NI\
V4LV 4

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA (UNESP), FACULDADE DE
MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA, BOTUCATU

EFEITO DA SEDACAO DA ASSOCIACAO XILAZIA COM DETOMIDINA E
REVERSAO COM IOIMBINA PARA REALIZACAO DE EXAME
ANDROLOGICO EM EQUINOS

CAMILA MOREIRA TRINQUE

Botucatu, Sao Paulo
Junho/2023



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA (UNESP), FACULDADE DE
MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA, BOTUCATU

EFEITO DA SEDACAO DA ASSOCIACAO XILAZIA COM DETOMIDINA E
REVERSAO COM IOIMBINA PARA REALIZACAO DE EXAME
ANDROLOGICO EM EQUINOS

CAMILA MOREIRA TRINQUE

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Medicina  Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Campus de Botucatu, para
obtengdo do titulo de Mestre em Medicina

Veterinaria.

Orientador: Prof. Dr. José Antonio Dell’ Aqua

Junior

Botucatu, Sao Paulo

Junho de 2023



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSANGELA APARECIDA LOBO-CRB 8/7500

Trinque, Camila Moreira.

Efeito da sedacdo da associacdo xilazia com detomidina
e reversdo com ioimbina para realizacdo de exame
andrologico em equinos / Camila Moreira Trinque. -
Botucatu, 2023

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista
"Julio de Mesquita Filho", Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia

Orientador: José Antdnio Dell"Aqua Junior

Capes: 50504002

1. Agonistas de Receptores Adrenérgicos alfa 2.
2. Antagonistas de Receptores Adrenérgicos alfa 2.
3. Andrologia veterinaria. 4. Equino. 5. loimbina.

Palavras-chave: Alfa 2 - agonista; Alfa 2 - antagonista;
Andrologico; Garanhdes; loimbina.




Nome do Autor: Camila Moreira Trinque

Titulo: EFEITO DA SEDACAO DA ASSOCIACAO XILAZIA COM DETOMIDINA
E REVERSAO COM IOIMBINA PARA REALIZACAO DE EXAME
ANDROLOGICO EM EQUINOS

COMPOSICAO DA BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. José Antonio Dell’ Aqua Junior Presidente e Orientador
Presidente e Orientador
Departamento de Cirurgia Veterinaria e Reproducédo Animal FMVZ — UNESP, Botucatu

Dr. Eunice Oba
Membro

Departamento de Cirurgia Veterinaria e Reproducdo Animal FMVZ — UNESP, Botucatu

Dr. Mércio Teoro do Carmo
Membro

Médico Veterinario Autbnomo

Data da defesa: 23 de Junho de 2023



“Avohai é uma palavra mégica, Avohai significa avo e

pai

Zé Ramalho.

Dedicatoria

Ao meu avd, Nelson Alves
Moreira (in memorian), o senhor
sempre estara comigo.



Agradecimentos

Primeiramente, a Deus por me conceder o dom da vida.

Ao0s meus pais, Ana Maria e Cassio Trinque, por todo amor, dedicacao e amparo.

Aos valores passados e pelo ensinamento de amar e respeitar os animais. Os
senhores tornaram isso possivel. Amo vocés!

Meu irmé&o Pedro, por ser a minha melhor versdo. VVocé me ensinou o que é o amor
incondicional. Te pedi para Deus e ele enviou meu melhor amigo. Eu te amo, Pedro!!!

Aos meus avds, meus grandes amores, Célia Lazari, por me ensinar a ter
“coragem, coragem”, Dirce Trinque, Hélio Trinque, ao ensinamento de que “Deus vai te
colocar onde pode te olhar”. Ser neta dos senhores € um privilégio.

Ao meu avo, Nelson Moreira, in memoriam, responsavel por me fazer entender o
significado da palavra “Avohai”. O senhor, tem presenga na minha vida, guardar suas
lembrancas, em especial seu cheiro e suas risadas, € conviver com o senhor todos os dias.
Eu te amo “muuuito” e ndo tem um dia que ndo sinta sua falta. Quantos palitos tem na
sua mao?

Ao meu namorado, Lucas Canuto, obrigada por acreditar nos meus sonhos,
fazendo deles os seus também. E dessa ser meu companheiro de batalha para
construirmos, em conjunto, nossa vida e conseguirmos alcancar tudo que almejamos. Essa
conquista € nossa. Te amo!

A familia Canuto, por todo carinho, acolhimento e torcida. VVocés sdo especiais.
Ao meu orientador, Dr. José Antonio Dell’ Aqua Junior, pela amizade,

ensinamentos profissionais e pessoais. Obrigada por abrir as portas da pds-graduacao
e confiar em meu trabalho.

Aos professores Dr. Frederico Ozanam Papa e Dra. Eunice Oba, pela honra em
poder acompanha-los e serem exemplos a ser seguido.

Ao Dr. Marcio Teoro por sempre estar disposto em ajudar e dividir
conhecimentos.

A Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”, Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia - UNESP, Campus de Botucatu, pela oportunidade em
estar convivendo com grandes profissionais.

Aos funcionarios do Departamento de Cirurgia Veterinaria e Reproducdo Animal
FMVZ — UNESP, Botucatu, Edvaldo, Felipe e Andreia pela ajuda e pelos bons momentos
de convivio. Aos funcionarios da pés-graduacdo e da biblioteca por serem sempre
dispostos a ajudar.

A CAPES, pela bolsa concedida durante todo projeto de pesquisa.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento

de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cddigo de Financiamento 001.

A Botupharma, pela doag&o de materiais para a execucéo do trabalho.

A Dra. Camila de Paula Freitas Dell’ Aqua, por me acolher em todos os momentos
que precisei, em quesitos profissionais e pessoais, ser minha confidente e me auxiliar em
minhas decisdes. Obrigada por sua amizade.

Aos meus colegas de pos-graduacao, em especial, Lucas Canuto, Thais Cavalero,
Raiza Rocha Pereira, Mariana Frasson, Luan Sitd, Beatriz Lippe, Giovana Camargo e
Estevam, por dividirem comigo a jornada da pés-graduacao, tornando-a mais divertida.

A minha melhor amiga, Ana Beatriz Avanso, por todo apoio concedido desde o
inicio da graduacdo, nossa amizade € para sempre.



Vi

A Universidade Estadual de Londrina, pela minha formagdo. Em especial aos
professores Dr. Marcelo Marcondes Seneda, Dr. Fabio Mortti e Dra. Glaura
Scantamburlo, por todo conhecimento compartilhado e pela amizade construida.

Agradeco, aos laboratdrios da Universidade Estadual de Londrina, ReproA e ao
de Toxicologia e Distirbios Metabdlicos da Reproducdo, por me acolherem durante e
aminha graduacao e permitirem o convivio com excelentes profissionais, em especial Dra.
Amanda Zangirolamo, graduando Andrey Ferro , Dra. Rafaela Erthal, Dra. Ana Paula
Franco e Msc. lvana Costa.

E por fim, a todos as pessoas que de alguma forma ajudaram na elaboracéo e
desenvolvimento desse trabalho.



Vil

LISTA DE ABREVIATURAS

APC MEDIAN: potencial mitocondrial

CASA: anélise computadorizada de movimento espermatico
HPM: potencial de membrana mitocondrial

HTMO: Hamilton Thorne Research

MP: motilidade progressiva

MT: motilidade total

02: concentracao de anion superdxido

RAP: nimero de espermatozoides rapidos

STABLE: estabilidade de membrana plasmatica



Vil

LISTA DE TABELAS

Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Valores desejaveis das caracteristicas do ejaculado de garanhdo
utilizando vagina artificial. ...........cccoocovieiininie 37

Valores médios e erro padrdo dos pardmetros macroscopios do
ejaculado, volume com gel, volume sem gel, concentracdo/mL e
concentracdo total. Em 15 ejaculados de 5 garanhdes, com idades entre
4 a 20 anos, nos diferentes tratamentos: CONTROLE (solugéo
fisiolégica), GRUPO1 (xilazina + detomidina e ap6s 15 minutos

ioimbina) e GRUPO 2 (solugdo fisiolégica e ap6s 10 minutos

TOIMDING). .o 56
Valores médios e erro padrdo dos parametros de cinética espermatica,

motilidade total, motilidade progressiva e nimero de espermatozoides
rapidos avaliados pela analise computadorizada do movimento
espermatico (CASA) em 15 ejaculados de 5 garanhdes, com idades
entre 4 a 20 anos, nos diferentes tratamentos: CONTROLE (solugéo
fisioldgica), GRUPOL1 (xilazina + detomidina e apds 15 minutos
ioimbina) e GRUPO 2 (solucdo fisioldgica e apds 10 minutos

TOTMDING)....eeeee s 57

Médias * erro padrdo dos parametros espermaticos de estabilidade de
membrana plasmatica, potencial mitocondrial e geracdo de anion
superdxido avaliados por citometria de fluxo em 15 ejaculados de 5
garanhdes, com idades entre 4 a 20 anos, nos diferentes tratamentos:
CONTROLE (solucéo fisiologica), GRUPO1 (xilazina + detomidina
e ap6s 15 minutos ioimbina) e GRUPO 2 (solucéo fisioldgica e apds
10 MINUtOS 10IMDING)........ciiiiiieiee e 58



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.

Figura2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Corte transversal do corpo do pénis. a) artéria dorsal do pénis,
b) veia dorsal do pénis, c) nervo dorsal do pénis, d) tunica
albuginea, e) corpo cavernoso do pénis, f) trabéculas, Q)
uretra, h) masculo bulboesponjoso, i) musculo retrator do
pénis, j) corpo esponjoso do pénis. (Fonte: CAVALERO,
T.M.S, A. Novos protocolos utilizando associagbes com
ocitocina na inducdo farmacoldgica da ejaculacdo em
garanhdes. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade

Estadual Paulista. Botucatu, p. 22,

Corte lateral de pénis e prepdcio. a) plexo venoso dorsal, b)
corpo cavernoso do pénis, ¢) 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,
I) parede abdominal (Fonte: CAVALERO, T.M.S, A. Novos
protocolos utilizando associagcdes com ocitocina na indugédo
farmacol6gica da ejaculacdo em garanhfes. Dissertacdo
(Mestrado em Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista.
Botucatu, p.22. 2018.........ccooieieii 21

Reflexo de Flehmen, em garanhdo, sob presenca de égua em

Representacdo da acdo dos farmacos, Xilazina+Detomidina
nos receptores alfa-2-agonistas causando sedacao. (Adaptado

de: https://botupharma.com/produto/reset/) ............cccueeune.e. 30

Acéo da loimbina, alfa-2-antagonista na reversédo dos efeitos
de sedagéo. (Adaptado de:
https://botupharma.com/produto/reset/)...........cccccevreereeenee. 33



https://botupharma.com/produto/reset/)...............................33

Figura 6.

Figura 7.

Esquema do delineamento experimental, o animal era levado
ao tronco, recebia o tratamento e tempo de espera. Grupo
controle: 1° placebo (ImL, Solucdo Salina, IV), T1l: 30
minutos, 2° placebo (1mL, solucdo salina, 1V) e T2: 15
minutos. Grupo 1: 1° SEDACOMBO® (0,4mg/kg de xilazina
e 0,008mg/kg de detomidina, IV), T1l: 30 minutos, 2°
RESET® (0,1mg/kg) e T2: 15 min. Grupo 2: 1° placebo (1mL,
solucdo salina, 1V), T1: 30 minutos, 2° RESET® (0,1mg/kg)
e T2: 30 minutos. Ap6s T2 os animais eram conduzidos para
colheita de sémen, o tempo de exposicdo do pénis era
cronometrado, e o0 ejaculado obtido analisado de acordo com

parametros macroscopicos e microscopicos....56

Mediana da avaliacdo do tempo que os 15 garanhdes, com
idades entre 4 a 20 anos, levaram para entrarem em erecao e
efetuar a monta. Controle=1,4 minutos; GRUPO 1 =1,8
minutos e; GRUPO 2=1,6 minutos. Dados ndo paramétricos

de acordo com o teste de Kolmogorov-Smirnov................ 55



Xl

SUMARIO
1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA ....ooomieeeeeeeeeveeve e sessss s 18
2. REVISAO DE LITERATURA ....oorimeeeeeeeeeeeeeeeseees s asss s snsssnsens 19
2.1. ANATOMIA APARELHO REPRODUTOR DE GARANHOES........ 19
2.2. COMPORTAMENTO SEXUAL GARANHOES.........c..ccocovvverierrenn. 22
2.3. =121 = 07X TR 23
2.3.1. HEMODINAMICA ... sesansenn 24
2.3.2. NEUROFISIOLOGIA ......oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e esseesass s sssannaans 24
2.3.3. VIA OXIDO NITRICO = GMPC ... 25
2.3.4. CONTRACAO DA MUSCULATURA LISA .......ooooeeererreeeeeeeeeeeeenn. 25
2.4, EJACULAGAO .......ooeeeeeeeeeeeeeesesveseesesseesseessessssssssssessassssss s snsssnsonn 26
2.5. EXAME ANDROLOGICO.......oooceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeees e sssaseaons 26
2.5.1. EXAME FISICO GERAL ..o essees s 27
25.2. EXAME DO SISTEMA REPRODUTOR EXTERNO.........cc.cccoonrunn... 27
2.6. SEDACAO ALFA 2-AGONISTA ... 28
2.6.1. CLORIDRATO DE XILAZINA .......oooooveeeeeeeereereseesessessss s, 30
2.6.2. DETOMIDINA ......oooioeeeeeeeeeeeseeeeeesvesaees s ansann 31
2.7. EXAME DO SISTEMA REPRODUTOR INTERNO..........cccccoouerunne. 32
2.8. TOIMBINA ...t 33
2.9. ESPERMOGRAMA ..ot 34
3. HIPOTESE ..ottt 38
B, OBJIETIVOS......oeeeeeeeeeeeeeeieeeeee e aes s s ssss s ss s sass s aes s s sans s 38
5. REFERENCIAS .......oooeeeeeeeeeeeeeetee et sees s aessaes s sss s asss s s s senssnesean 39
ARTIGO ..ot o s ses s bbbt 47
RESUIMIO. ...ttt ettt ettt e st e st e s bt e e sabe e s sabeesabaesabbeesabaeenbbeesasaessseesabaeenns 47
IO [ 014 0o [T o LRSS 48

2. MALEIIAIS € MEBLOUODS. ....eee et e e e e e e e e e e e e e eaeeeeeaeereeeeaeneseeaenesenanenes 50



Wl

2.1. ANImMais e 10cal da PESQUISA .....ccververrerreieieiieiirieeieeeseeseeee e 50
2.2. Delineamento experimental ...........cccvevvevieieniieece e 50
2.3. Avaliacdo comportamental............ccveceveeeeieneeese e 52
24. Colheita e analise d0 SEMEN........ccccvvivererieieeeeeeeee e 52
2.5. AVAlIACA0 ESPEIMALICA. ....cuerveuieeeieieeeieee ettt 53
25.1. CiNALiCa ESPEIMALICA ....cvecveeiesiieieeie ettt sreeneens 53
2.5.2. Citometria de FIUXO......couevveieieireeeee e 53
2.6. S F= LA 1Y A= VOSSR 54
2.7. RESUITAAOS. ...ttt st e e s eneas 54
3. DISCUSSAOD. .. .cuiitit teteieteeeieete sttt st ettt ettt stesaeste e et ese et eseesestesbeste s et eneeneeseeseseeean 58
4. CONCIUSAD. ... ceviiiit sttt st sttt ettt be st e s be st et e e e e eneeseebeseeean 61

DRI EIBNCIAS -t eee et ettt ettt e e e e e e e e e e e st eeeeeesseaesaaa i eareeeeseeesaaeaanreaaeens 62



Xl

TRINQUE, M. C. EFEITO DA SEDAC}AO DA ASSOCIAQAO XILAZIA COM
DETOMIDINA E REVERSAO COM IOIMBINA PARA REALIZAC}AO DE EXAME
ANDROLOGICO EM EQUINOS.Botucatu — SP. 2023. 51p. Dissertacdo (Mestrado) —
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Botucatu.

RESUMO

O exame androldgico é responsavel por predizer, momentaneamente, a condicdo
reprodutiva do garanhdo atraves de exames gerais e especificos do aparelho reprodutor e
andlise do ejaculado. Durante esse exame androldgico faz-se necessario a utilizagdo de
exames de inspecdo, palpacdo, ultrassonografias, palpacéo transretal e em alguns casos
endoscopia. No entanto, a avaliacdo transretal, nos garanhdes por oferecer maiores riscos
e dificuldades ao operador. Portanto, médicos veterinarios utilizam de métodos de
contencdo fisica ou quimica para facilitar a realizagdo deste procedimento. Sendo assim,
os farmacos alfa-2 agonistas, sdo muito utilizados devido as a¢fes sedativas, analgésicas
e rapido inicio de acdo. No entanto, a conducdo do animal, apds o exame, s6 podera ser
feita posteriormente ao término dos efeitos sedativos. Nesse sentido, o uso de ioimbina
pode ser feito, por ser uma substancia alfa 2- antagonista. Portanto, o objetivo do trabalho
foi avaliar o efeito da sedagéo utilizando xilazina+ detomidina e reversdao com ioimbina
sobre os parametros espermaticos em garanhdes e avaliar o efeito, comportamental, da
ioimbina nesses animais. Para isso, foram utilizados 5 garanhdes, com idades entre 4 a 20
anos, 0s quais passaram por trés grupos foram divididos em trés grupos: CONTROLE
(solucao fisiologica/ solucdo fisioldgica), GRUPO1 (SEDACOMBO®/RESET®) e
GRUPO 2 (solucéo fisiologica/ RESET®). Os animais foram previamente estimulados
com a presenca de égua em cio, e conduzidos ao tronco de palpa¢do onde foram contidos
e submetidos a aplicacdo de 1mL de solugéo salina no grupo CONTROLE; 0,4mg de
xilazina + 0,008mg de detomidina/kg no GRUPO 1 e solucdo salinano GRUPO 2. Apo6s
30 minutos foram administrados 1 mL de solugéo salina para o grupo CONTROLE e 0,1
mg/kg de ioimbina, Reset®, nos grupos GRUPO 1 e GRUPO 2. A colheita de sémen foi
realizada 45 minutos apo6s a aplica¢do dos farmacos e o ejaculado analisado. Foi avaliado
volume; concentracdo espermatica; cinética espermatica; estabilidade de membrana,
potencial de membrana mitocondrial e geragdo de anion superoxido por citometria de
fluxo. O GRUPO 2 apresentou maior volume seminal em relacdo ao CONTROLE

(P<0.05), e com a retirada do gel apresentou maior valor em relacdo ao CONTROLE e
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GRUPO 1 (P<0,05). O GRUPO 2 demonstrou menor concentracdo espermatica por mL
(P<0,05) quando comparado ao CONTROLE. A concentracdo total do ejaculado ndo
diferiu entre os tratamentos. O GRUPO 1 apresentou maior estabilidade de membrana e
células com alto potencial mitocondrial em relacdo ao GRUPO 2. Os demais parametros
(cinética e geracdo de anion superdxido) ndo apresentaram diferencas entre 0s grupos.
Assim, pode-se concluir que a utilizagdo do sedativo e seu reversor ndo altera a qualidade

do sémen, contudo o uso apenas do reversor pode afetar a qualidade.

Palavras-chave: androldgico, garanhdes, alfa 2- agonista, alfa 2- antagonistas,

ejaculacdo, ioimbina
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ABSTRACT

The andrological examination is responsible for predicting, momentarily, the
reproductive condition of the stallion through general and specific examinations of the
reproductive system and analysis of the ejaculate. During this andrological examination,
inspection, palpation, ultrasound, transrectal palpation and, in some cases, endoscopy
examinations are necessary. However, the transrectal evaluation, in stallions, offers
greater risks and difficulties to the operator. Therefore, veterinarians use physical or
chemical restraint methods to facilitate this procedure. Thus, alpha-2 agonist drugs are
widely used due to their sedative, analgesic and rapid onset of action. However, driving
the animal after the examination can only be done after the end of the sedative effects. In
this sense, the use of yohimbine can be made, as it is an alpha 2- antagonist substance.
Therefore, the objective of this work was to evaluate the effect of sedation using xylazine
+ detomidine and reversal with yohimbine on sperm parameters in stallions and to
evaluate the behavioral effect of yohimbine in these animals. For this, 5 stallions, aged
between 4 and 20 years, were used, which were divided into three groups: CONTROL
(saline solution/saline solution), GROUP 1 (SEDACOMBO®/RESET®) and GROUP 2
(saline solution). physiological / RESET®). The animals were previously stimulated with
the presence of a mare in heat, and taken to the palpation trunk where they were restrained
and submitted to the application of 1mL of saline solution in the CONTROL group; 0.4mg
of xylazine + 0.008mg of detomidine/kg in GROUP 1 and saline solution in GROUP 2.
After 30 minutes, 1 mL of saline solution were administered to the CONTROL group and
0.1 mg/kg of yohimbine, Reset®, to the groups GROUP 1 and GROUP 2. Semen
collection was performed 45 minutes after drug application and the ejaculate was
analyzed. Volume was evaluated; sperm concentration; sperm Kkinetics; membrane
stability, mitochondrial membrane potential and superoxide anion generation by flow
cytometry. GROUP 2 showed a higher seminal volume in relation to the CONTROL
(P<0.05), and with the removal of the gel it presented a higher value in relation to the
CONTROL and GROUP 1 (P<0.05). GROUP 2 showed lower sperm concentration per
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mL (P<0.05) when compared to CONTROL. Total ejaculate concentration did not differ
between treatments. GROUP 1 showed greater membrane stability and cells with high
mitochondrial potential compared to GROUP 2. The other parameters (kinetics and
superoxide anion generation) did not differ between groups. Thus, it can be concluded
that the use of the sedative and its reverser does not change the quality of the semen,

however the use of the reverser alone can affect the quality.

Keywords: andrological, stallions, alpha 2- agonist, alpha 2- antagonists, ejaculation,

yohimbine



18

1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O exame androldgico é responsavel por informar, momentaneamente, a condigdo
reprodutiva do garanhdo, atraves de exames dos sistemas que colaboram com a fungéo
reprodutiva normal. O animal serd avaliado perante anamnese, exame fisico geral e
especifico, averiguando a presenca de patologias e disturbios comportamentais como
incapacidade de monta (impoténcia coeundi) e impacto negativo nos gametas (impoténcia
generandi), as quais sdo caracteristicas de subfertilidade ou infertilidade masculina
(BARBOSA et al.,, 2005). A analise do ejaculado, perante aparéncia; volume;
concentracdo; motilidade; morfologia também faz parte de uma das etapas do exame
androldgico (JASKO, 1992).

A anatomia do sistema reprodutor, dos garanhdes, é dividida em interna: glandulas
sexuais acessorias e parte da uretra, externa: bolsa testicular, testiculos, epididimos,
corddo espermatico, pénis e prepucio (SACK E HACKETT 2011). Contudo, durante o
exame androldgico faz-se necessario a utilizagdo de exames de inspecdo, palpacéo,
ultrassonografico, palpacdo transretal e em alguns casos endoscopia (SANCLER-SILVA,
2022).

Portanto, por ser um exame que permite 0 acompanhamento da saude reprodutiva do
garanhdo e potencializacdo do uso do mesmo como reprodutor, o exame androldgico deve
ser incluido na rotina dos centros de reproducdo (LOVE, 2007). No entanto, a avaliacdo
transretal é uma das partes do exame androlégico da espécie equina conhecida por
oferecer maiores riscos e dificuldades ao operador durante a realizacdo dessa etapa
(SANCLER-SILVA, 2022).

Os riscos oferecidos podem ser desencadeados pelas condigdes em que os cavalos se
encontram, podendo afetar a capacidade de resposta dos animais frente a situagdes
desafiadoras, levando a altera¢cGes comportamentais, fisiologicas e comprometimento do
bem-estar (RIVERA, 2002). Dos comportamentos perigosos que o cavalo pode
apresentar, podemos citar o coice, atague, manotada e o ato de empinar (PEARSON et
al., 2020).

Desse modo, ha muitos anos médicos veterinarios utilizam de métodos de contencéo,

em equinos, para facilitar a realizacdo de procedimentos menos invasivos (LAGERWEIJ



19

et al., 1984). Dentre as maneiras de conten¢do, as mais populares séo a fisica e quimica
(PEARSON et al., 2020).

Na contencdo fisica, destaca-se 0 uso de técnicas de contracdo, realizadas
manuamente ou com ferramentas, aplicadas no labio superior e/ou na orelha dos equinos
(FLAKOLL et al., 2017). Os mecanismos de agdo, que prové a estabilizacdo do animal,
sdo divididos em trés possiveis fatores: distracdo, dor ou diminui¢do da sensibilidade
(LAGERWELW et al., 1984).

Estudo conduzido por Flakoll et al, 2017, avaliaram os dois métodos de compressao
mais utilizados para a contencdo fisica em cavalos, auricular e labial, concluindo que o
primeiro € estressante, altera 0 comportamento e estimula o sistema nervoso simpatico.
Ja a compressao feita no labio, aumenta a atividade do sistema nervoso parassimpatico,
reduz os niveis de estresse e ndo tem efeito sobre 0 comportamento do animal, quando
realizada por um periodo de até 5 minutos. Portanto, indicam que para periodos
prolongados, a contencdo quimica, atraves da anestesia, apresenta-se mais adequada.

Sendo assim, os farmacos alfa-2 agonistas, vem sendo muito utilizados na medicina
veterinaria  equina  por  proporcionarem  miorrelaxamento (MURREL e
HELLEBREKERS, 2005), acdes sedativas, analgésicas e rapido inicio de acdo
(BETTSCHART-WOLFENSBERGER e LARENZA, 2007).

No entanto, a conducdo do animal, apds o exame, sO podera ser feita posteriormente
ao término dos efeitos sedativos (TAYLOR, 1985). Nesse sentido, 0 uso de ioimbina pode
ser feito, por ser uma substancia alfa 2- antagonista e conseguir reverter o efeito sedativo
(KNYCH et al., 2010; KNYCH et al., 2011).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. ANATOMIA APARELHO REPRODUTOR DE
GARANHOES

O aparelho reprodutor dos garanhGes € composto por pénis, prepucio, glandulas
sexuais acessorias (duas vesiculas seminais; préstata, ampolas e duas glandulas
bulbouretrais), par de testiculos e epididimos. Tais estruturas sdo revestidas,
externamente, pelo escroto e sdo ligados a cavidade abdominal através dos corddes

espermaticos. Os quais, sdo formados por nervos, vasos linfaticos, ductos deferentes,
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musculo cremaster interno, veias, artéria testicular e tunica vaginal (LITTLE e
HOLYOAK, 1992; AMANN, 2011).

O pénis, nesses animais, € classificado como musculo-cavernoso, formado por
musculatura isquiocavernosa na regido dorsal, a qual da origem aos corpos cavernosos
que sdo envoltos por tecido conjuntivo denominado tunica albuginea. Ja a porcdo ventral
é formada por corpo esponjoso, musculos bulboesponjoso e retrator do pénis (AMANN,
2011) (Figuras-1 e 2).

Figura 1- Corte transversal do corpo do pénis. a) artéria dorsal do pénis, b) veia dorsal
do pénis, ¢) nervo dorsal do pénis, d) tunica albuginea, e) corpo cavernoso do pénis, f)
trabéculas, g) uretra, h) masculo bulboesponjoso, i) masculo retrator do pénis, j) corpo
esponjoso do pénis. (Fonte: CAVALERO, T.M.S, A. Novos protocolos utilizando
associacfes com ocitocina na inducdo farmacologica da ejaculacdo em garanhdes.
Dissertagdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Universidade Estadual Paulista. Botucatu, p. 22. 2018.
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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, I) parede
abdominal (Fonte: CAVALERO, T.M.S, A. Novos protocolos utilizando associagdes
com ocitocina na inducdo farmacoldgica da ejaculagdo em garanhdes. Dissertacao
(Mestrado em Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Estadual Paulista. Botucatu, p. 22. 2018.

O escroto, é composto por dois sacos escrotais, separados pelo septo escrotal, e
formados por uma protuberancia da pele constituida por tecido epitelial, tlnica dartos,
fascia escrotal e lamina parietal da tunica vaginal. Neles, além dos testiculos, estdo os
epididimos e corddo esperméatico. Uma das principais funcbes do escroto € a
termorregulacéo, realizada através da dissipacdo de calor pelas glandulas sudoriparas
presentes na camada externa e por mecanismos de contragdo/relaxamento da ttnica dartos
e muasculo creméaster (AMANN, 2011).

Categorizados por serem as gdnadas masculinas, os testiculos, sdo responsaveis pela
producdo de testosterona e espermatozoides (AMANN, 1981). Estdo localizadas
longitudinalmente, no eixo horizontal, com a parte caudal levemente mais baixa quando

comparada a cranial, onde esta fixado o cordao espermatico (LOVE, 1992). Séo estruturas
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ovoides e levemente comprimidas, lateralmente, por todo eixo horizontal (AMANN,
1981). Tendo consisténcia, fisioldgica, fibroelastica e volume variavel conforme a raca
(AMANN, 2011).

Os epididimos, anatomicamente, apresentam-se como ductos enovelados e
subdividido em trés partes, cabeca, corpo e cauda, na qual estdo armazenadas a maior
parte das células espermaticas. Dessa maneira, essa estrutura como um todo, é conhecida
por realizar 0 armazenamento espermatico, pois sdo capazes de proporcionarem a
manutencdo dessas células e a maturacdo das mesmas por longos periodos (SULIVAN et
al., 2005).

Por fim, internamente, as estruturas anatdmicas reprodutivas encontradas sdo as
vesiculas, préstata, glandulas bulbouretrais, e ampolas, constituindo as glandulas sexuais
acessorias (SANCLER-SILVA, 2022). A importancia dessas estruturas anatbmicas esta
correlacionada com o volume final do ejaculado, pois a maior parte do plasma seminal é
proveniente delas (BLANCHARD E VARNER, 1992). Sendo, a fracdo pré-seminal
advinda das glandulas bulbouretrais e préstata, ja a fracdo de gel é oriunda das vesiculas
seminais (SANCLER- SILVA, 2022).

2.2.  COMPORTAMENTO SEXUAL GARANHOES

A atividade sexual, nos equinos, é controlada pelo eixo hipotalamico-hipofisario-
gonadal com envolvimento de mensageiros e estruturas anatdbmicos (ROSER, 2008). Os
horménios gonadais, andrégenos, controlam o desenvolvimento e expressdo normal do
comportamento sexual, embora variaveis como idade, condicionamento, experiéncia e
presenca das gonodas também influénciam diretamente na expressdo desse
comportamento (MCDONNELL, 1992).

Quando diante de égua em estro, os garanhdes tendem a presentar comportamentos
como cheirar, lamber, vocalizacdo, morder e reflexo de Flehmen. Esse reflexo,
visualmente, apresenta-se pela curvatura do Iabio superior para cima, cabeca estendida e
pescoco voltado para cima (MCDONNELL, 1992).

Acredita-se que esse reflexo seja responsavel pela conducéo de sinais quimicos tanto
para o sistema olfativo quanto para o 6rgdo vomeronasal (KEVERNE, 2004), essa
transferéncia é decorrente de produtos quimicos volateis presentes nas fezes e urina, de
animais, com informacbes sobre sexo, idade e estado reprodutivo dos mesmos
(MARNEWECK et al., 2017).
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Esse comportamento pré-copula dos garanhdes levam a erecdo peniana e as tentativas
de monta, a qual no inicio pode ocorrer sem a erecdo e recebe 0 nome de montagem
“teste”. Além disso, a cobertura pode ocorrer na posicao lateral, ao invés de traseira, no
caso de garanhdes inesperientes (MCDONNELL, 1992).

O ato de masturbacdo, antigamente correlacionado com animais domeésticos
confinados ou de zoologicos, também é um comportamento sexual caracteristico dos
equideos (MCDONNELL, 1992).

Figura 3- Reflexo de Flehmen, em garanh&o, sob presenca de égua em cio.

2.3. ERECAO

A erecdo peniana & um processo, fisiologico, onde ha envolvimento de agentes
vasoativos, fatores enddcrinos e dependéncia do sistema nervoso central e periférico
(TRAISH, 2000). Além disso, a anatomia do pénis contribui diretamente para o processo
de erecdo atraves dos corpos cavernosos, 0s quais Sao compostos por estruturas septadas,

irrigadas que permitem a chegada e dispersdo sanguinea (AMANN, 2011).
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Resumidamente, o processo de erecdo € modulado por fatores neuro-hormonais
(CIRINO et al, 2006), envolvendo trés fases: relaxamento do musculo liso do corpo
cavernoso, aumento do fluxo sanguineo arterial peniano e diminuicéo do influxo venoso
(LUE, 2012).

2.3.1. HEMODINAMICA

A circulacdo sanguinea, do pénis que desencadeia a erecdo baseia-se,
anatomicamente, na subdivisdo da artéria pudenda interna em trés ramos: 1) artéria do
corpo esponjoso, 2) artéria do corpo cavernoso e 3) artéria dorsal do pénis, as quais,
respectivamente, inervam 0 COrpo esponjoso, corpos cavernosos e glande. Ja o influxo
venoso, € subdividido em superficial e profundo, drenando, respectivamente, o0 sangue
para a veia safena magna e veia pudenda interna, enquanto a veia dorsal profunda drena
0 sangue proveniente dos corpos cavernosos, esponjoso e da glande (LUE, 2012).

Dessa maneira, a hemodinamica para a erecdo consiste no aumento do fluxo
sanguineo para o interior dos corpos cavernosos, desencadeado pelo relaxamento do
masculo liso das arteriolas que irrigam os espacos sinusoidais (GARAFFA et al, 2010).
Devido ao progressivo influxo de sangue para 0s Corpos cavernoso, 0s espacos sinusoidais
aumentam causando 0 “mecanismo oclusivo venoso”, 0 qual consiste na compressao do
plexo venoso, contra a tdnica albuginea, impedindo o efluxo de sangue através das veias
e aumentando a pressao intracavernosa (DEAN e LUE, 2005).

No entanto, a pressao durante a erecao, é diferente nas estruturas devido as diferengas
anatdmicas, sendo maior nos cOrpos cavernosos, por serem recoberto pela tanica

albuginea, quando comparada a do corpo esponjosos e glande (DEAN e LUE, 2005).

2.3.2. NEUROFISIOLOGIA

Nos equinos, as fibras nervosas pré-ganglionares lombossacrais, da medula espinhal,
se juntam ao plexo mesentérico caudal e inervam o parelho reprodutor masculino
(MCDONNELL, 1992). Sendo que os mecanismos, centrais, que modulam a eregéo
peniana sdo divididos em supraespinhais e espinhais (ANDERSSON, 2001).

A inervacdo do pénis é feita por via simpatica responsavel pela ejaculacdo e
detumescéncia, parassimpatica que desencadeia a erecdo e somatica subdividida em

sensorial e motora. Os nervos simpaticos e parassimpaticos se fundem e formam os
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nervos cavernosos, presentes N0S COrpos Cavernosos e No Corpo espon;joso, responsaveis
pela modulagdo neurovascular durante a erecdo e detumescéncia. Enquanto o sistema
somatico € encarregado de percepcBes provenientes na genitalia e pela contracdo dos
musculos isquiocavernoso e bulboesponjo, feita por fibras motoras (DEAN e LUE, 2005).

Portanto por ser um reflexo espinhal, a erecdo, pode ter inicio por vias aferentes do
pénis, estimulos visuais e olfativos (CIRINO et al, 2006). Tais estimulos, liberam
neurotransmissores provenientes dos nervos cavernosos desencadeando relaxamento do
mausculo liso e das arteriolas, aumentando o fluxo sanguineo, armazenamento do mesmo
e diminuicdo do influxo sanguineo (DEAN e LUE, 2005).

2.3.3. VIA OXIDO NITRICO - GMPc

Tem-se conhecimento que o ¢xido nitrico é o fator mais importante para o
relaxamento dos vasos penianos e do corpo cavernoso (ANDERSSON, 2001) e o primeiro
mensageiro da via de sinalizacdo: 6xido nitrico (NO) / monofosfato de guanosina ciclico
(GMPc)/ proteina cinase (PKG) (FRANCIS et al., 2010).

Apos o estimulo sexual, € induzido a liberacdo de NO através da via parassimpaética,
NnOS COrpos cavernosos € No Corpo esponjoso do pénis, porém no Gltimo em menor
quantidade. Posteriormente, ha ativacdo da enzima guanilato ciclase e producdo de
GMPc, a qual interage com a PKG resultando em fosforilagdo de substratos originando
sequestro e extrusdo de célcio. A queda nos niveis intracelular de calcio proporciona o
relaxamento muscular (TRAISH et al., 2000), diminuicdo da resisténcia vascular e

aumento do influxo sanguineo peniano (ANDERSON, 2001).

2.3.4. CONTRACAO DA MUSCULATURA LISA

A contracdo da musculatura lisa peniana, para a ere¢do, € um processo posterior ao
acumulo de sangue no pénis regulada pela concentracdo de calcio livre no citoplasma
(DEAN e LUE, 2005), o qual ira ligar-se as proteinas ligantes de calcio, calmodulinas, e
fosforilacdo da cabeca da miosina, pela ativagdo da miosina quinase (TRAISH et al.,
2000).

O aumento de célcio intracelular pode ser realizado pela estimulagcdo de receptores
pos-sinapticos alfa 1 e alfa 2 (TRAISH et al., 2000). No primeiro, a norepinefrina ira agir

nos receptores das células musculares lisas aumentando o trifosfato de inositol e o
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diacilglicerol, desencadeando a liberacdo de célcio intracelular. Ja a estimulacdo dos
receptores alfa 2 adrenérgicos ir4 aumentar o calcio intracelular através da inibi¢do da
adenilato ciclase, consequentemente diminuicdo do AMPc e diminuicdo da funcdo da
proteina quinase A (PKA) (DEAN e LUE, 2005).

2.4. EJACULACAO

A ejaculacdo é feita através de mecanismos neurofisioldgicos e pode ser dividida em
duas etapas distintas emissédo e expulsdo, respectivamente, liberagc&o dos espermatozoides
do ducto deferente para uretra pélvica (CLEMENT e GIULIANO, 2016) e eliminagdo do
ejaculado pelo processo uretral (TISHNER et al., 1974).

Durante o primeiro processo, as células espermaticas sao misturadas com os liquidos
provenientes das glandulas sexuais acessorias, o qual € denominado de plasma seminal
(CLEMENT e GIULIANO, 2016; PAPA et., al 2020). Essa etapa é feita pelo estimulo do
contato do pénis com o interior da vagina, desencadeando a contracdo da cauda do
epididimo, ducto deferente, glandulas sexuais acessorias e esfincter vesical, sendo esse
altimo para impedir o contato do sémen com urina (MCDONNELL, 1986;
MCDONNELL, 1992).

Ja a segunda etapa, é realizada através de contragfes nas musculaturas pélvica,
perianal e peniana, especificamente, isquiocavernosa, bulboesponiosa e uretral,
resultando em sete jatos de sémen (TISCHNER et al., 1974). Durante a expulsdo, pode-
se observar o movimento de erguer a cauda, conhecido como ondular, o qual é realizado
a cada jato do ejaculado (MCDONNELL, 1986). Ao decorrer da ejaculacdo, a pressao,
volume e concentracdo do primeiro ao ultimo jato sdo variaveis, obedecendo uma ordem
decrescente (KOSINIAK, 1975).

2.5.  EXAME ANDROLOGICO

A finalidade do exame andrologico é indicar se o animal é apto em quesitos
comportamentais e fisicos para o fornecimento de células espermaticas viaveis
(BRINSKO et al., 2011).

A espécie equina é considerada a de menor fertilidade, guando comparada as espécies
domeésticas, isso € atribuido a selecdo dos animais ndo serem feitas perante a

caracteristicas reprodutivas e nem pela presenca de problemas relacionados ao manejo
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reprodutivo. Tendo um impacto negativo na reproducdo dessa espécie, uma vez que a
selecdo dos garanhdes, os quais sdo responsaveis pela producdo de um nimero grande de
produtos, ndo elimina animais com problemas de fertilidade (GINTHER, 1992).

Portanto, a avaliacdo da capacidade reprodutiva dos machos € um fator importante
para a reproducdo da espécie equina. Para isso, 0 animal passa por avaliagdes fisicas,
comportamentais e dos parametros espermaticos. Além disso, ha outros exames que
podem ser utilizados, ultrassonografia do sistema reprodutor interno e externo,
endoscopia, testes bioquimicos, testes enddcrinos e testes genéticos para obtencao de um
laudo mais detalhado (BALL, 2008).

Mesmo com 0 avango nos exames disponiveis, ndo ha um unico teste que feito
sozinho seja capaz de fornecer a fertilidade do garanhdo. Dessa maneira, € importante que
0 exame androldgico seja feito completo e sequencial (BALL, 2008), preferencialmente
com a associacao dos testes citados anteriormente a fim de predizer, com maior acuracia,
a fertilidade do animal (VARNER, 2008)

Para iniciar o exame androldgico deve-se coletar informacdes para a anamnese a fim
de identificar o animal como nome, idade, raca, manchas e marcagdes. Posteriormente, é
necessario ter conhecimento sobre historico do animal, vida reprodutiva, ambiente em
que esta, linhagem genética, doencas anteriores, vacinas aplicadas, manejo reprodutivo
anterior e atual. Em casos de animais atletas é importante saber sobre o desempenho
atlético dos mesmos (BRINSKO et al., 2001).

2.5.1. EXAME FISICO GERAL

Embora o objetivo do exame seja com intuitos reprodutivos, outras partes sistémicas
ndo devem ser negligenciadas, especialmente aquelas que podem interferir na reproducéo.
Portanto, o sistema locomotor, respiratorio, cardiovascular, digestivo, nervoso, urinario,
oftalmoldgico e musculoesquelético, devem ser examinados (BALL, 2008; LOVE,
2007).

2.5.2. EXAME DO SISTEMA REPRODUTOR EXTERNO

Como ja mencionado anteriormente o sistema reprodutor externo, dos machos, é
formado por pénis, prepucio, par de testiculos, epididimos, corddo espermatico e escroto
(LITTLE & HOLYOAK, 1992; AMANN, 2011).
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A primeira avaliacdo do pénis, prepucio e processo uretral deve ser feita na primeira
lavagem do pénis para a coleta de sémen. O exame deve ser realizado cuidadosamente
para verificar a presenca de lesdes (habronemose ou neoplasias: carcinoma de células
escamosas) e cicatrizes (traumas ou infec¢des por herpesvirus I11). A fossa da glande e
processo uretral também devem ser examinados (BALL, 2008).

Para esse exame é preferivel que o animal esteja em ere¢do, para essa finalidade pode-
se utilizar égua em cio ou farmacos que proporcionam a exposicao peniana. No entanto,
ha algumas drogas as quais dificultam posteriormente o processo de monta e podem levar
ao priaprismo (LOVE, 2007).

O escroto e testiculos, podem ser avaliados antes ou apds a colheita de sémen,
observando a pele escrotal, niUmero, tamanho, orientacdo e consisténcia de ambos 0s
testiculos. Os quais, fisiologicamente nos garanhdes, estdo posicionados horizontalmente
e localizados dentro do escroto, sdo simétricos em tamanho e consisténcia, moveis e com
a cauda do epididimo voltada para o polo caudal do animal (BALL, 2008).

A biometria testicular deve ser realizada (altura, largura e comprimento) e o0 exame
de imagem pode ser realizado com ultrassom de modo B, podendo auxiliar na biometria
e ecogenecidade do parénquima testicular (BALL, 2008). Embora ndo muito difundido,
entre os andrologistas de equinos, a ultrassonografia Doppler pode ser emprega nesse
momento a fim de obter informacdes sobre o fluxo sanguineo testicular (ORTEGA-
FERRUSOLA et al., 2014).

Ja os epididimos devem ser examinados por toda sua anatomia (cabecga, corpo e
cauda) e o corddo espermatico desde sua origem no polo craniodorsal do testiculo até
entrar no anel inguinal externo (BALL, 2008).

2.6. SEDACAO ALFA 2-AGONISTA

A avaliacdo por via transretal faz parte do exame androlédgico, no entanto a espécie
equina é conhecida por ndo ter boa aceitacdo durante a execucdo dessa etapa sendo de
risco ao operador (SANCLER-SILVA, 2022) devido a alteracbes comportamentais dos
animais (PEARSON et al., 2020).

Sendo assim, uma alternativa para tornar os animais mais receptivos € realizar essa
etapa ap0s os animais terem ejaculado, no entanto, posteriormente a ejaculacdo a
avaliagéo das glandulas sexuais torna-se mais dificil uma vez que os tamanhos e contetdo

dessas sdo alterados (CHENIER, 2009). Portanto, vem sendo empregado a utilizacdo de
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contencdo quimica (PEARSON et al., 2020) sendo os farmacos alfa-2 agonistas uma
alternativa (BETTSCHART-WOLFENSBERGER e LARENZA, 2007).

Por ter acdo depressora do sistema nervoso central, essa classe farmacologica torna-
se muito utilizada na rotina dos médicos veterinarios de equinos a fim de obter a
contencdo dos animais para realizacdo de pequenas cirurgias e procedimentos de
diagndsticos. Dentre os farmacos, alfa 2-agonistas, empregados para essas finalidades
estdo a xilazina utilizada previamente ao exame retal e a detomidina, para exames
exploratdrios ndo cirurgicos (TAYLOR, 1985).

Os receptores adrenérgicos sdo divididos em dois grupos, alfa e beta, os quais
dividem-se em subtipos, respectivamente, alfa-1; alfa2 e beta-1; beta-2. A localizacéo
deles também é divergente, os receptores alfas estdo presentes na fenda pds-sinaptica
(alfa-1 e 2) e pré-sinaptica (alfa-2). J4 o grupo beta, sdo pos-sinapticos, sendo beta-2 sdo
responsaveis pela vasodilatacdo, broncodilatacdo e relaxamento uterino, enquanto beta-1
age na automaticidade e contratilidade cardiaca (VALVERDE, 2010). Além dessas
diferencas, os receptores alfa 2-adrenérgicos divergem entre si em trés subtipos, alfa-2A;
alfa2-B e alfa-2C, perante a localizacdo (BUERKLE e YAKH, 1998).

No entanto, esses receptores séo classificados na categoria transmembrana, formados
por uma Unica cadeia de polipeptidios com sete regides e estdo acoplados a proteinas de
ligacdo reguladoras de nucleotideo de guanina (proteina G) (BYLUND, 2013). Todos 0s
subtipos apresentam em comum ac¢ao inibitoria da adenilato ciclase, e consequentemente
queda nos niveis de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), resultando na
hiperpolarizacdo dos neurénios noradrenérgicos (PICHOT et al., 2011).

Os efeitos de sedacdo e analgesia, proporcionados por essa classe farmacoldgica,
acontecem através da ligacdo e ativacdo dos alfa-2 agonistas aos seus receptores
especificos, as proteinas G presentes nas membranas. As quais irdo agir na membrana
neuronal causando a liberagdo de potassio, bloqueio dos canais de calcio e
hiperpolarizagdo celular, tornando-as insensiveis e entrada excitatoria, tendo como
consequéncia o bloqueio da via de transmissdo (PADDLEFORD e HARVEY, 1999).

Portanto, a ativacao dos receptores alfa-2 pré-sinapticos levam a inibi¢do da liberagdo
de noroepinefrina na fenda sinaptica, assim como a regulacdo da acdo da mesma nas
células efetoras, tendo como consequéncia diminui¢do do débito cardiaco, diminuicdo da

frequéncia cardiaca e queda na resisténcia vascular (VALVERDE, 2010).
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Sendo assim, 0 mecanismo de acao, pelo qual os farmacos alfa 2- agonistas promovem
sedacdo € atraves de feedback negativo, o qual ocorre por modificacdes intracelulares
devido a interacdo dessa classe farmacoldgica com os receptores alfa- 2 adrenérgicos
(GIOVANNITTI et al., 2015) (Figura 4).

SEDACAO
Célula pré-sinaptica

I \

Receptor az’—"N
Kilazina Fenda

Detomidina S,
Sinaptica

Celula pos-smaptica

Anmimal sedado

Figura 4- Representacdo da agdo dos farmacos, Xilazina+Detomidina nos receptores
alfa-2-agonistas causando sedacéo. (Adaptado de:

https://botupharma.com/produto/reset/)

2.6.1. CLORIDRATO DE XILAZINA

A xilazina, pertencente ao grupo alfa 2- agonistas, € uma droga que proporciona
alteracOes fisiologicas e comportamentais, com vias de administragdo intramuscular e

intravenosa (VALVERDE, 2010). E um tranquilizante muito utilizado para sedar,
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previamente a procedimentos cirlrgicos em animais de grande porte. Particularmente,
na espécie equina, foi o primeiro farmaco alfa 2- agonista a ser utilizado e ainda é
empregado por proporcionar um efeito calmante em animais ariscos (SPYRIDAKI et al.,
2004).

Além disso, a aplicacdo desse farmaco acarreta efeitos anestésicos e relaxamento
muscular, com duracdo e intensidade variando de acordo com a dose administrada
(CUVELLIEZ et al., 1995). Apresentando, apds administracdo intravenosa, efeito
maximo entre 4 e 8 minutos e quando aplicada intramuscular a sedacdo torna-se evidente
em 10 minutos enquanto o efeito maximo é atingido em 15 minutos (GARCIA-VILLAR
etal., 1981).

A absorcdo, metabolizacdo e excrecdo da xilazina acontecem rapidamente, sendo que
muitos compostos distintos estdo envolvidos no processo de metabolizagdo originando,
sulfatos orgénicos e didxido de carbono como produtos finais (HOLLAND et al., 2020).
Ja a metabolizacdo e excrecdo acontecem, respectivamente, por via hepética e renal
(GARCIA-VILLAR et al., 1981).

Os efeitos colaterais, a curto prazo, consistem em bradicardia, diminuicdo do débito
cardiaco, hipertensdo e diminuicdo do fluxo sanguineo intestinal. Enquanto os que podem
ser de efeito prolongado sdo hipotensdo e falha na motilidade intestinal (EDWARDS,
2012).

2.6.2. DETOMIDINA

Muito utilizada na medicina veterindria, clinica e cirdrgica, de equinos a detomidina
é um farmaco agonista dos receptores alfa-2 adrenérgicos, com alta afinidade pelo sistema
nervoso central e de rapida absor¢éo, devido ao seu carater lipofilico (STANLEY et al.,
1992).

As formas de administracdo sdo intravenosas, intramuscular, subcuténea e por via oral
na forma de gel (KAUKINEN et al., 2010), quando utilizada por via intravenosa foi capaz
de proporcionar sedacéo por cerca de 15 a 60 minutos (JOCHLE, 1989) e atingir pico de
concentracdo e meia-vida, respectivamente, em 2 e 30 minutos (MAMA, 2009).

Embora pertencentes a mesma classe farmacoldgica, a detomidina apresenta efeitos
sedativos e analgésicos mais potentes quando comparada a xilazina (EDWARDS, 2012),
jasendo descrita com poténcia de 50 vezes a mais quando comparada a essa droga (CHUI

et al., 1992). Além disso, foi demonstrado, que exclusivamente por via de administracéo
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intravenosa, ou como reforgo para a via intramuscular, a detomidina apresentou maior
tempo de recuperacdo (animal em pé) quando comparada, através da mesma metodologia,
a xilazina (HUBBELL e MUIR 2004).

As desvantagens da utilizacdo desse farmaco sdo basicamente as mesmas descritas
para Xilazina (EDWARDS, 2012), com acréscimo de efeitos cardiopulmonares
prejudicialmente potentes (GRIMSRUD et al., 2009).

2.7. EXAME DO SISTEMA REPRODUTOR INTERNO

A genitélia interna do garanh&o, no sentido caudal para dorsal, inclui as glandulas
bulbouretrais, uretra pélvica, prostata, glandulas vesiculares e ampolas (PAPA et., al
2020). Sua avaliacdo, perante tamanho, consisténcia e posi¢cdo anatémica, pode ser feita
com acesso transretal para palpacdo e ultrassonografia, a qual também possibilita a
observacdo da ecogenicidade dos tecidos. Ja a endoscopia pode ser realizada com acesso
pela uretra e tem papel importante no diagndéstico de vesiculite (WEBER E WOODS,
1993; SANCLER-SILVA, 2022).

Mesmo sendo a Unica ferramenta disponivel para o medico veterindrio avaliar
internamente as estruturas reprodutivas do garanhdo, a ultrassonografia transretal ndo é
uma pratica popular. No entanto, através desse exame de imagem torna-se possivel a
deteccdo das enfermidades vesiculite seminal e obstru¢cdo de ampola (SANCLER-
SILVA, 2022).

Embora o exame interno seja mais indicado posteriormente a colheita, pelos animais
demonstrarem-se mais receptivos, apos a ejaculacdo avaliacdo das glandulas é mais dificil
pois o didmetro e conteido dessas sdo alterados (CHENIER, 2009). Além disso, outro
fator que pode interferir no tamanho das glandulas é a estimulacdo sexual previamente ao
exame (POZOR e MCDONNELL, 2002; WEBER E WOODS, 1993).

No entanto, ap0s 0s exames o animal ndo devera ser movido até que os efeitos da
sedacdo diminuam (TAYLOR, 1985). Portanto, para reverter os efeitos desses farmacos,
0 uso de ioimbina pode ser feito, uma vez que essa droga se demonstra capaz de reverter
os efeitos sedativos, da xilazina e detomidina, por ser uma substancia alfa 2- antagonista
(KNYCH et al., 2010; KNYCH et al., 2011). Os antagonistas, sdo substancias que nédo
ativam os receptores apos a ligacdo nos mesmos, podendo bloquear ou a inibir a ativacéo
decorrente de um agonista (BYLUND, 2013) (Figura- 5).
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Figura 5 — Acdo da loimbina, alfa-2-antagonista na reversdo dos efeitos de sedacéo.

(Adaptado de: https://botupharma.com/produto/reset/)

2.8. IOIMBINA

A classe farmacoldgica alfa 2-agonista pode ser antagonizada pelos antagonistas alfa
2- adrenérgicos, os quais, na medicina equina, sdo a ioimbina, tolazolina e anpamezol
(RINGER, 2012). Ao serem administrados, os antagonistas suspendem o efeito dos
agonistas podendo causar efeitos cardiovasculares e comportamentais (agitagdo, tremor
muscular, reacdo exagerada, excitacdo leve) (KOLLIAS-BAKER, et al., 1993).

Encontrada em uma variedade de fontes boténicas, sendo o principal alcaloide
extraido da casa da arvore Pausinystalia yohimbe (TAM et al., 2001), a ioimbina € um
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potente antagonista seletivo de adrenoreceptores alfa- 2, com baixa seletividade pelos
alfa-1 (GOLDBERG & ROBERTSON, 1983).

Em estudos conduzidos em humanos, a ioimbina demonstrou-se ser uma droga
segura, na fase de dose prevista, para tratamento de disfuncao erétil (TAM et al., 2001).
Além disso, seu uso clinico pode ser empregado como afrodisiaco, estimulante e agente
para perda de peso (BOURGEOIS e EGGLESTON, 2023). J& em superdosagem, as
consequéncias descritas sdo elevacdo da pressdo arterial, ansiogénica e aumento da
frequéncia urinaria, podendo ser letal em uma dose muito alta (BYLUND e LAVICKY,
2016).

No aspecto reprodutivo, em ratos, ha relatos da diminuig¢do dos intervalos de tempos
de penetracdo, monta e ejaculacdo (SMITH et al., 1987a), melhora no desempenho de
montas, em ratos submetidos previamente a anestesia local na glande do pénis, estimulo
a copula em machos inexperientes, aumento do nimero de rato ejaculando no primeiro
encontro com a fémea (CLARK et al., 1984), na espécie canina ha relatos do estimulo
sexual ser mais rapido e o volume do ejaculado maior apds o uso de ioimbina
(YONEZAWA et al., 2005)

29. ESPERMOGRAMA

A analise seminal consiste na avaliacdo do potencial reprodutivo do animal e € feita,
normalmente, como parte do exame androldgico. Para essa avaliacdo, o ejaculado obtido
deve ser manuseado cautelosamente a fim de evitar danos aos espermatozoides e 0 exame
devera ser feito de forma rapida e precisa avaliando as caracteristicas seminais, volume,
concentragdo, motilidade e morfologia. (JASKO, 1992).

Apos a colheita de sémen, 0 mesmo devera ser filtrado para retirar sujidades e a fracdo
gelatinosa, proveniente das glandulas sexuais acessérias (ALVARENGA et al., 2016), as
quais contribuem com cerca de 95% do volume do ejaculado (BLANCHARD E
VARNER, 1992). Posteriormente, 0 exame deve prosseguir com a e mensuragdo do
volume (JASKO, 1992).

A concentragdo espermatica é feita em seguida, com intuito de obter o nimero de
espermatozoides totais do ejaculado. Podendo ser feita a contagem das células através do
hematocitémetro, espectrofotdometro e NucleoCauter (BRINSKO et al., 2011). Portanto,

a divisdo dos métodos de concentracdo € feita por maneira direta ou indireta, sendo
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hematocitrometro, método padréo, e a Unica maneira de contagem direta, enquanto para
aoutra categoria as células espermaticas se tornam visiveis apds a fluorescéncia do DNA,
luminosidade, tamanho e densidade (LOVE, 2012).

A diluicéo, convencionalmente, utilizada para o calcula da concentracdo espermatica,
utilizando 0 método padrdo em equinos, obedece a propor¢do de 1:20, respectivamente,
uma parte de sémen diluida em 20. Dessa maneira, os dois lados do hematocitdmetro sdo
contados para obtencdo da média, respeitando a proporc¢édo limite, da diferenca entre os
lados de >10% (LOVE, 2012). A acurécia do resultado é importante para avaliar a
capacidade reprodutiva do animal e maximizar o potencial reprodutivo do mesmo
(RIGBY et al., 2001).

A avaliacdo da cinética, ou das motilidades espermaticas, pode ser feita de forma
subjetiva, através de microscopia 6ptica, com uma gota de sémen entre ldmina e laminula,
estimando por meio visual da examinadora porcentagem de células moéveis. Esse método
também permite a avaliacdo do vigor do movimento espermatico na amostra. Ainda que
subjetiva, é uma etapa fundamental no exame androlégico (ARRUDA et al., 2011).

A forma de avaliar a cinética, de maneira objetiva e mais fidedigna € por meio de um
sistema de analises computadorizada da motilidade espermatica (Computer Assisted
Sperm Analyses - CASA), onde os espermatozoides mdveis sdo observados e é
mensurado o movimento de cada um, gerando resultados numéricos mais confiaveis
(AMANN e KATZ, 2004). No entanto, os resultados obtidos por esse método estdo
correlacionados com as configuracdes dos aparelhos e dos campos analisados, podendo
ser divergentes (GACEM et al., 2020).

A avaliacdo da integridade de membrana plasmatica pode ser realizada utilizando
diversas técnicas, desde forma simples como é o caso da coloracdo com eosina e
nigrosina. A eosina é um corante que ndo é capaz de penetrar em células com membrana
intacta, porém em ceélulas lesadas, elas ficam coradas na cor rosa. J& a nigrosina atua
promovendo um contraste mais escuro de fundo da lamina, permitindo a visualizacao dos
espermatozoides que ndo foram corados (BRITO, 2007).

Ainda sobre a maneira de avaliar a membrana plasmatica do espermatozoide, ha o
teste hiposmotico. No qual, a membrana espermatica se expande, ao entrar em contato
com meio aquoso, devido a um aumento de volume celular, causando o enrolamento da

cauda, caracterizado como um processo fisiolégico. No entanto, se a membrana
estiver danificada, essa rea¢do nao ocorrera (RAMU e JEYENDRAN, 2012).
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Além dos métodos citados anteriormente, outra maneira de fazer a avaliacdo da
membrana celular espermatica é por meio da associacdo de sondas fluorescentes com
citometria de fluxo permitindo examinar, de maneira rapida, um grande numero de células
(MAIA et al., 2019).

Sabe-se que a morfologia espermética tem papel importante perante o potencial de
fertilidade do animal, tornando-se uma parte essencial do exame androlégico. A analise
pode ser feita por: contraste de interferéncia diferencial; contraste de fase; coloracdo Dip-
Quick; coloragdo eosina nigrosina e amostras fixadas em formol salina (HERNANDEZ-
AVILES et al., 2023).

Para analise morfoldgica os defeitos espermaticos, anteriormente, foram divididos em
primarios 0s quais eram provenientes de alteracfes no epitélio seminifero e os
secundarios ocasionados por alterac6es fisioldgicas dos epididimos até o momento da
gjaculagdo (BLOM, 1950). Posteriormente outro método surgiu, o qual separa as
alteracfes em defeitos maiores e menores, respectivamente, com prejuizo a fertilidade e
de menor importancia (BLOM, 1972), os quais deverdo obedecer ao limite imposto para
a espécie equina pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo, na contagem de 200 células,
sendo 10% defeitos maiores e 20% menores (CBRA, 1998).

Atualmente, os defeitos espermaticos podem ser segregados em compensatérios e ndo
compensatdrios. Nessa avaliacdo, os defeitos compensatorios sdo aqueles em que um
maior nimero de células espermaticas, com maior nimero de células competentes,
consegue atingir a fertilidade, diferentemente dos ndo compensatérios (SAACKE, 2008).

Além disso, o0 CBRA descreve quais sdo as caractériscas desejaveis em ejaculado
equino obtido através da utilizacdo da vagina artificial (Tabela 1) (CBRA, 2013).



37

TABELA 1- Valores desejaveis das caracteristicas do ejaculado de garanhdo

utilizando vagina artificial.

Caracteristicas Valores

VVolume (livre de gel) 40-60 mL

Cor Branca acinzentada

Odor “sui generis”

Movimento em massa Ausente

Motilidade espermatica >60%

Vigor >3

Concentracao espermatica ~100-200 x108/mL

N° total de ~5x10°
espermatozoides

Espermatozoides normais >70%
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3. HIPOTESE

A utilizacdo de xilazina, associada com detomidina (Sedacombo®), e a reversao da

sedacdo com ioimbina (Reset®) ndo alteram a qualidade espermatica.
4.  OBJETIVOS

Avaliar o efeito da sedacdo utilizando xilazina, detomidina e reversdao com ioimbina
sobre 0s parametros espermaticos em garanhdes.

Avaliar o efeito, comportamental, da ioimbina em garanhdes.
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Resumo

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da sedacgéo utilizando xilazina associada a
detomidina, (Sedacombo®) com reversao pela ioimbina (Reset® 17 ) sobre os parametros
18 espermaticos de garanhdes. Foram utilizados 5 garanhdes, com idades entre 4 a 20
anos, os quais foram divididos em trés grupos: CONTROLE (solucéo fisiologica/ solugdo
fisioldgica), GRUPO1 (SEDACOMBO®/RESET®) e GRUPO 2 (solucdo fisiologica/
RESET®). O animal foi previamente estimulado e conduzido ao tronco de contengéo para
aplicacdo, intravenosa, dos farmacos ou placebos, avaliando a auséncia ou presenca de
sedacéo depois de 30 minutos da administracdo. Ao final, foi feita nova administragéo
dos farmacos ou placebo com tempo de espera de 15 minutos. Em seguida, foi feito a
coleta de sémen e mensuracdo do tempo de erecdo. O ejaculado foi analisado para:
volume, concentracdo espermatica, cinética espermatica, estabilidade de membrana,
potencial mitocondrial e geragdo de anion superoxido por citometria de fluxo. O GRUPO
2 apresentou maior volume seminal, com gel e sem gel, em relacdo ao controle (P<0.05),
e sem gel em relacdo ao GRUPO 1 (P<0.05). A concentracdo espermatica/mL foi menor
(P<0.05) no GRUPO 2 em relacdo ao CONTROLE. O GRUPO 1 apresentou maior
estabilidade de membrana e células com alto potencial de membrana mitocondrial em
relacdo ao GRUPO 2. Os demais pardmetros (cinética e geracdo de anion superoxido) ndo
apresentaram diferenca entre os grupos. Assim, pode-se concluir que a utilizagdo da
associacdo (SEDACOMBO®/RESET®) néo altera a qualidade do sémen.

Palavras-chave: garanhdo, alfa 2- agonista, alfa 2- antagonista, sémen
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1. Introducédo

A avaliacdo de garanhdes, perante o aspecto reprodutivo, é dividida em etapas
contendo a histéria com informag®es clinicas e reprodutivas, exame fisico geral, colheita
de sémen para avaliacdo laboratorial e analise da genitalia externa e interna
(HURTGEN,1992).

A formacdo do ejaculado tem contribuicdo das glandulas sexuais acessorias,
asbulbouretrais e prostata formam a fracdo pré espermética, a parte rica em
espermatozoides advém dos epididimos; ductos deferentes e ampolas, por Gltimo as
vesiculas seminais sdo responsaveis pela porcdo gelatinosa, compreendendo dessa
maneira, respectivamente, a primeira, segunda e terceira parte do ejaculado
(MAGISTRINI et al., 2000).

Devido a importancia das glandulas sexuais acessorias, 0 exame do trato
reprodutivo interno é feito com a utilizacdo da ultrassonografia a fim de obter informacdes
de ecogenicidade e tamanho, das mesmas (POZOR e MCDONNELL, 2002), sendo que
alteracbes no padrdo fisiologico dessas podem estar correlacionadas a processo
inflamatorio (EDWARDS, 2008). A avaliacdo pode ser realizada através da palpal¢do
transretal e com exame de imagem usando a ultrassonografia (Doppler ou modo B)
(CAMELA et al., 2017).

No entanto, as imagens obtidas através da ultrassonografia transretal podem sofrer
variagOes entre os pares de glandulas (POZOR e MCDONNELL, 2002) e quanto ao
momento da realizacdo do exame, antes do estimulo sexual; ap6s o estimulo sexual e
depois da ejaculacdo (WEBER et al., 1990). O momento mais adequado para a realizacdo
do procedimento é posteriormente a colheita de sémen, no entanto apos a ejaculacao a
avaliagcdo das glandulas sexuais torna-se mais dificil por alterar o didmetro e conteudo
dessas saos modificados (CHENIER, 2009).

Embora esteja presente ha muitos anos na medicina veterinaria, e de grande valia
para a obtencdo de dados referentes a saude reprodutiva do animal, 0 exame por palpacao
transretal ainda ndo é muito utilizado, em garanhdes, na rotina do médico veterinario

(POZOR, 2005) e se ndo executado com a devida cautela pode proporcionar riscos de
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lesbes aos animais e operador (BRINSKO et al., 2011). No entanto, se realizado da
maneira correta a maioria dos cavalos toleram o exame, quando estdo contidos em troncos

de palpacéo e submetidos a sedacgéo leve (SITTER, 2014).

A fim de obter a contencdo quimica do animal, faz-se uso de farmacos capazes de
proporcionar tranquilizacdo, por meio da sedacdo, analgesia e miorrelaxamento. A classe
farmacoldgica mais utilizada na medicina veterinéria, para essa finalidade, sdo os alfa 2-
agonistas, os quais quando utilizados permitem na realizacdo de procedimentos cirargicos
minimamente invasivos, assim como a realizacdo de exames para diagndsticos

diminuindo o estresse proporcionado ao animal (NANNAMORE, 2017).

O mecanismo de acdo dos alfa 2-agonista, os quais estimulam a agdo dos
receptores alfa 2- adrenérgicos, desencadeando em feedback negativo para liberacéo de
neurotransmissores como a noroepinefrina, a qual ndo seré liberada na fenda sinptica
acarretando no processo de sedacdo (GIOVANNITTI et al.,2015).

No entanto, embora a sedac¢do seja algo positivo ao longo das avaliacdes, ao final
dessas 0 animal ndo devera ser locomovido até que os efeitos dos farmacos diminuam
(TAYLOR, 1985). Dessa maneira, a fim de reverter, os efeitos sedativos causados pela
xilazina e detomidina, classificados como alfa 2-antagonistas tendo como exemplo a

ioimbina a possui seletividade para os receptores alfa 2 (BERLIN et al., 1991).

Ha relatos na literatura que esse antagonista seletivo alfa 2 possui acdo no quesito
reprodutivo, em humanos, a ioimbina é usada para tratamento de disfuncéo erétil (TAM
et al., 2001), na espécie Crocodylus niloticus aumentou o comportamento sexual e
melhorou fertilidade (MORPUGO et al., 1992), j& em hamsters foi notado tempo e
numero maiores de penetracfes, aumento do nimero de ejaculacdes (ARTEGA et al.,
2002) e um estudo com ratos de idade avangada relatou melhora no déficit sexual causado
pela idade (SMITH e DAVIDSON, 1990).

Além disso, a diminuicdo dos intervalos de tempos de penetracdo, monta e
ejaculacdo (SMITH et al., 1987a), melhorou no desempenho de montas, o estimulo a
copula em machos inexperientes  aumento do numero de ejaculagcbes no primeiro

encontro com a fémea (CLARK et al., 1984). Enquanto na espécie canina o estimulo
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sexual foi mais rapido e o volume do ejaculado maior ap6s o uso de ioimbina
(YONEZAWA et al., 2005).

Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi verificar se a sedagdo com
xilazina e detomidina, previamente ao exame androlégico em garanhdes, com reversdo
pela ioimbina acarretara mudangas comportamentais nos animais e na qualidade do

ejaculado dos mesmos.
2. Materiais e métodos

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de ética no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMZV) da Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Campus Botucatu, Sdo Paulo, sob protocolo CEUA n° 0070/2022.

2.1. Animais e local da pesquisa

O estudo foi conduzido Departamento de Cirurgia Veterinria e Reproducao
Animal FMVZ — UNESP, Botucatu. Foram utilizados 5 garanhdes, com idades entre 4 a
20 anos, bom score corporal, sadios, 0s quais estavam em regime intensivo de criacgéo,
agua e suplementacdo mineral ad libitum. Previamente ao experimento, os animais foram
submetidos ao exame androldgico e exame complementar, descartando a existéncia de

qualquer patologia ligada ao aparelho reprodutivo.
2.2. Delineamento experimental

Os garanhdes foram colhidos, durante uma semana em dias intercalados, a fim de
realizar o esgotamento da reserva espermatica dos epididimos. Foram realizados 3 grupos
experimentais utilizando associaces e dosagens diferentes de solugcdo salina,
SEDACOMBO® (10% de cloridrato de xilazina associado a 0,2% de cloridrato de
detomidina, Botupharma Ltda., Botucatu, SP, Brasil) e RESET® (1% de cloridrato de
ioimbina, Botupharma Ltda., Botucatu, SP, Brasil), sendo: controle (solucdo salina/
soluc&o salina); grupo 1 (SEDAOMBO®/RESET®); grupo 2 (solucéo salina/RESET®) de
acordo com o delineamento experimental (figura 6). O garanhdo era previamente
estimulado, durante 10 minutos, com a utilizacdo de égua em cio a fim de ocorrer 0

preenchimento das glandulas sexuais acessorias e limpeza do pénis.
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Apds esse periodo, 0 animal era conduzido ao tronco de contencdo para aplicacéo,
intravenosa, dos farmacos ou placebos, para avaliagdo da presenca ou auséncia dos
efeitos sedativos em um periodo de 30 minutos depois da administracdo. Ao final, foi
feita nova utilizacdo dos farmacos, ou placebo, com tempo de espera de 15 minutos, no
tronco de contencdo, posteriormente a aplicacdo. Em seguida, 0s animais eram
conduzidos a coleta de sémen e o tempo de erecdo até a monta foi cronometrado. Apos,
o0 ejaculado analisado, em laboratdrio, para pardmetros macroscopicos e microscopicos.
Todos os animais passaram pelo tratamento, e colheita de sémen, trés vezes em dias

intercalados durante as trés semanas (Figura 6).

=
- &
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Figura 6 - Esquema do delineamento experimental, o animal era levado ao tronco,
recebia o tratamento e tempo de espera. Grupo controle: 1° placebo (1mL, Solucdo
Salina, 1V), T1: 30 minutos, 2° placebo (1mL, solucédo salina, V) e T2: 15 minutos. Grupo
1: 1° SEDACOMBO® (0,4mg/kg de xilazina e 0,008mg/kg de detomidina, 1V), T1: 30
minutos, 2° RESET® (0,1mg/kg) e T2: 15 min. Grupo 2: 1° placebo (1mL, solucéo salina,

V), T1: 30 minutos, 2° RESET® (0,1mg/kg) e T2: 30 minutos. Apos T2 0s animais
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eram conduzidos para colheita de sémen, o tempo de exposicdo do pénis era
cronometrado, e o ejaculado obtido analisado de acordo com parametros macroscopicos

e microscopicos.

2.3. Avaliacdo comportamental

Avaliou-se o efeito do sedativo Sedacombo® , durante 30 minutos apos aplicacgéo.
Apo6s 15 minutos da aplicacdo do reversor Reset® ou placebo foi avaliado o tempo que

cada animal levou para exposi¢éo do pénis.

2.4. Colheita e anélise do sémen

Todas as colheitas foram realizadas utilizando égua em cio para estimulagéo sexual,
manequim artificial e vagina artificial modelo Botucatu (Botupharma Ltda., Botucatu,

SP, Brasil).

Logo apods a colheita, 0 volume seminal total foi mensurado com a observagdo da
graduacdo da proveta, em seguida o ejaculado foi filtrado para retirada da fragédo
gelatinosa, com a utilizacdo de um filtro de nylon e o volume mensurado novamente. O
primeiro volume foi considerado o volume com gel e o segundo sem gel. O célculo da
concentracdo foi feito com 10pL de sémen em 190uL de &gua destilada (diluigdo 1:20) e
os lados da camara de Neubauer, espelhada, foram preenchidos com 10uL da dilui¢do. A
contagem dos lados foi realizada com microscépio de contraste de fase (Jenamed 2 Zeiss,

CarlZeiss®, Munique, Alemanha) com ampliagéo de 200x.



155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

53

2.5. Avaliacéo espermatica

As amostras foram analisadas e preparadas no Centro de Biotecnologia e Diagnostico
em Reproducdo Animal (CERAN), localizado na Universidade Estadual Paulista “Julio

de Mesquita Filho” — Campus Botucatu/SP.

2.5.1. Cinética espermética

Os parametros de motilidade total, (MT) progressiva (MP) e porcentagem de
espermatozoides rapidos (RAP) foram avaliados pelo Computer Assisted Semen
Analysis, através do sistema HTR-IVOS-10 (Hamilton Thorne Research — Animal
Version 12,0 L, EUA), configurado no setup de equinos como descritas em estudos

anteriores (GUASTI et al., 2013).

2.5.2. Citometria de fluxo

Para a avaliacdo espermatica por citometria de fluxo foi utilizado o equipamento
BD LSR Fortessa (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) equipado com lasers
de excitacdo: azul 488-nm, 100 mW e filtros de emisséo 530/30nm (YOPRO) e 695/40nm
(MitoSOX Red); vermelho 640-nm, 40 mW com filtro 660/20 nm (MitoStatus Red); e o
violeta 405-nm, 100 mW, com o filtro 450/50 nm (Hoechst). No minimo 10.000 células
por amostra foram analisadas e os dados avaliados pelo software BD FACSDiva™
software v 6.1. Para tanto, as amostras foram diluidas em TALP-PVA, segundo Parrish
et al. (1988) modificado:100 mM NacCl, 3,1 mM KCI, 25,0 mM NaHCO3, 0,3mM
NaH2PO4, 21,6 mM DL-lactato de sodio 60%, 2,0 mM CaCl2, 0,4 mM MgCI2, 10,0
mMHepes-livre de acido, 1,0 mM piruvato de sodio, 1,0 mg/mL alcool polivinil-PVA e
25 pg/mL gentamicina) na concentracdo de 5 x 106 espermatozoide/mL, suplementado

com Hoescht 33342 (7uM; 145333, Sigma) para a eliminacdo dos detritos.
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Para avaliacdo da desestabilizacdo de membrana plasmatica, potencial de membrana
mitocondrial e producdo de anion superdxido (O2+-) na matriz mitocondrial, foi utilizada
a associacdo de YOPRO (YP; Y3603, Life Technologies marcacdo para célula com
membrana plasmatica desestabilizada), MitoStatus Red (MST; 564697, BD Pharmigen,
potencial mitocondrial) e MitoSOX™ Red (MSR; M36008, Invitrogen, geracdo de anion
superdxido na matriz mitocondrial), de acordo com Freitas-Dell’Aqua et al. (2018).
Assim, em uma amostra de 500 pL de sémen diluido foram adicionados 25 nM YP, 20

UM de MST e 2 uM de MSR, seguido por incubacéo a 37°C por 20 minutos.

2.6. Estatistica

Os resultados das avaliacbes da qualidade espermatica foram avaliados pelo
software GraphPad Prism version 8.0.0 for Windows (GraphPad Software, San Diego,
California USA, www.graphpad.com”), e expressos em média e erro padrdo. Todos os
dados foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov para avaliar a distribuicdo
normal das variaveis estudadas. Para as médias obtidas com distribuicdo normal, utilizou-
se teste ANOVA seguida de Tukey e quando ndo paramétrico teste de Kruskal-Wallis

segundo de Dunn.

2.7. Resultados

N&o houve diferenca entre os tratamentos no tempo de erecdo até a monta, 0s animais
do grupo CONTROLE (solucéo salina) levaram em média 1,4 minutos, no GRUPO 1
(SEDACOMBO®+ RESET®) 1,8 minutos e no GRUPO 2 (solugéo salina + RESET®) 1,6

minutos (figura 7).
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Figura 7 — Mediana da avaliacdo do tempo que os 15 garanhdes, com idades entre 4
a 20 anos, levaram para entrarem em eregéo e efetuar a monta. Controle=1,4 minutos;
GRUPO 1 =1,8 minutos e; GRUPO 2=1,6 minutos. Dados ndo paramétricos de acordo

com o teste de Kolmogorov-Smirnov.

Nas avaliacfes macroscopicas do sémen quando os animais receberam RESET®,
houve um aumento do volume total do ejaculado (contendo a fragdo gelatinosa) em
relacdo de quando receberam apenas solucdo salina. Ao ser retirado o gel, o grupo 2
manteve maior volume de plasma seminal em relacdo ao controle e agora também em
relagdo ao grupo 1. A concentracdo por mL foi menor durante o tratamento com
sedativos+reversor comparado ao controle. Mas a concentragcdo total ndo apresentou

diferenca entre os grupos (tabela 2).
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TABELA 2- Valores medios e erro padrdo dos parametros macroscopios do
ejaculado, volume com gel, volume sem gel, concentracdo/mL e concentracdo total. Em
15 ejaculados de 5 garanhdes, com idades entre 4 a 20 anos, nos diferentes tratamentos:
CONTROLE (solucéo fisioldgica/ solucéo fisioldgica), GRUPO1

(SEDACOMBO®/RESET®) e GRUPO 2 (solucio fisiologica/ RESET®).

CONTROLE GRUPO 1 GRUPO 2
VOLUME COM GEL (mL) 62,2 +9,98° 67 + 10,24% 103,7 £ 12, 26°
VOLUME SEM GEL (mL) 51,8 £8,361° 53,67 + 8,084° 87,4 +8,474%
CONCENTRAGAO (sptz/mL) 185,3+27,26° 167,8+ 33,78 97,87 £ 11,15°

CONCENTRACAO TOTAL (n°sptz)  7033+507,1 6639 +598,5 8036 +563,6

ab Letras diferentes na mesma linha diferem significativamente entre si (P<0.05)

Os valores de cinética, motilidade total, motilidade progressiva e numero de

espermatozoides rapidos ndo apresentaram diferencas significativas (P> 0.05) (Tabela 3).
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TABELA 3- Valores médios e erro padrdo dos parametros de cinética espermatica,
motilidade total, motilidade progressiva e nUmero de espermatozoides rapidos avaliados
pela analise computadorizada do movimento espermatico (CASA) em 15 ejaculados de 5
garanh@es, com idades entre 4 a 20 anos, nos diferentes tratamentos: CONTROLE
(solugdo fisioldgica/ solucdo fisiologica), GRUPO1 (SEDACOMBO®/RESET®) e

GRUPO 2 (solucio fisioldgica/ RESET®), ndo obtiveram diferenca estatistica.

CONTROLE GRUPO 1 GRUPO 2
MOTILIDADE TOTAL 79+ 3,2 799+238 821+15
MOTILIDADE PROGRESSIVA 31,1+3,4 38+34 36,3+3,1
ESPERMATOZOIDES RAPIDOS 729+3,4 74,6 £ 3,3 75,7+2,0

Na avaliacdo da estabilidade de membrana plasmaética e potencial mitocondrial o
grupo 1 obteve maiores valores em relacdo ao grupo 2, mas ambos foram iguais ao
controle. Os parametros de qualidade do potencial mitocondrial e células com alta

geracgdo de anion superdxido ndo apresentaram diferencas entre os tratamentos (tabela 4).
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TABELA 4- Médias * erro padrdo dos parametros espermaticos de estabilidade de
membrana plasmatica, potencial mitocondrial e geracdo de anion superoxido avaliados
por citometria de fluxo em 15 ejaculados de 5 garanhdes, com idades entre 4 a 20 anos,
nos diferentes tratamentos: CONTROLE (solucdo fisioldgica/ solucdo fisiologica),

GRUPO1 (SEDACOMBO®/RESET®) e GRUPO 2 (solucio fisiologica/ RESET®).

CONTROLE GRUPO 1 GRUPO 2
Células com membrana plasmatica estavel (%) 82,2 +2 9@ 84+15° 72,0 £4,4°
Célula com alta geracéo de Oz 16,3+1,7 12,1+£2,7 19,8 +4,0
Células com alto potencial mitocondrial (%) 83,2 + 2 52 844+11° 736+4,1%®
Potencial mitocondrial (UA) 2380 +117,7 2859 + 406,3 3360 + 742,6

ab Letras diferentes na mesma linha diferem significativamente entre si (P< 0.05).

3. Discussao

Este € o primeiro estudo, até o presente momento, que demonstra a acdo da
aplicacdo da associacdo dos sedativos alfa 2- agonistas, xilazina + detomidina, com
reversao utilizando antagonista alfa-2, ioimbina, sobre 0s pardmetros espermaticos de

garanhdes.

Apesar de bem estabelecida a agdo da ioimbina, como estimulante sexual em outras
espécies, como em humanos e roedores (ERNST e PITLLER, 1998; WIBOWO et al.,
2021; MORALES, 2000), no presente estudo, o parametro comportamental avaliado,
exposicdo do pénis, ndo foi alterado com a utilizagdo da ioimbina. No entanto, apds a

aplicacdo do reversor, visualmente 0s animais apresentaram-se mais agitados.

Dessa maneira, supde-se que a acdo desse farmaco no parametro comportamental,

de garanhdes no quesito erecdo, pode estar correlacionada com outros fatores, como a
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dosagem utilizada. Estudo anteriores, em roedores, demonstram que o nimero de erectes
e ejaculacdes esta interligado a dosagem farmacologica utilizada sendo inversamente

proporcional (SMITH et al., 1987).

Outro fator que pode ter influenciado os resultados comportamentais obtidos nos
grupos com a utilizacdo de ioimbina, pode ser por esse farmaco ter acao de contratilidade
na musculatura lisa por liberar o neurotransmissor norepinefrina (BIAGGIONI et
al.,1994) o qual é o segundo mensageiro para realiza¢do da contracdo da musculatura lisa
(FRELIN, 1991). Dessa maneira, o processo de erecao pode ser prejudicado pois, antes
da contracdo da musculatura lisa peniana deve haver o relaxamento da musculatura lisa

do corpo cavernoso para maior influxo sanguineo para o pénis (LUE, 2012).

Os resultados encontrados na mensuragdo do volume dos ejaculados, com e sem a
fracdo gelatinosa, sendo ambos maiores no grupo com ioimbina, vai de acordo com a
descricdo da acdo desse farmaco na ejaculacdo, onde Yonezawa et al., 2005, ao testarem
em cées descreveram que a ioimbina tem acdo bloqueadora nos alfa 2-adrenoreceptores

294 no sistema nervoso central, estimulando o processo de ejaculacgéo.

Outro ponto que podemos correlacionar com o aumento do volume do ejaculado, é
perante a acdo estimulatoria da ioimbina (WIBOWO et al., 2021), a qual pode ter tido
acdo sobre as glandulas sexuais acessorias e consequentemente aumento da producéo de
fluidos por elas. Outro fator que fortifica essa hipotese é que em humanos foi visto que a
noroadrenalina tem acdo de contratilidade na prostata (MARSHALL et al., 1995), sendo
assim perante nossos achados, podemos supor que em garanhdes esse neurotransmissor

também tera acdo estimulatdria sobre glandulas sexuais acessorias.
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Além disso, como visto no trabalho de Pozor e McDonnell (2002), as quais
correlacionaram que a maior quantidade de fluido seminal, no ejaculado de garanhdes,
estad ligada com a maior estimulacdo sexual dos animais. Dessa maneira, pode-se sugerir
que uma das justificativas para a diferenca dos volumes dos ejaculados, nos trés grupos,
CONTROLE, GRUPO 1 e GRUPO 2 seja porque o farmaco utilizado no altimo libera
anoroadrenalina e este neurotransmissor ter potencial estimulatorio sobre as glandulas

sexuais acessorias.

Portanto, 0 aumento do volume, justifica a menor concentracdo espermatica/mL, no
grupo em que utilizou ioimbina, e a auséncia de diferenca na concentracdo espermatica
total, tornando o ejaculado mais diluido e ndo menos concentrado. Desse modo, €
provavel gque as variaveis de idade e raca, as quais ja foram correlacionadas com o
tamanho testicular e consequentemente producéo diaria de espermatozoides (PRICKING

314 et al., 2017), foram influentes numericamente na divergéncia das concentragdes.

Ja nosso achado, referente a auséncia de divergéncia na motilidade entre 0s grupos
sugere que a acdo dos farmacos: xilazina, detomidina e ioimbina ndo afetam a motilidade
espermatica em garanhdes. Sendo contraditério com os achados em ratos, onde Ajonuma
et al, em 2017, observaram que ao utilizar durante quatro semanas a ioimbina nas
concentracdes de 150mg/kg e 300mg/kg corporal, a concentracdo e motilidade
espermatica foram menores nos grupos tratados com ioimbina, quando comparados ao
grupo controle, sendo a maior dose a que obteve menores valores. No entanto, a

longevidade espermatica nao foi alterada.

Perante a qualidade de membrana espermatica, os menores resultados de

estabilidade no grupo ioimbina, o qual obteve maior volume do ejaculado, pode ser
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explicado pelo aumento da quantidade de plasma seminal nesse grupo. Uma vez que, a
composicao desse varia de animal para animal, podendo ter influéncia na sobrevivéncia
dos espermatozoides a fatores estressantes (SKANDHAN et al., 1992). Como exemplo
as elevadas concentracdes de sodio e potassio influenciam negativamente a qualidade
seminal por estimularem a peroxidacéo lipidica na membrana espermatica (ALVAREZ e

STOREY, 1982).

4. Conclusao

Os efeitos da sedacdo, durante o exame androldgico, utilizando associac¢do de xilazina
com detomidina (Sedacombo®) e reversdo por ioimbina (Reset®), nas dosagens de,
respectivamente, 0,4mg/kg de xilazina + 0,008mg/kg de detomidina e 0,1mg/Kg , ndo
interferiram negativamente sobre os parametros espermaticos em garanhdes, sendo uma
alternativa viavel para contencdo quimica dos garanhdes durante a realizacdo desse
exame. Assim como o uso da ioimbina (Reset®), na dosagem de 0,1mg/Kg, ndo alterou
o0 comportamento dos garanh@es. Portanto, torna-se necessario o desenvolvimento de
mais estudos na area utilizando dosagens diferentes do reversor, a fim de averiguar o

parametro comportamental.
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