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RESUMO

A indugao farmacoldgica da ejaculagdo € uma alternativa utilizada para
aumentar a fungao ejaculatéria de garanhdes incapazes de ejacularem pelos
metodos tradicionais de coleta de sémen. No entanto, os protocolos
desenvolvidos até o presente momento apresentam baixas taxas de sucesso
na indugéo da ejaculagéo, alta variabilidade de doses, vias de administragcéo e
efeitos adversos. A ocitocina € um horménio que participa ativamente no
desencadeamento da ejaculagdo, no entanto, ndo existem estudos avaliando
sua atuagdo em protocolos de indugdo farmacologica da ejaculagdo. Nesse
sentido, o presente estudo teve por objetivos: 1) Comparar a eficiéncia de
diferentes protocolos na indugdo da ejaculacdo; 2) Avaliar a eficiéncia da
ocitocina quando adicionada aos protocolos; 3) Comparar os parametros
seminais de ejaculados coletados em vagina artificial e por indugédo
farmacoldgica da ejaculagédo. Foram avaliados os protocolos X - Xilazina (0,66/
mg/kg/i.v); XO - xilazina (0,66/mg/kg/i.v) + ocitocina (20Ul/i.v); IX - Imipramina
(3/mg/kg/v.0) + xilazina (0,66/mg/kg/i.v); IXO - Imipramina (3/mg/kg/v.0) +
xilazina (0,66/mg/kg/i.v) + ocitocina (20Ul/i.v); D- detomidina (0,02/mg/kg/i.v);
DO - detomidina (0,02/mg/kg/i.v) + ocitocina (20 Ul/i.v); ID-Imipramina (3mg/kg/
v.0) + detomidina (0,02mg/kg/i.v); IDO-Imipramina (3mg/kg/v.0) + detomidina
(0,02mg/kgl/i.v) + ocitocina (20 Ul/i.v); IO- Imipramina (3mg/kg/v.0) + ocitocina
(20 Ul/i.v). Nenhum dos 4 garanhdes jovens ejacularam e 9 dos 12 (75%)
garanhdes adultos responderam a, pelo menos, 1 protocolo. Nenhum dos
garanhdes que responderam aos tratamentos com xilazina respondeu aos
tratamentos com detomidina. Dois garanhdes responderam ao X e XO (16,6%)
em todas as tentativas, 4 garanhdes responderam ao IX e IXO (33,33%) em

75% das tentativas. Um garanhdo respondeu ao DO (8,33%) em todas as
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tentativas, enquanto 5 garanhdes responderam ao IDO (41,6%) em 70% dos
tentativas. A eregdo ocorreu em 5 garanhdes (31,25%), enquanto a
masturbagado ocorreu em apenas 2 garanhdes (16,6%). Erecdo e masturbagao
nao foram observados nos protocolos sem a administracdo de imipramina (X,
XO, D e DO). Os ejaculados obtidos em DO e IDO tiveram menor volume total,
menor volume de gel livre e maior concentragao (P <0,05), com um numero
total de espermatozoides, cinética e morfologia espermatica semelhantes (P>
0,05) aos protocolos com xilazina (X, XO, IX e IXO) e ejaculados coletados por
meio de vagina artificial. As caracteristicas do sémen sugerem diminuicdo dos
fluidos das glandulas acessoérias nos protocolos DO e IDO, provavelmente
devido a ndo pré-estimulagdo sexual e também pelo uso de ocitocina, que
aumenta contracbes em cauda do epididimo. Assim, a ocitocina parece
desempenhar um papel na indugdo da ejaculagdo quando associada a

detomidina, mas nenhuma quando associada a xilazina.

Palavras-chave: disturbios ejaculatérios, sémen, imipramina, detomidina,

xilazina.
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CAVALERO, T.M.S. NEW PROTOCOLS USING OXYTOCIN FOR
PHARMACOLOGICALLY-INDUCED EJACULATION IN STALLION. Botucatu —
SP. 2018. 82p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT
The pharmacological induction of ejaculation has been an alternative used to
increase ejaculatory function of stallions incapable of ejaculating by the
traditional methods of semen collection. However, the protocols developed to
date are available in high rate of dose variation, routes of administration,
adverse effects and ejaculation rates. In general, pharmacological protocols
have shown low success rates in inducing ejaculation. Thus, the aims of the
study were: 1) Compare the efficiency of different protocols to induce ex copula
ejaculation when detomidine and oxytocin was added to the protocols; 2)
Compare seminal parameters between in copula and ex copula ejaculates; We
evaluated the nine protocols to ex copula ejaculation: X - xylazine (0.66mg/kg/
i.v); XO - xylazine + oxytocin (20Ul/i.v); IX - imipramine (3mg/kg/v.0) + xylazine
(0.66mg/kg/i.v); IXO - imipramine (3mg/kg/v.0) + xylazine (0.66 mg/kg/i.v) +
oxytocin (20Ul); D - detomidine (0.02mg/kg/i.v); DO - detomidine (0.02mg/kg/i.v)
+ oxytocin (20Ul/i.v); ID - imipramine (3mg/kg/v.o) + detomidine (0.02mg/kg/i.v);
IDO- imipramine (3mg/kg/v.0) + detomidine (0.02mg/kg/i.v) + oxytocin (20 Ul/
i.v); 10- imipramine (3mg/kg/v.0) + oxytocin (20 Ul/i.v). Four young stallions (2-3
y old) and 12 sexually mature stallions (6 to 26 y old) were each submitted to 2
treatment trials conducted at 3-day intervals. Induced ejaculates were collected
into a plastic bag and compared with in copula ejaculates. None of the 4 young
stallions ejaculated and 9 of the 12 mature stallions responded. Stallions that
responded to xylazine did not respond to detomidine treatments. Two stallions
responded to X and XO while 4 mature stallions responded to IX and 1XO. One
stallion respond to DO while 5 stallions responded to IDO. Erection occurred in
5 stallions and no erection and masturbation were observed in protocols without
imipramine. The induced ejaculates obtained in DO and IDO had significantly
(P<0.05) lower total volume, lower free-gel volume and higher concentration,

with similar (P>0.05) total number of spermatozoa, sperm kinetics and
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morphology compared to in copula ejaculates and xylazine protocols. The
semen characteristics suggests decreased accessory glands fluids in protocols
DO and IDO, probably resulting from the use of oxytocin, which increase the
epididymal tail contraction. Thus, oxytocin appears to play a role to induce
ejaculation when associated with detomidine, but not when associated with

xylazine.

Key-words: imipramine, detomidine, xylazine, semen, ejaculatory disorders.



"0 sucesso nao é resultado de um fator unico. Ele tem a ver com o
alinhamento entre quem voceé é e onde voceé escolhe estar.”

Eric Barker

CAPITULO 1
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INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

Na medicina veterinaria, as biotecnologias relacionadas a reprodugéo,
como a coleta de sémen e a inseminacgao artificial, sdo amplamente utilizadas
por facilitarem o manejo reprodutivo e proporcionarem um melhor
aproveitamento do garanh&o. A técnica de inseminacgao artificial permite o uso
de animais de alto valor genético em todo o territério mundial, por meio do
envio de sémen criopreservado, sendo oficialmente aprovada por diversas
associagdes de criadores de cavalos.

O método mais utilizado em garanhdes para a coleta de sémen é por
meio de vagina artificial. No entanto, como esta técnica mimetiza a monta
natural, diversas alteracoes fisicas, reprodutivas e/ou comportamentais podem
impedir ou dificultar este procedimento (MONTEIRO et al., 2011; AMANN,
2011).

Diversos fatores podem levar a incapacidade no ato da cobertura
(impoténcia coeundi). S&o descritos diversos relatos de equinos machos
apresentando afeccgbes fisicas associadas a impoténcia coeundi, tais como:
fraturas Osseas, lesdes em coluna vertebral, pododermatite asséptica difusa,
fimose, parafimose e neoplasias proliferativas em pénis e prepucio, como o
carcinoma de células escamosas (EURIDES et al., 1997; FEARY et al., 2005;
McKINNON et al., 2011; MENZIES-GOW, 2012; CHARCUR et al., 2014).

Desse modo, a colheita de sémen de garanhdes pelo método de
indugao farmacoldgica apresenta - se como uma ferramenta auxiliar importante
para a preservagdo do material genético de garanhdes impossibilitados de
efetuar a monta (CARD et al., 1997; ROWLEY et al., 1999; McDONNEL, 2001).

A indugao farmacolégica da ejaculagdo tem por objetivo mimetizar os
eventos neurofisioldgicos que desencadeiam o processo de ejaculagéo
(McDONNEL, 2001), embora estes mecanismos ainda nao estdo totalmente
elucidados.

Estudos anteriormente desenvolvidos utilizando xilazina e associacdes
de imipramina e xilazina apresentaram alta variabilidade de resultados, com
resultados variando entre 27% e 68% de sucesso (McDONNELL; ODIAN,
1993; McDONNELL; TURNER, 1994; JONHSON et al., 1998; DUTRA, 2000).
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O cloridrato de detomidina foi utilizado para induzir a ejaculagdo em jumentos,
alcangando 20% de sucesso (MRACKOVA et al., 2013). Do mesmo modo, um
relato de caso obteve sucesso na indugéo da ejaculagdo em um garanh&o apés
a administragcao de detomidina (ROWLEY et al., 1999), no entanto, ndo existem
pesquisas cientificas comprovando a eficacia do uso do cloridrato de
detomidina na indugao farmacoldgica da ejaculagdo em garanhoes.

O hormédnio ocitocina, assim como outros hormdnios que participam do
controle paracrino e autécrino da fungao testicular, participa ativamente no
desencadeamento da ejaculagdo pela indugdo de contragdes ritmicas em
epididimos e tubulos seminiferos (VIGNOZZI et al., 2008), entretanto, néo
existem relatos de sua utilizagao na indugao farmacolégica da ejaculagéo.

Devido a alta variabilidade de resultados, as baixas taxas de sucesso na
indugao da ejaculagéo pelos protocolos desenvolvidos até o presente momento
e a ineficiéncia da técnica de eletroejaculagdo na espécie equina, garanhdes
incapazes de ejacular pelo método de coleta tradicional sdo retirados dos
programas de reproducédo, acarretando em grandes prejuizos tanto econémicos
quanto genéticos para a equideocultura mundial.

A utilizagdo de protocolos farmacoldgicos eficientes na indugdo da
ejaculacdo seria uma alternativa importante para impedir o descarte de
garanhdes diagnosticados com enfermidades relacionadas a incapacidade de
efetuar a monta, alteragdes na libido, déficit de erecao, traumas psicologicos ou
disturbios ejaculatérios, garantindo consequentemente a preservagdo do

material genético desses animais.
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REVISAO DE LITERATURA

1. Anatomia funcional do aparelho reprodutor de garanhdes

O conhecimento dos parametros morfoldgicos e fisiolégicos normais do
aparelho reprodutor de garanhdes € fundamental para identificar alteragdes
reprodutivas, otimizar manejo reprodutivo e avaliar o potencial fértil do animal.
O aparelho reprodutor do macho equino consiste em pénis, prepucio, quatro
pares de glandulas anexas, um par de testiculos e epididimos protegidos pelo
escroto, e ligados a cavidade abdominal pelos cordbes espermaticos. Cada
cordao espermatico € formado por nervos, vasos linfaticos, ducto deferente,
musculo cremaster interno, veias e artéria testicular e tunica vaginal, que
migram da cavidade abdominal através do anel inguinal e se conectam ao
testiculo (BLANCHARD; VARNER, 1992; AMANN, 2011).

Na espécie equina, o pénis € considerado do tipo musculo-cavernoso,
assim denominado devido a sua composigao histologica, sendo constituido por
musculatura isquiocavernosa em sua regidao dorsal, formando os corpos
cavernosos, circundados por uma capsula de tecido conjuntivo fibroso
denominada de tunica albuginea. Os corpos cavernosos compartilham de uma
estrutura septada bastante irrigada em toda a sua extensdo, o que permite o
influxo e a difusdo sanguinea durante o processo de erec¢do. A regiao ventral do
pénis € formada pelo corpo esponjoso, musculo bulboesponjoso, o qual
circunda a uretra peniana, e musculo retrator do pénis (Figura 1 e 2) (AMANN,
2011).

O aporte sanguineo peniano é originario da artéria obturatoria, que
forma a artéria dorsal do pénis, e das artéria pudenda interna e artéria pudenda
externa, que formam a artéria cranial do pénis. A inervagao é derivada dos
nervos pudendos e plexo pélvico. As principais vias de vascularizagédo e
inervagao peniana estao localizadas dorsalmente, e tem intima relagdo com a

funcao dos corpos cavernosos (GETTY, 1981).
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FIGURA 1 - Corte transversal do corpo do pénis. a) artéria dorsal do pénis, b) veia
dorsal do pénis, c) nervo dorsal do pénis, d) tunica albuginea, €) corpo cavernoso do
pénis, f) trabéculas, g) uretra, h) musculo bulboesponjoso, i) musculo retrator do pénis,

j) corpo esponjoso do pénis. (arquivo pessoal)

FIGURA 2 - Corte lateral de pénis e prepucio. a) plexo venoso dorsal, b) corpo
cavernoso do pénis, c) uretra, d) corpo esponjoso do pénis, e) prega prepucial, f)
orificio prepucial, g) processo uretral, h) fossa da glande, i) sinus uretral, j) coroa da

glande, |) parede abdominal. (arquivo pessoal)
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O pénis quando nao ereto, é protegido pelo prepucio, epitélio de
revestimento subdividido em laminas prepuciais interna e externa. A lamina
prepucial externa forma o orificio prepucial enquanto a lamina interna constitui
a prega prepucial (figura 2). Durante o processo de erecao o orificio prepucial
esta localizado na base peniana enquanto a prega prepucial, em continuidade
com o orificio prepucial, constitui o revestimento epitelial do ter¢co médio-final
do pénis (AMANN, 1981; 2011).

O escroto consiste em uma bolsa de revestimento a qual abriga os
testiculos, epididimos e corddo espermatico. E constituido por uma camada de
tecido epitelial, tunica dartos, fascia escrotal e lamina parietal da tunica vaginal.
Desse modo, o escroto, por meio dos mecanismos de contrag&o e relaxamento
da tunica dartos e do musculo cremaster promovem a termorregulagéo
testicular. Sua camada externa de tecido epitelial é altamente rica em glandulas
sudoriparas e sebaceas, o que contribui para a dissipagdo do calor e
manutencao da temperatura testicular (AMANN, 1981; 2011).

Os testiculos sdo as gbnadas sexuais masculinas, sendo estes
revestidos por tecido conjuntivo fibroso denominado de tunica albuginea e
inseridos no interior das laminas visceral e parietal da tunica vaginal. Em
garanhdes, os testiculos apresentam formato ovoide e posicdo horizontal, com
consisténcia fibro-elastica e volume testicular variando de acordo com a racga.
Possuem fungao mista, sendo responsaveis pela gametogénese e produgao de
diversos hormoénios (TURNER, 1998; AMANN, 2011). A inervacéo testicular é
derivada dos plexos renais e mesentérico caudal (GETTY, 1986), de modo que,
o parénquima testicular apresenta ramificacdes nervosas provenientes
exclusivamente do sistema nervoso auténomo simpatico (RISLEY; SKREPTOS,
1964).

Os epididimos sdo ductos enovelados subdivididos anatomicamente
entre cabega, corpo e cauda. Apresentam cerca de 70 metros de comprimento
quando nao enovelados. A cabega é originaria dos ductos eferentes e esta
posicionada lateralmente ao cordao espermatico, prolongando-se pela regiao
dorsal do testiculo com formato cilindrico onde passa a denominar-se corpo do
epididimo. O segmento final do epididimo esta localizado no pdlo caudal do

testiculo, denominando - se assim cauda do epididimo. A cauda do epididimo
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armazena 70% do total de espermatozoides encontrados nos testiculos de
garanhdes (SULIVAN et al., 2005).

Desse modo, os epididimos sido importantes reservatorios de
espermatozoides fora dos testiculos, sendo responsaveis por alteragoes fisico-
quimicas que garantem a sobrevivéncia dessas ceélulas por semanas, bem
como a maturagcdo espermatica antes da ejaculagdo (SULIVAN et al., 2005,
AMANN, 2011).

GaranhOes possuem um conjunto de glandulas sexuais acessorias
formado por um par de ampolas, um par de vesiculas seminais, uma préstata
bilobulada e um par de glandulas bulbouretrais (GETTY, 1986). As glandulas
sexuais acessorias sao responsaveis pela produgédo do plasma seminal, o qual
representa cerca de 95% do volume total do ejaculado, sendo o restante

formado por espermatozoides provenientes da cauda dos epididimos
(BLANCHARD; VARNER, 1992).

2. Neuroendocrinologia da reprodug¢ao no garanhao

A atividade reprodutiva em equinos € mediada por sinalizadores
hormonais que mantém a comunicagdo do eixo hipotalamico-hipofisario-
gonadal equilibrada (Figura 3). Essa comunicacao ¢é realizada por sinalizagdes
endocrinas, paracrinas e autécrinas. Embora os mensageiros provenientes
dessas vias de comunicagao do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal, bem
como as estruturas anatdmicas envolvidas nesse processo, estejam bem
identificadas, a maneira com que esses mensageiros se relacionam e modulam
a atividade reprodutiva ainda n&do foi completamente esclarecida (ROSER,
2008).

A espécie equina apresenta atividade reprodutiva sazonal caracteristica
de dias longos (BEN SAAD e MAUREL, 2002). O horménio melatonina,
produzido pela glandula pineal, tem um papel importante na regulagéo sazonal
da atividade reprodutiva. O aumento na secregdo de melatonina esta
relacionado com a diminuicdo de liberagdo do Horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH). Em vista disso, € possivel observar diminuicdo da
libido e reducédo do volume testicular nos periodos de menor disponibilidade de

luz em paises com estacbes do ano bem definidas (SHARP et al., 1993;
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MALPAUX et al., 2001). Do mesmo modo, Jonhson e Thompson (1983)
observaram durante os meses de verdao um aumento de 36% na quantidade de
células de Sertoli, e, consequente, um aumento do volume testicular e da

producao diaria de espermatozoides.

Glandula Pineal Melatonina &

@ Inibina
@ Ativina
Células de Leydig Células de Sertoli*****"
\J\/ Inibina
- Ativina
Andrpgenos \ \ Fatores de Crescimento
Estrogenos ABP’s
Fatores de crescimento Estrégenos

FIGURA 3 - O aumento do fotoperiodo diminui a melatonina circulante, reduzindo o feed back
negativo ao hipotalamo, que aumenta a produgéo e liberacao de GnRH. Este horménio atua na
adenohipdfise estimulando a liberagdo dos horménios FSH e LH. O FSH atua nas células de
Sertoli induzindo a sintese de inibina, ativina, fatores de crescimento, ABP’s e estrogenos. Ja o
LH atua diretamente nas células de Leydig estimulando a esteroidogénese bem como fatores

de crescimento. (arquivo pessoal)

O GnRH é produzido em padrdes pulsateis pelo hipotalamo, que por
neurénios hipotalamicos atinge a glandula hipéfise e promove a produgédo dos
horménios foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH). O FSH apresenta
receptores nas células de Sertoli, estimulando a gametogénese. Ja o horménio
LH atua nas células de Leydig, induzindo a esteroidogénese (andrégenos e
estrogenos). A produgdo do hormdnio testosterona pelas células de Leydig é
fundamental para o desenvolvimento das caracteristicas fisicas e
comportamentais do macho devido as suas fungdes anabdlicas e androgénicas
(AMANN, 1993; ROSER, 2001; ROSER, 2008).
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O feed back negativo promove a manutengao dos niveis hormonais em
equilibrio. Desse modo, o aumento do FSH circulante induz a produgdo do
horménio inibina, que causa um feed back negativo para a producdo do
horménio FSH. De forma oposta, quando os niveis de FSH estdo baixos, as
células de sertoli produzem o hormdnio ativina, que parece estimular sua
producao, gerando um feed back positivo para o FSH (ZIRKIN et al., 1994).

Os hormoénios estrogeno e testosterona também estdo relacionados com
a modulagao da produgao de FSH. Estudos in vitro correlacionaram a agao do
173 estradiol com o aumento na liberagdo de LH e redugdo da secregéo de
FSH (ROSER, 2001; ROSER, 2008). Johnson e Thompson (1983) em estudo
realizado na Ameérica do Norte em garanhdes, observaram uma redugao de
50% dos niveis plasmaticos de LH durante os meses de inverno. No entanto,
em animais castrados as concentragdes de LH se mantém constantes durante
todo o ano (IRVINE; ALEXANDER, 1982).

Em resposta ao FSH as células de Sertoli sintetizam estradiol, ativina,
inibina e diversos fatores de crescimento como o fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1), fator de transformacdo de crescimento beta
(TGF - B), interleucinas e proteinas ligadoras de andrégenos (ABP) (SHARPE,
1983). As ABPs sao glicoproteinas que carreiam especificamente os horménios
testosterona, di-hidrotestosterona e 173 estradiol. A ligacdo desses hormdnios
as ABPs aumenta sua lipossolubilidade, concentrando-os no ambiente
testicular, no qual s&o fundamentais para a espermatogénese. O ambiente
testicular equino apresenta concentracbes de estrogenos extremamente
elevadas quando comparado as demais espécies. O estrogeno parece ter um
efeito tanto na producdo espermatica quanto na modulacdo das funcgdes
celulares dos testiculos (ROSER, 2001; ROSER, 2008).

O envolvimento das sinalizacbdes paracrinas e autécrinas € fundamental
na regulacao tanto da espermatogénese quanto da esteroidogénese (ROSER,
2008). Hormbnios como a prolactina, horménio do crescimento e hormdnio
tireoideano parecem estar relacionados a sintese de receptores de LH e
androgenos nas células de Leydig, estimulando a espermatogénese. Fatores
como o IGF - 1, sintetizado tanto pelas células de Leydig quanto de Sertoli,

também estimulam a esteroidogénese. Contrariamente, peptideos semelhantes
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ao GnRH, TGF - B e opidides apresentam efeito inibitério na producédo de
testosterona (CHUZEL et al., 1996).

Fatores autocrinos, como vasopressina e ocitocina, também parecem
estar envolvidos na modulacdo da producédo de testosterona. A ocitocina
parece ter um papel estimulante, enquanto a vasopressina apresenta efeito
inibitério na producao de testosterona. A ocitocina atua também nas células
peritubulares midides dos tubulos seminiferos induzindo contragées destes
tubulos e consequente ejecéo espermatica para a rede testis (THACKARE et
al., 2006). A ocitocina também tem sido considerada importante durante o
processo ejaculatério (VIGNOZZI et al., 2008; CORONA et al., 2012).

A producdo do horménio testosterona também interfere nos processos
de eregao e ejaculagao. Estudos em ratos e humanos observaram que altas
concentracdes de testosterona sérica estao relacionadas a ejaculagcéo precoce
enquanto baixos niveis relacionam-se com ejaculagao retardada, baixo volume
do ejaculado, baixa libido e déficit de erecdo. Do mesmo modo, o
hipertireoidismo também tem sido relacionado a ejaculagdo precoce, aumento
de contragdes em vesicula seminal e em musculatura peniana bulboesponjosa
de camundongos (CORONA et al., 2012). Os estrogenos, principalmente o
estradiol, participam da fase de emissado da ejaculagao por induzir contragdes
epididimarias. O estradiol também aumenta a sensibilidade dos receptores de
ocitocina, potencializando os efeitos da ocitocina durante o processo
ejaculatorio (VIGNOZZI et al., 2008; FILIPPI et al., 2002a). O hormdnio cortisol
apresenta elevagdo plasmatica durante o estimulo sexual, mas nao tem

atuacdo no processo ejaculatério (VILLANI et al., 2006).

3. Mecanismos neurofisiolégicos de ere¢ao e ejaculacao

3.1. Comportamento sexual de garanhées

Em ambientes de vida livre, sem a intervengdo humana, a espécie
equina tem uma organizagdo social pré-estabelecida. Nesse contexto, um
unico garanhdo apresenta um harém de eéguas. Embora alguns rituais

relacionados ao comportamento sexual tenham sido suprimidos, os garanhdes
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continuam exibindo comportamentos especificos no momento da copula. Esse
padrdao comportamental auxilia na identificacdo de garanhdes com alteragdes
sexuais relacionadas a um comportamento sexual anormal (MCDONNELL,
1992).

O garanhdo quando colocado em contato com uma égua no estro,
apresenta um comportamento pré-copulatério de investigagdo. Sao observados
padrées relacionados a cheirar, lamber, morder e vocalizar durante a corte,
geralmente seguidos pelo reflexo de Flehmen. Acredita-se que o reflexo de
Flehmen, caracterizado pela elevacdo de cabega e pescogo, associada ao
levantamento do labio superior, facilita o0 movimento de fluidos provenientes da
égua para o 6rgao vomeronasal (STAHLBAUM; HOUPT, 1989; McDONNELL,
1992; McDONNELL, 2000).

Esse comportamento pré-copulatério de exploragdo da fémea
desencadeia rapidamente o processo de eregdo. Em garanhdes normais a
erecao leva de 1 a 2 minutos para ocorrer. Ja a ejaculagdo, normalmente,
ocorre apos o0 primeiro ou segundo salto em 90% dos garanhdes
(McDONNELL, 1992).

A masturbacado também €& um comportamento comum em equideos, com
animais podendo apresentar esse comportamento a cada 90 minutos
independente de estimulo sexual. Caracteriza-se por movimentos ritmicos do
pénis ereto contra a parede abdominal associada a intumescéncia da glande
peniana. A eliminagcdo de fluido pré-seminal e movimentos pélvicos sao
frequentemente observados durante a masturbagao, no entanto, a ejaculagéo é
incomum (McDONNELL, 1992).

3.2. Erecgao e ejaculagao

A erecdo € um evento hemodindmico que resulta em relaxamento
arteriolar em resposta a liberacdo do neurotransmissor oxido nitrico (NO).
Diante do estimulo sexual, respostas neuronais induzem a liberacdo de NO
pela via parassimpatica ndo-adrenérgica nao-colinérgica na musculatura lisa e
endotelial do corpo cavernoso e, em menor quantidade, do corpo esponjoso do

pénis. O NO ativa a guanilato ciclase, aumentando a sintese do segundo
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mensageiro GMPc. O GMPc interage com a proteina G (PKG) causando a
fosforilagao de substratos que levam ao sequestro e extrusdao dos ions calcio.
Essa diminui¢cdo do calcio intracelular leva ao relaxamento muscular (TRAISH
et al., 2000; CORBIN et al., 2002; DEAN; LUE, 2005).

O relaxamento da musculatura lisa trabecular e arteriolar, diminui a
resisténcia vascular e, consequentemente, promove um influxo sanguineo para
o interior da musculatura peniana (ANDERSON, 2001).

Concomitantemente, devido ao aumento da presséao intracavernosa o
complexo venoso € comprimido e estenosado, diminuindo o retorno venoso,
favorecendo ainda mais o0 aumento da pressao intracavernosa. Esse aumento
de volume sanguineo no interior do pénis & responsavel pelo aumento de
tamanho e enrijecimento do mesmo, sendo este processo denominado de
erecao peniana (ANDERSON, 2001; CORBIN et al., 2002; DEAN; LUE, 2005).

A ejaculagao consiste em um conjunto de eventos neurofisiolégicos
sincronizados que culminam em duas diferentes fases: emissao e expulsdo. A
fase de emissdo € caracterizada pela liberagdo dos espermatozoides através
do ducto deferente até a uretra pélvica, no qual estes se misturam ao plasma
seminal que €&, concomitantemente, liberado pelas glandulas sexuais anexas
(CLEMENT; GIULIANO, 2016).

Em garanhdes, a fase de emissdo é precedida por cerca de 7 a 9
movimentos penianos intravaginais que desencadeiam o reflexo de emisséo
seminal. Esse reflexo induz contracbes musculares ritmicas na cauda do
epididimo, ducto deferente, ampola, vesicula seminal, préostata e,
provavelmente, glandulas bulbouretrais, levando a liberagcdo dos
espermatozoides e fluido oriundo das glandulas anexas na uretra pélvica.
Simultaneamente ocorre a contragao do esfincter vesical, evitando o contato do
sémen com urina (MCDONNELL, 1986; MCDONNELL, 1992).

A fase de expulsdo é desencadeada imediatamente apds a fase de
emissao e leva a eliminagdo do conteudo seminal através do processo uretral
em cerca de 7 jatos de sémen (TISHNER et al., 1974, KOSINIAK et al., 1975).
A expulsdo ocorre devido a contragdes da musculatura estriada pélvica e
perianal associadas a contragdes ritmicas da musculatura peniana

isquiocavernosa, bulboesponjosa e uretral. Simultaneamente, devido a
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contragdes musculares perianais, os garanhdes apresentam um reflexo de
levantamento da cauda em cada jato de sémen emitido (MCDONNELL, 1986).

A fase de expulsao apresenta trés fragdes distintas, de acordo com o
tipo de secrecdo predominante. A primeira fracdo, denominada de pré-
espermatica, €& oriunda de fluidos prostaticos, sem a presenga de
espermatozoides. A segunda fragao € caracterizada pela alta concentragéo de
espermatozoides provenientes dos epididimos. A terceira fragdo, também
denominada de fragdo gel, é proveniente das vesiculas seminais, apresentam
consisténcia viscosa e poucos espermatozoides, remanescentes da segunda
fracao (AMANN, 1993).

Diferentemente do processo de erecdo, os mecanismos de
desencadeamento da ejaculacédo ainda nao estao totalmente elucidados. Sabe-
se que a ativagdo dos sistemas nervoso autbnomo (SNA) e somatico séo
fundamentais para desencadear o processo ejaculatério. Estudos neuro-
anatdmicos em humanos indicam que tanto o sistema nervoso autbnomo
parassimpatico quanto o simpatico sdo importantes durante a ejaculagcéo. No
entanto, a participagdo parassimpatica ainda continua questionavel (CLEMENT;
GIULIANO, 2016).

4. Sistema nervoso autdonomo simpatico e receptores alfa adrenérgicos

O sistema nervoso € subdividido em central e periférico. O sistema
nervoso periférico divide-se em sistema nervoso somatico (SNS) e SNA
(FANTONI; CORTOPASSI, 2002). O SNS caracteriza-se por fibras sensoriais
que mediam informagdes da pele, musculatura esquelética e articulagées. O
SNA ¢é responsavel pelas fungdes involuntarias e viscerais relacionadas a
musculatura lisa, musculo cardiaco e glandulas (SANTOS et al., 2012). O
sistema nervoso auténomo divide-se em parassimpatico e simpatico exercendo
efeitos opostos e complementares sobre as fungdes fisiolégicas que regulam.

O plexo nervoso pélvico apresenta inervagdes do sistema nervoso
autbnomo simpatico e parassimpatico. Apresentam ramos eferentes que
passam bilateralmente as visceras pélvicas, incluindo érgéos sexuais, bexiga e
esfincter vesical (YANG; JIANG, 2009).
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As fibras nervosas eferentes do sistema autbnomo simpatico emergem
do segmento lombossacral da medula espinhal como fibras pré-ganglionares
(MCDONNELL, 1992). Essas fibras pré- ganglionares fazem sinapse com as
fibras denominadas pds-ganglionares, cujo corpo se localiza nos géanglios
autébnomos presentes por todo o organismo (SANTOS et al., 2012).

Em equinos, as fibras nervosas pré-ganglionares oriundas do segmento
lombosacral da medula espinhal se conectam ao plexo mesentérico caudal do
sistema nervoso autbnomo simpatico e emitem ramos para todo o aparelho
reprodutor masculino (MCDONNELL, 1992).

A sinalizacao neuronal entre as fibras pré e pés-ganglionares simpaticas
€ mediada pela acetilcolina, enquanto a comunicagao entre as fibras nervosas
pos-ganglionares e os oOrgaos efetores é mediada pelo grupo de
neurotransmissores das catecolaminas (Noradrenalina e Adrenalina). Desse
modo, as catecolaminas tem fungéo bioldgica na fenda sinaptica ao se ligarem
aos receptores denominados adrenérgicos.Os receptores adrenérgicos séo
subdivididos em receptores alfa, beta e dopaminérgicos (GILSBACH et al.,
2011).

A inervacao autbnoma simpatica é fundamental no processo ejaculatorio,
pois tanto a fase de emissao seminal quanto o fechamento do esfincter vesical
sdo mediadas por agao da inervagao simpatica. O SNA simpatico atua no
aparelho reprodutor masculino por estimulagdo direta dos receptores alfa-
adrenérgicos presentes nas jungdes pos - ganglionares da musculatura lisa do
aparelho reprodutor masculino (ZHONG; MINNEMAN, 1999; TRAISH et al., 2000).

A estimulacdo simpatica no aparelho reprodutor masculino induz a
liberacdo de noradrenalina (NA) na fenda sinaptica que se liga e ativa os
receptores pds - ganglionares alfa 1 e alfa 2 - adrenérgicos. Os receptores alfa
adrenérgicos quando ativados induzem contragdo muscular.

Os receptores alfa 1 adrenérgicos por mudanga na conformagéo ativam
a proteina Gq que se dissocia em subunidades alfa e beta. A subunidade alfa
interage com a Fosfolipase C estimulando a hidrélise de 4,5 bifosfato de
Inositol (PIP2) em 1,4,5 trifosfato de inosiltol (IP3) e diacilglicerol (DAG)
conforme ilustrado na Figura 4. O IP3 se difunde pelo citoplasma celular e

induz a liberagao de calcio pelo reticulo sarcoplamastico. O DAG na presencga
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de calcio intracelular ativa a proteina quinase C (PKC), que induz mais

liberacao de calcio intracelular (TRAISH et al., 2000).

T Receptor al C m
H /V

Vv

Contracao de
musculatura lisa

Citoplasma

FIGURA 4 - Inervagdo do sistema nervoso autbnomo simpatico (SNAS) liberando a

noradrenalina (NA) que interage com os receptores adrenérgicos alfa 1 e induzem a ativagéo

da Proteina Gg que, por meio de sua subunidade alfa, estimula a hidrélise de PIP2, pela

proteina Fosfolipase C, em IP3 e DAG. Os IP3 e DAG se difundem pelo citoplasma celular e

induzem o influxo de calcio do reticulo endoplasmatico (RE) para o citoplasma, que leva a

contragdes da musculatura lisa. (arquivo pessoal)

Os mecanismos de desencadeamento da contragdo muscular pelos

receptores alfa 2 adrenérgicos diferem dos receptores alfa 1 adrenérgicos. A

ativagcdo dos receptores alfa 2 promove a inibicdo da Adenilato ciclase,

diminuindo assim o segundo mensageiro AMP ciclico intracelular

e ,consequentemente, reduz a fungdo da proteina quinase A (PKA),

promovendo aumento do calcio intracelular (TRAISH et al., 2000).

A contragao da musculatura lisa é desencadeada pela combinacido dos

ions calcio com a calmodulina que promovem a ativagdo da miosina quinase e,

consequente, a fosforilagdo da cabega da miosina (TRAISH et al., 2000).
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5. Principais alteragdes que impedem a ejaculagao

5.1. Disfungdes que impedem a cépula

Os disturbios relacionados a cépula estdo geralmente associados a
alteracgdes do aparelho reprodutor masculino de origem congénita ou adquirida.
As alteragdes congénitas podem estar associadas a estenoses como a fimose
e aplasia ou hipoplasia do ducto deferente (ESTRADA et al., 2003).

A baixa libido € um disturbio comumente observado em equinos,
principalmente em garanhdes jovens e inexperientes. Na maioria dos casos o
reduzido interesse sexual esta relacionado com inexperiéncia e imaturidade
sexual e ndo com anormalidades enddcrinas. Proporcionar ambientes proximos
a éguas e reduzir o contato com outros garanhdes pode melhorar o
comportamento sexual. Do mesmo modo, puni¢cbes e reforgos negativos
durante as tentativas de coleta de sémen devem ser evitadas a fim de nao
causar traumas psicologicos. Em garanhdes adultos, calendarios extenuantes
de coletas, degeneracdo testicular, sensibilidade dolorosa ou desconforto
durante a copula, bem como doengas com alteracdes sistémicas podem causar
reducdo da libido. Protocolos farmacologicos podem ser utilizados para
melhorar libido ou reduzirem a ansiedade do animal durante a coépula
(McDONNELL, 1992; McDONNELL, 2005).

Diferentemente da baixa libido, em quadros de disfuncao erétil a libido
do animal permanece normal, porém com reduzida intumescéncia dos corpos
cavernosos do pénis. Em garanhdes com déficit de eregdo e libido normal o
animal geralmente realiza a monta, mas nao consegue efetuar a intromissao do
pénis na vagina da égua ou mesmo na vagina artificial (McDONNELL, 1999).

A maioria dos casos de disfungao erétil € decorrente de um processo
traumatico em pénis como coices, acidentes durante a copula, quadros de
priapismo e parafimose. Lesdes da inervagdo e irrigagdo pélvica também
podem ocasionar disfuncdo erétii como tromboses e traumas em medula
espinhal. Embora a ere¢do ndo seja essencial para que ocorra a ejaculagao, a
maioria dos animais com disfuncdo erétil ndo conseguem obter estimulo

suficiente para desencadear o processo ejaculatorio (McDONNELL, 1999).



34

Lesbes traumaticas em pénis e prepucio quando nao tratadas
adequadamente podem ocasionar aderéncias penianas e prepuciais que
podem estar associadas a estenoses do 6stio prepucial, impossibilitando a
exposicao peniana e, consequentemente, a copula (ALVARENGA;PAPA, 2009).

Os disturbios relacionados a copula também podem ocorrer secundarios
a afecgdes adquiridas como neoplasias em pénis e prepucio. Em equinos,
neoplasias como o carcinoma de células escamosas apresentam alta
incidéncia no atendimento clinico de alteragdes reprodutivas de pénis e
prepucio (BACCARIN et al.,, 2011). Como as lesdes sao irreversiveis e a
penectomia é o tratamento preconizado na maioria dos casos, diversos animais

tem sua vida reprodutiva prematuramente interrompida (DIAS et al., 2013).

5.2. Disturbios ejaculatérios

Os disturbios ejaculatorios sao caracterizados como o nao
desencadeamento do processo ejaculatério mesmo quando todos os demais
parametros relacionados ao comportamento sexual apresentam-se normais
(McDONNELL, 1992). Alteragbes musculo-esqueléticas e neuroldgicas sdo as
principais causas de disturbios ejaculatérios em garanhdes (McDONNELL,
1999).

Os principais disturbios ejaculatérios estdo subdivididos em: nao
ejaculacdo, ejaculacdo prematura, ejaculagcdo incompleta e urospermia. Em
estudo realizado por McDonnell (1992) a n&o ejaculagao representou 59% dos
casos de disturbio ejaculatorio atendidos, seguido por 36% de urospermia e 3%
de ejaculacéao precoce.

A ejaculacao precoce é uma condigdo rara em equinos, caracterizada
pela ejaculagdo antes que o garanhao introduza devidamente o pénis e realize
0s movimentos de propulsé&o para estimulagcdo da glande. Embora a etiologia
desse disturbio ndo seja conhecido, compressas de agua fria parecem retardar
a ejaculacao nesses animais (McDONNELL, 1992).

As principais causas de n&o ejaculagdo estdo relacionadas a

sensibilidade dolorosa durante a copula, ejaculagao retrégrada, disfuncéo
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psicogénica e obstrugbes do aparelho reprodutor masculino. O tratamento &
dependente da causa primaria de cada alteragéao.

Alteracdes relacionadas ao aparelho locomotor como afecgdes podais,
lesdes musculares, inflamagdes de articulagdes e ligamentos e osteoartrites,
principalmente em membros posteriores podem gerar desconforto e dor,
causando falha ejaculatéria. Ao efetuar a monta o garanhao deposita a maior
parte do seu peso corporal nos membros posteriores, de modo que qualquer
alteracdo dolorosa nesses membros se tornam muito mais intensas nesse
momento e podem afetar a libido apds sucessivas tentativas frustradas
(McDONNELL, 2005).

Sensibilidade dolorosa também podem ser observadas em garanhdes
com alteragbes na regido lombar da coluna vertebral e secundéario a
inflamagdes e infecgbes como uretrite, orquite e vesiculite seminal. Do mesmo
modo, enfermidades musculo-esqueléticas muitas vezes podem provocar
fragilidade muscular e consequente instabilidade ao efetuar a monta, sendo
também uma causa primaria de nao ejaculacdo (ALVARENGA;PAPA, 2009).

Garanhbdes com comportamento sexual normal e que ao efetuarem a
monta ndo manifestam os movimentos de propulsao pélvica caracteristicos da
copula geralmente apresentam fragilidade osteomuscular, desconforto ou
sensibilidade dolorosa. Essas alteracbes levam desmonta prematura e
repentina, vocalizagbes finas, e consequentemente, a nao ejaculagao
(McDONNELL, 1992).

As disfungdes psicogénicas sao geralmente desencadeadas por traumas
no momento da cépula como coices, vaginas artificiais com temperaturas muito
elevadas e manejo inadequado durante a cobertura. Os sinais clinicos séo
similares a dor e fraqueza osteomuscular, no entanto, podem ser observados
alguns movimentos de propulsdo pélvica. O tratamento & baseado
principalmente em alteragbes no manejo, reduzindo o estresse, garantindo o
maximo grau de excitagdo antes da monta, alterando o ambiente de coleta e
evitando punig¢des durante as tentativas de coleta. Alguns ansioliticos também

podem ser utilizados para reduzir o estresse do animal (McDONNELL, 1990).
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Diferentemente dos comportamentos associados a dificuldades em
atingir a ejaculagao, alguns disturbios relacionados as fases de emisséo e
expulsdo durante o processo ejaculatério podem resultar em comportamento
caracteristico da ejaculacdo, acompanhado de movimentos de cauda,
contracdes uretrais e sinais de relaxamento (POZOR et al., 2011).

Esses disturbios associados a movimentos caracteristicos de ejaculagéao
estdo principalmente relacionados a ejaculagdo retrograda e obstrugdes
congénitas ou adquiridas dos ductos deferentes e ampolas (McDONNELL,
1992; ESTRADA et al., 2003; POZOR et al., 2011).

A ejaculacao retrégrada caracteriza-se pelo relaxamento do esfincter
vesical com consequente influxo do sémen para o interior da bexiga no
momento da fase de expulsdo seminal da ejaculagdo. O diagndstico é realizado
por meio de sondagem vesical e avaliagdo da presenga de grandes
quantidades de espermatozoides na urina. A urospermia apresenta a mesma
etiopatologia da ejaculagdo retrograda, no entanto, na urospermia a urina
extravasa da bexiga e € eliminada juntamente com o ejaculado, causando
diferentes graus de contaminacdo do sémen. A administracdo do cloridrato de
imipramina tem obtido bons resultados tanto no tratamento da ejaculagdo
retrograda quanto de urospermia. Os esvaziamento da bexiga por meio de
sonda uretral, diuréticos ou mic¢ao natural antes da coleta de sémen também
sdo importantes ferramentas para reduzir a contaminagdo seminal com urina
(TURNER et al 1995; BRINSKO 2001).

As obstrucbes bilaterais das ampolas seminais podem causar falha
ejaculatoria, de modo que o garanhao apresenta todos os sinais caracteristicos
da ejaculagédo, mas somente o plasma seminal é obtido ao final do processo. O
diagndstico é baseado em exame complementar de ultrasonografia transretal
para visualizagdo da ecogenicidade e tamanho das ampolas seminais
(McDONNELL, 1992) associado a dosagem enzimatica de fosfatase alcalina
(TURNER;McDONNELL, 2003). O tratamento preconizado é baseado em
massagens manuais das ampolas associada a administracdo de Ocitocina (20
Ul/i.v) 20 minutos antes da tentativa de coleta de sémen (McDONNELL, 1992).
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Obstrugcées também podem ser observadas na regido dos coliculos
seminais de garanhdes devido a presencga de cistos. A quantidade e tamanho
das estruturas cisticas podem causar dificuldade ejaculatoria com episédios
intermitentes de falha ejaculatéria e obtencdo do ejaculado apds diversas
tentativas de coleta. Os movimentos de propulsao pélvica sdo observados por
periodos prolongados e movimentos relacionados a ejaculagdo nao sao
observados, com auséncia de plasma seminal ao final do processo. As
massagens para obstru¢do de ampola sao geralmente ineficazes, ja que os
cistos sdo constantemente preenchidos e ndo podem ser removidos como
ocorre nos casos de massas obstruindo a ampola seminal. No entanto, a
aplicagado de ocitocina associada a compressas quentes na base do pénis
parecem melhorar a fungao ejaculatéria desses animais (POZOR et al., 2011).

A aplasia segmentar bilateral de ducto deferente também ¢é descrita
como uma causa de falha ejaculatoria em garanhdo jovem. Como esta
obstrugcado € de origem congénita, nenhum dos tratamentos preconizados para
as obstrugcdes adquiridas de ampola e coliculos seminais sao eficientes
(ESTRADA et al., 2003).

E importante ressaltar as diferencas entre animais com um quadro
clinico de azoospermia e animais com disturbios ejaculatérios relacionados a
nado ejaculacdo. A azoospermia é conceituada como a auséncia de
espermatozoides no ejaculado e tem como causa alteragbes graves da
espermatogénese (BALL, 2008). A degeneragéo testicular € a causa primaria
de disturbios na espermatogénese que podem culminar na redugao total da
producdo de espermatozoides, caracterizando assim o quadro de azoospermia
(ALVARENGA;PAPA, 2009). Nesses casos o garanhdo consegue ejacular
normalmente e os fluidos epididimarios e das glandulas anexas sado coletados
sem, no entanto, haver a presencga de espermatozoides (BALL, 2008).

A enzima fosfatase alcalina (FA) pode ser utilizado como um marcador
de ejaculacao devido a sua alta concentragao no fluido testicular e epididimario.
Desse modo, reduzidas concentragcbées de FA (97 Ul/L) no ejaculado sao
indicativos de obstru¢des, enquanto concentragdes de normais FA (595 - 3409
UI/L) na auséncia de espermatozoides sado caracteristicos de azoospermia
(TURNER; McDONNELL, 2003).
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FIGURA 5 - As principais causas de nao ejaculagdo sédo por desconforto e dor durante ao
efetuar a monta, obstru¢cdes em regido de coliculos seminais ou ducto deferente, azoospermia
e ejaculacao retrograda. O diagnodstico diferencial entre causas obstrutivas e azoospermia é
realizado pela dosagem da enzima fosfatase alcalina associada ultrassonografia transretal das
glandulas sexuais anexas. Ja o diagnostico de dor ou instabilidade durante a monta requer
uma avaliacdo clinica minuciosa geralmente associada a exames complementares. A
ejaculacdo retrégrada é diagnostica por sondagem vesical para recuperagdo da urina e
avaliagao da presenga de espermatozoides. (arquivo pessoal)

6. Principais métodos de coleta de sémen em Garanhodes

A coleta do sémen em equinos pode ser realizada com vagina artificial,
estimulacédo manual da glande com compressas térmicas, ejaculagdo quimica,
eletroejaculagdo e pela recuperacdo de células espermaticas da cauda do
epididimo.

A coleta do sémen com vagina artificial € o método tradicional mais
utilizado em equinos. E uma técnica que consiste em mimetizar os eventos da
copula, simulando as condigbes anatdbmicas e térmicas do interior da vagina da
égua. Basicamente, a vagina artificial € constituida por um tubo cilindrico rigido
recoberto internamente por uma mucosa de latex, com uma abertura lateral
para o preenchimento do espago interno, entre o tubo rigido e a mucosa de

latex, com agua a uma temperatura entre 42-45°C (LOVE, 1992).
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Previamente a coleta, o garanhdo é estimulado sexualmente até que
alcance eregao completa e salte em uma égua em cio ou em um manequim
adaptado para a coleta de sémen. A intromissdo do pénis se da na vagina
artificial e todos os movimentos de propulsdo observados em monta natural
também sdo observados durante a coleta em vagina artificial. Os garanhdes
apresentam boa aceitacdo a este método de coleta e s&do rapidamente
condicionados a esse tipo de manejo reprodutivo. No entanto, séo
particularmente sensiveis a alteragcbes de temperatura e pressao da vagina
artificial no desencadeamento do processo ejaculatério (LOVE, 1992).

Uma variagao da técnica de coleta por meio de vagina artificial € a coleta
fracionada do sémen. Essa técnica possibilita o fracionamento do ejaculado em
trés diferentes fragdes, de modo que a fragdo rica em espermatozoides seja
separada da fragdo gelatinosa, que € majoritariamente composta por plasma
seminal, proveniente das glandulas sexuais anexas. Desse modo, a coleta
fracionada tem sido muito utilizada em garanhdes que apresentam plasma
seminal com efeitos deletérias aos espermatozoides, bem como em garanhdes
com vesiculite seminal (OLIVEIRA, 2015; OLIVEIRA, 2016). No entanto, assim
como na coleta por meio de vagina artificial tradicional, garanhdes com
dificuldade em efetuar a monta também apresentam dificuldade em ejacular
com essa técnica de coleta (McDONNELL, 1999).

Um método alternativo de coleta em vagina artificial € a coleta em
estacdo, que consiste na coleta do garanhdo sem o animal saltar em
manequim ou égua em cio. O animal apds excitagao sexual e eregcdo completa
permanece em posi¢cao quadrupedal e a vagina artificial € entdo introduzida no
pénis do garanhdo. Esse método alternativo € eficiente em casos de animais
com dificuldades em efetuar a monta como ocorre em animais com alteragdes
musculo-esqueléticas e neurologicas. No entanto, muitos garanhdes sao
resistentes a esse tipo de manipulagdo, perdendo a excitagao e eregao durante
as tentativas de coleta. E importante ressaltar os riscos que essa técnica
oferece ao profissional durante a coleta, visto que o animal estara com os
quatros membros apoiados no chdo, gerando uma maior possibilidade de

reagdes negativas do animal, como coices (McDONNELL, 2005).
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A estimulagdo manual da glande com o auxilio de compressas quentes
também tem sido um método alternativo de coleta de sémen. As compressas
sdo previamente aquecidas a 55 graus, sendo uma compressa posicionada na
base do pénis e outra compressa recobrindo a glande. Para que nao ocorra
perda do ejaculado, um saco plastico é previamente fixado ao redor da glande
sem a presencga de ar no seu interior para que o plastico ndo se rompa durante
os movimentos manuais de estimulagcdo (McDONNELL, 1990). Essa técnica
pode ser realizada tanto com o animal em estacdo quanto em animais
efetuando a monta, de modo que alguns animais apresentam maior excitagao
durante a monta. E uma técnica muito utilizada em garanhdes com quadro
clinico relacionado a disfungdo (McDONNELL, 2005).

Em equinos, contrariamente ao que ocorre em ruminantes, a técnica de
eletroejaculacdo tem sido contra indicada, devido a diferengcas marcantes no
comportamento entre as espécies. Os garanhdes sem nenhuma sedagéo
apresentam baixa aceitagdo da técnica, com riscos de traumas tanto para os
animais quanto para os operadores. As particularidades anatémicas do
aparelho reprodutor de garanhdes associadas ao alto nivel de estresse a que
essa técnica submete os animais levam a baixas taxas de sucesso na inducéo
da ejaculagédo bem como a contaminagao seminal por urina, inviabilizando o
uso do sémen (CARY et al., 2004). No entanto, um estudo com cavalos
selvagens (Equus ferus przewalskii) submetidos a anestesia dissociativa
previamente a eletroejaculacao apresentou alta taxa de indugdo da ejaculagéo.
Nenhuma das amostras seminais obtidas estavam contaminadas com urina e
0s parametros seminais se mostraram similares aos padrdées da espécie,
evidenciando que esta técnica pode ser uma alternativa viavel, porém somente
em animais anestesiados (COLLINS et al., 2006).

A técnica de colheita de sémen diretamente da cauda do epididimo tem
se mostrado eficiente na recuperagao de células espermaticas viaveis. As taxas
de fertilidade de espermatozoides coletados da cauda do epididimo néao
diferem dos ejaculados coletados por meio de vagina artificial, sendo uma
técnica aplicavel para a utilizagdo tanto de sémen refrigerado quanto
congelado. No entanto, essa colheita s6 é possivel apds o procedimento

cirurgico de orquiectomia, sendo restrita a sua aplicagdo a animais com
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enfermidades terminais graves, morte inesperada ou que nao se tenha
conseguido obter o sémen por nenhum outro método alternativo (MONTEIRO
et al., 2011).

Desse modo, a colheita de sémen de garanhdes pelo método de
indugao farmacologica apresenta - se como uma ferramenta auxiliar importante
para a preservagao do material genético de garanhdes impossibilitados de
efetuar a monta (CARD et al., 1997; ROWLEY et al., 1999; McDONNEL, 2001).

7. Indugéao farmacolégica da ejaculagao

A indugdo farmacoldgica da ejaculagdo, também conhecida como
ejaculagcao quimica, é caracterizada pela obtengdo do ejaculado na auséncia
de qualquer estimulagao sexual manual do pénis. Os farmacos desencadeiam
a ejaculacao ao interagirem com os receptores responsaveis por desencadear
a ejaculacdo (McDONNELL, 1992).

A coleta do sémen pode ser realizada com o auxilio de um copo coletor
acoplado a um tubo cilindrico que possibilite 0 operador segurar € manejar o
copo coletor a medida que o animal se movimenta (Figura 6). No entanto, a
colocagdo de um suspensorio associado a uma mucosa plastica ao redor do
prepucio é a técnica mais utilizada devido a sua maior praticidade e menor
manipulagéo do animal (McDONNELL, 1999).

A técnica de indugao farmacoldgica da ejaculagao € indicada em casos
de alteragbes relacionadas a incapacidade de efetuar a coépula como
disfungdes musculo-esqueléticas, fraturas Osseas, alteragdes neuroldgicas,
baixa libido, disfungéo erétil, neoplasias, paralisia e traumas penianos (CARD
et al. 1997; McDONNELL; ODIAN, 1994; McDONNELL, 1999; FEARY et al.
2005).

Esse método de coleta também €& muito utilizado em casos clinicos
relacionados a disturbios ejaculatérios. No entanto, em disturbios ejaculatérios
secundarios a obstru¢cdes do aparelho reprodutor masculino esta técnica nao
apresenta aplicabilidade (McDONNELL, 1992; JOHNSTON; DeLUCA, 1998).
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FIGURA 6 - Coleta de sémen por meio de indugéo farmacolégica da ejaculagéo. A) Utilizagao

de copo coletor acoplado a mucosa plastica. B) Utilizagdo de suspensoério com mucosa plastica
posicionada ao redor do prepucio e amarrada ao flanco por dois corddes laterais e um cordao

transpassado entre os membros pélvicos. (arquivo pessoal)

7.1. Farmacos utilizados na indugao farmacolégica da ejaculagao

7.1.1. Cloridrato de imipramina
Os antidepressivos triciclicos foram a primeira classe de antidepressivos

formulados para humanos. Estes farmacos apresentam acado principal de
inibicdo da recaptagdo de amimas biogénicas. A imipramina atua primariamente
na inibicdo néo seletiva da recaptura de monoaminas (DeLEO; MAGNI, 1983).
Desse modo, apresenta inibicdo mista da recaptura de noradrenalina,
serotonina e, em menor propor¢ao, dopamina. Efeitos anticolinérgicos também
sdo observados ap6s a administracdo da imipramina, devido ao antagonismo
de receptores muscarinicos e histaminicos (SERRETTI; CHIESA, 2011).

As formulagbes comerciais da imipramina sao encontradas mais
comumente associadas aos sais anibnicos pamoato ou cloridrato, que
apresentam equivaléncia terapéutica. O uso de diferentes tipos de sais séo
estratégias utilizadas para prolongar ou reduzir a liberagdo do componente
ativo (SAAL; BECKER, 2013). O pamoato possui caracteristicas quimicas de
reducao da solubilidade de farmacos basicos, como a imipramina, prolongando

sua acdo em relagdo ao sais mais hidrossoluveis, como o cloridrato e
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hidrocloridrato (GOULD, 1986; MITTAPELLY et al., 2016). Desse modo, a
imipramina utilizada para o tratamento da depressdao em humanos quando
associada ao cloridrato € administrada na dose de 25 mg trés vezes ao dia,
enquanto na formulagdo que contém o pamoato pode ser administrada uma
vez ao dia na dose de 75 mg (GOLDBERG; NATHAN, 1972).

A imipramina apresenta boa absorgcdo (>95%) em ambiente alcalino
quando administrada por via oral, atingindo o pico de concentragdo plasmatica
entre 1 e 3 horas apdés a administracdo (DeLEO; MAGNI, 1983). E
primariamente absorvida na porgéo inicial do intestino delgado, com baixa ou
nenhuma absorgdo pelo estdmago, devido a alta taxa de ionizagdo em
ambientes com pH acido. O jejum nao tem influéncia na taxa de absorgao, pico
de concentracdo plasmatica e biodisponibilidade do farmaco, podendo ser
utiizada independente do momento da alimentagcdo (SALLEE; POLLOCK,
1990).

Os antidepressivos triciclicos sao utilizados em humanos no tratamento
da depressao, aspermia, ejaculagao retrograda e incontinéncia urinaria (KELLY;
NEEDLE, 1979; ARAFA; EITABIE, 2008).

Em garanhdes, a imipramina tem sido utilizada na inducéo
farmacoldgica da ejaculagdo e no tratamento de disfungbes ejaculatérias e
eréteis. Garanhdes com histoérico de urospermia apresentam melhora apos o
tratamento com cloridrato de imipramina (0,8 mg/kg/vo) 4 horas previamente a
coleta do sémen com vagina artificial (TURNER et al. 1995). Do mesmo modo,
o tratamento com cloridrato de imipramina (1,76 mg/kg/v.o a cada 12h) também
mostrou-se eficiente no tratamento da ejaculagédo retrograda nesta espécie
(BRINSKO, 2001).

Em estudo realizado por McDonnell et al. (1987), o cloridrato de
imipramina administrado em baixas doses (100 a 600 mg iv), 2 vezes ao dia,
induziu masturbacdo e erecdo em equinos castrados e nao castrados. Em
garanhdo com déficit de erecdo a utilizagdo desse protocolo provocou
ejaculacao espontanea e, posteriormente, conseguiu-se sucessivas coletas de

sémen com vagina artificial, observando-se eregcéo peniana completa.
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Embora as vias de acdo da imipramina n&o estejam totalmente
esclarecidas, acredita-se que seus metabodlitos atuem diretamente na
promogao da atividade alfa adrenérgica, devido a inibigdo da recaptacdo de
noradrenalina na fenda sinaptica. Do mesmo modo, o efeito doparminérgico da
imipramina esta relacionado ao desencadeamento da erecdo e masturbacao
(MCDONNELL, 1992).

7.1.2. Agonistas alfa adrenérgicos

7.1.2.1. Cloridrato de xilazina

Dentre os farmacos pertencentes a classe de agonistas alfa
adrenérgicos, a xilazina apresenta uma ampla utilizagdo clinica na medicina
veterinaria. E bastante utilizada em ruminantes, caninos, equinos e em animais
silvestres (WAGNER et al., 1991; CULLEM et al., 1999; KASTER, 2006;
CASTELO; SILVA et al.,, 2015; ABDEL-HADY et al., 2017). A xilazina é
amplamente utilizada em equinos em procedimentos que necessitam sedacéo,
contencao quimica e analgesia (KNICK, 2017).

Em equinos, quando administrada por via intravenosa, maxima sedagéo
e analgesia ocorrem em média entre 4 e 10 minutos, com tempo de maxima
concentragdo plasmatica em torno de 4 minutos e com meia vida plasmatica
média de 32 minutos, variando entre 23 e 38 minutos (KNICK et al., 2017). A
metabolizagdo da xilazina ocorre por biotransformacdo hepatica e sua
eliminagcao é exclusivamente por via renal (GARCIA-VILLAR et al., 1981). A
metabolizacdo total da xilazina ocorre em 16 horas apds administracao
intravenosa, no entanto, seu metabdlito 4-OH xilazina permanece em niveis
elevados na circulagédo até 24 horas, podendo estar presente em
concentragdes minimas por até 96 horas pos aplicagdo (KNICK et al., 2017).

A xilazina, embora possua alta seletividade para receptores alfa 2
adrenérgicos, apresenta também ac&o em receptores alfa 1 adrenérgicos, com
relacado de seletividade entre receptores a-2:a-1 de 160:1 (McGRATH, 1983).

Schwartz e Clark (1998) compararam a afinidade dos farmacos
agonistas alfa adrenérgicos detomidina, medetomidina e xilazina frente a

quatro diferentes subtipos de receptores alfa 2 agonistas. Observou-se uma
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alta afinidade dos farmacos detomidina e medetomidina aos subtipos de
receptores alfa 2 em relagdo ao farmaco xilazina. Evidenciando assim sua
menor atuacdo em receptores alfa 2 adrenérgicos e sua fungdo mista em
ambos os receptores alfa adrenérgicos.

7.1.2.2. Cloridrato de detomidina

O cloridrato de detomidina € um potente agonista a, adrenérgico

amplamente utilizado na medicina equina devido a sua alta eficacia como
agente sedativo e sua agao coadjuvante como agente analgésico (STANLEY et
al., 1992; CHAMBERS et al., 1993). Apresenta poténcia cerca de 50 vezes
superior ao Cloridrato de Xilazina (CHUI et al., 1992), e, devido a suas
caracteristicas lipofilicas, apresenta rapida absorgdo e alta afinidade pelo
sistema nervoso central (STANLEY et al., 1992).

E muito utilizada como medicagdo pré-anestésica e em procedimentos
cirurgicos em posigdo quadrupedal. As principais alteragdes clinicas
observadas durante o uso de detomidina sdo abaixamento de cabecga, ataxia,
ptose labial e redugdo da motilidade intestinal (MUIR; HUBBELL, 1991;
SPINOSA et al., 2014). No sistema cardiovascular sdo observados bradicardia,
bloqueio atrioventricular e hipertensdo seguida por hipotensdo (YAMASHITA et
al., 2000).

Apds a administracao intravenosa de detomidina, a concentracao sérica
maxima atinge o pico em cerca de 2 minutos e meia-vida em 30 minutos
(GRIMSRUM et al., 2009). Estudo comparativo realizado por MAMA (2009)
observou maxima concentragdo plasmatica em 1.5 minutos e 1.5 horas apds
administragdo endovenosa e intramuscular, respectivamente, do cloridrato de
detomidina. No entanto, a concentragdo maxima plasmatica apés
administracao intravenosa foi 15 vezes superior a concentragdo maxima
atingida pela administragdo intramuscular. O maximo grau de sedacgéo,
caracterizado por maximo abaixamento de cabeca, foi observado apdés 10

minutos da aplicagao intravenosa e 60 minutos da aplicag&o intramuscular.
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Poucos estudos foram realizados com o uso do cloridrato de detomidina
na inducéo farmacolégica da ejaculagdo. Mrackova et al. (2013) obtiveram 20%
de sucesso em experimento realizados em jumentos. Rowley et al. (1999)
obteve 50% de sucesso em duas tentativas de indugdo farmacoldgica da

ejaculacdo em garanh&o.

7.1.3. Ocitocina

A ocitocina € um hormdnio neuropeptideo com fungdes fisiolégicos no
aparelho reprodutor masculino ainda no totalmente elucidadas. E sintetizada
primariamente a nivel cerebral pelo hipotalamo, armazenada e liberada pela
glandula hipdfise e, em menor proporgado, € produzida pelos testiculos e
glandulas anexas (FILIPPI et al., 2002b).

Tem-se evidenciado receptores para ocitocina em todo o aparelho
reprodutor masculino de coelhos, ratos e humanos. Nestas espécies,
demonstrou - se a presenca destes receptores inclusive nos corpos cavernosos
do pénis, sugerindo a participagao da ocitocina no mecanismo de manutencao
da contracdo de musculatura lisa durante o estado de ndo erecdo peniana
(ZHANG et al., 2005).

A ocitocina também foi relacionada ao desencadeamento do processo
ejaculatdrio, por vias ainda nao totalmente esclarecidas (FILIPPI et al., 2002b,
ZHANG et al., 2005). Assim como o SNA apresenta um papel essencial no
processo ejaculatorio, os horménios estrégeno e ocitocina parecem participar
ativamente do processo de ejaculagdo através da indugdo de contragdes
ritmicas em epididimo e tubulos seminiferos (VIGNOZZI et al., 2008).

Em estudo realizado por Veronesi et al (2010), foi observada significativa
elevacdo da concentragdo sérica de ocitocina em garanhdes, quando
comparados os momentos imediatamente pré e pds-ejaculacao (p < 0.001). Os
valores de ocitocina plasmatica elevaram-se de aproximadamente 15 pmol/L
para cerca de 60 pmol/L no momento pds-ejaculagéo, e retornaram aos niveis
plasmaticos encontrados antes da ejaculagdo rapidamente apos finalizado o

processo ejaculatorio.
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Elevagbes no numero de espermatozoides totais ejaculados foram
observados apos a administragcdo de ocitocina exdgena em ratos, coelhos,
ovinos, bovinos e equinos (WATSON et al., 1999). Acredita-se que esse efeito
esteja intimamente relacionado a um incremento nas contragdes de
musculatura lisa na cauda dos epididimos, aumentando o transito espermatico.
A administragdo exdégena de ocitocina também parece facilitar a fase de
emissao seminal por meio da intensificagdo de contragdes em musculatura lisa
presente por todo o aparelho reprodutor masculino (FILIPPI et al., 2002b).

Filippi et al. (2002b) observaram diferengas significativas entre as
marcagdes de receptores de ocitocina presentes em cabeca e cauda do
epididimo de coelhos e humanos. A regido da cabega apresentou marcacgdes
em concentracdes similares entre células epiteliais e musculatura lisa. No
entanto, a cauda do epididimo apresentou marcagdes intensas nas camadas
de musculos lisos e poucas marcagdes em células epiteliais, evidenciando
assim uma participagdo mais ativa da cauda do epididimo nos processos de
contracdo muscular mediadas pela ocitocina.

Em equinos, a ocitocina tem sido amplamente utilizada no manejo de
éguas para induzir contragbes na musculatura do endométrio e,
consequentemente, auxiliar na limpeza uterina (REBORDAO, 2017). J&4 em
garanhdes, a ocitocina tem apresentado bons resultados no tratamento de
obstrugao, parcial ou total, de ampola seminal. O uso terapéutico baseia-se na
aplicagdo endovenosa (10-20 Ul) 10 minutos previamente a coleta do animal.
Acredita-se que o incremento nas contracbes de musculatura lisa do trato
reprodutivo causadas pela ocitocina auxilie na eliminagcdo da massa de
espermatozoides e liquidos que podem se formar e ocluir o [imem da ampola
seminal (McDONNELL, 1992).

7.1.4. Prostaglandina F 2 alfa (PGF2a)

As prostaglandinas estdo presentes em praticamente todos os tecidos
do organismo e apresentam fungdes bioldgicas diferentes a depender do seu
subtipo. A PGF2a apresenta fungdes relacionadas a contragdes de musculatura
lisa, com participagdo importante na contricido bronquial dos pulmdes e do
aparelho reprodutor (SPINOSA et al., 2014).
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Em bovinos e equinos tem sido amplamente utilizada para a indugao da
lutedlise em fémeas (SANTOS et al., 2002; REBORDAO, 2017). Tem sido
relacionada a saude uterina, auxiliando na eliminagao dos envoltérios fetais no
pos-parto imediato por meio de contragcbes no endométrio, prevenindo a
retencao de placenta (SANTOS et al., 2002).

Potentes contragbes do aparelho reprodutor masculino foram
observadas em humanos, ratos e coelhos apds a aplicagdo de PGF2a (FARR
et al.,, 1980; YAMAMOTO et al.,, 1987; SUDOH et al., 1997). Em equinos e
suinos a administragdo de PGF2a intramuscular previamente a coleta resultou
em aumento do interesse sexual, melhora da ere¢ao e diminuicdo do tempo até
a ejaculacdo. Também observou-se e um aumento da fragao gel do ejaculado,
com aumento do volume total e diminuicdo da concentracdo espermatica
(KREIDER et al., 1981).

Estudo realizado por Veronesi et al. (2010) evidenciou um significativo
aumento nas concentragdes plasmaticas de PGF2a durante a eregao e
novamente um aumento na concentragcéo durante a ejaculacédo em garanhdes.
Os valores permaneceram altos por até 20 minutos apds a ejaculagao.

McDonnell (1992) ao administrar PGF2a (0.01-0.15/mg/kg/i.m) em 8
garanhdes observou uma taxa de ejaculagao em 75% dos animais. No entanto,
foram observados severos efeitos adversos associados a desconforto
abdominal, sudorese intensa e contaminagao seminal com urina. Os ejaculados
também apresentaram alta quantidade de fragdo gel, associada a diminuigao

da concentragao espermatica.

8. Protocolos de indugao farmacolégica da ejaculagao

Estudos anteriormente desenvolvidos utilizando xilazina, detomidina e
associagbes de imipramina e xilazina apresentaram alta variabilidade de
resultados, com resultados variando entre 27% e 68% de sucesso na inducao
da ejaculagdo (McDONNELL; ODIAN, 1993; McDONNELL; TURNER, 1994;
JONHSON et al.,, 1998; ROWLEY et al., 1999; DUTRA, 2000; McDONNELL,
2001; MRACKOVA et al., 2013).
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Os melhores resultados foram alcangados por McDonnell (2001) com
68% de sucesso quando administrado Cloridrato de Imipramina (3/mg/kg/v.o)
associado a Cloridrato de Xilazina (0,66/mg/kg/i.v) e McDonnell e Love (1991)
com taxa de ejaculacdo de 39% apods a utilizagdo de cloridrato de xilazina com
estimulo sexual previamente a aplicagdo de xilazina (0,3/mg/kg/i.v). Rowley et
al (1999) alcangou 50% de sucesso apos a administracdo de cloridrato de
detomidina (0,02/mg/kg/i.v) em duas aplicagdes utilizando o mesmo garanho.

Em garanhdo com fratura 6ssea, a clomipramina (2,2/mg/kg/i.v), um
antidepressivo triciclico semelhante a imipramina, provocou masturbagdo e
erecao peniana 7 minutos apos sua administragcao. O cloridrato de xilazina (0,5/
mg/kg/i.v) foi administrado 35 minutos apds a aplicagao de clomipramina, e
apo6s 2 minutos o animal ejaculou um volume total de 4 mL e concentragcdo de
1 bilhdo de espermatozoides/mL (TURNER et al., 1995).

A administracdo dos farmacos imipramina e xilazina aparentemente
intensificam contragdes em musculatura lisa de ampolas e suprimem
contragdes em glandulas acessorias, resultando em diminuigdo do volume total
do ejaculado, aumento da concentragao espermatica e redugcao do pH seminal
(McDONNELL; LOVE, 1991; McDONNELL; TURNER, 1994).

Mrackova et al. (2013) compararam, em jumentos, o uso de dois
diferentes protocolos utilizando cloridrato de detomidina (0,02/mg/kg/i.m) e
cloridrato de xilazina (0,66/mg/kg/i.v). O protocolo baseado na administracéo de
cloridrato de detomidina apresentou uma eficacia de 20%. A administracao de
cloridrato de xilazina ndo se mostrou eficaz em nenhum dos animais testados
(n=5), fato ocorrido provavelmente, segundo os autores, devido a auséncia de
éguas ou jumentas em estro no momento da indugdo, bem como o estresse ao
qual esses animais foram submetidos, visto que muitos ndo eram acostumados
a nenhum tipo de manipulacéo.

Em geral, os parametros seminais de ejaculados provenientes de
inducado farmacoldogica variam dependendo dos farmacos utilizados
(McDONNELL, 2001). Protocolos utilizando a associagdao de imipramina com
xilazina resultaram em ejaculados com menor volume total, maior
concentragcdo/ml e maior numero de espermatozoides por ejaculado
(MCDONNELL, 1991, MCDONNELL;ODIAN, 1994; MCDONNELL; TURNER,
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1994, CARD et al., 1997, JOHNSTON and DeLUCA, 1998, DUTRA, 2000).

A inducdo da ejaculagao utilizando detomidina também resultou em
ejaculados com menor volume total, maior concentragdo e maior numero de
espermatozoides no ejaculado (ROWLEY et al.,, 1999, MRACKOVA et al.,
2013). Por outro lado, a utilizagdo somente de xilazina resultou em parametros
seminais similares aos observados em coletas por meio de vagina artificial
(McDONNELL;LOVE, 1992).

A avaliacdo da morfologia espermatica nao resultou em alteragdes
significativas entre ejaculados provenientes de indugdo farmacoldgica e
ejaculados obtidos por coleta em vagina artificial, independente do protocolo
utilizado (CARD et al.,, 1997, DUTRA, 2000; NAOMI et al.,, 2012;
CORREA;BOZZ0, 2016). Do mesmo modo, a avaliagdo das motilidades total e
progressiva nao diferiram quando comparados os ejaculados obtidos por meio
de coleta em vagina artificial e por meio de protocolos de indugéo
farmacolégica da ejaculagdo (MCDONNELL, 1991, MCDONNELL;ODIAN,
1994; MCDONNELL; TURNER, 1994, CARD et al., 1997, JOHNSTON and
DeLUCA, 1998, DUTRA, 2000; CORREA;BOZZ0, 2016).
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OBJETIVOS

Em vista do exposto, os objetivos deste estudo foram:

- Avaliar a eficiéncia de diferentes protocolos na indugdo da ejaculagdo de
diferentes protocolos de administracdo oral de imipramina seguida por
administracao intravenosa de detomidina, xilazina e ocitocina, isoladamente,

bem como da associacado dos farmacos;

- Avaliar a eficiéncia da ocitocina quando adicionada aos protocolos de

indugao farmacoldgica da ejaculagao;

- Comparar os parametros seminais de, volume total do ejaculado, volume
livre de gel, concentracdo espermatica, numero de espermatozoides totais
do ejaculado, cinética e morfologia espermatica, integridade de membrana
plasmatica e acrossomal, producdo de espécies reativas de oxigénio e teor
de 6xido nitrico nos ejaculados obtidos por vagina artificial e por indugao

farmacoldgica.
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"A mente que se abre a uma nova idéia jamais retornara ao seu
tamanho original."

Albert Einstein

CAPITULO 2
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ABSTRACT

The aims of the study were: 1) Compare the efficiency of different protocols to
induce ex copula ejaculation when detomidine and oxytocin was added to the
protocols; 2) Compare seminal parameters between in copula and ex copula
ejaculates; We evaluated the nine protocols to ex copula ejaculation: X -
xylazine (0.66mg/kg/i.v); XO - xylazine + oxytocin (20Ul/i.v); IX - imipramine
(3mg/kg/v.0) + xylazine (0.66mg/kg/i.v); IXO - imipramine (3mg/kg/v.0) +
xylazine (0.66 mg/kg/i.v) + oxytocin (20Ul); D - detomidine (0.02mg/kg/i.v); DO -
detomidine (0.02mg/kg/i.v) + oxytocin (20Ul/i.v); ID - imipramine (3mg/kg/v.o) +
detomidine (0.02mg/kg/i.v); IDO- imipramine (3mg/kg/v.0) + detomidine
(0.02mg/kgl/i.v) + oxytocin (20 Ul/i.v); 10- imipramine (3mg/kg/v.0) + oxytocin
(20 Ul/i.v). Four young stallions (2-3 y old) and 12 sexually mature stallions (6 to
26 y old) were each submitted to 2 treatment trials conducted at 3-day intervals.
Induced ejaculates were collected into a plastic bag and compared with in
copula ejaculates. None of the 4 young stallions ejaculated and 9 of the 12
mature stallions responded. Stallions that responded to xylazine did not
respond to detomidine treatments. Two stallions responded to X and XO while 4
mature stallions responded to IX and 1XO. One stallion respond to DO while 5
stallions responded to IDO. Erection occurred in 5 stallions and no erection and
masturbation were observed in protocols without imipramine. The induced
ejaculates obtained in DO and IDO had significantly (P<0.05) lower total
volume, lower free-gel volume and higher concentration, with similar (P>0.05)
total number of spermatozoa, membrane integrity, sperm kinetics and
morphology compared to in copula ejaculates and xylazine protocols. The
semen characteristics suggests decreased accessory glands fluids in protocols
DO and IDO, probably resulting from the use of oxytocin, which increase the
epididymal tail contraction. Thus, oxytocin appears to play a role to induce
ejaculation when associated with detomidine, but not when associated with
xylazine.

Keywords: imipramine, detomidine, xylazine, semen, ejaculatory disorders,
equine.
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1. Introduction

Several physical, neurological and comportamental disorders such as
lameness, physical trauma, equine protozoal myeloencefalitis, ejaculatory
disorders, erectile dysfunctions and penile tumors can prevent semen collection
for traditional methods [1-6]. Thus, pharmacological protocols has been used
clinically to induce ejaculation in stallions unable to ejaculate in the traditional
methods of collection.

In general, the pharmacological or chemical ejaculation protocols
includes drugs which mimetic the ejaculation. Ejaculation is mediated by a
coordinated activation of sympathetic autonomous nervous system through
alpha-adrenergic stimulation and intense rhythmic smooth muscle contraction
[7]. Tricyclic anti depressives, as imipramine and clomipramine, induce
ejaculation due to their mechanism of increasing the bioavailability of
noradrenaline in the synaptic cleft, neurotransmitter responsible for triggering
the alpha adrenergic response. Alpha-adrenergic agonists, as xylazine and
detomidine, act directly on alpha-1 adrenergic receptors, which are responsible
for trigger ejaculation [8].

Similarly to the autonomous nervous system, hormones as estrogens,
oxytocin and prostaglandins also play a key role on the ejaculation to induce
smooth muscle contraction through the reproductive tract [9]. In stallions, serum
oxytocin levels increase drastically before ejaculation and starts to decrease
immediately after the process, suggesting its function in triggering the emission
phase of ejaculation [10].

The association of imipramine, a tricyclic antidepressive, with xylazine,
an alpha-adrenergic agonist, showed in previous studies a variable doses and
results, ranged from 27-68% of success rates [1-3, 6, 7, 11-14]. Scarce results
with detomidine, another alpha-adrenergic agonist, with results ranging from
20%-50% of success rates [4,15]. Prostaglandin 2 alpha (PGF2a) showed the
increased ejaculation rates (75%), however, with accentuated side effects as
sweating and abdominal cramps [6].

Protocols with xylazine alone showed similar seminal characteristics
compared to in copula ejaculates [1], while PGF2a treatments apparently

stimulate accessory sex glands, resulting in higher total volume, lower sperm
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concentration and similar total number of sperm than in copula ejaculates [5].
Contrary, detomidine induced ejaculation with lower total volume, higher sperm
concentration and higher total number of sperm compared to in copula
ejaculates [4].

Chemical ejaculation presents a variable results regarding to time of
ejaculation depending on the drugs used. Most ejaculation occur as the animal
is becoming sedated, within 1-5 min after xylazine injection or as it is recovering
from sedation within 15-45 min [1-3,11-13]. Intramuscularly PGF2a treatment
resulted in ejaculations between 10-50 min [8] as well as treatments with
intramuscular detomidine resulted in ejaculation between 17-47 min.

The aims of the study were: 1) Compare the efficiency of different
protocols in inducing ex copula ejaculation; 2) To evaluate the success rates in
inducing ex copula ejaculation when oxytocin was added to the protocols;

3) Compare seminal parameters between in copula and in ex copula ejaculates.
2. Material and Methods

This study was approved by the Animal Care and Use Committee, Séao
Paulo State University — UNESP Botucatu, SP, Brazil.

2.1 Animals and Study Design

Sixteen sexually experienced horse stallions ranged in age from 2 to 26
years and housed in individual stalls were used as subjects. Four young stallion
were 2 to 3 years old (350-420 kg), 9 adult stallions were between 4 to 18 years
old (400-530 kg) and 3 aged stallions were 25 and 26 years old (400-430 kg).

Each of the sixteen stallions was given a serie of nine different protocols
to induce ejaculation with two trials of each protocol at a minimum of 3-day
intervals. Rate of ejaculation was described and results ex copula ejaculate
characteristics were compared within subjects to baseline in copula ejaculates

obtained preceding the trials.
2.2 Experimental Protocols

To pharmacological induce ex copula ejaculation were used nine
protocols: X - xylazine (0.66mg/kg/i.v); XO - xylazine + oxytocin (20Ul/i.v); IX -
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imipramine (3mg/kg/v.0) + xylazine (0.66mg/kg/i.v); IXO - imipramine (3mg/kg/
v.0) + xylazine (0.66 mg/kg/i.v) + oxytocin (20Ul); D - detomidine (0.02mg/kg/
i.v); DO - detomidine (0.02mg/kg/i.v) + oxytocin (20Ul/i.v); ID - imipramine (3mg/
kg/v.0) + detomidine (0.02mg/kg/i.v); IDO - imipramine (3mg/kg/v.0) +
detomidine (0.02mg/kg/i.v) + oxytocin (20 Ul/i.v); 1O - imipramine (3mg/kg/v.o) +
oxytocin (20 Ul/i.v).

Imipramine hydrochloride were administered 2 h prior to the alpha
adrenergic agonist, detomidine or xylazine, and oxytocin hormone and when
ejaculation did not occur in 10 minutes, a half of dose of alpha adrenergic

agonist were injected.
2.3 Trials

Induced-ejaculation trials were conducted in the stallion's box stall with a
quiet environment without sexual prestimulation. Stallions were observed
continuously until ejaculation occurred or for up to 2 h after administration of the

alfa adrenergic agonists (xylazine or detomidine).
2.4 Semen Collection

In the week before the start of the study, stallions were collected twice
with 2 days interval and then two semen samples were collected in a Botucatu®
model artificial vagina (Botupharma LTDA, Botucatu, SP, Brazil) from each
stallion using a phantom mount to obtain baseline measures. Induced
ejaculates were collected into a plastic bag held by a plastic ring positioned over

the prepuce and attached in the stallion’s flank by a tiny hope.
2.5 Semen Evaluation

Immediately after semen collection, semen volume were assessed by a
graduated test tube before and after the gel fraction to be removed. Sperm
concentration was determined using a Neubauer chamber hemocytometer
(Optik Labor®, Lancing, England) under microscopy with phase contrast at 200x
magnification (Jenamed 2 Zeiss: Carl Zeiss®, Munich, Germany). Prewarmed
(37° C) extender (BotuSpecial® Botupahrma LTDA, Brazil) was added to an
aliquot of neat semen to obtain a sperm concentration of 50 x 108 spermatozoa/
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mL. This aliquot was used to examine sperm kinetic (IVOS version 12 Hamilton
Thorne Research, MA, USA) of each ejaculate and compared in copula
ejaculates and ex copula ejaculates. The CASA setup is described in Table 1.
The following parameters were evaluated: total motility (TM, %), progressive
motility (PM, %), angular progressive velocity (VAP, um/s), progressive velocity
(VSL, um/s), curvilinear velocity (VCL, um/s) and percentage of rapid sperm
(RAP, %).

Table 1. Settings for stallion semen analyses

Features Setting
Image capture (frames per sec) 60 Hz
Image capture (No. of frames) 30

Cell detection (min contrast) 30

Cell detection (min cell size) 30 pixels
Defaults (cell size) 5 pixels
Defaults (cell intensity) 40
Progressive cells (VAP) 70 um/s
Progressive cells (STR) 80%

Slow cells (static: VAP cutoff) 30 pm/s
Slow cells (static: VSL cutoff) 20 ym/s
[llumination: intensity 3,600
[llumination: photometer 125
Video source (dark field) 60 Hz
Static intensity gates (min and max) 0.48 and 1.45
Static elongation gates (min and max) 0 and 97
Chamber-type Makler?
Temperature 38°C
Field selection Automatic

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


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-09352013000300010#tab01
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2.6 Flow Cytometry Measurement

Flow cytometric analyses were conducted using a BD LSR Fortessa flow
cytometer (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) equipped with three
lasers excitation: blue 488-nm, 100 mW and emission filter 530/30nm e
695/40nm; red 640-nm, 40 mW with emission filter 660/20nm; and violet 405-
nm, 100 mW, with emission filter 450/50nm. A minimum of 10.000 cells per
sample were evaluated and the data analyzed using software BD FACSDiva™
software v 6.1. Samples were diluted in TALP-PVA (Parrish et al.,1988
modificated:100mM NaCl, 3,1mM KCI, 25,0mM NaHCO3, 0,3mM NaH2PO4,
21,6mM DL-sodium lactate 60%,2,0mM CaCl2, 0,4mM MgCI2, 10,0mM Hepes-
acid free, 1,0mM sodium piruvate, 1,0mg/mL alcohol polivinil-PVA and 25ug/mL
gentamicine) to obtain a sperm concentration of 5x108 sptz /mL.

A mixture of Hoechst 33342 (H342), propidium iodide (PI) and FITC-PSA
(aglutinine of Pisum sativum conjugated with fluorescein isothiocyanate) was
used to analyse membrane plasmatic and acrossomal integrity (MPAI) [16].
Aliquots (200uL) of sperm samples were diluted in 7uM of H342, 1,5uM of PI
and 2ng of FITC-PSA, and after incubation at 37°C for 5 min, spermatozoa
were analysed.

Mitocondrial activity and superoxide production (O2) in mitocondrial
matrix was assessed based on the method described by Freitas-Dell’Aqua et
al., 2018 [17] using association of Hoechst 33342, Yopro (YP), MitoStatus Red
(MST) and MitoSOX™ Red (MSR). Sperm samples of 500 uL were diluted in 7
ML of Hoechst 33342, 25nM YP, 20uM of MST and 2uM of MSR, and incubated
at 37°C for 20 minutes. To mensure intracelular hydrogen peroxide (H2032)
production aliquots (500uL) of the sperm suspension were added to 1.5uM of
propidium iodide (Pl) and 1uM of CM-H2DCFDA (C6827, Life Technologies),
and after incubation for 20 min at 37°C, the samples were analysed by flow
cytometry.

Oxide nitric was evaluated (NO-) by DAF-FM diacetate (D23842, Life
Technologies) associated with propidium iodide. Thus, in 500uL of diluted sperm
solution was added 1.5uM de propidium iodide and 10uM of DAF-FM, and

samples were incubated for 30min at 37°C.
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2.7 Statistical analysis

Data analysis was performed by the GraphPad Prism program version
6.0 for Windows (GraphPad software, LA Jolla, Caifornia, USA;
www.graphpad.com). The results are expressed as mean and standard error, as
well as their distribution by the Kolmogorov-Smirnov test and when they
presented normal distribution (parametric data) were submitted to analysis of
variance (ANOVA), followed by Tukey test. When they did not present normal
distribution (non-parametric data) were submitted to the Kruskall-Wallis test
followed by Dunn to determine significant in all variables between groups, with

significance of p <0.05.
2.8 Sperm Morphology

Sperm morphology was performed by differential interference phase
contrast (DIC) microscopy of wet-mount semen ‘fixed’ in isotonic formal saline
using at 1000xmagnification. One hundred cells were evaluated for major and

minor defects [18].
2.9 Evaluation of side effects

Stallions were observed for degree of sedation, which were evaluated by
observing ataxia degree, head height, ear position, ptosis of lips and

responsiveness to the environment.
3. Results
3.1 Ejaculation rates

Overall, none of the 4 young stallions ejaculated in all protocols and 9 of
12 sexual mature stallions ejaculated (75%) in 6 protocol (X,XO,IX,IX0O,DO and
IDO), but no ejaculation occurred in protocols D, ID and IO (Table 1). Xylazine
alone and with oxytocin equally induced ejaculation in 2 (16.66%) of the sexual
mature stallions in 100% of the trials, while when imipramine was associated to
xylazine 4 of the stallions (33.33%) responded in 75% of the trials. Likewise,
detomidine associated to oxytocin induced ejaculation in 1 stallions in all trials,

while imipramine associated to detomidine and oxytocin induced ejaculation in 5
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stallions in 70% of the trials. None of the stallions that responded to xylazine
treatments responded to detomidine treatments.

Interval from xylazine treatment to ejaculation ranged from 2 to 4 min in 3
stallions and to 15 to 20 min in 1 stallion. Interval from detomidine treatment to
ejaculation ranged from 2 to 7 min. No differences on the mean time of
ejaculation were observed when imipramine or oxytocin was associated to the

protocolos.

Table 2. Summary of pharmacological induced ex copula protocols and ejaculation
rates of 12 sexually mature stallions in 2 trials of each stallion in each protocol.

Protocols Ejaczlg/loe;non
Animals
(n=12)
X Xylazine (0,66 mg/kg/i.v) 16.66
XO Xylazine (0.66 mg/kg/i.v) + oxytocin (20Ul) 16.66
IX  Imipramine (3mg/kg/v.0) + xylazine (0.66 mg/kg/i.v) 33.33
IXO Imipramine (3mg/kg/v.o) + xylazine (0.66 mg/kg/i.v) + oxytocin (20Ul) 33.33
D Detomidine(0.02mg/kg/i.v) 0
DO Detomidine(0.02mg/kg/i.v)+oxytocin (20 Ul) 8.33
ID Imipramine (3mg/kg/v.o) + detomidine (0.02mg/kg/i.v) 0
IDO Imipramine (3mg/kg/v.0) + detomidine(0.02mg/kg/i.v)+oxytocin (20 Ul) 41.6
IO Imipramine (3mg/kg/v.o) + oxytocin (20Ul) 0

3.2 Seminal Characteristics

Results are summarized in table 02. Mean total and gel free volume of
induces ejaculates in protocols DO and IDO was significantly lower than in
protocols using xylazine (X, XO, IX and IXO) and in copula ejaculates. Sperm
concentration had higher values in DO and IDO (ANOVA, P < 0.05) than in
protocols using xylazine (X, XO, IX and 1XO) and in copula ejaculates. However,
total number of sperm was similar in both ex copula and in copula ejaculates.
Similarly, mean total and progressive maotilities, RAP, VAP, VCL and VSL as well
as sperm morphology were similar between induced and baseline ejaculates
(ANOVA, P > 0.10).
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Table 3. Mean values and standard deviation of seminal characteristics of base line in
copula and pharmacologically-induced ex copula ejaculates of 9 stallions. Values were
calculated from the mean of 2 ejaculates from each stallion (except 3 stallions that had

only 1 induced ejaculate).

Base line in pharmacologically-induced
copula
Detomidine Xylazine

Total volume (ml) 61.317.9° 152+121° 458 +294%
Gel-free volume (ml) 45 £ 12,5° 138+ 11,5°  39.3+24.9%
Concentration (x10°) 174+107.2° 2560 +3.222° 1.114 +1.104%
Total number sperm (x109) 7.5+ 3.3 18.1x 11.2 11.8t7.4
Total motility (%) 84+ 6 82+ 2.5 82+ 4.2
Progressive motility (%) 37+ 6.8 38+ 6.7 34+ 5.9
RAP (%) 77,2+ 7.4 83,65 74,1+ 6.2
VAP (um/s) 131.2+12.6 1454 +158 3144 +510
VSL (um/s) 97.5+10.6 1074+144 91.5+10.7
VCL (um/s) 235,8 + 27.1 253 + 20.1 227,3+ 284
Membrane integrity (%) 7725+ 5 75.53+4.21 62.4+27.78
Sperm abnormal morphology (%) 16 + 4.1 206 17+4.3

Different letters in a line indicate differences (P<0.05). RAP: percentage of rapid spermatozoa
(%); VAP: average velocity (um/s); VSL: linear velocity in a straight trajectory (um/s); VCL:
curvilinear velocity (um/s).

3.3 Cytometry Evaluation

The reactive oxygen species (ROS) analyzes showed an increase (P
<0.05) in superoxide anion production in DO and IDO protocols when compared
to the other protocols and ejaculates collected in the artificial vagina. However,
the values of anion hydrogen peroxide, nitric oxide content and mitochondrial
membrane potential were similar (P> 0.05) in all protocols than to the ejaculates

collected in the artificial vagina.
3.4 Side Effects

Treatment with imipramine hydrochloride generally resulted in no
sedation. However, 12 of 16 stallions showed sialorreha 1 h after imipramine

administration, independently of the protocol. Discrete sialorreha was observed
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in 5 stallions and moderate in 3 stallions. No sialorreha were observed in
protocols without imipramine. The administration of xylazine resulted in sedation
within 2 to 4 min, reaching mild to heavy standing sedation, with decreased
respiratory rate. Animals resumed normal activity within 50 min (range, 14 to 80
min) after xylazine treatment. Sedation with detomidine occurred earlier, within
1 to 2 min from injection, reaching mild standing sedation with a discrete
decrease of respiratory rate and returned to normal activity within 20 min after

detomidine treatment.
4. Discussion

This new protocols represent an improvement in rate of ejaculation for
pharmacologically induced ex copula ejaculation in stallions.

It is important to note that most previous study used sexually mature
stallions and the present study used 4 young stallions and none of them
ejaculated within the protocols, while 7 of 9 adult stallions and 2 of 3 aged
stallions ejaculated. As a stallion achieve sexual maturity (maximum
reproductive capacity) around 3 years after puberty and puberty period in colts
extends to approximately 83 weeks age [19]. Thus, Johnson [20] observed
lower FSH, LH and testosterone serum concentration in stallions above 3 years
old compared to animals between 4 and 20 years old.

Similarly, Johnson [21] observed a reduced Leydig as well as sertoli cells
population in stallions above 3 years old and seminal parameters had also
lower quality and quantity with this age, indicating an immature
spermatogenesis control. This suggests that autocrine and paracrine
signalization evolved in the ejaculation are probably different from sexual
mature stallions. Thus, our results assume that this 4 young stallions were not
sexually mature, then the ejaculation rates were calculated based on only the
12 sexual mature stallions. We hypothesized that lower hormone concentration
associated to immature paracrine and autocrine signalization could lead to no
responses to pharmacological ejaculation protocols.

The addition of oxytocin increase the ejaculation rates of protocols using
detomidine. Previous report using only detomidine (0.02 mg/kg/i.m) obtained

50% of success rate in a disable pony stallion [4]. Another study observed that 2
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of 10 donkeys (20%) ejaculated with detomidine (0.02mg/kg/i.v) treatment [15].
Interestingly, our study had no ejaculations when detomidine alone or
associated with imipramine were used. Only protocols associating detomidine to
oxytocin resulted in ejaculations. In stallions, the oxytocin hormone has been
used to improve the number of total spermatozoa in the ejaculate and in often
times as a treatment of ampullary obstruction due to its smooth muscle
contraction activity in the reproductive tract [22]. Thus, studies suggests that
oxytocin play a important role in the emission phase of ejaculation [23]. The
present study observed that the addition of oxytocin in the detomidine protocols
helped to trigger ejaculation, probably due to smooth muscle contraction activity
in the testes and epydidimus.

Contrarily, the addition of oxytocin in the xylazine treatments of this study
did not increase the ejaculation rates, as all the stallions responded equally to
treatments with or without oxytocin. Previous studies achieved 31% to 53% of
ejaculation with imipramine intravenous 10 min before to xylazine treatment
(0.33mg/kg/i.v) [2,11,13]. Johnson and DelLuca [12] used oral imipramine (2 mg/
kg/v.0) 2 h previous xylazine (0.33mg/kg/i.v) and achieved 57% of ejaculation
rate. Similarly to our findings, Feary et al [6] achieved 33% of success rate with
imipramine hydrochloride (3 mg/kg/v.0) associated to xylazine hydrochloride
(0.5 mg/kg/i.v) in a disable aged stallion. The best results associating
imipramine and xylazine obtained 68% of success rates using imipramine (3
mg/kg/v.0) 2 hours prior xylazine treatment (0.66mg/kg/i.v) [8]. However, this
study obtained different results, with 4 of 16 stallions (33.33%) ejaculating using
the same protocol as McDonnell (2001) [5]. Unsatisfactory results were also
obtained by Correa and Bozzo [14] using Imipramine Pamoate (3mg/kg/v.o-
Tofranil® 75 mg) followed 2 hours later by xylazine hydrochloride (0.66mg/kg/
i.v), achieving only 16,66% of ejaculation rate in 6 attempts in 2 adult stallions.

The mean ejaculation occurred within 8 min of xylazine injection, ranged
from 2-20 min. Previous reports showed similar results, with ejaculation ranged
from 0.5 to 20 min [1,3,5,6,14]. Another study observed that 4 stallions
ejaculated between 5-11 minutes and another 3 stallions ejaculated between
35-45 minutes, within a tendency of the same stallion repeat the mean time in

all ejaculation trials [2]. This reports evidence that most ejaculations occur either



75

as the stallion is becoming sedated or as it was recovering from sedation, as
xylazine achieve plasma peak concentration around 5 min and has a half life of
31 min [24,25]. Similar results were obtained here, since the stallion which
ejaculated within 20 min of xylazine injection apparently was recovering from
sedation at that time. This study also observed that each stallion had a
individual time of ejaculation after injection, and the time of ejaculation was
repeated between trials.

Similarly from xylazine protocols, the mean ejaculation occurred within 5
min of detomidine injection, ranged from 2-15 min. This result suggests that
detomidine induces most ejaculation during the concentrations peak, since
maximum plasma concentration after detomidine (0.03mg/kg/i.v) administration
is around 1.5 min and half-life of 10 min [26]. However, in a previous report the
time required for ejaculations after detomidine, intramuscular injection, ranged
from 17 to 47 min, with an average of 27.5 min/ejaculation in a pony stallion [4].
This pony stallion probably ejaculated later than the stallions from our study
because detomidine peak concentration after intramuscular administration
occur later than in intravenous administration [26].

After detomidine treatment (IDO) in only 1 trial, 1 stallion ejaculated
within 15 min of injection during masturbation. In contrast, McDonnell and Odian
[11] observed all trials that resulted in ejaculation were during masturbation. The
present study observed masturbation in 2 of the 16 stallions (13.33%) and in 4
of the 36 trials (11.1%). Previous reports obtained higher results, with
masturbation occurring in 52% of the trials and erection occurring in 71% [11].
In the present study, erection occurred in 5 of the 16 stallions (33%) and in 40 of
54 trials (74%) of the 5 stallions.

Erection seem to be related to imipramine administration, since studies
using only alfa adrenergic agonist to induce ex copula ejaculation did not result
in erections, only penile protusion [1,4]. The present study also observed
erection only in protocols with imipramine associated. In another study,
imipramine intravenous administration in 5 stallions resulted in erection followed
by masturbation and two ejaculation [27]. Similarly, a study using clomipramina
(2.2mg/kgl/i.v), another tryciclic antidepressive, observed erection and

masturbation 7 min after its administration in a disable old stallion [28]. This
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study observed erection in 2 young stallions and 3 adult stallions, no erection
and masturbation were observed in aged stallions. Despite the mechanism of
action is not completely understood, it is believed that imipramine and
clomipramine promote erection and masturbation by dopaminergic stimulation
[29,30]. Also, the alpha adrenergic activity promoted by norepinephrine re-
uptake could lead to ejaculation [22]. These lower rates of erection and
masturbation suggests that imipramine administrated orally instead of
intravenous has less effect on this two physiological reactions.

Semen characteristics from the protocols tested in this study were mostly
similar to previous reports of pharmacologic-induced ejaculation. Protocols
using detomidine resulted in higher sperm concentration, higher total number of
sperm and lower total volume in a previous studies [4,15]. Similarly, this study
observed a higher concentration and decreased total and free gel volume
(P<0.05) when detomidine was used, however, the total number of
spermatozoas did not differ from the baseline and the others protocols
evaluated (X, XO, IX, and IXO).

Protocols based on the association of imipramine and xylazine had lower
total and gel volume free, higher sperm concentration and higher total number
of sperm in the pharmacologically-induced ejaculates compared to in copula
ejaculates in previous studies [2,3,11-13,31]. This suggest that lower total
volume is due to imipramine’s capacity of decrease accessory sex glands
contraction, since a study using xylazine alone did not obtain differences in ex
copula and in copula seminal characteristics [1]. This is in contrast to our
results, in which did not observe differences in volume, concentration and total
number of sperm when imipramine was added to the protocols using only
xylazine or xylazine associated with oxytocin. The imipramine also had no effect
on the seminal parameters when associated with detomidine and oxytocin.

No differences were noted in sperm kinetics (TM, PM, RAP, VAP, VCL
and VSL) and sperm morphology between ex copula and baseline ejaculates.
These results agree with earlier studies [3,13,14,31], evidencing that ex copula
ejaculates presents normal sperm viability and can be normally used in the

assisted reproductive programs.
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The reactive oxygen species (ROS) are characterized as one or more
unpaired electrons and non-radical oxygen derivatives, with like hydrogen

peroxide (H,O»), superoxide ion (O, ) and nitric oxide (NO). These ROS are

formed during energy production by spermatozoa, however, an imbalance
between the production and degradation of ROS leads to oxidative stress,
causing damage to the plasmatic membrane of spermatozoa [32]. ROS analysis
in this study showed an significant increase in superoxide ion (P<0.05) in the
semen obtained in detomidine protocols but similar peroxide and nitric oxide in
all protocols compared to baseline ejaculates. We hypothesize that this
enhance in superoxide anion is directly regarding to a decreased seminal
volume in this two protocols. The lower total volume results in reduced seminal
plasma, consequently the ejaculates from protocolos DO and IDO had lower
antioxidants that prevents spermatozoa oxidative stress. Antioxidants are
important in preventing oxidative stress and ROS production. Thus, seminal
plasma has a protective effect due to the high concentration and variety of
antioxidants present in its composition [33].

The use of a small group of animals in these analyzes could also have
been an important factor to obtain this result, since this increase was probably
influenced by individual characteristics. It was observed that only one of the
stallions had extremely high superoxide anion levels in the ejaculates and, as
the number of animals was small, the present study obtained this results.

Although the values in the O, anion were altered in different protocols, it

did not influence mitochondrial membrane potential (AY¥m), which presented
similar results in all the ejaculates evaluated.

Previous study using PGF2a to induce ex copula ejaculation observed
urine contamination as a side effect, associated to intense abdominal cramps
and sweating [8]. In this study similar side effects was not observed even in
protocols with oxytocin. Also, oxytocin did not enhance accessory sex glands
contraction, as observed in a study using PGF2a [5].

The major side effect observed in our study were the sialorreha followed
by imipramine administration. The stallions seemed dissatisfied after the
imipramine administration and the addition of corn glucose on the imipramine

tablets attenuate the rejection to the imipramine despite not reduce the
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sialorreha. Other studies administered imipramine orally crushed the tablets and
gave with feed [12], molasses [6] or sweet flavor [5] and did not report
sialorreha. Thus, similar side effects were described when imipramine
intravenous was used [13], evidencing that this effects it is probably due to an
cholinergic mechanism of action that justify this effect, since imipramine is a
tricyclic antidepressive with several unspecific mechanism of action.

In conclusion, the protocols tested did not induce ejaculation in stallions
above 4 years old. Also, this study observed that anxious and scared stallions
required higher doses to induce ejaculation. Thus, administration of the
protocols in the animal’s stall with a quiet environment was fundamental for the
success of the treatment. In the mean time, the use of different protocols with
detomidine and xylazine in the same stallion increased the success rates since
stallions that ejaculated with detomidine did not ejaculate with xylazine. Also,
oxytocin showed to increase the ejaculatory function associated to detomidine

with no adverse side effects.
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