.
No entanto, mais estudos quanto a dose e tempo de tratamento com a pentoxifilina sdo
necessarios para ampliar o conhecimento e efetividade dessa droga em enfermidades
testiculares em equinos.

Palavras-chave: equinos, degeneragdo testicular, espermatozoide, citometria de fluxo,

apoptose, estresse oxidativo.

Introduciao

Os mecanismos responsaveis pela infertilidade masculina ainda sdo desafiadores
para se determinar devido a diversidade de processos que interferem na espermatogénese
[1]. Dentre todas as afec¢des, a degeneragdo testicular ¢ a causa conhecida mais
importante da reducdo da fertilidade nos machos mamiferos terrestres [2-4]

As interferéncias no mecanismo de termorregulacdo testicular geralmente
consistem no foco inicial do problema, uma vez que a espermatogénese normal ocorre a

uma temperatura de 3 a 4° C abaixo da temperatura corporal nos equinos [5]. O aumento
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de 1° C na temperatura escrotal implica na diminui¢do de 14% na espermatogénese [6],
causando reducdao da concentracdo e motilidade espermatica e no aparecimento de
espermatozoides morfologicamente anormais no s€émen [7-13].

A hipertermia testicular leva ao incremento do metabolismo tecidual e demanda
por oxigénio e glicose, que sem aumento correspondente do suprimento sanguineo,
resulta em hipoxia [4,14-18] e hipoglicemia [19-23]. Além disso, nessas condigdes,
ocorre um aumento na produ¢do de espécies reativas de oxigénio (EROs) [24-28], danos
moleculares a proteinas e acidos nucleicos [16,29,30] e ativacdo de mecanismos de
apoptose [12,31-37], levando a danos a espermatogénese e consequentemente na
fertilidade.

Nao ha tratamento conhecido comprovado para degeneragao testicular, porém se
a causa primaria for removida, poderd haver gradualmente uma melhora na qualidade
seminal nos proximos dois meses [4,5,10]. Entretanto, o prognostico reprodutivo ¢
varidvel, pois enquanto alguns individuos apresentam retorno da fertilidade ao mesmo
nivel de antes do insulto, em outros casos pode ndo haver total recuperag¢ao do parénquima
testicular [10].

Estudos em humanos [38-40] e ratos [28,41] com alteragdes androldgicas que
comprometem a fertilidade, como varicocele, oligospermia e atenozoospermia
demonstraram o efeito benéfico da pentoxifilina nos pardmetros espermaticos e
testiculares desses pacientes. Esse efeito ¢ atribuido aos mecanismos de agdo deste
farmaco em aumentar a microcirculacao de 6rgaos, mediante acdo na deformabilidade de
hemacias, viscosidade sanguinea e vasodilatagdo, aprimorando, assim, o suporte
sanguineo e refletindo em melhorias da fungdo testicular [42-44]. Além de suas
propriedades anti-oxidantes, anti-inflamatorias e anti-apoptdticas, atenuando danos
causados a gonada masculina [42-52].

Nos equinos a suplementacéo por via oral com pentoxifilina, na dose de 8,5 e 17
mg/Kg, foi avaliada apenas em animais sadios, no intuito de avaliar a perfusdo testicular
e qualidade seminal. Observou-se como resultado um aumento da perfusédo testicular
durante e uma semana, ap6s ambos 0s tratamentos, e discreto aumento do nimero total
de espermatozoides no ejaculado, quando a maior dose foi utilizada [53].

Adicionalmente, o efeito deste farmaco como um estimulante de motilidade
espermatica equina ja foi demonstrado em estudos in vitro [54-56] e pode ser explicado

por seu mecanismo de agdo de inibicdo da enzima fosfodiesterase com consequente
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aumento intracelular de AMPc, levando a ativacao e aumento da motilidade espermatica
[57,58].

Apesar de a degeneracdo testicular ter incidéncia elevada e gerar significativo
impacto econdmico na industria equina [7,10], pelo conhecimento dos autores, nenhuma
pesquisa se propos avaliar o efeito da administra¢ao oral da pentoxifilina em parametros
espermaticos de garanhdes com esta afec¢do. Nesse sentido, o presente estudo objetiva
avaliar o efeito do tratamento oral com pentoxifilina sobre a qualidade espermatica de

garanhdes submetidos ao estresse térmico escrotal.

Material e Métodos

Este projeto foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de
Medicina Veterindria e Zootecnia (FMVZ) — Campus de Botucatu, Sdo Paulo, sob
protocolo CEUA71/2014.

Animais e Local da Pesquisa

O estudo foi conduzido de julho a dezembro na Universidade Estadual Paulista,
Campus de Botucatu — Sao Paulo, Brasil. Os critérios de inclusao dos animais no estudo
consistiram em bom estado fisico geral, caracteristicas seminais e testiculares normais
previamente estabelecidas para a raca [59].

Foram utilizados quatorze garanhdes da ragca Minihorse, em maturidade sexual,
com idades entre 4 e 8 anos (mediana 5 anos). Os animais foram mantidos em piquete e
receberam feno de Cost-cross (Cynodon dactylon) e concentrado comercial (Primor Top
Horse laminada MP81, Ragdes Primor, Sdo Paulo, SP, Brasil) duas vezes ao dia e tiveram
acesso a agua e sal mineral ad libitum.

Nos cinco meses anteriores ao periodo experimental os garanhdes foram
adaptados ao ambiente do estudo e foram mantidos em uma rotina de duas coletas de
sémen por semana, para esgotamento das reservas extra-gonadais de espermatozoides e

estabilizacdo dos parametros seminais.

Grupos experimentais
Inicialmente os garanhdes foram agrupados com base nos parametros seminais
(concentracdo espermatica, volume seminal, cinética espermatica e porcentagem de

espermatozoides morfologicamente normais) e entdo foram randomicamente divididos
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em trés grupos: grupo controle (CT), composto por 4 animais; grupo degeneracdo
testicular (DG), composto por 5 animais submetidos a estresse térmico escrotal; e grupo
degeneragédo testicular tratado com pentoxifilina (PTX), composto por 5 animais
submetidos a estresse térmico escrotal e posteriormente tratados com pentoxifilina na

forma oral.

Inducéo da degeneracéo testicular

A degeneracao testicular foi induzida nos grupos DG e PTX mediante aquecimento
da regido escrotal. Para isso, uma bolsa térmica acoplada a uma fonte de ar aquecido a
50° C, foi utilizada.

O aquecimento foi realizado nos 10 animais durante uma hora no inicio da manha
e uma hora no final da tarde durante dois dias consecutivos. A temperatura interna da
bolsa variou entre 45-50° C, mensurada por um termometro digital com sonda (Intercom
Comércio de Produtos Quimicos, Sdo Paulo, SP/Brasil).

No dia seguinte ao término do estresse térmico escrotal (D1) iniciou-se as coletas

de dados de todos os trés grupos experimentais e o tratamento dos animais do grupo PTX.

Tratamento com Pentoxifilina

Foi utilizada a dose de 17.0 mg/Kg de pentoxifilina (Perrigo API Privat Ltd.,
Maharashtra, india) para tratamento do grupo PTX com base nos resultados obtidos por
Pozor et al. [53]. O farmaco na forma de xarope foi administrado por via oral, a cada 12
horas, com o auxilio de uma seringa. O tratamento foi iniciado no dia seguinte ao término

do aquecimento escrotal (D1) e concluido no dia 30 (D30) do estudo.

Coleta e processamento do sémen

A coleta dos ejaculados foi realizada duas vezes por semana, sendo iniciada 24 dias
pré-aquecimento (D-24) e conduzida até os 60 dias pos-aquecimento escrotal (D60),
utilizando vagina artificial modelo Botucatu (Botupharma Ltda., Botucatu, SP, Brasil) e
égua estrogenizada como manequim.

A amostra seminal obtida foi filtrada em filtro de nylon (Minitube do Brasil, Porto
Alegre, RS, Brasil) para remocéo da fracdo gel. A avaliagdo do volume seminal livre de
gel foi realizada com o auxilio de uma proveta graduada e, em seguida, a concentragdo

espermatica foi avaliada em camara hematimétrica de Neubauer.
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Analise da cinética espermatica

Parte da amostra seminal foi diluida em meio diluente a base de leite desnatado,
Botu-Sémen (Botupharma Ltda., Botucatu, SP, Brasil), a uma concentragio de 50 x 10°
espermatozoides/mL para analise de cinética espermatica.

A cinética espermatica foi avaliada pelo método computadorizado CASA
(Hamilton Thorne Research - HTM IVOS 10, Beverly, MA, USA), quanto aos seguintes
parametros: porcentagens de espermatozoides com motilidade total (MT), motilidade
progressiva (MP) e de espermatozoides rapidos (RAP), velocidade progressiva (VSL,

um/s), velocidade curvilinea (VCL, um/s) e velocidade de trajeto (VAP, um/s).

Anélise da morfologia espermética

A analise da morfologia espermatica foi realizada em microscopia de contraste por
interferéncia diferencial (DIC) em aumento de 100x. Para isso uma preparacdo Umida,
mediante diluicdo de 500 puL do sémen em 500 pL de formol salina a 10% (1:2) foi
realizada, e 100 células foram avaliadas quanto & morfologia de cabeca, peca
intermediaria, cauda, presenca de gotas, formas teratoldgicas e células germinativas,

resultando em uma porcentagem dos defeitos encontrados.

Anélise da integridade de membrana plasmatica

A analise de integridade de membrana plasmatica (IMP) dos espermatozoides foi
realizada pela técnica de microscopia de epifluorescéncia (Leica Microsysem — DMLB,
Ernst-Leitz-Strabe, Wezlar, Germany), utilizando-se a associacdo das sondas
fluorescentes diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) e iodeto de propidio (IP) segundo
metodologia previamente descrita [60]. Nessa analise, 100 células foram contadas, sendo
0s espermatozoides corados integralmente em verde considerados integros e 0s

espermatozoides corados em vermelho ou em verde e vermelho, considerados lesados.

Analise espermatica por citometria de fluxo

As analise espermaticas por citometria de fluxo foram realizadas uma vez por
semana utilizado o equipamento LSR Fortessa (Becton Dickinson, Mountain View, CA,
USA) equipado com lasers: azul 488-nm, 100 mW, vermelho 640-nm, 40 mW e violeta
405-nm, 100 mW. Ap0s a analise, os dados foram avaliados por programa do mesmo
fabricante BD FACSDiva™ software v6.1.

Em todos os ensaios as amostras foram diluidas em TALP-PVA conforme
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previamente validado [61], modificado (100 mM NaCl, 3,1 mM KCI, 25,0 mM NaHCO3,
0,3 mM NaH2PO4, 21,6 mM DL-lactato de sédio 60%, 2,0 mM CaCl2, 0,4 mM MgCI2,
10,0 mM Hepes-livre de acido, 1,0 mM piruvato de sodio, 1,0 mg/mL &lcool polivinil-
PVA e 25 pg/mL gentamicina) na concentragio de 5x10° espermatozoides/mL, acrescido
de Hoescht 33342 (7 mM em H>O, 100 pg/mL) para eliminagdo das particulas nao
celulares.

Autofluorescéncia e controles de cada fluorocromo foram adquiridos para ajuste
de sobreposi¢do de onda e compensacao utilizando-se a matriz de compensacao do
proprio software. Os dados foram gerados utilizando-se graficos dotplot incluindo eixo
<0t (bi-exponencial) tornando todas os eventos visiveis e propriamente compensados. No
minimo 10.000 células por amostra foram analisadas.

A geracdo intracelular do anion superdxido foi avaliada utilizando as sondas
dihydroethidium (DHE; D23107, Life Technologies) associada a Sytox® Green (SG;
S7020, Life Technologies). Em 500 pL da solugdo de sémen foi adicionado 0,005 uM de
SG e 2 uM de DHE, a incubagao foi realizada por 15 min a 37° C ao abrigo da luz.

A geracdo do anion superdxido na matriz mitocondrial foi avaliado utilizando as
sondas MitoSox" Red (MSR; M3600, Life Technologies) associada a Sytox® Green.
Assim, em 500uL da solugdo de sémen foi adicionado 0,005 uM de SG e 2 uM de MSR.
A incubacao foi realizada por 15 min a 37° C ao abrigo da luz.

O indice de peroxidag¢do lipidica foi avaliado utilizando a probe C11-BODYPY
(D-3861; Molecular Probes), conforme previamente validado [62]. Uma amostra de 500
pL da solucdo de sémen foi acrescida de 1,5 uM de iodeto de propidio e 1 uM Cl11-
Bodipy. A incubacgao foi realizada por 30 min a 37° C ao abrigo da luz. Apos a incubacao,
foram realizadas 2 lavagens consecutivas por centrifugacdo a 300 x g por 5 min com
TALP-PVA e o pellet foi ressuspendido em 300 uL de TALP-PVA.

O indice de ativacdao das caspases 3 e 7 foi acessado pelas sondas caspase 3/7-
FITC (C10427, Molecular Probes) associada a iodeto de propidio. Em uma amostra de
500 pL da solugdo de sémen foi adicionada de 1,5 pM de iodeto de propidio 1pL de
caspase3/7-FITC, de acordo com recomendagdes do fabricante, e incubada a 37° C por

20 min ao abrigo da luz.

Analise Estatistica
Os dados gerados foram avaliados pelo software JMP 12.0 (SAS Institute, Cary,

NC, EUA). Estatisticas descritivas foram produzidas (medidas de tendéncia central e
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dispersdo) para caracterizar a amostra deste estudo. Os dados foram verificados quanto a
normalidade e homogeneidade usando o teste de adequagdo de ajuste qui-quadrado
(goodness of fit), correlacionando os dados da amostra com um grafico de probabilidade
normal (gg-plot), e aplicando o teste de Barlett / Levene, respectivamente.

Quando os dados nao apresentaram distribuicdo normal, eles foram transformados
em escala logaritimica, e novamente avaliados quanto a distribuicdo e a dispersdo dos
residuos.

Dados continuos foram analisados usando um modelo misto considerando grupos
e dias como efeitos fixos e garanhao como efeito aleatorio. O teste de Tukey foi utilizado
para analise post hoc. Para as amostras que ndo apresentaram distribui¢cao normal, mesmo
apos log-transformagdo (ex. morfologia espermatica e indice de apoptose), o teste nao
paramétrico de Wilcoxon/Kruskal-Wallis foi aplicado.

Os dados foram apresentados como médias ndo transformadas + erro padrao da

média (SEM). A significancia estatistica foi definida como p <0,05.

Resultados

O volume seminal (Figura 1A) e o nimero total de espermatozoides no ejaculado
nao apresentaram diferengas entre os trés grupos ao longo do periodo de avaliagdo. No
entanto, a concentracdo espermatica (Figura 1B) decresceu no s€émen do grupo DG nos
dias 12 e 18 apos o estresse térmico escrotal em relacdao ao grupo CT. J4 o grupo PTX ndo
diferiu em relagdo aos demais grupos.

A motilidade total (Figura 2A) declinou um dia ap6s o aquecimento escrotal em
nos grupos DG e PTX, em comparagdo ao grupo CT. Nos dias 12 e 30 este parametro
atingiu valores ainda menores no grupo DG em relacdo aos grupos PTX e CT. Apesar do
grupo PTX apresentar MT superior ao grupo DG, estes valores ainda permaneceram
inferiores ao grupo CT, apenas retornando a valores semelhantes por volta de 42 dias pos-
insulto. J& a MT nao retornou aos valores semelhantes ao CT no grupo DG durante todo
o periodo de avaliacao.

A motilidade progressiva (Figura 2B) também declinou na primeira semana pos-
insulto térmico nos grupos DG e PTX em relagdo ao grupo CT, porém nao diferiu entre
esses dois grupos. No entanto. o grupo PTX atingiu valores iguais aos do grupo CT no
D24, enquanto que o grupo DG so retornou definitivamente a valores similares aos do
grupo CT no D48.

Da mesma forma, a porcentagem de espermatozoides rapidos (Figura 2C) reduziu



88

nos grupos submetidos ao aquecimento escrotal (DG e PTX) no D1 comparados ao grupo
CT, porém o grupo PTX voltou a apresentar valores similares ao CT seis dias apos o
estresse térmico escrotal, atingindo valores superiores ao grupo DG nesse periodo. O
grupo submetido ao choque térmico escrotal sem posterior tratamento s retornou a
valores similares aos grupos CT e PTX no D42.

Os valores referentes a velocidade de trajeto, velocidade progressiva e velocidade

curvilinea ndo diferiram ao longo da avaliagdo entre os grupos CT, DG e PTX (p>0,05).
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Figura 1. Valores médios + erros padrdo (SEM) para o volume seminal (A) e concentracdo
espermatica (B), nos grupos controle (CT, representado em azul), degenerado (DG,
representado em vermelho) e degenerado tratado (PTX, representado em verde) avaliados
24 dias antes até 60 dias ap6s (D-24 a D60) o término do insulto térmico escrotal. A faixa
cinza indica 0 momento do aquecimento escrotal (D-1 e DO) e diferencas estatisticas
(p<0,05) entre os grupos foram destacadas por letras diferentes em relagédo ao dia de

avaliacdo.

A porcentagem de espermatozoides com membrana plasmatica integra (Figura
2D) foi menor nos grupos DG e PTX em relacdo ao grupo CT, a partir do primeiro dia
apods o aquecimento escrotal. No grupo DG, a IMP permaneceu inferior ao grupo CT até
o dia 48, nao diferindo, no entanto, do grupo PTX em todo o periodo de avaliagdo. J& o
grupo degenerado tratado com pentoxifilina retornou a valores similares ao grupo CT no

dia 24 pos-insulto térmico.
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Figura 2. Valores médios + erros padrdo (SEM) para a motilidade total (A), motilidade
progressiva (B), espermatozoides rapidos (C) e integridade de membrana plasmatica (D)
nos grupos controle (CT, representado em azul), degenerado (DG, representado em
vermelho) e degenerado tratado (PTX, representado em verde) avaliados 24 dias antes até
60 dias apds (D-24 a D60) o término do insulto térmico escrotal. A faixa cinza indica o
momento do aquecimento escrotal (D-1 e DO0) e diferencas estatisticas (p<0,05) entre os

grupos foram destacadas por letras diferentes em relagédo ao dia de avaliacgéo.

O total de defeitos espermaticos (Figura 3A) se elevou na primeira semana pos
insulto escrotal nos grupos DG e PTX em relacdo ao grupo CT, entretanto foi similar em
ambos 0s grupos submetidos ao estresse térmico escrotal somente até o D18, quando
apresentou valores superiores no grupo DG, comparado aos demais grupos. Este
parametro ndo retornou aos valores normais nos grupos DG e PTX durante todo o periodo
de avaliacdo.

Quando os defeitos foram agrupados em defeitos maiores (Figura 3B), resultado

muito semelhante ao anterior (Figura 3A), foi encontrado para os trés grupos.
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Ja os defeitos menores (Figura 3C) se elevaram no sémen dos grupos DG e PTX
apenas a partir da segunda semana de avaliagdo, mas ndo diferiram entre si, e se
mantiveram superiores ao grupo CT em praticamente todo o periodo de avaliag&o.
Somente a partir do D48 a porcentagem de defeitos menores retornou aos valores normais
em ambos 0s grupos submetidos a hipertermia escrotal, entretanto no D60 esses valores
voltaram a se elevar no grupo DG em relagdo aos outros dois grupos, o0 que ndo foi
observado no grupo degenerado tratado com pentoxifilina.

Os defeitos de cabeca se elevaram (Figura 3D), comparado ao grupo CT, no sémen
dos grupos DG e PTX a partir do D18, e no D36, foram maiores no grupo DG comparado ao
grupo PTX ate o final da avaliacdo. O grupo degenerado tratado comecou apresentar valores
semelhantes ao CT no D42, entretanto no D54 esses valores voltaram a se elevar e
permaneceram em valores intermediarios ao grupo DG e CT durante toda a avaliacdo.

Os defeitos de peca intermediaria (Figura 3E) foram superiores nos dois grupos
submetidos ao insulto térmico escrotal a partir do D18 em relacdo ao grupo CT, mas ndo
diferiram entre si. Por volta do D30 o grupo PTX apresentou uma reducdo na porcentagem
desses defeitos, se igualando ao grupo CT e diferindo do DG, entretanto, a partir do D48 esses
valores voltaram a se elevar, se igualando a DG, e permaneceram superiores ao CT até
praticamente o fim da avaliag&o.

Os defeitos de cauda (Figura 3F) emergiram no sémen a partir do D1 nos grupos DG
e PTX em relacdo ao grupo CT, porém ndo diferiram entre esses dois grupos até o D18,
quando atingiu valores maiores no grupo degenerado sem tratamento, comparado aos demais
grupos. Entretanto, a partir do D24 os grupos submetidos ao aquecimento escrotal voltaram a
se igualar, permanecendo com valores superiores ao grupo CT em praticamente toda a
avaliacdo. O grupo PTX no D42 apresentou valores semelhantes ao grupo CT e DG, mas
voltou a se elevar em relacdo ao grupo CT a partir o D54.

As gotas citoplasmaticas (Figura 3G) se elevaram a partir da primeira semana no
ejaculado de ambos os grupos submetidos ao insulto témico, comparados ao grupo CT. No
D30 esse parametro retornou a valores de normalidade no grupo DG, ainda que nédo diferiu
do grupo PTX. Por volta do D42 os trés grupos apresentaram quantidades semelhantes de
gotas citoplasmaticas, entretanto, no D48 os valores voltaram a aumentar nos grupos DG e
PTX. No ultimo dia de avaliagdo o grupo PTX voltou a apresentar valores semelhantes ao
grupo CT, porém sem diferir do grupo DG.

A presenca de celulas germinativas no sémen (Figura 3H) aumentou a partir do D18

no grupo DG em relagéo aos demais grupos, persistindo ate os 60 dias de avaliacdo. O grupo
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PTX permaneceu com valores iguais ao grupo CT até o D36, quando se elevou em relacdo a

esse grupo, porém foi inferior ao grupo DG durante toda a avaliacéo.

Um maior nimero de formas teratoldgicas (Figura 3I) surgiu no sémen do grupo DG

a partir do D24, ap0s o estresse térmico escrotal em relagdo aos demais grupos. No D36 os

grupos DG e PTX se igualaram, apresentando valores superiores ao grupo CT, no entanto no

D60, o grupo DG voltou a superar o grupo PTX. Embora o grupo degenerado tratado tenha

apresentado valores inferiores ao grupo DG, este grupo ndo se igualou ao CT ao final da

avaliacéo.
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Figura 3. Valores médios * erros padrédo (SEM) para o total de defeitos espermaticos (A),

defeitos maiores (B), defeitos menores (C), defeitos de cabeca (D), defeitos de peca

intermediaria (E), defeitos de cauda (F), gotas citoplasmaticas (G), células germinativas

(H) e formas teratoldgicas (1) nos grupos controle (CT, representado em azul), degenerado

(DG, representado em vermelho) e degenerado tratado (PTX, representado em verde)

avaliados 24 dias antes até 60 dias ap0s (D-24 a D60) o término do insulto térmico escrotal.
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A faixa cinza indica 0 momento do aquecimento escrotal (D-1 e DO) e diferencas

estatisticas (p<0,05) entre os grupos foram destacadas por letras diferentes em relacdo ao
dia de avaliacdo.

A geracdo do anion superdxido intracelular (Figura 4A) e na matriz mitocondrial
(Figura 4B) ndo foi afetada pelo estresse térmico testicular nos grupos DG e PTX, que
permaneceram com valores semelhantes ao grupo CT durante todo o periodo de avaliagéo,
em ambos os ensaios.

O indice de peroxidacao lipidica (Figura 4C) se elevou no grupo DG, em relacao
aos demais grupos, 24 dias ap0s a hipertemia escrotal e permaneceu elevado até o tltimo
dia de avaliacdo. No entanto, no grupo tratado com pentoxifilina esse parametro sé sofreu
incremento no D48, permanecendo em valores similares ao grupo CT em todos 0s outros
dias de avaliacéo.

O indice de caspases ativadas 3 e 7 (Figura 4D) se elevou apenas no grupo degenerado
sem tratamento do D6 ao D18 apds o incremento caldrico testicular, diferindo dos grupos

CT e PTX. Este parametro retornou aos valores de normalidade apenas no D24.
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Figura 4. Valores médios * erros padrdo (SEM) para a geracdo intracelular do anion
superdxido (A), geracdo do anion superdxido na matriz mitocondrial (B), indice de
peroxidaco lipidica (C) e Indice de caspases 3 e 7 ativadas (D) nos grupos controle (CT,
representado em azul), degenerado (DG, representado em vermelho) e degenerado tratado
(PTX, representado em verde), avaliados 24 dias antes até 60 dias apds (D-24 a D60) o
término do insulto térmico escrotal. A faixa cinza indica 0 momento do aquecimento escrotal
(D-1 e DO) e diferencas estatisticas (p<0,05) entre os grupos foram destacadas por letras

diferentes em relacdo ao dia de avaliacao.

Discussao

Os resultados deste estudo demonstraram que o aumento da temperatura escrotal
teve efeito deletério na espermatogénese e nos espermatozoides contidos no epididimo.
Além disso, o tratamento com pentoxifilina oral promoveu beneficios em minimizar e,
ate mesmo, prevenir a deterioracdo de algumas caracteristicas seminais estudadas.

Estimando-se que o transito de espermatozoides pelo epididimo ocorra por volta
de 12 dias no garanhdo [3], observamos que os defeitos espermaticos encontrados no
ejaculado do dia 1 ao dia 12 pos-estresse térmico podem ser atribuidos a uma disfungao
epididimaria causada pelo calor. Neste periodo, ocorreu a elevagao dos defeitos de cauda
e gotas citoplasmaticas, sobretudo de defeitos graves, como a porcentagem de caudas
fortemente dobradas e gotas proximais, o que promoveu também o aumento de defeitos
maiores e consequentemente dos defeitos totais neste periodo, em ambos os grupos
submetidos ao estresse térmico escrotal. O aumento de defeitos espermaticos entre as
duas primeiras semanas ap0ds insulto térmico também foi verificado por diversos autores
[7,63-66].

Esses resultados demonstram que o tratamento com pentoxifilina iniciado no D1
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ndo foi eficiente em prevenir o aparecimento destes defeitos causados pelo calor no
epididimo nas primeiras duas semanas. A persisténcia de gotas citoplasmaticas em
conjunto com a elevagdo de caudas dobradas nos grupos submetidos ao aquecimento
escrotal demonstram que o aquecimento do escroto causou prejuizos ao funcionamento
epididimario, uma vez que ¢ durante o transito espermatico por este 6rgao que ocorre a
migracdo da gota citoplasmatica da regido proximal para a distal, estabilizagdo e
coeréncia flagelar e estabilizagdo da membrana plasmatica e acrossomal; modificacdes
morfofuncionais que conferem maturidade e capacidade fertilizante ao espermatozoide
[67-68].

O mecanismo de desprendimento da gota ndo ¢ bem compreendido [69],
entretanto, Amann et al. [70] demonstraram que a presenga elevada deste defeito (superior
a 15%) comprometeu a cinética espermatica, fertilidade e desenvolvimento embrionério
em bovinos. Em nosso estudo a porcentagem de espermatozoides com gotas
citoplasmaticas foi superior a 15% em ambos os grupos submetidos ao estresse térmico
escrotal durante este periodo. Este achado, associado aumento de defeitos de cauda nos
grupos DG e PTX, pode explicar a reducdo da porcentagem de espermatozoides
epididimarios com motilidade total e progressiva apds o insulto térmico entre o D1 e D12.
Joseph et al. [71] observaram que quando o ambiente epididimario apresenta condigdes
osmoticas diferentes daquelas encontradas nos tibulos testiculares, ocorre o choque
osmodtico no espermatozoide, o qual responde enrolando/dobrando a cauda,
comprometendo a motilidade e a capacidade de fertilizacdo deste gameta.

Apesar disso, a porcentagem de espermatozoides epididimarios rapidos foi
superior no grupo degenerado tratado com pentoxifilina comparado ao ndo tratado. Esse
resultado pode ser atribuido a a¢do deste farmaco em inibir a enzima fosfodiesterase com
consequente aumento intracelular de AMPc, levando a ativa¢do e aumento da mobilidade
espermatica [57,58]. Esta acdo foi também verificada no tratamento de homens com
astenozoospermia utilizando este fairmaco [38,39].

Também durante o transito pelo epididimo, o decréscimo da porcentagem de
espermatozoides com membrana plasmatica integra, nos grupos DG e PTX, pode estar
relacionado ao contato desses espermatozoides com os fluidos epididimarios apos
estresse térmico escrotal. J& que em situagdes de disfuncdo epididimaria ocorrem
alteragcdes da composigdo 16nica dos fluidos secretados, podendo conter niveis anormais
de Ca, Mg, Zn e Se, afetando a estabilidade das membranas celulares que se rompem,

prejudicando a capacidade fecundante dos gametas [72,73].
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A pentoxifilina parece proteger as células espermaticas contidas no epididimo e
as espermaétides apds a hipertermia escrotal contra a ativacdo de mecanismos de apoptose
do D6 ao D18, uma vez que neste periodo o grupo DG apresentou elevacdo do indice de
caspases ativadas 3/7, comparado ao PTX e CT. Esse resultado pode estar relacionado
aos mecanismos anti-apoptoticos deste farmaco, como ja descrito por diversos estudos
[31,42,46-49]. Queiroz et al. [41] refor¢cam esse resultado ao demonstrarem inibigéo da
apoptose nas células germinativas de ratos tratados com pentoxifilina, aos 30 e 60 dias
pOs-choque térmico.

A agdo anti-apoptotica da pentoxifilina ¢ novamente evidenciada, ao observarmos
que coincidentemente neste periodo do D12-D18 o grupo PTX ndo apresentou
diminui¢do da concentragdo espermatica em relacdo aos demais grupos, enquanto o DG
sofreu diminuicao deste pardmetro em comparacdo ao CT. Este resultado demonstra que
o estresse calorico afetou gravemente a linhagem germinativa na fase da espermiogénese
(D12-D30). A diminuicdo da concentragdo espermdtica causa reducdo drastica da
fertilidade nos equinos [74,75].

O calor promove a desnaturagdo do DNA, danifica pontes citoplasmaticas e
modifica secre¢des espermaticas, resultando em morte celular e rarefacdo de
determinadas populacdes germinativa, reduzindo o numero de espermatozoides
produzidos [31-35,76-78]. Corroborando com nossos resultados, Love e Kenney [79], ao
observarem maiores indices de desnaturagao do DNA entre os dias 10-24 ¢ entre os dias
38-46 apods aquecimento escrotal, concluiram que os estagios celulares mais afetados pelo
insulto térmico escrotal correspondem as espermatides e espermatdcitos primarios.

Freidman et al. [7] e Blanchard et al. [66] também observaram reducdo da
concentracdo espermatica ap6s insulto térmico em equinos, entretanto os valores
decresceram mais cedo e sO se recuperaram de forma mais tardia, comparado ao nosso
estudo. Isto pode ter ocorrido devido ao maior periodo de estresse térmico escrotal
realizado por esses autores (24, 36 e 48 horas), que provavelmente levou a um dano mais
extensivo do parénguima testicular.

No estudo em questdo, o aparecimento de defeitos espermaticos, observados apos
o aumento da temperatura testicular, ndo ocorreu de maneira uniforme ao longo da
avaliacdo. Isto parece refletir as diferentes sensibilidades dos diversos estagios de
desenvolvimento das células germinativas no momento do insulto térmico (D-1 e DO0).

Os defeitos espermaticos ocorridos entre D12 e D30 pos insulto, correspondem

aos danos causados as espermadtides, no decorrer da espermiogénese. Neste periodo os
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defeitos de cabega e peca intermediaria se elevaram no sémen dos grupos DG e PTX. O
insulto térmico pode ter causado anomalias na condensacdo nuclear e na formacao
flagelar que ocorrem nesta fase durante a transformacdo de espermatides em
espermatozoides, justificando o aumento destes defeitos [80]. Em concordancia com estes
resultados Vogler et al. [65] e Fernandes et al. [81] observaram que alteragcdes na forma
da cabecga foram os defeitos mais prevalentes nesta fase da espermatogénese, e 0s
atribuiram a falhas na espermiogénese média e tardia provocadas pelo calor. Estes
defeitos estdo intimamente associados a redugdo da fertilidade, temporaria ou
permanente, e a baixa taxa de clivagem embrionaria [69].

O tratamento com a pentoxifilina preveniu o aparecimento de formas teratologicas
e de células germinativas no s€men durante o periodo de 12 a 30 dias apds insulto térmico.
Formas imaturas (redondas) e de células gigantes multinucleadas no ejaculado podem
estar relacionadas a descamagdo de células do epitélio germinativo para a luz do tubulo
seminifero. Estes achados indicam que ocorreram disturbios na espermatogénese, e sao
sinais classicos do processo degenerativo testicular [82-84]. Corroborando com nosso
estudo, Yao et al. [28] observaram menor esfoliacdo de células redondas do epitélio para
a luz do tubulo seminifero em cortes histologicos de ratos, submetidos a hipdxia
intermitente, tratados com pentoxifilina. O aumento de formas aberrantes também ¢ um
sinal de que o estresse térmico causou problemas durante as divisdes celulares ou na
transformagdo de espermatides em espermatozoides e, quando elevadas, afetam
severamente a fertilidade do sémen [85].

Ainda durante esta fase o D12-D30, observamos que os defeitos de cabeca, cauda
e peca intermedidria permaneceram elevados nos grupo submetidos ao estresse térmico,
no entanto, em determinados momentos deste periodo o grupo PTX se igualou grupo CT
e, até mesmo, apresentou menor porcentagem desses defeitos em relagdo ao DG. Além
disso, neste periodo os defeitos totais e maiores, foram superiores no grupo que nao
recebeu tratamento em relacdo ao grupo PTX, que permaneceu com valores
intermediarios aos demais grupos. Este resultado demonstra novamente que a
pentoxifilina teve um efeito benéfico sobre as espermatides, amenizando os danos
causados pelo calor.

A medida que o aparecimento de defeitos espermaticos apds insulto térmico estdo
associados aos danos ao DNA, incremento de ROS e de agentes toxicos no testiculo [8],
o mecanismo pelo qual a pentoxifilina minimiza as altera¢cdes morfoldgicas durante a

espermatogénese pode ser explicado por suas propriedades, particulamente, o efeito anti-
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oxidante. Estudos anteriores demonstraram que este farmaco minimiza a producao de
ROS, e consequentemente, de danos ao DNA [28,86]. Oliva et al. [40] reforcam esta
hipotese ao demonstrarem que a pentoxifilina, associada ao zinco em acido folico, reduziu
aporcentagem de espermatozoides morfologicamente anormais no s€men de homens com
varicocele.

No presente estudo a pentoxifilina também promoveu beneficios as espermatides
quanto ao estresse oxidativo, uma vez que a peroxidacao lipidica ndo sofreu incremento
no grupo PTX, mas se elevou no grupo que ndo recebeu tratamento (DG) no D24. Esse
efeito protetor possivelmente ocorreu devido ao mecanismo de acao da pentoxifilina em
neutralizar formas de peréxidos do meio e inibir a ativacdo da via das ciclooxigenases,
reduzindo a producdo de espécies reativas de oxigénio [86]. Yao et al. [28] também
verificaram este efeito ao observarem aumento da atividade antioxidante sanguinea e
testicular em ratos sob hipoxia, tratados com pentoxifilina.

Em consonéncia com o resultado anterior, o efeito benéfico da pentoxifilina
também foi demonstrado sobre a integridade da membrana plasmatica. Efeito pode ser
notado a partir do D24, quando a integridade de membrana plasmatica dos
espermatozoides do grupo PTX se igualou ao CT, o que ndo foi observado no grupo DG.
Este resultado pode ser novamente atribuido a agdo antioxidante da pentoxifilina, uma
vez que o aumento de EROs ocasiona lise de membranas, dentre outros danos celulares
[8].

Em determinados momentos deste periodo, correspondente aos danos
espermaticos com origem na espermiogénese, o grupo DG apresentou motilidade total
inferior ao PTX, demonstrando novamente que a pentoxifilina causou beneficios a
cinética espermdtica apos insulto térmico. Neste caso, a melhoria da mobilidade
espermatica pode ser relacionada aos menores defeitos de cauda e pega intermediaria
encontrados em periodo equivalente, associada as alteragdes bioquimicas que fazem deste
farmaco um estimulante da motilidade, como ja comentado anteriormente.

As caracteristicas espermaticas ocorridas do D30-D48 e dai até o fim da avaliacao,
sdo resultados de eventos celulares que aconteceram na fase de meiose e mitose
(espermatocitogénese), correspondente as fases de espermatocitos e espermatogonias,
respectivamente.

Em nosso estudo o periodo compreendido entre D30 e D60 foi quando ocorreu
maiores defeitos espermaticos, sobretudo de defeitos graves de cabeca, que

comprometem substancialmente a fertilidade do garanhdo. Esses resultados demonstram
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que os danos mais expressivos causado pelo calor ocorreram durante as fases de meiose
e espermatocitogénese, como ja mencionado por diversos autores [87-90]. Esta maior
sensibilidade ¢ atribuida a alta complexidade de fenomenos celulares que acontecem
durante a divisao celular - que demandam perfeito estado da célula - como a condensagao
nuclear, formacao de centriolos e recombinagdo génica, que se alterados, ocasionam
defeitos graves no espermatozoide gerado [90].

No entanto, o tratamento por 30 dias com a pentoxifilina pos-insulto mostrou-se
benéfico aos espermatocitos e espermatogdnias. Este resultado ¢ evidenciado ao
observarmos que o grupo tratado com pentoxifilina comegou a apresentar diferengas
significativas de diversos parametros seminais em alguns momentos entre D30-D60, em
comparagdo ao grupo DG, como menores indices de defeitos de cabeca, formas
teratologicas, células germinativas, defeitos maiores e defeitos totais. Esse resultado
demonstra que a pentoxifilina conferiu prote¢do aos espermatocitos e espermatogonias
durante o aquecimento testicular, minimizando danos sofridos durante as divisdes
celulares nesse periodo. Corroborando com estes resultados, Oliva et al. [40] observaram
redugdo de defeitos espermaticos em homens com varicocele a partir de 4 semanas apos
o inicio do tratamento com o farmaco.

O efeito protetor da pentoxifilina aos espermatdcitos € reforgado ao notarmos que
o indice de peroxidacao lipidica do grupo PTX diferiu do DG, 24 dias apds o insulto
térmico escrotal. Apesar de os valores desse parametro se igualarem do D36-D60, em
ambos os grupos submetidos ao aquecimento escrotal, o grupo tratado com o fairmaco
permaneceu com valores semelhantes ao do CT. A minimizagdo da peroxidacao lipidica
no grupo PTX indica que o estresse oxidativo foi reduzido neste grupo, reduzindo também
os defeitos espermaticos neste periodo, como discutido anteriormente.

Apds o término do tratamento com a pentoxifilina no D30, alguns parametros
seminais voltaram a sofrer incremento no grupo PTX, como os defeitos de peca
intermedidria, de cauda e formas teratologicas, sugerindo que o tratamento prolongado
com o farmaco possa ser benéfico em minimizar o aparecimento desses defeitos. Esse
efeito foi demonstrado em homens com varicocele, tratados com pentoxifilina durante 12
semanas. Apds quatro semanas do inicio do tratamento ocorreu um aumento dos
espermatozoides normais no s€émen e este resultado perdurou até¢ quatro semanas apos o
término da administrag¢ao oral do farmaco [40].

Ainda entre 0 D30 e D60, a cinética espermatica em ambos nos grupos DG e PTX

apresentou recuperagao gradativa até se igualar ao CT antes mesmo do D60, no entanto,
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essa recuperagao ocorreu de forma mais precoce no grupo tratado com a pentoxifilina. As
diferengas dos grupos DG e PTX em comparagdo ao CT podem ter ocorrido devido a
abundancia de células redondas, iméveis, presentes no ejaculado que nesse periodo foi
superior no grupo DG em relagcdo aos demais grupos. Estas células sdo contadas como
imoveis na avaliagdo computadorizada realizada. Os fatores que influenciaram a
motilidade espermatica anteriormente, nesta fase nao tiveram qualquer papel nesse
parametro, ja que os defeitos de cauda e de peca intermediaria ndo diferiram entre os
grupos nesse periodo, além do tratamento com pentoxifilina ter sido finalizado no D30,
nao apresentando mais influéncia sobre a motilidade do PTX.

A recuperacao da motilidade progressiva, de espermatozoides rapidos bem como
da integridade de membrana plasmatica do D48 ao D60 demonstra que o tempo e
temperatura utilizados na indugdo de estresse calorico escrotal no presente estudo,
permitiu a recuperagdo desses parametros espermaticos dentro do periodo equivalente a
uma onda espermatica, demonstrando que as células-tronco germinativas possuem certa
resisténcia ao insulto térmico. Esta caracteristica confere ao epitélio seminifero a
capacidade de se recuperar durante as proximas ondas espermaticas, como ja mencionado
por diversos autores [5,10].

Apesar disso, a maioria dos defeitos espermaticos ndo se recuperou dentro do
mesmo periodo em nosso estudo. De forma similar em touros [63,64], os defeitos
espermaticos surgiram na primeira semana e persistiram até os 60 dias apos o estresse
térmico. Ja estudos realizados em equinos [7,66] observaram que este parametro retornou
a normalidade até os 50 dias apds o insulto térmico. Essas diferencas podem estar ligadas
a resisténcia ao estresse térmico escrotal entre as espécies, a resposta individual intra-
espécie e a0 método de estresse térmico escrotal utilizado.

O estresse térmico escrotal ndo alterou a producéo de volume seminal livre de gel
e 0 tratamento com a pentoxifilina tampouco teve efeito sobre esse pardmetro, uma vez
que os trés grupos avaliados nédo diferiram ao longo da avaliacéo. Este resultado corrobora
com Freidman et al. [7] que também n&o observaram modificacdes no volume seminal
livre de gel ap6s insulto térmico escrotal em equinos. No entanto, em desacordo com
nossos resultados, Oliva et al. [40] e Schill [38] ao estudarem o efeito do tratamento oral
com pentoxifilina, durante trés meses em homens inférteis, observaram aumento do
volume seminal ao término do tratamento. Esse resultado sugere que o uso prolongado

da pentoxifilina talvez possa levar a um incremento deste parametro.
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O volume seminal € diretamente influenciado pelas concentragdes circulantes de
testosterona, ja que esse hormoénio é responsdvel em estimular as glandulas sexuais
acessorias a produzirem plasma seminal [91]. Porém, as concentra¢es deste horménio
esteroide geralmente ndo sdo alteradas ap6s insulto térmico testicular, uma vez que as
células somaticas, como as de Leydig, sdo mais resistentes ao estresse por calor, sendo

afetadas apenas em casos severos de degeneragéo testicular [92,93].

Conclusoes

Os achados do presente estudo demonstraram que 0 estresse térmico escrotal
promoveu a reducdo da concentracdo, integridade de membrana plasmatica e cinética dos
espermatozoides. Além disso, levou a um incremento do indice de peroxidacao lipidica,
ativacdo de vias de apoptose e de defeitos espermaticos.

Em nosso estudo, o aparecimento cronoldgico de defeitos espermaticos no sémen,
apos insulacdo escrotal, se deu da seguinte forma: defeitos de cauda (D1-D60), presenca
de gotas citoplasmaticas (D1-D36), defeitos de cabega (D18-D60), defeitos de peca
intermediaria (D18-D60), presenca de células germinativas (D18-D60) e presenca de
formas teratologicas (D24-D60). Essas diferencas refletem as alteracdes causadas pelo
calor nos diferentes estagios de desenvolvimento das células germinativas no momento
do insulto térmico. Além disso, nos permite inferir que todas as linhagens espermaéticas
foram afetadas pelo calor, incluindo os espermatozoides contidos no epididimo no
momento do insulto.

O tratamento com 17 mg/kg durante 30 dias apresentou efeito benéfico na
motilidade total e na porcentagem de espermatozoides rapidos em determinados
momentos do periodo de avaliacdo em relacdo ao grupo insulado que ndo recebeu
tratamento. A pentoxifilina minimizou a peroxida¢do lipidica preveniu a ativagdo de
mecanismos de apoptose. Além disso, o grupo PTX alcangou valores similares ao grupo
CT de forma mais precoce do que o grupo sem tratamento, quanto a cinética espermatica
e integridade de membrana plasmatica.

Apesar de ndo prevenir o aparecimento de defeitos espermaticos no sémen, alguns
desses parametros foram menores no grupo que recebeu o tratamento com o farmaco. No
entanto, apos a suspensdo do tratamento no D30, observou-se incremento de defeitos
espermaticos na pega intermediaria e formas teratoldgicas no grupo PTX, sugerindo que
a manutencdo do tratamento por periodo prolongado poderia ser benéfica em manter uma

qualidade superior do sémen.
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“Corte sua propria lenha. Assim, ela aquecerd vocé duas vezes.”

Henry Ford

Capitulo 2 —
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Influéncia do estresse térmico escrotal sobre a morfometria, histologia e expressao

génica testicular em garanhdes tratados com pentoxifilina

Resumo

O presente estudo propde avaliar o efeito do tratamento oral com pentoxifilina
sobre a morfometria, histologia e expressao génica testicular de garanhdes submetidos ao
estresse térmico escrotal. Além disso, objetiva testar a eficiéncia de novo método de
estresse térmico escrotal na espécie equina. Para isso 14 garanhdes foram divididos em
trés grupo: Controle (CT, n=4), Degenerado (DG, n=5) e Degenerado Tratado (PTX,
n=5). O aquecimento escrotal foi promovido duas vezes ao dia, durante dois dias,
utilizando uma bolsa térmica acoplada a uma fonte de ar aquecido a 50° C. Um dia apds
o0 insulto, o tratamento com 17 mg/kg pentoxifilina oral, a cada 12 h, foi iniciado e
conduzido por 30 dias. No dia 30 e 60 bidpsias testiculares foram realizadas e as amostras
destinadas a histopatologia e RT-gPCR. Os genes apoptéticos avaliados foram Bax,
Casp8 e 9, Fas, Hsfl e Ptgs2. As medidas testiculares de comprimento, altura e largura
foram mensuradas utilizando paquimetro, e o volume testicular relativo foi calculado,
uma vez por semana do D-5 ao D60. O método utilizado foi eficiente em induzir
degeneracdo testicular em garanhdes. A pentoxifilina minimizou os danos histolégicos
no D60 pos-insulto térmico, como uma menor presenca de ondulacao da lamina basal —
refletindo uma menor atrofia dos tdbulos seminiferos — no entanto, o farmaco néo foi
eficiente em prevenir o aparecimento de lesGes, como o edema intesticial, vacuolizagao
de células germinativas, auséncia de espermatozoides e aumento da luz dos tabulos
seminiferos. Este efeito pode ser atribuido a inibi¢do da apoptose em células germinativas
aos 30 e 60 dias pos-insulto térmico e a ativagdo de mecanismo de protecdo celular em
resposta ao choque térmico, promovidos pelo farmaco. Mais estudos, quanto a dose e
tempo de uso da pentoxifilina, sdo necessarios para se alcancar melhores respostas no

tratamento da degeneragdo testicular em equinos.

Palavras-chave: equinos, degeneracdo testicular, histologia, parénquima testicular,
apoptose.
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Introducio

A degeneracdo testicular pode ser definida como o processo patoléogico que
provoca deterioragdo e perda da arquitetura histologica do parénquima testicular,
resultando em produ¢ao anormal de espermatozoides, com consequente perda da fungao
da gonada masculina [1].

Diversos fatores etiologicos podem resultar em degeneracao testicular, devido ao
fato do epitélio seminifero ser extremamente sensivel a adversidades externas e internas
[2,3]. Entretanto, dentre todas as causas conhecidas, situagdes que conduzem o testiculo
a perda da homeostase térmica, como eventos de febre, aumento local da temperatura —
devido a condi¢des ambientais ou patologicas — como infecgdes, trauma, hidrocele,
dermatite da pele escrotal, neoplasias e tor¢ao testicular sao mais frequentes [4,5]. Nessas
situagdes, o animal perde a capacidade de manter o escroto dentro dos limites ideais de
temperatura, mesmo que os processos de termorregulacdo permanegam ocorrendo,
acarretando prejuizos a gonada masculina [6,7].

Todos os tecidos sdao susceptiveis a danos causados pelo calor, no entanto, os
testiculos sdo incomuns, pois sdo danificados pela exposi¢do as temperaturas
normalmente encontradas no abdoémen [3]. O fato de se localizarem dentro do escroto,
fora da cavidade abdominal, em condi¢des fisioldgicas, se deve justamente a necessidade
de funcionar a uma menor temperatura do que os demais 6rgaos corporais [8,9].

Algumas técnicas ja& foram descritas para estudar os efeitos do calor sobre a
gonada masculina em diversas espécies, como por aquecimento integral do corpo [10-
14]; por aquecimento local dos testiculos, mediante insulagdo escrotal [4,15-17], imersao
do escroto em banho-maria [18-20] e criptorquidia [21-23] ou varicocele induzidas
[24,25]; ou, ainda, por aquecimento de tecidos ou preparacdes celulares in vitro [26-28].

Trabalhos onde se induziu estresse térmico escrotal em bovinos [29-34]; Ovinos
[35-38]; Caprinos [39-41]; Equinos [4,15,42-44]; Ratos [45-48] e Primatas [49-51],
demonstraram que poucas horas aquecimento foram suficientes para causar alteragdes da
termorregulacdo e comprometer a espermatogénese, levando a degeneracéo testicular.

Indmeros efeitos do estresse térmico sobre o testiculo foram descritos, como as
alteracdes do peso [52-54], da histologia [52,55,56], da endocrinologia [4,42,44], da
bioquimica [57-61], da qualidade seminal [32,34,42,43] e de embrides gerados [62-65].

A pentoxifilina tem sido utilizado no tratamento de ratos € homens com alteracdes
testiculares, melhorando a qualidade espermatica e fertilidade desses pacientes [66-70].

Além disso, a administracdo oral de PTX minimizou as altera¢des histoldgicas no
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testiculo de ratos apds indugao de hipoxia intermitente [69] e hipertermia local [70],
resultando em menor desorganizacdo e esfoliagdo de células do epitélio seminifero e
preservacao de estagios do ciclo do epitélio seminifero.

Apesar da importancia da degeneracao testicular para a fertilidade equina, poucos
estudos tém se focado em avaliar os efeitos do estresse térmico sobre as caracteristicas
morfo-histoldgicas do testiculo nesta espécie. Ademais, escassos estudos avaliaram os
efeitos da pentoxifilina sobre estes parametros em garanhoes.

Dessa forma, o presente estudo propde avaliar o efeito do tratamento oral com
pentoxifilina sobre a morfometria, histologia e expressao génica testicular de garanhoes
submetidos ao estresse térmico escrotal. Adicionalmente, objetiva testar a eficiéncia de

novo método de estresse térmico escrotal na espécie equina.

Material e Métodos

Este projeto foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) — Campus de Botucatu, Sao Paulo, sob

protocolo CEUA71/2014.

Animais e Local da Pesquisa

Foram selecionados 14 garanhdes com idade entre 4-8 anos da raca Minihorse
(mediana de 5 anos). A primeira fase deste experimento foi realizada no Departamento
de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Ciéncia Animal (FMVZ) — UNESP — Botucatu, Sdo Paulo (SP) e a segunda fase foi
realizada no Laborato6rio de Reproducdo Gluck Equine Research Center da Universidade
de Kentucky.

Os animais foram selecionados por exame androldgico por meio de mensuragao
(comprimento altura e espessura), consisténcia e aparéncia ultrassonografica normal dos
parametros testiculares e espermaticos.

Os 14 garanhoes foram divididos aleatoriamente em trés grupos: Grupo Controle
(CT, n=4), garanhdes em maturidade sexual que ndo foram expostos ao estresse térmico
escrotal; Grupo Degenerado (DG, n=5), garanhdes em maturidade sexual, submetidos a
degeneracao testicular por estresse térmico escrotal, € que ndo receberam tratamento;
Grupo Degenerado Tratado (PTX, n=5), garanhdes em maturidade sexual, submetidos a

degeneracado testicular por insulto térmico escrotal, tratados com pentoxifilina.
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Inducio da Degeneracao Testicular

A degeneracao testicular foi induzida nos grupos DG e PTX mediante insulacdo da
regido escrotal. Para isso, uma bolsa térmica acoplada a uma fonte de ar aquecido a 50°
C, foi utilizada (Figura 1).

A bolsa térmica foi ajustada a regido inguinal, de forma a abranger e isolar todo o
escroto e corddo espermatico. Apods posicionado o aparato foi mantido suspenso por trés
faixas unidas na linha média dorsal da garupa (uma passando através dos membros
posteriores e perineo, e as outras duas pela regido do flanco).

O aquecimento foi realizado nos 10 animais durante uma hora no inicio da manha
e uma hora no final da tarde durante dois dias consecutivos. A temperatura interna da
bolsa variou entre 45-50° C, mensurada por um termdmetro digital com sonda (Intercom
Comércio de Produtos Quimicos, Sao Paulo, SP/Brasil).

No dia seguinte ao término do aquecimento escrotal (D1), iniciou-se as coletas de

dados de todos os trés grupos experimentais e o tratamento dos animais do grupo PTX.

Figura 1. Método utilizado no estudo para induzir estresse térmico escrotal.

Tratamento com Pentoxifilina

O grupo PTX recebeu 17,0 mg / kg de pentoxifilina (Perrigo API Privat Ltd., Maharashtra,

india) de forma oral duas vezes ao dia durante 30 dias, a partir do primeiro dia apds o término

do insulto térmico escrotal (D1). A dose e 0 método de administracdo foram realizados como

descrito por Pozor et al. [71].
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Morfometria Testicular

Uma vez por semana a mensuragdo do comprimento, altura e largura, dos
testiculos direito e esquerdo, foi realizada no trés grupos experimentais utilizando
paquimetro testicular, conforme descrito por Love et al. [72]. Com as medidas obtidas foi
realizado o calculo individual do volume testicular de cada testiculo VT= 0,053 x
comprimento x largura x altura posteriormente e o volume testicular total foi obtido
somando o volume individual testicular direito e esquerdo [72]. O volume testicular total
foi transformado em porcentagem e os resultados expressos na forma de volume testicular

total relativo (%).

Bidpsia Testicular

No dia 30 ap6s a indugdao da DT, os animais foram sedados com cloridrato de
detomidina na dose de 0,02 mg/Kg IV (Dormiun V®, Agener Unido Saude Animal, Sio
Paulo, SP/Brasil) e colocados em dectbito lateral direito. Em seguida foi realizada
antisepsia da regido escrotal utilizando degermante polivinilpirrolidona iodo e dlcool 70%
e entao a biopsia testicular foi realizada utilizando uma pinga Tru-CUT de calibre 16
gauge, como descrito anteriormente [73]. Foram coletadas trés amostras teciduais de
diferentes locais do mesmo testiculo, que foram designadas para a analise de RT-qPCR.

No dia 60 apds o aquecimento escrotal, os garanhdes foram castrados e,
posteriormente, procedeu-se a bidpsia das pecas. Para a castracdo os animais foram
sedados com cloridrato de xilazina na dose de 1 mg/Kg IV (Rompun®, Bayer HealthCare
Saude Animal, Belford Roxo, RJ/Brasil) e cloridrato de cetamina na dose de 2mg/mL 1V
(Cetamin®, Syntec, Santana de Parnaiba, SP/Brasil). Os animais foram colocados em
decubito lateral direito e a antisepsia da regido escrotal foi realizada como descrito
anteriormente e em seguida procedeu-se a anestesia local na regido do cordao espermatico
e na pele do escroto utilizando cloridrato de lidocaina 2% (Lidovet®, Bravet, Rio de
Janeiro, RJ/Brasil). Posteriormente, trés fragmentos teciduais de 2 cm?® foram coletados
dos testiculos obtidos (um designado para a analise histopatoldgica e 0os demais para a
anélise de RT-gPCR). A escolha do testiculo em cada dia da biopsia foi realizada

aleatoriamente.

Avaliacéo Histopatoldgica
Os fragmentos teciduais obtidos foram fixados em formol salina a 10% durante

24 horas, seguido de desidratacdo em etanol diluido em série. Em seguida, os tecidos
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foram incorporados em parafina e seccionados a 5 um de espessura e posteriormente
corados com hematoxilina-eosina (HE).

As avaliagdes histoldgicas das 1aminas foram realizadas em parceria com o setor
de Patologia da Universidade Estadual de Londrina (UEL). Todas as analises foram
realizadas por dois avaliadores sem o prévio conhecimento do grupo.

Inicialmente, uma avaliacdo histolégica descritiva das lesdes encontradas no
parénquima testicular foi realizada (analise qualitativa) em microscopia optica de luz sob
aumento de 40x.

Posteriormente, uma andlise semi-quantitativa foi realizada, baseada na
classificagdo das alteragdes histologicas encontradas por escores, com modificagdes dos
métodos sugeridos anteriormente [74,75]. As alteragdes histopatologicas encontradas no
parénquima testicular foram classificadas de 0-3, conforme a gravidade da lesdo (0-
ausente, 1-leve, 2-moderada, 3-severa). Quando a lesdo apresentou grande disparidade
entre os grupos e alta gravidade, o fator de multiplicacdo 2 foi utilizado, por exemplo para
a presenga de ondulagdo na lamina basal dos tiibulos seminiferos e para a perda de células
germinativas no epitélio seminifero (auséncia de alguma linhagem celular).

Os parametros avaliados classificados em escores consistiram em: perda de
células germinativas no epitélio seminifero, auséncia de espermatozoides na luz dos
tubulos seminiferos, edema intersticial, presenca de vactolos nas cé€lulas germinativas,
aumento da luz dos tibulos seminiferos, dilatacdo de vasos linfaticos, fibrose, infiltrado
inflamatorio, ondulacdo da lamina basal dos tubulos seminiferos, presengas de células
germinativas multinucleadas na luz dos tubulos seminiferos, diminui¢do da espermiagao
(escassos espermatozoides na luz dos tubulos seminiferos), presenga de necrose e
hemorragia.

Por ultimo, uma analise quantitativa foi realizada, mediante avaliacdo de medidas
histoldgicas dos tabulos seminiferos (Figura 2). Em cada lamina as medidas de raio,
diametro e area de 10 diferentes tubulos seminiferos selecionados aleatoriamente
(essencialmente cortes transversais tubulares predominantemente circulares) foram
realizadas. Para isso, um sistema computadorizado de analise de imagem (Motic Image

Plus, Motic Instruments, Richmond, Canada) foi utilizado.
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Figura 2. Ilustracdo das mensuracdes realizadas nos tubulos seminiferos; a) area do
epitélio seminifero (destaque em vermelho) b) area da luz do tubulo seminifero (destaque
em verde); ¢) area total do tibulo seminifero (destaque em azul); d) medidas utilizadas

para calcular o didmetro do tubulo seminifero.

Avaliacdo Quantitativa em Tempo Real da Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-
qPCR)

Imediatamente apds as coletas, as amostras de bidpsias foram mantidas
congeladas a -180° C em RNAlater at¢ o momento da extracdo do RNA. O RNA celular
total foi extraido de amostras de tecido usando o kit Qiagen Rneasy (Qiagen ™,
California, EUA) de acordo com as recomendagdes do fabricante.

O RNA (1 pL) foi quantificado por espectrofotometria (NanoDrop ND1000®) e
foram utilizadas amostras com uma razao 260/280 de 1,90 ou superior para a avaliagcdo
da qualidade usando um sistema Bioanalyzer. Somente amostras com integridade > 8,5
foram usadas para os proximos passos. A transcri¢ao em cDNA foi realizada utilizando
um Reagente de Transcricdo Reversa TagMan (MultiScribe RT - Invitrogen ™,
Massachusetts, EUA).

Os genes alvos avaliados estdo descritos na Tabela 1. Os genes de referéncia,
GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) e 18S (18S RNA ribossomal), foram
selecionados com base em primers previamente validados para cavalos [76].

A eficiéncia do PCR foi calculada pelo software LinRegPCR versao 2013.0 (Heart
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Failure Research Center, Amsterdam, Netherlends) e variou de 93,8% a 99,3%. Os

resultados foram expressos como ACT.

Tabela 1. Genes alvos investigados na analise de RT-gPCR.

Simbolo  Nome do Gene Forward primer sequence  Reverse primer sequence Referéncia
5-3 3-5
Ptgs2 Prostaglandin-endoperoxide GAGGTGTATCCGCCCACAG AGCAAACCGCAGGTGCT  Kohneetal. [77]
synthase 2 T C
Casp8 Caspase 8 CCGATAGGTATAAAATGCA GGAGAATGCAGTCGTTG *
CCAGG CCT
Casp9 Caspase 9 CACCTTCCCAGGCTTTGTCT GGGCCCTGAGCAGGAGG *
Bax BCL2 associated X, apoptosis CATGAGCCACCTCAGTTCC CGATCCTGGATGAAACC =
regulator C CTGAA
Fas Fas cell surface death receptor TTACGTGCAAACATGGGAT TCCGGATCCTTCTCTGCA  Claesetal. [78]
CA TT
Hsfl Heat Shock Transcription CTGGACAATTTGGCTCGCA  TGGACTCGGCCATGTAG *
Factor 1 C AGA

* Primers desenhados e validados em testes piloto deste estudo.

Analise Estatistica

Os dados gerados foram avaliados pelo software JMP 12.0 (SAS Institute, Cary,
NC, EUA). Estatisticas descritivas foram produzidas (medidas de tendéncia central e
dispersdo) para caracterizar a amostra do estudo. Os dados foram verificados quanto a
normalidade e homogeneidade usando o teste de adequacdo de ajuste qui-quadrado
(goodness of fit), correlacionando os dados da amostra com um grafico de probabilidade
normal (qqg-plot), e aplicando o teste de Barlett / Levene, respectivamente.

Quando os dados ndo apresentaram distribuicdo normal, eles foram transformados
em escala logaritmica, e novamente foram avaliados quanto a distribuicdo e a dispersao
dos residuos.

Dados continuos foram analisados usando um modelo misto considerando grupos
e dias como efeitos fixos e garanhao como efeito aleatorio. O teste de Tukey foi utilizado
para analise post hoc. Para as amostras que ndo apresentaram distribui¢do normal, mesmo
apos log-transformacao (ex. escores das lesdes histologicas), o teste ndo paramétrico de
Wilcoxon/Kruskal-Wallis foi aplicado.

Os dados foram apresentados como médias nao transformadas + erro padrdo da

média (SEM), a menos que indicado de outra forma. Diferencas significativas foram
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consideradas quando p<0,05.

Resultados

O volume testicular total relativo (%) decresceu a partir do D3 nos grupos DG e
PTX, e permaneceu inferior até o D60, em ambos os grupos insulados em comparagdo ao
CT (p<0,05). No entanto, ndo houve diferencga estatistica (p>0,05) entre 0 DG e PTX ao

longo da avaliacao (Figura 3).
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Figura 3. Valores meédios + erros padrdo (SEM) do volume testicular total relativo nos
grupos controle (CT, representado em azul), degenerado (DG, representado em vermelho)
e degenerado tratado (PTX, representado em verde), avaliados 5 dias antes até 60 dias ap6s
(D-5 a D60) o término do insulto térmico escrotal. A faixa cinza indica 0 momento do
aquecimento escrotal (D-1 e DO) e diferencas estatisticas (p<0,05) entre os grupos foram

destacadas por letras diferentes em relagédo ao dia de avaliagéo.

As medidas de area do epitélio seminifero (Figura 4A) e de area total (Figura 4B)
e diametro (Figura 4C) dos tubulos seminiferos, diminuiram (p <0,05) no grupo DG em
comparagdo ao grupo CT, no dia 60 apds o aquecimento escrotal. O grupo PTX,

entretanto, nao diferiu em relacao aos demais grupos (p> 0,05).
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Figura 4. Valores médios * erros padrdo (SEM) da area do epitélio seminifero (A), area
tubular total (B) e didmetro tubular total (C) nos grupos controle (CT, representado em
azul), degenerado (DG, representado em vermelho) e degenerado tratado (PTX,
representado em verde), avaliados 60 dias apds o término insulto térmico escrotal (D60).

Diferencas estatisticas (p<0,05) entre os grupos foram destacadas por letras diferentes.

A classificacdo em escores das alteracdes histopatol6gicas presentes no
parénquima testicular dos grupos CT, DG e PTX estdo expostas na Tabela 2. A presenca
de tubulos seminiferos com laminas basais onduladas foi superior no grupo DG em
comparacdo aos demais grupos (p<0,05).

A perda de células germinativas no epitélio seminifero e a diminuicdo da
espermiacdo foram maiores (p <0,05) no grupo DG em relagdo ao grupo CT. O grupo
PTX ndo diferiu (p> 0,05) entre os outros grupos em relacdo a essas caracteristicas. Este
mesmo resultado foi observado para o escore total.
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A auséncia de espermatozoides no lumen tubular, a presenca de edema intersticial,
a presenca de vacuolos celulares e o aumento da luz dos tubulos seminiferos foram
superiores (p <0,05) nos grupos insulados (DG e PTX) em comparagéo ao grupo CT.

Os parametros que ndo apresentaram diferencas de escores entre 0S grupos
(p>0,05) foram removidos da tabela, como a dilatacdo de vasos linfaticos e presencas de
células germinativas multinucleadas, fibrose, infiltrado inflamat6rio, necrose e

hemorragia.

Tabela 2. Classificagdo em escores das lesdes histologicas presentes no parénquima
testicular dos grupos CT, DG e PTX, avaliadas em microscopia de luz em aumento de
100x. Os parametros avaliados foram a perda de células germinativas, redugdo da
espermiacao, auséncia de espermatozoide na luz do tubulo seminifero, presenga de edema
intersticial, presenca de vacuoliza¢do em células germinativas, aumento do tamanho do
limen tubular, presenga de ldmina basal ondulada e escore total. Os valores estdo

representados na forma de medianas (intervalo interquartil).

Grupo Dia Perda céls. Redugdo da  Auséncia de Edema Vacuolizaggo  Aumentodo  Ondulagdo Escore
germinativas espermiacdo  esp. naluz Iimen da LB total **
cT 60 23(2-2) 12 (1-2) 12 (0-1) 02 (0-0) 02 (0-0) 02 (0-0) 02(0-0) 112(3-14)
DG 60 45 (4-6) 3b(2-3) 3k (2-3) 1k (0-3) 2b(1-3) 25 (1-3) 4c(2-6) 379(15-49)
PTX 60 43b (2-6) 23b(1-3) 25 (1-3) 1b (1-2) 25(0-3) 25 (1-3) 2b(0-2) 2630 (17-40)

* Letras distintas indicam diferencas estatisticas entre os grupos (p<0,05).
** Para o célculo do escore total os paramentros que nao apresentaram diferencas
estatisticas entre os grupos também foram utilizados, como a dilatacdo de vasos linfaticos
e presencas de células germinativas multinucleadas, fibrose, infiltrado inflamatério,
necrose e hemorragia.

Na avaliagdo histopatologica qualitativa do grupo CT, observou-se em todos os
animais, preservagdo e uniformidade dos tiibulos seminiferos, que continham todas as
linhagens germinativas. Em algumas 4reas ocorreu discreta diminuicdo da
espermiogénese multifocal, com raras espermatides binucleadas e presenga de figuras de
mitose. Em dois animais, observou-se também discreta diminui¢do da espermatogénese

multifocal, acompanhada de diminui¢do da espermiogénese. A Figura 5A pertence a um

dos animais do grupo CT.
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No grupo PTX foi observada, de maneira multifocal, moderada desorganizagao
dos tibulos seminiferos, diminuicdo moderada a acentuada de espermatides e diminuigao
discreta de espermatocitos, caracterizada pela diminuicdo da espessura do epitélio
seminifero, acompanhada de redugdo da espermiagao, azoospermia e edema intratubular
moderados. Em raros tubulos observou discreta quantidade de nucleos picnoticos
isolados (necrose individualizada) e discreta regeneragdo testicular (figuras de mitose).
Dois animais desse grupo apresentaram lesdes dispares dos demais. Em um deles foi
observado edema intersticial moderado multifocal (cerca de 40% do tecido) e discreto
infiltrado linfoplasmocitario multifocal. No outro, observou-se fibrose moderada
multifocal (cerca de 30% do tecido). Estas alteragdes histoldgicas caracterizam uma
degeneracdo moderada multifocal a coalescente. A Figura 5B consiste em uma secc¢ao
histologica de um testiculo do grupo PTX.

No exame histopatologico do grupo DG foi observado acentuada desorganizagao
dos tibulos seminiferos. Além disso, intratubularmente, observou-se adelgacamento do
epitélio seminifero, ondulacdo da membrana basal, acentuada auséncia de espermatides
e moderada auséncia de espermatdcitos, edema moderado, vacuolizagdo moderada das
espermatogonias, regeneracdo testicular discreta a acentuada (5 a 76 figuras de mitose
hipercromaticas/campo de grande aumento — CGA), moderada quantidade de
espermatocitos bi e trinucleados, moderada quantidade de células em picnose e cariorrexe
multifocal (individualizadas), caracterizando necrose celular. No limen observou-se
presenca de multiplas espermatides e células de Sertoli livres na luz dos tubulos
seminiferos e acentuada azoospermia. No intersticio foi observado proliferagdao
acentuada dos vasos linfaticos multifocal e moderada fibrose testicular e discreta
congestdo de vasos sanguineos. Dois animais apresentaram também fibrose testicular
extensa grave, moderado infiltrado linfohistiocitario perivascular, congestdo multifocal
moderada e hemorragia discreta, acompanhada de hemossiderose moderada. Estas
alteragoes histologicas caracterizam uma degeneragao grave multifocal a coalescente. As

Figuras 5C e 5D representam secg¢des histologicas do testiculo de animais do grupo DG.
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Figura 5. Secgdes histologicas coradas em HE (Hematoxilina Eosina) analisadas por

microscopia Optica de luz, do grupo controle - CT (A), grupo degenerado tratado com

pentoxifilina - PTX (B) e grupo degenerado - DG (C e D).

A expressao génica do marcador apoptdtico Bax foi maior no grupo DG do que
nos grupos CT (p <0,01) e no grupo PTX (p <0,05) no dia 30 (Figura 6A) apds o insulto
térmico escrotal, mas ndo diferiu (P> 0,05) entre os grupos no dia 60 (Figura 6B).

As caspases 8 (CS8) e 9 (CS9) apresentaram maior expressao génica no grupo
DG em comparagao ao grupo CT (p<0,05) no D30 (Figuras 6C e E). O grupo PTX nao
diferiu em relagdo aos outros grupos (p>0,05) quanto a expressdo desses genes.
Diferencas nao foram encontradas no D60 entre os trés grupos (Figuras 6 D e F), quanto
a expressao génica das caspases 8 € 9 (p> 0,05).

A expressao génica do Fas nao diferiu entre os grupos no D30 e D60 (p>0,05).
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Figura 6. Valores médios + erros padrao (SEM) da expressdo génica dos marcadores
apoptoticos Bax no D30 (A) e D60 (B); Caspase 8 (CS8) no D30 (C) e D60 (D); e Caspase
9 (CS9) no D30 (E) e D60 (F) nos grupos controle (CT, representado em azul),

degenerado (DG, representado em vermelho) e degenerado tratado (PTX, representado

em verde). * Indica diferenca estatistica com p<0,05 e ** com p<0,01.
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A expressao génica do marcador de choque térmico Hsf1 foi superior nos grupos

DG e PTX quando comparada ao grupo CT (p<0.05) no dia 30 (Figura 7A), diferindo

apenas (p<0,01) entre os grupos DG e PTX no dia 60 (Figura 7B) p6s-insulto.

A expressao génica do marcador inflamatério/oxidativo Prtgs2 nao diferiu

(p>0.05) entre os trés grupos no dia 30 e 60 ap6s insulto térmico (Figura 7C e D).
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Figura 7. Valores médios + erros padrdao (SEM) da expressdo génica do marcador de

choque térmico Hsf1 no D30 (A) e D60 (B) e do do marcador inflamatorio/oxidativo

Ptgs2 D30 (C) e D60 (D) apods aquecimento escrotal, nos grupos controle (CT,

representado em azul), degenerado (DG, representado em vermelho) e degenerado

tratado (PTX, representado em verde). * Indica diferenca estatistica com p<0,05 e **

com p<0,01.
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Discussao

Os resultados do presente estudo demonstraram que o insulto térmico escrotal teve
efeitos deletérios no parénquima e funcionamento testicular. Além disso, o tratamento
com a pentoxifilina oral promoveu beneficios em minimizar a deterioracdo de algumas
caracteristicas histologicas e moleculares estudadas.

O método de estresse térmico testicular utilizado foi eficiente em causar
degeneracdo testicular, ja que as alteracdes histologicas observadas nos grupos DG e PTX
caracterizam bem o processo degenerativo da gdnada masculina. Neste método, a
transmissdo de calor se deu por convecgdo do ar aquecido para o escroto. Quando a
temperatura do ar em que o animal estd submetido excede 40° C, a temperatura escrotal
aumenta para valores normalmente encontrados no abdémen [7]. Nessas condicGes a
evaporacdo do suor da pele escrotal ndo é eficiente em manter a o escroto mais frio,
levando a um aquecimento testicular [3].

Em estudos anteriores, a degeneracao testicular foi induzida por insulacéo térmica
em garanhdes utilizando um tecido de |a de algoddo ao redor do escroto por 24h [42], 36
h [4,44] e 48 h [42,43]. Como resultado, os autores observaram alteracGes significativas
das caracteristicas seminais e hormonais, no entanto, as caracteristicas morfo-histoldgicas
ndo foram acessadas. Em nosso estudo o método de estresse térmico escrotal foi aplicado
durante 1 hora no inicio da manhd e 1 hora no inicio da tarde durante dois dias
consecutivos e também se mostrou eficiente em promover danos testiculares compativeis
com a degeneracdo testicular. Sendo assim, podemos afirmar que o método de estresse
térmico escrotal utilizado em nosso estudo se mostrou uma ferramenta mais pratica e
rapida na inducdo de degeneracdo testicular na espécie equina, comparado aos métodos
anteriores.

Assim como estudos realizados em ratos [45-47] induzidos ao estresse térmico
escrotal durante 15 a 60 minutos, nossos achados comprovam que poucas horas de
aquecimento foram suficientes para causar alteracdes da termorregulagéo e comprometer
a espermatogénese em equinos.

No D60 ambos os grupos submetidos ao aquecimento escrotal apresentaram, em
comum, desorganizacdo de tubulos seminiferos, perda de células germinativas —
caracterizada pelo adelgacamento do epitélio seminifero e aumento da luz do tubulo
seminifero — presenca de células germinativas com vacuolos citoplasméticos e picnose

nuclear, sinalizando o processo de necrose. Essas alteragdes sdo consistentes com 0s
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achados histologicos descritos por outros autores que estudaram o processo degenerativo
da gonada masculina [1,55,56,69,79-82]. Esses danos podem ter ocorrido dado ao efeito
do calor em incrementar o metabolismo tecidual e demanda por oxigénio e glicose, que
sem aumento correspondente do suprimento sanguineo, resultam em hipdxia [3,83-87],
em hipoglicemia [58,59,88-90], em aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio
[38,69,91-93], em danos moleculares a proteinas e acidos nucleicos [85,54,94] e em
ativagcdo de mecanismos de apoptose [45,47,49,95-98].

A maioria dos estudos afirmam que o parénquima testicular tende a se recuperar
completamente em aproximadamente 60 dias ap0s a remocao do insulto testicular, devido
a uma maior resisténcia das espermatogoénias-tronco [1,70,99]. No entanto, no presente
estudo, os danos no parénquima testicular permaneceram até os 60 dias apds a remocao
do insulto térmico nos grupos insulados, demonstrando que nesses animais ocorreu danos
graves que impediram a recuperacédo do epitélio seminifero no periodo equivalente a uma
onda espermatica. Isso é evidenciado pela presenca de vactolos citoplasmaticos
encontrados nas espermatogoénias no grupo DG no D60, no entanto, esse achado néo foi
observado em laminas do grupo PTX.

Ainda na avaliacdo histologica, ocorreu perda de células germinativas em ambos
0s grupos, principalmente de espermatécitos e espermatides. Essas perdas podem ter
ocorrido por meio de ativacdo de mecanismos de apoptose como ja demonstrado em ratos
[45,85,86,100] e em macacos [49]. Esses estudos observaram que 0s espermatocitos e
espermatides sdo as linhagens germinativas mais sensiveis ao calor, e foram eliminadas
por apotose, em virtude de danos sofridos no DNA.

Apesar da persistencia de danos histoldgicos, aos 60 dias ap6s o choque térmico,
observamos uma regeneracao visivel da espermatogénese, representada pelas figuras de
mitose presentes em alguns animais dos grupos DG e PTX. Esse resultado demonstra que
as espermatogdnias aumentaram suas atividades de divisdo celular como um mecanismo
compensatorio as perdas de células germinativas. Esse mecanismo também foi observado
por Queiroz et al. [70], em ratos submetidos ao estresse térmico escrotal.

Quando a avaliacéo histologica foi realizada baseada em escores, observamos que
a presenca de ondulacéo da lamina basal ao redor dos tubulos seminiferos foi superior no
grupo DG em comparacdo ao PTX. A ondulacdo da lamina basal pode ser atribuida a
atrofia dos tubulos seminifero, que ao se retrairem causam o afrouxamento da lamina
basal. A atrofia dos tubulos seminiferos esta relacionada a perda de células germinativas

associado a presenca de fibrose no intersticio, como ja demonstrado por Gehlen et al.
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[101] em casos severos de degeneracdo testicular associada a azoospermia em garanhdes.
Suportando esses resultados, observamos que a &rea total e o didmetro dos tubulos
seminiferos, bem como a area do epitélio seminifero diminuiram significativamente no
grupo DG em comparacdo ao CT, mas foi semelhante no grupo tratado com a
pentoxifilina em relacdo aos dois grupos.

Embora microscopicamente a diminuicdo dos tubulos seminiferos tenha ocorrido
apenas no grupo DG em comparagéo ao CT, macroscopicamente o volume testicular total
— que consiste em um reflexo do estado dos tubulos seminiferos — apresentou
diminuicdo em ambos os grupos insulados, a partir do D3 até o D60. Isso demonstra que
no D60 o grupo PTX pode ter apresentado uma recuperacgdo histolégica desse parametro
que nao foi refletida ainda na aparéncia macroscopica da gonada. Em concordancia com
0s nossos resultados, o declinio do peso e tamanho testicular foi notado em ratos apds
exposicao testicular ao calor [8,54], além disso, o tamanho testicular ndo voltou ao normal
apos 60 dias do insulto nesses animais. A pentoxifilina também ndo preveniu redugdes
do peso testicular apds hipertermia escrotal em ratos [70].

Apesar de terem sido encontradas alteracdes histoldgicas em ambos 0s grupos
insulados, o grupo PTX apresentou danos menos graves em comparagdo ao grupo DG,
sendo a degeneracdo classificada como moderada neste grupo, enquanto 0 grupo néo
tratado com o farmaco apresentou degeneracao classificada como severa. Esse resultado
demonstra o efeito protetor da pentoxifilina as células germinativas contra os efeitos do
calor.

Em concordancia com esse resultado, Queiroz et al. [70] avaliaram os efeitos da
pentoxifilina na regeneracdo testicular de ratos apoOs estresse térmico testicular e
observaram que os animais tratados com 50 mg/kg de pentoxifilina apresentaram lesdes
histolégicas menos graves e alguns estagios do ciclo do epitélio seminifero preservados
pos-insulto. Ja os animais tratados com 100 mg/kg de pentoxifilina ndo apresentaram
degeneracgdo testicular e todos os estagios do ciclo do epitélio seminifero estavam
presentes aos 60 dias pos-choque térmico. A dose utilizada em nosso estudo foi bem
menor do que as doses avaliadas no estudo mencionado, no entanto, foi eficiente em
minimizar algumas alteracGes histologicas, mas ndo em prevenir 0 aparecimento das
mesmas. Isso reforga a necessidade de mais estudos quanto a dose e tempo de tratamento
com a pentoxifilina na degeneracao testicular em equinos.

Embora tenham sido demostrados beneficios no tratamento com a pentoxifilina

na histologia testicular pos-insulto térmico, os resultados mais consistentes desse estudo
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sdo evidenciados pela resposta molecular a apoptose e choque térmico apos o tratamento
com o farmaco.

A hipotese de que acdo benéfica da pentoxifilina nas células germinativas ocorre
devido a acdo anti-apoptotica deste farmaco, como descrito por diversos autores [102-
107], é confirmada pela maior expressdo génica do marcador de apoptose Bax observada
no grupo DG em comparagdo ao demais grupos no D30, demonstrando que o calor
promoveu a ativacdo da via apoptética intrinseca nesse grupo e que a pentoxifilina
preveniu a ativacao desse mecanismo no grupo PTX nesse periodo. No entanto, no D60
ndo houve diferencas entre os grupos, demonstrando que nessa fase a resposta apoptética
no grupo DG foi suspensa, indicando uma recuperacdo testicular nesse momento.
Corroborando com esse resultado, diversos autores observaram a ativacao de ativagao do
Bax apds a inducdo térmica no testiculo de ratos [45,47,96-97] e concluiram que o
mecanismo de apoptose em células germinativas masculinas é fortemente dependente da
via intrinseca de ativacdo da Bax e inativacdo da BcL.

Alguns autores [45,47,98] demonstraram que ambas as vias intrinsecas e
extrinsecas convergem na cascata de caspases efetoras 3, 6 e 7, que clivam proteinas
citoplasmaticas causando modificacGes celulares responsaveis pela morte das células
germinativas. No presente estudo ocorreu maior expresséo génica da caspase 9 no grupo
DG em comparagdo ao CT aos 30 dias ap6s insulto térmico escrotal, demonstrando
novamente que a via intrinseca de apoptose foi desencadeada nesse grupo pelo estimulo
térmico, e no D60 esse mecanismo é cessado.

Além da via intrinseca de apoptose, os resultados desse estudo demonstram que
os danos apoptoticos, em garanhdes submetidos ao estresse térmico testicular, também
ocorrem pela ativacdo da via extrinseca de apoptose. Aos 30 dias pos-insulto ocorreu
upregulacao do gene Casp8 no grupo DG em relacdo ao CT. No D60 a expressao desse
gene foi similar nos trés grupos, evidenciando que aos 60 dias pos-insulto hd uma
resolucdo natural da resposta a apoptose no parénquima testicular. Liu et al. [108] e Vera
et al., [97] também observaram ativacdo da caspase 8 apds insulto térmico escrotal em
ratos.

No presente estudo, a resposta ao choque térmico também foi verificada em ambos
0s grupos submetidos ao choque térmico escrotal no D30, quando o fator transcricional
de choque térmico 1 (Hsfl) foi upregulado nesses grupos em comparacdo ao CT. No

entanto, no D60 a expresséo desse gene foi superior no DG em comparagdo ao PTX.
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A ativacdo do gene Hsfl no grupo PTX aos 30 dias pos-insulto parece estar
relacionada a mecanismos defensivos celulares, ja que em resposta ao calor, o Hsf1 ativa
proteinas de choque térmico (HSPs) que se ligam a outras proteinas celulares
impededindo danos por desnaturacdo e incorreto dobramento [47,104]. Essa hipotese é
sustentada pelo fato do grupo tratado com a pentoxifilina ndo ter apresentado upregulacéo
de genes envolvidos em vias de apoptose durante esse periodo, ja que em situacdes onde
o calor promove lesdes celulares extensas e irreversiveis, o Hsfl paradoxalmente deixa
de ativar mecanismos protetores e ativa vias de apoptose, de forma intrinseca pela
ativacdo de Bax, e extrinseca pela ativacdo do gene p53 [45,47,98].

Em contraste a esse resultado, a upregulacéo do gene Hsfl no grupo DG aos 30
dias pés-insulto, parece estar relacionado a ativagdo de mecanismos de apoptose, uma vez
que também foi verificado nesse periodo a ativacdo de genes envolvidos em vias de
apoptose extrinsecas (Casp8) e intrinsecas (Bax e Casp9), sustentando essa hipdtese.
Embora no D60, o DG néo tenha apresentado elevacdo da expressdo génica de fatores
apoptéticos, o Hsfl permaneceu elevado nesse grupo em comparagdo ao grupo tratado
com a pentoxifilina. Esse resultado demonstra que a pentoxifilina promoveu uma
recuperacdo tecidual mais precoce no grupo tratado em relagdo ao DG. Em concordancia
com nosso estudo Queiroz et al. [70] observou que a pentoxifilina inibiu a apoptose de
células germinativas de ratos aos 30 e 60 dias p6s-choque térmico.

Conclusdes

O método de estresse térmico testicular desenvolvido no presente estudo foi
eficiente em promover danos testiculares compativeis com degeneracgdo testicular, e se
mostrou uma ferramenta pratica e eficiente para o estudo desta enfermidade na espécie
equina, em comparacdo a métodos anteriores.

A pentoxifilina minimizou os danos histoldgicos observados aos 60 dias apds o
insulto téermico, como uma menor presenca de ondulacdo da lamina basal — refletindo
uma menor atrofia dos tubulos seminiferos — no entanto, o fa&rmaco néo foi eficiente em
prevenir o aparecimento de lesdes. Além disso, neste grupo as lesdes histologicas foram
menos graves, sendo a degeneracgéo classificada como moderada, enquanto o grupo DG
as lesdes foram mais graves e extensas, sendo o processo classificado como severo.

A pentoxifilina inibiu a apoptose de células germinativas aos 30 e 60 dias pos-

insulto térmico e ativou 0 mecanismo de protecdo celular em resposta ao choque térmico.
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Mais estudos quanto a dose e tempo de utilizacdo da pentoxifilina sdo necessarios
para se alcancar melhor resposta no tratamento da degeneracao testicular em equinos com

este farmaco.

Agradecimentos

A FAPESP (Fundacéo de Apoio a Pesquisa e Ensino do Estado de S&o Paulo) é
reconhecida por apoiar financeiramente o desenvolvimento deste estudo (Processos
Fapesp n° 2014/00535-4 e n° 2016/03442-2).

Referéncias

[1] Turner, R. M. O. (2007). Pathogenesis, diagnosis, and management of testicular
degeneration in stallions. Clinical Techniques in Equine Practice, 6(4), 278-284.

[2] Amann, R. P. (1981). A critical review of methods for evaluation of spermatogenesis
from seminal characteristics. Journal of Andrology, 2(1), 37-58.

[3] Setchell, B. P. (1998). The parkes lecture heat and the testis. Journal of Reproduction
and Fertility, 114(2), 179-194.

[4] Blanchard, T. L., Jorgensen, J. B., Varner, D. D., Forrest, D. W., & Evans, J. W.
(1996). Clinical observations on changes in concentrations of hormones in plasma of two
stallions with thermally-induced testicular degeneration. Journal of Equine Veterinary
Science, 16(5), 195-201.

[5] Ball, B. A. (2008). Diagnostic methods for evaluation of stallion subfertility: a
review. Journal of equine veterinary science, 28(11), 650-665.

[6] Waites, G. M. H., & Moule, G. R. (1961). Relation of vascular heat exchange to
temperature regulation in the testis of the ram. Journal of reproduction and fertility, 2(3),
213-224.

[7] Amann, R. P. (1981). A review of anatomy and physiology of the stallion. Journal of
Equine Veterinary Science, 1(3), 83-105.

[8] Setchell, B. P., & Waites, G. M. H. (1972). The effects of local heating of the testis
on the flow and composition of rete testis fluid in the rat, with some observations on the
effects of age and unilateral castration. Journal of reproduction and fertility, 30(2), 225-
233.

[9] Waites, G. M. H., & Setchell, B. P. (1964). Effect of local heating on blood flow and
metabolism in the testis of the conscious ram. Journal of reproduction and fertility, 8(3),
339-349.

[10] Ray, D. E., Roubicek, C. B., & Hamidi, M. (1968). Organ and gland weights of rats
chronically exposed to 22 degree and 35 degree C. Growth, 32(1), 1.

[11] Magal, E., Kaplanski, J., Sod-Moriah, U. A., Hirschmann, N., & Nir, I. (1981). Role
of the pineal gland in male rats chronically exposed to increased temperature. Journal of
neural transmission, 50(2), 267-273.

[12] Van Zelst, S. J., Zupp, J. L., Hayman, D. L., & Setchell, B. P. (1995). XY
chromosome dissociation in mice and rats exposed to increased testicular or
environmental temperatures. Reproduction, Fertility and Development, 7(5), 1117-1121.


javascript:javascript:openProcess('2014005354')

130

[13] Mawyer, J. D., Cavinder, C. A., Vogelsang, M. M., Sigler, D. H., Love, C. C,,
Brinsko, S. P., & Gordon, R. K. (2012). Thermoregulation of the testicle in response to
exercise and subsequent effects on semen characteristics of stallions. Journal of animal
science, 90(8), 2532-2539.

[14] Ramires-Neto, C., Monteiro, G. A., Delfiol, D. J. Z., Farras, M. C., Dell'aqua, J. A.,
Papa, F. O., & Alvarenga, M. A. (2013). The relationships between scrotal surface
temperature, age and sperm quality in stallions. Livestock Science, 157(1), 358-363.

[15] Freidman, R., Scott, M., Heath, S. E., Hughes, J. P., Daels, P. F., & Tran, T. Q.
(1990). The effects of increase testicular temperature on spermatogenesis in the
stallion. Journal of reproduction and fertility. Supplement, 44, 127-134.

[16] Lo Walters, A. H., Saacke, R. G., Pearson, R. E., & Gwazdauskas, F. C. (2006).
Assessment of pronuclear formation following in vitro fertilization with bovine
spermatozoa obtained after thermal insulation of the testis. Theriogenology, 65(6), 1016-
1028.

[17] Kastelic, J. P., Cook, R. B., & Coulter, G. H. (1996). Contribution of the scrotum
and testes to scrotal and testicular thermoregulation in bulls and rams. Journal of
reproduction and fertility, 108(1), 81-85.

[18] Galil, K. A. A., & Setchell, B. P. (1988). Effects of local heating of the testis on
testicular blood flow and testosterone secretion in the rat. International journal of
andrology, 11(1), 73-85.

[19] Setchell, B. P., Ekpe, G., Zupp, J. L., & Surani, M. A. H. (1998). Transient
retardation in embryo growth in normal female mice made pregnant by males whose
testes had been heated. Human Reproduction, 13(2), 342-347.

[20] Mieusset, R., Casares, P. Q., Partida, L. S., Sowerbutts, S. F., Zupp, J. L., & Setchell,
B. P. (1992). Effects of heating the testes and epididymides of rams by scrotal insulation
on fertility and embryonic mortality in ewes inseminated with frozen semen. Journal of
reproduction and fertility, 94(2), 337-343.

[21] Setchell BP and Thorburn GD (1970) The effect of artificial cryptorchidism on the
testis and its blood flow in an Australian marsupial Macropus eugenii. Comparative
Biochemistry and Physiology, v. 38, p. 705-708.

[22] Barenton, B., Blanc, M. R., Caraty, A., Hochereau-de Reviers, M. T., Perreau, C., &
Saumande, J. (1982). Effect of cryptorchidism in the ram: changes in the concentrations
of testosterone and estradiol and receptors for LH and FSH in the testis, and its
histology. Molecular and cellular endocrinology, 28(1), 13-25.

[23] Lunstra, D. D., & Schanbacher, B. D. (1988). Testicular function and Leydig cell
ultrastructure in long-term bilaterally cryptorchid rams. Biology of reproduction, 38(1),
211-220.

[24] Saypol, D. C., Howards, S. S., Turner, T. T., & Miller Jr, E. D. (1981). Influence of
surgically induced varicocele on testicular blood flow, temperature, and histology in adult
rats and dogs. Journal of Clinical Investigation, 68(1), 39.

[25] Li, H., Dubocq, F., Jiang, Y., Tiguert, R., Gheiler, E. L., & Dhabuwala, C. B. (1999).
Effect of surgically induced varicocele on testicular blood flow and Sertoli cell
function. Urology, 53(6), 1258-1262.

[26] Linzell, J. L., & Setchell, B. P. (1969). Metabolism, sperm and fluid production of
the isolated perfused testis of the sheep and goat. The Journal of physiology, 201(1), 129-
143.



131

[27] Biggiogera, M., Tanguay, R. M., Marin, R., Wu, Y., Martin, T. E., & Fakan, S.
(1996). Localization of heat shock proteins in mouse male germ cells: an immunoelectron
microscopical study. Experimental cell research, 229(1), 77-85.

[28] Clark, A. M., & Griswold, M. D. (1997). Expression of clusterin/sulfated
glycoprotein-2 under conditions of heat stress in rat Sertoli cells and a mouse Sertoli cell
line. Journal of andrology, 18(3), 257-263.)

[29] Austin, J. W., Murphree, R., & Hupp, E. (1961). Effect of scrotal insulation on semen
of Hereford bulls. Journal of Animal Science, 20(2), 307.

[30] Gerona, G. R., & Sikes, J. D. (1970). Effects of elevated scrotum temperature on
spermatogenesis and semen characteristics. In Journal of Dairy Science, 53(5), p. 659-
64.

[31] Ross, A. D., & Entwistle, K. W. (1979). The effect of scrotal insulation on
spermatozoal morphology and the rates of spermatogenesis and epididymal passage of
spermatozoa in the bull. Theriogenology, 11(2), 111-129.

[32] Vogler, C. J., Saacke, R. G., Bame, J. H., Dejarnette, J. M., & McGilliard, M. L.
(1991). Effects of Scrotal Insulation on Viability Characteristics of Cryopreserved Bovine
Semenl. Journal of Dairy Science, 74(11), 3827-3835.

[33] Kastelic, J. P.,, Cook, R. B., & Coulter, G. H. (1997). Scrotal/testicular
thermoregulation and the effects of increased testicular temperature in the bull. VVeterinary
Clinics of North America: Food Animal Practice, 13(2), 271-282.

[34] Fernandes, C. E., Dode, M. A. N., Pereira, D., & Silva, A. E. D. F. (2008). Effects
of scrotal insulation in Nellore bulls (Bos taurus indicus) on seminal quality and its
relationship with in vitro fertilizing ability. Theriogenology, 70(9), 1560-1568.

[35] Kastelic, J. P., Cook, R. B., & Coulter, G. H. (1999). Effects of ambient temperature
and scrotal fleece cover on scrotal and testicular temperatures in rams. Canadian journal
of veterinary research, 63(2), 157,

[36] Rasooli, A., Jalali, M. T., Nouri, M., Mohammadian, B., & Barati, F. (2010). Effects
of chronic heat stress on testicular structures, serum testosterone and cortisol
concentrations in developing lambs. Animal reproduction science, 117(1), 55-59.;

[37] Alves, M. B. R., de Andrade, A. F. C., de Arruda, R. P., Batissaco, L., Florez-
Rodriguez, S. A., de Oliveira, B. M. M., & Vellone, V. S. (2016). Recovery of normal
testicular temperature after scrotal heat stress in rams assessed by infrared thermography
and its effects on seminal characteristics and testosterone blood serum
concentration. Theriogenology, 86(3), 795-805.

[38] Hamilton, T. R. D. S., Mendes, C. M., Castro, L. S. D., Assis, P. M. D., Siqueira, A.
F. P., Delgado, J. D. C., & Visintin, J. A. (2016). Evaluation of lasting effects of heat
stress on sperm profile and oxidative status of ram semen and epididymal
sperm. Oxidative medicine and cellular longevity, 2016.

[39] Braden, A. W. H., & Mattner, P. E. (1970). Effects of scrotal heating in the ram on
semen characteristics, fecundity, and embryonic mortality. Australian Journal of
Agricultural Research, 21(3), 509-518.

[40] Williamson, P. (1974). The fine structure of ejaculated ram spermatozoa following
scrotal heating. Journal of reproduction and fertility, 40(1), 191-195.

[41] Byers, S. W., & Glover, T. D. (1984). Effect of scrotal insulation on the pituitary-
testicular axis of the ram. Journal of reproduction and fertility, 71(1), 23-31.



132

[42] Freidman, R., Daels, P. F., Scott, M. A., Roser, J. F., Mohammed, H. O., & Hughes,
J. P. (1995). Endocrine profiles of stallions with impaired testicular function due to
increased testicular temperature. Society for the Study of Reproduction, 1, 641-646;

[43] Love, C. C., & Kenney, R. M. (1999). Scrotal heat stress induces altered sperm
chromatin structure associated with a decrease in protamine disulfide bonding in the
stallion. Biology of reproduction, 60(3), 615-620.

[44] Blanchard, T., Varner, D., Johnson, L., Roser, J. F., Hill, J., & Miller, C. (2000).
Testicular and hormonal changes in stallions with thermally induced testicular
degeneration. Journal of Reproduction and Fertility-Supplement-, 56, 51-59.

[45] Yin, Y., Hawkins, K. L., Dewolf, W. C., & Morgentaler, A. (1997). Heat stress
causes testicular germ cell mice. Journal of Andrology, 18(2), 159-165.

[46] Lue, Y. H., Sinha Hikim, A. P., Swerdloff, R. S., Im, P, Taing, K. S., Bui, T., ... &
Wang, C. (1999). Single exposure to heat induces stage-specific germ cell apoptosis in
rats: role of intratesticular testosterone on stage specificity. Endocrinology, 140(4), 1709-
1717.

[47] Rockett, J. C., Mapp, F. L., Garges, J. B., Luft, J. C., Mori, C., & Dix, D. J. (2001).
Effects of hyperthermia on spermatogenesis, apoptosis, gene expression, and fertility in
adult male mice. Biology of reproduction, 65(1), 229-239.

[48] Ikeda, M., Kodama, H., Fukuda, J., Shimizu, Y., Murata, M., Kumagali, J., & Tanaka,
T. (1999). Role of radical oxygen species in rat testicular germ cell apoptosis induced by
heat stress. Biology of reproduction, 61(2), 393-399.

[49] Lue, Y. H., Lasley, B. L., Laughlin, L. S., Swerdloff, R. S., Hikim, A. P. S., Leung,
A., & Wang, C. (2002). Mild testicular hyperthermia induces profound transitional
spermatogenic suppression through increased germ cell apoptosis in adult cynomolgus
monkeys (Macaca fascicularis). Journal of Andrology, 23(6), 799-805.

[50] Jia, Y., Hikim, A. P. S., Lue, Y. H., Swerdloff, R. S., Vera, Y., Zhang, X. S., &
Wang, C. (2007). Signaling pathways for germ cell death in adult cynomolgus monkeys
(Macaca fascicularis) induced by mild testicular hyperthermia and exogenous
testosterone treatment. Biology of reproduction, 77(1), 83-92.

[51] Zhang, X. S., Lue, Y. H,, Guo, S. H., Yuan, J. X,, Hu, Z. Y., Han, C. S., & Liu, Y.
X. (2005). Expression of HSP105 and HSP60 during germ cell apoptosis in the heat-
treated testes of adult cynomolgus monkeys (Macaca fascicularis). Front Biosci, 10(1),
3110-3121. [52] Arighi et al., 1987;

[53] Aupperle, H., Gerlach, K., Bartmann, C. P., Beerhenke, S., & Schoon, H. A. (1999).
Histopathological findings in the cryptorchid testes of stallions. Pferdeheilkunde, 15(6),
515-522;

[54] Banks, S., King, S. A,, Irvine, D. S., & Saunders, P. T. (2005). Impact of a mild
scrotal heat stress on DNA integrity in murine spermatozoa. Reproduction, 129(4), 505-
514.

[55] Coryn, M., De Morr, A., Bouters, R., & Vandeplassche, M. (1981). Clinical,
morphological and endocrinological aspects of cryptorchidism in the
horse. Theriogenology, 16(4), 489-496.

[56] Al-Bagdadi, F., Hoyt, P., Karns, P., Martin, G., Memon, M., McClure, R., &
Shoemaker, S. (1991). The morphology of abdominal and inguinal cryptorchid testes in
stallions: a light and electron microscopic study. International journal of fertility, 36(1),
57-64.



133

[57] VanDemark, N. L., & Ewing, L. L. (1963). Factors affecting testicular metabolism
and function. Journal of reproduction and fertility, 6(1), 1-8.

[58] Ewing, L. L., & VanDemark, N. L. (1961). Metabolic activity of rabbit testicular
tissue after various periods in abdomen. Journal of Dairy Science, 44(6).

[59] Maines, M. D., & Ewing, J. F. (1996). Stress response of the rat testis: in situ
hybridization and immunohistochemical analysis of heme oxygenase-1 (HSP32)
induction by hyperthermia. Biology of reproduction, 54(5), 1070-1079.

[60] Davis, J. R., & Morris, R. N. (1963). Effect of glucose on incorporation of L-lysine-
UC 14 into testicular proteins. American Journal of Physiology--Legacy Content, 205(5),
833-836.

[61] Baldwin, D. M., & Ewing, L. L. (1967). An enzymatic comparison of glucose
metabolism in the rabbit and chicken testis and kidney cortex. Comparative biochemistry
and physiology, 23(2), 569-582.

[62] DeJarnette, J. M., Saacke, R. G., Bame, J., & VVogler, C. J. (1992). Accessory sperm:
their importance to fertility and embryo quality, and attempts to alter their numbers in
artificially inseminated cattle. Journal of animal science, 70(2), 484-491.

[63] Thundathil, J., Meyer, R., Palasz, A. T., Barth, A. D., & Mapletoft, R. J. (2000).
Effect of the knobbed acrosome defect in bovine sperm on IVF and embryo
production. Theriogenology, 54(6), 921-934.

[64] Walters, A. H., Saacke, R. G., Pearson, R. E., & Gwazdauskas, F. C. (2005). The
incidence of apoptosis after IVF with morphologically abnormal bovine
spermatozoa. Theriogenology, 64(6), 1404-1421.

[65] Hendricks, K. E. M., Martins, L., & Hansen, P. J. (2009). Consequences for the
bovine embryo of being derived from a spermatozoon subjected to post-ejaculatory aging
and heat shock: development to the blastocyst stage and sex ratio. Journal of
Reproduction and Development, 55(1), 69-74.

[66] Schill, W. B. (1982). Therapy of idiopathic astheno-and oligozoospermia with
pentoxifylline. Fortschritte der Medizin, 100(15), 696-700.

[67] Moein, M. R., Khalili, M. A., & Davoudi, A. (2005). The effect of oral administration
of Pentoxifylline on sperm motility of asthenozoospermic ejaculates from men with or
without testicular varicoceles. International Journal of Reproductive BioMedicine, 3(1),
25-29.;

[68] Oliva, A., Dotta, A., & Multigner, L. (2009). Pentoxifylline and antioxidants

improve sperm quality in male patients with varicocele. Fertility and sterility, 91(4),
1536-1539.

[69] Yao, C., Li, G., Qian, Y., Cai, M., Yin, H., Xiao, L.,& Shi, B. (2016). Protection of

Pentoxifylline against Testis Injury Induced by Intermittent Hypobaric
Hypoxia. Oxidative medicine and cellular longevity, 2016.

[70] Queiroz, G. C. D., Oliveir, V. V. G., Gueiros, O. G., Torres, S. M., Maia, F. C. L.,
Tenorio, B. M., & Silva, J. V. A. (2013). Effect of pentoxifylline on the regeneration of
rat testicular germ cells after heat shock. Anim. Reprod, 10(1), 45-54.

[71] Pozor, M. A., Muehlhaus, J., King, A., Macpherson, M. L., Troedsson, M. H., &
Bailey, C. S. (2011). Effect of pentoxifylline treatment on testicular perfusion and semen
quality in Miniature horse stallions. Theriogenology, 76(6), 1027-1035.



134

[72] Love, C. C., Garcia, M. C., Riera, F. R., & Kenney, R. M. (1991). Evaluation of
measures taken by ultrasonography and caliper to estimate testicular volume and predict
daily sperm output in the stallion. Journal of reproduction and fertility. Supplement, 44,
99-105.

[73] Faber, N. F., & Roser, J. F. (2000). Testicular biopsy in stallions: diagnostic potential
and effects on prospective fertility. Journal of reproduction and fertility. Supplement,
(56), 31-42.

[74] Favareto, A. P. A., Fernandez, C. D. B., da Silva, D. A. F., Anselmo-Franci, J. A., &
Kempinas, W. D. G. (2011). Persistent Impairment of Testicular Histology and Sperm
Motility in Adult Rats Treated with Cisplatin at Peri-Puberty. Basic & clinical
pharmacology & toxicology, 109(2), 85-96.

[75] Siervo, G. E., Vieira, H. R., Ogo, F. M., Fernandez, C. D., Gongalves, G. D.,
Mesquita, S. F., & Fernandes, G. S. (2015). Spermatic and testicular damages in rats
exposed to ethanol: Influence of lipid peroxidation but not testosterone. Toxicology, 330,
1-8.

[76] Klein, C., Rutllant, J., & Troedsson, M. H. (2011). Expression stability of putative
reference genes in equine endometrial, testicular, and conceptus tissues. BMC research
notes, 4(1), 120.

[77] Kbhne, M., llle, N., Erber, R., Razavi, M. S. A., Walter, I., & Aurich, C. (2016).
Effects of periovulatory gonadotrophin treatment on luteal function and endometrial
expression of selected genes in cyclic pony mares. Theriogenology, 86(9), 2147-2155.

[78] Claes, A., Ball, B. A., Almeida, J., Corbin, C. J., & Conley, A. J. (2013). Serum anti-
Millerian hormone concentrations in stallions: developmental changes, seasonal
variation, and differences between intact stallions, cryptorchid stallions, and
geldings. Theriogenology, 79(9), 1229-1235.

[79] Williams, W. L., & Cunningham, B. (1940). Histological changes in the rat testis
following heat treatment. The Yale journal of biology and medicine, 12(3), 309.

[80] Humphrey, J. D., & Ladds, P. W. (1975). A quantitative histological study of changes
in the bovine testis and epididymis associated with age. Research in veterinary
science, 19(2), 135-141.

[81] Watson, E. D., Clarke, C. J., Else, R. W., & Dixon, P. M. (1994). Testicular
degeneration in 3 stallions. Equine veterinary journal, 26(6), 507-510.

[82] Gehlen, H., Bartmann, C. P., Klug, E., & Schoon, H. A. (2001). Azoospermia due to
testicular degeneration in a breeding stallion. Journal of Equine Veterinary
Science, 21(3), 137-139.

[83] Free, M. J., Schluntz, G. A., & Jaffe, R. A. (1976). Respiratory gas tensions in tissues
and fluids of the male rat reproductive tract. Biology of Reproduction, 14(4), 481-488.

[84] Peltola, V., Huhtaniemi, I., & Ahotupa, M. (1995). Abdominal position of the rat
testis is associated with high level of lipid peroxidation. Biology of reproduction, 53(5),
1146-1150.

[85] Pérez-Crespo, M., Pintado, B., & Gutiérrez-Adan, A. (2008). Scrotal heat stress
effects on sperm viability, sperm DNA integrity, and the offspring sex ratio in
mice. Molecular reproduction and development, 75(1), 40-47.



135

[86] Paul, C., Teng, S., & Saunders, P. T. (2009). A single, mild, transient scrotal heat
stress causes hypoxia and oxidative stress in mouse testes, which induces germ cell
death. Biology of Reproduction, 80(5), 913-9109.

[87] Reyes, J. G., Farias, J. G., Henriquez-Olavarrieta, S., Madrid, E., Parraga, M.,
Zepeda, A. B., & Moreno, R. D. (2012). The hypoxic testicle: physiology and
pathophysiology. Oxidative medicine and cellular longevity, 2012

[88] Mancine, R. E., Penhos, J. C., Izquierdo, I. A., & Heinrich, J. J. (1960). Effects of
acute hypoglycemia on rat testis. Proceedings of the Society For Experimental Biology
and Medicine, 104(4), 699-702.

[89] Davis, J. R., & Morris, R. N. (1963). Effect of glucose on incorporation of L-lysine-
UC 14 into testicular proteins. American Journal of Physiology--Legacy Content, 205(5),
833-836.

[90] Means, A. R., & Hall, P. F. (1968). Protein biosynthesis in the testis: 1. Comparison
between stimulation by FSH and glucose. Endocrinology, 82(3), 597-602.

[91] Ahotupa, M., & Huhtaniemi, I. (1992). Impaired detoxification of reactive oxygen
and consequent oxidative stress in experimentally cryptorchid rat testis. Biology of
reproduction, 46(6), 1114-1118.

[92] Aitken, R. J., & Roman, S. D. (2008). Antioxidant systems and oxidative stress in
the testes. Oxidative medicine and cellular longevity, 1(1), 15-24.

[93] Semercioz, A., Onur, R., Ogras, S., & Orhan, I. (2003). Effects of melatonin on
testicular tissue nitric oxide level and antioxidant enzyme activities in experimentally
induced left varicocele. Neuroendocrinology letters, 24(1/2), 86-90.

[94] Kim, B., Park, K., & Rhee, K. (2013). Heat stress response of male germ
cells. Cellular and molecular life sciences, 70(15), 2623-2636.

[95] Shaha, C., Tripathi, R., & Mishra, D. P. (2010). Male germ cell apoptosis: regulation
and biology. Philosophical Transactions of the Royal Society of London B: Biological
Sciences, 365(1546), 1501-1515.

[96] Rucker II1, E. B., Dierisseau, P., Wagner, K. U., Garrett, L., Wynshaw-Boris, A.,
Flaws, J. A., & Hennighausen, L. (2000). Bcl-x and Bax regulate mouse primordial germ
cell survival and apoptosis during embryogenesis. Molecular Endocrinology, 14(7),
1038-1052.

[97] Vera, Y., Diaz-Romero, M., Rodriguez, S., Lue, Y., Wang, C., Swerdloff, R. S., &
Sinha Hikim, A. P. (2004). Mitochondria-dependent pathway is involved in heat-induced
male germ cell death: lessons from mutant mice. Biology of reproduction, 70(5), 1534-
1540.

[98] Vera, Y., Rodriguez, S., Castanares, M., Lue, Y., Atienza, V., Wang, C., & Sinha
Hikim, A. P. (2005). Functional role of caspases in heat-induced testicular germ cell
apoptosis. Biology of reproduction, 72(3), 516-522.

[99] Lagerlof, N. (1938). Infertility in male domestic animals. Vet. Med, 33, 550-561.

[100] Yaeram, J., Setchell, B. P., & Maddocks, S. (2006). Effect of heat stress on the
fertility of male mice in vivo and in vitro. Reproduction, Fertility and
Development, 18(6), 647-653.

[101] Gehlen, H., Bartmann, C. P., Klug, E., & Schoon, H. A. (2001). Azoospermia due
to testicular degeneration in a breeding stallion. Journal of Equine Veterinary
Science, 21(3), 137-139.



136

[102] Strieter, R. M., Remick, D. G., Ward, P. A., Spengler, R. N., Lynch, J. 3., Larrick,
J., & Kunkel, S. L. (1988). Cellular and molecular regulation of tumor necrosis factor-
alpha production by pentoxofylline. Biochemical and biophysical research
communications, 155(3), 1230-1236.

[103] Rieneck, K., Diamant, M., Haahr, P. M., Schonharting, M., & Bendtzen, K. (1993).
In vitro immunomodulatory effects of pentoxifylline. Immunology letters, 37(2), 131-
138.

[104] Neuner, P., Klosner, G., Schauer, E., Pourmojib, M., Macheiner, W., Grinwald, C.,
& Schwarz, T. (1994). Pentoxifylline in vivo down-regulates the release of IL-1 beta, IL-
6, IL-8 and tumour necrosis factor-alpha by human peripheral blood mononuclear
cells. Immunology, 83(2), 262.

[105] Collingridge, D. R., & Rockwell, S. (2000). Pentoxifylline improves the
oxygenation and radiation response of BA1112 rat rhabdomyosarcomas and EMT6
mouse mammary carcinomas. International journal of cancer, 90(5), 256-264.

[107] Deree, J., Martins, J. O., Melbostad, H., Loomis, W. H., & Coimbra, R. (2008).
Insights into the regulation of TNF-a production in human mononuclear cells: the effects
of non-specific phosphodiesterase inhibition. Clinics, 63(3), 321-328.

[108] Liu, Y. & Li, X. (2010). Molecular basis of cryptorchidism-induced
infertility. Science China Life Sciences, 53(11), 1274-1283.



137

“O correr da vida embrulha tudo. A vida é assim: esquenta e
esfria, aperta e dai afrouxa, sossega e depois desinquieta. O que
ela quer da gente é coragem.”

Jodo Guimardes Rosa

Consideracoes Finais
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Considerac0es Finais

¢+ O modelo de choque térmico escrotal utilizado foi eficiente em causar a degeneracao

testicular em garanhdes;

% O efeito deletério do calor foi verificado no:
v Tamanho testicular e histologia
e Pela diminuicdo do volume testicular total e de medidas de tdbulos
seminiferos;

e Pelo aumento de danos ao parénquima testicular;

v Producdo espermatica
e Pela diminuicdo dos parametros cinéticos e da integridade da membrana
plasmatica;

e Pelo aumento de defeitos morfoldgicos nos espermatozoides;

v' Alteragdes Moleculares
e Pelo aumento da peroxidacdo lipidica, ativacdo de caspases 3 e 7, expressao
génica de marcadores de apoptose (Bax, Casp9 e Casp8) e marcador de choque
térmico (Hsfl);

O tratamento com pentoxifilina causou alguns beneficios, verificados no:
v Tamanho testicular e histologia
e Pela menor presenca de ondulacdo da lamina basal ao redor dos tubulos,
indicando que os tabulos seminiferos foram menos afetados no grupo tratado

com o farmaco em relacéo ao grupo DG;

v Producdo espermatica
e Pela melhor motilidade total e de espermatozoides rapidos e menor nimero de
defeitos espermaticos no grupo tratado com o farmaco em comparagao com o

grupo DG;
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v' Alteragdes Moleculares

e Pela menor peroxidacdo lipidica e ativacao de caspases 3 e 7 nos
espermatozoides do grupo tratado com o farmaco em comparagdo com o
grupo DG;

e Pela menor expressao do marcador de apoptose Bax no dia 30 ap6s o insulto
térmico escrotal no testiculo do grupo tratado com o farmaco em comparacéo
com o grupo DG;

e Pela menor expressao do marcador de choque térmico Hsfl no dia 60 apds o
insulto térmico escrotal no testiculo do grupo tratado com o farmaco em

comparagéo com o grupo DG.



