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Resumo

A vesiculite seminal possui grande relevancia na clinica reprodutiva devido a
dificuldade de tratamento, elevados indices de recidiva, risco de contaminacdo de
fémeas com agentes patogénicos, inutilizacdo de animais e baixos indices de fertilidade.
O tratamento local tem sido apontado por diversos autores como a melhor alternativa
terapéutica, porém nenhum estudo avaliou seus efeitos na qualidade e longevidade
seminal. Nesse sentido, 0s objetivos do presente estudo incluiram: investigar quais sdo
as principais bactérias envolvidas na enfermidade e os principais fatores de risco para 0s
garanhdes; avaliar e comparar o efeito do tratamento local de vesiculite seminal quanto
aos indices de cinética e morfologia espermatica, integridade de membrana plasmatica,
porcentagem de leucdcitos e contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC) de
amostras seminais frescas, refrigeradas e congeladas e o teor de 6xido nitrico no plasma
seminal, antes (M0), ap6s uma semana (M1) e um més (M2) da terapia. Os resultados
obtidos permitiram inferir que a vesiculite seminal foi mais prevalente em animais
adultos e idosos, a evolucdo da enfermidade ocorreu de forma cronica em todos os
animais selecionados, a monta natural constituiu um fator predisponente para o
surgimento da doenca, a coloracdo amarelada do sémen e a dificuldade na ejaculagéo
sdo sinais indicativos de alteracdo da glandula e a bactéria mais prevalente envolvida na
etiopatogenia da infeccdo foi a Pseudomonas aeruginosa. De maneira geral, o
tratamento local levou a uma melhora da qualidade seminal ap6s uma semana (M1), no
sémen a fresco, refrigerado e congelado, quanto aos indices de cinética espermatica e
integridade de membrana plasmatica (p<0,05). No sémen a fresco promoveu reducéo do
volume seminal, incremento da concentracdo espermatica, reducdo da porcentagem de
leucocitos e de UFC/mL no M1 em relagdo aos demais momentos (p<0,05). No sémen
congelado promoveu reducdo da peroxidagédo lipidica e do teor de ROS no M1 em
relagdo aos demais momentos (p<0,05). As temperaturas de refrigeracdo de 5°C e 15°C
por um periodo de 24 horas apresentaram eficiéncia similar nos momentos pré e pds-
tratamento. Entretanto, a melhora da qualidade seminal ndo se manteve apds um més
(M2) da terapia, uma vez que 0s parametros seminais nesse momento se assemelham ao

momento preé-tratamento, o que pode ser justificado pela recidiva da doenca.

Palavras-chave: vesiculite seminal, piospermia, ROS, sémen equino.
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Abstract

Seminal vesiculitis has great relevance in reproductive clinic due to the difficulty of
treatment, high rates of recurrence, risk of female contamination with pathogenic
agents, retirement of animals and low fertility rates. Local treatment has been reported
as the best therapeutic alternative, although no other studies have evaluated its effects
on seminal quality and longevity. The aims of this study included: to investigate what
are the main bacteria involved in the disease and the risk factors for stallions; to
evaluate and to compare the effect of local treatment of seminal vesiculitis on the sperm
kinetic parameters, morphology and viability (plasma membrane integrity), percentage
of leukocytes and counting colony forming units (CFU) of fresh, cooled and frozen
semen samples and the content of nitric oxide in the seminal plasma, before (MOQ) and
after one week (M1) and one month (M2) therapy. The results allow us to infer that the
seminal vesiculitis was more prevalent in adults and aged animals, the evolution of the
disease appeared chronically in all selected animals, natural breeding was a risk factor
for onset of the disorder, the bege coulor of semen and ejaculatory dysfunction were
signs indicative of abnormalities in the gland and the most common bacteria involved in
the pathogenesis of the infection was Pseudomonas aeruginosa. In general, the local
treatment produced an improvement in semen quality after a week (M1) in fresh, cooled
and frozen semen on the kinetic parameters and sperm viability (p<0.05). In fresh
semen promoted reduction in the volume of ejaculate, sperm concentration increased,
reducing the percentage of leukocytes and CFU/mL in M1 compared to the other
moments (p<0.05). In frozen semen promoted reduction of lipid peroxidation and of
ROS content in M1 compared to other moments (p<0.05). The cooled semen for 24
hours at 5°C and 15°C demonstrated similar efficiency in the pre and post-treatment
moments. However, the improvement in sperm quality was not maintained after one
month (M2) therapy, presenting similar results to the pre-treatment moment (MO),

which can be justified by disease recurrence.

Key-words: seminal vesiculitis, pyospermia, ROS, equine semen.
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1. INTRODUCAO

O interesse no estudo da reproducdo equina é fomentado cada vez mais como
ferramenta para acelerar o ganho genético e competitividade na industria do cavalo.
Esses estudos tém se focado no desenvolvimento de melhores taxas de concepgédo de
individuos idosos, portadores de subfertilidade, além de maximizar o aproveitamento de
animais férteis de alto valor genético.

A reducéo da fertilidade no garanh&o resulta em importantes perdas econémicas
para a inddstria equina. Entretanto, apesar da alta incidéncia de garanhdes subférteis,
poucas vezes se consegue identificar, na pratica, o principal fator desencadeador dessa
gueda na fertilidade, em razéo da variedade de fatores etiol6gicos.

A infeccdo bacteriana da vesicula seminal, denominada vesiculite seminal, é
uma das possiveis causas de reducdo de fertilidade no garanhdo e a despeito de ser
descrita como uma enfermidade de baixa ocorréncia na espécie equina € ainda pouco
diagnosticada na rotina, uma vez que apenas o0 exame clinico, a palpacéo transretal e o
exame ultrassonografico podem ser insuficientes no estabelecimento do seu diagndstico
definitivo, necessitando de um exame mais especifico, o0 exame endoscopico.

O garanhdo acometido pela doenca apresenta histérico de infertilidade ou
subfertilidade, distarbio ejaculatorio, disseminacdo de patdgenos sexualmente
transmissiveis e alteracdes fisico-quimicas do sémen, que levam a reducdo na qualidade
e longevidade seminal. Essas alteracfes sdo causadas pela presenca de
polimorfonucleares, hemacias e bactérias no ejaculado que promovem aglutinacéo,
precipitacdo, reducdo da motilidade espermatica, incremento da producdo de espécies
reativas de oxigénio e citocinas pro-inflamatdrias, que estimulam a apoptose da célula
espermatica e consequente perda de sua funcao.

A vesiculite seminal possui grande relevancia na clinica reprodutiva devido a
dificuldade de tratamento, elevados indices de recidiva, risco de contaminacdo de
fémeas com agentes patogénicos sexualmente transmissiveis e inutilizacdo de animais,
gerando consideravel prejuizo econdmico ao criador e frustracdo ao médico veterinario.

O tratamento convencionalmente preconizado utiliza antibioticos por via
sistémica e é quase sempre ineficaz, devido a farmacodinamica e farmacocinética da
maioria dos medicamentos disponiveis, uma vez que eles ndo atingem as glandulas
sexuais acessorias em concentracOes adequadas. Dessa forma, o tratamento local tem

sido apontado por diversos autores como a melhor alternativa terapéutica. Apesar disso,
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raros estudos foram conduzidos no intuito de avaliar a eficacia do tratamento local em
garanhdes com vesiculite seminal e seu impacto na qualidade do sémen, sendo a
literatura disponivel baseada em relatos de casos.

Nesse sentido, 0s objetivos do presente estudo incluiram: avaliar e comparar o
efeito do tratamento local de vesiculite seminal em garanhGes quanto aos indices de
cinética e morfologia espermatica, integridade de membrana plasmética, porcentagem
de leucdcitos, contagem de unidades formadoras de coldnias, indice de peroxidagédo
lipidica e de espécies reativas de oxigénio (ROS) de amostras seminais, sobre 0 sémen a
fresco, refrigerado e congelado antes e apds o tratamento; avaliar e comparar o teor de
Oxido nitrico no plasma seminal antes e apds o tratamento, como indicador de
inflamacéo; investigar quais sdo as principais bactérias envolvidas na enfermidade e os

fatores de risco para os garanhdes.
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"Nenhum trabalho de qualidade pode
ser feito sem concentrac¢do, auto-
sacrificio, esforco e duvida."

Max Beerbohm

Revisao de Literatura
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Vesicula seminal na espécie equina

O garanhdo possui um conjunto completo de glandulas sexuais acessorias
(Figura 1A) composto por duas ampolas, duas vesiculas seminais, também denominadas
glandulas vesiculares, uma prostata bilobada e duas glandulas bulbouretrais (SACK E
HACKETT, 2001). Ha diferencas marcantes entre as espécies quanto a presenca dessas
glandulas e na quantidade de secrecOes produzidas pelas mesmas (KARESKOSKI &
KATILA, 2008). Devido a estas diferencas, a comparacao entre as espécies € raramente
produtiva, pois o plasma seminal varia drasticamente quanto a composi¢do e quanto a
contribuicdo de cada glandula para o volume final do ejaculado (HAFEZ & HAFEZ,
2004). Essa variabilidade reflete no volume ejaculado pelo macho, que no garanhdo
varia de 50 a 100 ml. Na espécie equina as glandulas sexuais acessorias sao
responsaveis por 95% do volume do ejaculado (BLANCHARD & VARNER, 1992).

As vesiculas seminais possuem em média cerca de 15 a 20 cm de comprimento e
entre 5 a 6 cm de didametro (POZOR, 2005). Possuem formato piriforme, paredes finas,
e estdo localizadas dorsalmente a bexiga e lateralmente as ampolas dos ductos
deferentes. Podem ser divididas em colo, corpo e fundo, e sdo capazes realizar de
consideravel distencdo (BLANCHARD & VARNER, 1992). Sdo dificeis de serem
palpadas no exame transretal, a menos que estejam distendidas apds estimulo sexual
(CHENIER, 2009; BRINSKO et al., 2011).

Na regido da uretra pélvica é possivel visualizar a maioria das aberturas das
glandulas sexuais acessdrias (Figura 1B). As vesiculas seminais estdo situadas dentro da
prega genital e seus ductos convergem para se abrir no coliculo seminal (POZOR,
2005). O coliculo seminal consiste em uma elevacdo da mucosa presente no teto da
uretra pélvica (MENZIES-GOW, 2011), onde terminam os ductos deferentes e se abrem
as glandulas vesiculares (BALL, 2008). Quatro aberturas podem estar presentes, quando
os ductos das glandulas vesiculares e dos ductos deferentes se abrem de maneira
independente e duas aberturas sdo vistas quando ocorre unido prévia de um ducto
deferente e um ducto da vesicula seminal correspondente, formando um ducto comum
(Figura 1C), denominado ducto ejaculatério (CHENIER, 2009).
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As glandulas vesiculares sdo responsaveis pela producdo da Ultima fracdo do
ejaculado. O volume e a composicdo dessa fracdo podem variar entre os garanhdes
(TIBARY, 2007). A secrecdo proveniente da glandula vesicular é fluida e transparente
ou ligeiramente opaca e viscosa (POZOR, 2005) e contém poucos espermatozoides e
grande quantidade de &cido citrico e gel, que arrastam 0s poucos espermatozoides que
restam na uretra durante a ejaculacdo (AMANN & GRAHAM, 1993). A sazonalidade
influencia no volume de secre¢édo produzida por essas glandulas, sendo maior durante 0s
meses de atividade reprodutiva mais intensa (TIBARY, 2007). Este efeito pode ser
associado com mudancas nos niveis de esterdides sexuais, que variam de acordo com a
época do ano no sangue e no plasma seminal (KARESKOSKI & KATILA, 2008).

Ampolas

Vesiculas
Seminais Prostata

— Bulbouretrais

A C

FIGURA 1. A) llustracdo das quatro glandulas sexuais acessoOrias presentes no
garanhdo. B) Esquema das aberturas das glandulas sexuais acessorias na uretra pélvica
visualizadas por endoscopia. Em azul as aberturas dos ductos das glandulas
bulbouretrais, em verde as aberturas dos ductos da prostata, em vermelho e amarelo o
coliculo seminal, local onde se abrem os ductos ejaculatérios (formado pela unido dos
ductos das vesiculas seminais as ampolas dos ductos deferentes). C) Esquema de um
corte transversal do coliculo seminal. Em vermelho os ductos das vesiculas seminais,
em amarelo os ductos das ampolas dos ductos deferentes e em azul o resquicio do Utero

masculino.
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Em outras espécies, as vesiculas seminais secretam grandes quantidades de
frutose e ergotioneina, enquanto os acidos citrico e latico s&o mais prevalentes no
garanhdo (HAFEZ & HAFEZ, 2004). Diversos tipos de glicosideos foram identificados
na secrecdo das vesiculas seminais de garanhdes, e baseado em estudos em humanos,
acredita-se que esses glicosideos atuam na membrana acrossomal antes e durante o
processo de fertilizagdo (KARESKOSKI & KATILA, 2008).

Algumas enzimas também estdo presentes na fracdo do plasma seminal
produzidas pelas glandulas vesiculares, dentre elas estdo trés tipos de anidrase
carbonica, que parecem regular a concentragdo de bicarbonato e o pH do plasma
seminal (KARESKOSKI & KATILA, 2008). Além das enzimas, o plasma seminal de
animais domesticos contém inumeras proteinas similares as do plasma sanguineo
(POLAKOSKI & KOPTA, 1982). As funcgdes sugeridas para as proteinas do plasma
seminal incluem a participacdo em diversos mecanismos fundamentais a fertilizag&o,
tais como a regulacdo da capacitacdo espermatica, formacéo de reservatdrio espermatico
no oviduto, modulacdo da resposta imune do Utero, transporte espermatico no trato
genital feminino, e também na interacdo dos gametas durante o processo de fusdo
(TROEDSSON et al., 2010).

As glandulas vesiculares produzem diversos tipos de proteinas, entre elas,
proteinas estruturais como a Fibronectina Tipo Il (Fn-2), que atua na capacitacao
espermatica, bem como a proteina rica em Cisteina Tipo Il (CRISP-3), que possui alta
correlagdo com fertilidade em equinos (KARESKOSKI & KATILA, 2008). Estudos
recentes demonstraram que a CRISP-3 €é responsavel pela protecdo seletiva de
espermatozoides vidveis contra a acdo de polimorfonucleares, permitindo a
sobrevivéncia e transporte das células espermaticas até o oviduto, mesmo apds processo
inflamatdrio do endométrio pds-cobertura (TROEDSSON et al., 2010).

Diversos micro e macroelementos também sdo produzidos pelas glandulas
sexuais acessorias, como calcio, magnésio, potassio, cobre, ferro, zinco, sodio e cloro
(KARESKOSKI & KATILA, 2008). O plasma seminal de garanhdes contém, ainda,
inimeras outras substancias secretadas pelas glandulas sexuais acessOrias, como
hormdnios, pequenas quantidades de amonia e uréia, aminoacidos livres, e diversas
formas de lipidios, como o colesterol (POLAKOSKI & KOPTA, 1982).

Alguns estudos tém questionado a necessidade do plasma seminal no processo
de fecundacdo, ja que diversos trabalhos utilizando espermatozoides da cauda do

epididimo sem contato com estas secrecdes foram capazes de fertilizar (PAPA et al.,
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2008; MONTEIRO et al., 2009; MONTEIRO et al., 2013). Algumas pesquisas
relataram que o plasma seminal pode causar prejuizos a fertilidade e congelabilidade do
sémen. Estes trabalhos demonstraram que proteinas presentes no plasma seminal podem
levar a alteracGes bioquimicas, que promovem um aumento na permeabilidade da
membrana, causando injdria celular (MOORE & HIBBIT, 1976; MOUSTAFA &
MESZARQS, 1981).

Sieme et al. (2004) demonstraram que as ultimas fracGes do ejaculado,
principalmente a produzida pela vesicula seminal, possuem um efeito negativo mais
pronunciado sobre a longevidade do sémen. Webb et al. (1990) estudaram os efeitos da
secrecdo proveniente da glandula vesicular sobre o sémen, mediante vesiculectomia em
garanh@es. De acordo com os autores, 0s principais resultados obtidos apds a ablagédo
das glandulas vesiculares foram: reducdo do volume total ejaculado e do gel; maiores
taxas de motilidade espermatica e de espermatozoides com movimento progressivo no

sémen descongelado; e menores taxas de aglutinagéo.

2.2. Vesiculite seminal no garanhao

A vesiculite seminal consiste na inflamacdo difusa de caréater infeccioso da
mucosa de uma ou ambas as vesiculas seminais, que pode levar a reducdo parcial ou
total da fertilidade do reprodutor (BLANCHARD et al., 1988; FREESTONE et al.,
1993) e, em alguns casos, pode ocasionar também distdrbios ejaculatorios
(MIRAGAYA et al., 2011).

2.2.1. Incidéncia

No garanh&o a vesiculite seminal é considerada pouco frequente, entretanto é a
afeccdo mais comum entre as desordens envolvendo as glandulas sexuais acessorias
(BLANCHARD & VARNER, 2002; TIBARY et al., 2009; TIBARY & RODRIGUEZ,
2011).

Apesar de ndo ser muito diagnosticada na rotina, como ocorre na espéecie bovina,
esta patologia tem sido relatada por diversos autores (HOLST, 1976; DEEGEN, 1979;
SOJKA et al., 1985; BLANCHARD, 1987; BLANCHARD et al., 1988; FREESTONE
et al., 1993; GAY & PERRIN, 1999; BLANCHARD & VARNER, 2002; FENNEL et
al., 2010; MANCILL, 2010; COMERFORD et al., 2011; SANCLER-SILVA et al.,
2013; PINTO et al., 2014).
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2.2.2. Patogenia

Os agentes patogénicos mais comumente relacionados a vesiculite seminal sdo
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus spp. e Staphylococcus
spp., embora ja tenham sido relatados casos causados por Proteus vulgaris, Brucella
abortus e Acinetobacter calcoaceticus (TIBARY et al., 2011; VARNER et al., 2011,
PINTO et al. 2014).

Embora Micoplasma, Ureaplasma, Clamidia, protozoarios e virus tenham sido
associados com vesiculite seminal em outras espécies de animais, estes
microorganismos ndo foram isolados a partir de vesiculas seminais de garanhGes
acometidos (VARNER & SCHUMACHER, 2011).

A patogenia dessa enfermidade ainda ndo esta completamente elucidada, mas
acredita-se que as rotas potenciais para a infeccdo das glandulas vesiculares incluem:
via ascendente a partir da uretra, via descendente a partir do trato urinario, via
hematogena e linfatica, ou secundaria a infeccbes em outras glandulas sexuais
acessorias (VARNER et al., 2011).

2.2.3. Diagnostico

Classicamente a avaliacdo reprodutiva de garanhdes tem sido realizada com a
associacao de exame androldgico e espermiograma. Ao longo de vinte anos um grande
namero de outros métodos diagndsticos se tornaram disponiveis para facilitar essa
avaliacdo (BRINSKO et al., 2011). Esses métodos permitem uma analise mais critica da
capacidade reprodutiva desses animais, como a ultrassonografia, que disponibiliza
avaliacdo do trato genital externo e interno e a endoscopia, que permite uma avaliagdo
mais detalhada deste dltimo (BALL, 2008).

O diagndstico de vesiculite seminal € geralmente estabelecido por analise
macroscopica e microscopica do sémen e cultura microbiana do lavado do limen da
vesicula seminal, coletado mediante endoscopia (VARNER & SCHUMACHER, 2011).

Sinais clinicos
Em geral, a infecgdo bacteriana das vesiculas seminais ndo é acompanhada por
sinais clinicos sisttmicos, embora alguns garanhdes apresentem disfuncdo ejaculatoria

evidenciada por dor aparente na ejaculacdo, com relutancia a cobertura. Os garanhdes
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afetados ndo exibem febre e sinais de dor no momento da mic¢do ou defecacdo na
maioria dos casos (FREESTONE et al., 1993; TIBARY & RODRIGUEZ, 2011).

A palpacéo transretal pode ndo revelar achados significativos (BLANCHARD et
al., 1988). Em alguns animais as glandulas vesiculares se encontram aumentadas de
tamanho, firmes, e o garanhd demonstra sensibilidade ao toque (MALMGREN &
SUSSEMILCH, 1992).

Contudo, segundo McDonnell (2008), a vesiculite seminal pode ser uma das
possiveis causas do comportamento de auto-mutilagdo em cavalos, como olhar e morder
o flanco, rolar, pinotear e escoicear o abdomen.

Freestone et al. (1993) relataram um caso incomum de vesiculite seminal
unilateral em um garanhdo que apresentou sinais intermitentes de cdlica durante um

periodo de quatro meses.

Espermiograma

Na espécie equina o sémen possui coloracdo branca ou branco-acinzentada e
outros tipos de coloragdes podem indicar alteragbes. Amostras contaminadas com
sangue ou material purulento, levam a suspeita de vesiculite seminal (TIBARY et al.,
2009).

A infeccdo da glandula vesicular resulta em acimulo de material purulento e/ou
sanguinolento no interior das vesiculas seminais, que é lancado no sémen no momento
da ejaculacdo (MIRAGAYA et al., 2011). Dessa forma, a alteracdo das vesiculas pode
ser identificada pela presenca de células polimorfonucleares e/ou hemacias no
ejaculado, denominados piospermia e hemospermia, respectivamente. A presenca de
células inflamatorias causa aglutinacdo, precipitacdo, e reducdo da motilidade
espermatica (TIBARY & RODRIGUEZ, 2011; VARNER et al., 2011).

Exame ultrassonografico

A imagem bidimensional das glandulas sexuais pode ser obtida com o uso da
ultrassonografia. Embora a avaliagdo ultrassonogréfica tenha sido introduzida na prética
veterinaria na década de oitenta, este exame ainda hoje ndo € rotineiramente realizado
durante a avaliacdo do trato reprodutor de garanhdes (POZOR, 2005), sendo somente
utilizado quando hé indicagéo clinica (MALMGREN & SUSSEMILCH, 1992).


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DSussemilch,%2520B.-I.%26authorID%3D24323015600%26md5%3Dafe5b94237e933cb1de5e0301a22165e&_acct=C000049647&_version=1&_userid=972052&md5=5be4ce30196f5d2483e159554b979e2c
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Esse exame pode ser utilizado em associagdo com a palpagéo transretal quando
se deseja obter informagdes do trato genital interno, na avaliagdo do tamanho,
consisténcia, ecogenicidade e conteudo das estruturas (BLANCHARD & VARNER,
1992).

O conhecimento da aparéncia ultrassonogréfica normal é fundamental quando se
deseja detectar possiveis anormalidades (MALMGREN & SUSSEMILCH, 1992). As
vesiculas seminais apresentam-se como sacos achatados dorsolaterais a bexiga de
formato variando de oval a triangular, dependendo do grau de atividade sexual do
animal (MALMGREN & SUSSEMILCH, 1992; POZOR & MCDONNELL, 2002). A
parede muscular delgada é discretamente mais hiperecogénica em relacdo a mucosa que
reveste o interior da glandula. O conteddo luminal apresenta-se geralmente
hipoecogénico quando a vesicula seminal apresenta-se distendida por fluido
(BLANCHARD & VARNER, 1992), porém a aparéncia ultrassonografica da secrecéo
vesicular pode variar, dependendo de sua composicao, entre garanhdes (MALMGREN
& SUSSEMILCH, 1992).

Pozor & Mocdonnell (2002) demonstraram consideravel variabilidade no
tamanho, forma e aparéncia ultrassonogréafica das glandulas sexuais acessdrias de
garanhfes saudaveis. Essas diferencas variaram tanto entre garanhdes, quanto no
préprio garanhdo. Grande parte desta variabilidade pode ser atribuida a diferencas na
estimulacdo sexual e frequéncia de coberturas entre os animais. Em repouso sexual a
glandula apresenta-se achatada e alongada (Figura 2A), sendo dificil sua visualizacdo a
ultrassonografia. Quando preenchida por fluido durante a estimulagdo sexual, torna-se
arredondada, sendo facilmente visualizada na imagem ultrassonografica.

No caso de vesiculite seminal o exame ultrassonografico pode revelar uma
glandula com parede espessada e conteldo variando de anecdico a hiperecdico. O
acumulo de liquido pode conter detritos e particulas de fibrina (Figura 2B)
(BLANCHARD & VARNER, 1992). O tamanho da glandula pode estar bastante
aumentado e seu posicionamento alterado (SAMPER & TIBARY, 2006). Entretanto, a
aparéncia ultrassonografica de vesiculite seminal pode variar entre 0s animais
acometidos (MALMGREN & SUSSEMILCH, 1992; POZOR, 2005). Em casos de
vesiculites cronicas, as glandulas vesiculares podem se tornar diminuidas, firmes e
desprovidas de conteudo (SAMPER & TIBARY, 2006).

Dessa forma, a ultrassonografia contribui para detectar possiveis alteragdes nas

glandulas vesiculares, sobretudo quando ha alteracbes grosseiras. Contudo ndo €
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suficiente para estabelecimento do diagnostico de vesiculite seminal, uma vez que

fornece um nimero elevado de diagnosticos inconclusivos (POZOR, 2005).

FIGURA 2. A) Imagem ultrassonogréafica de uma glandula vesicular normal. B)
Imagem de uma glandula vesicular acometida por vesiculite seminal contendo

particulas hiperecoicas decorrentes do processo inflamatorio.

Exame endoscopico

Videoendoscopios flexiveis ou de fibra déptica de no minimo 100 cm de
comprimento e com um diametro ndo superior a 10 mm podem ser utilizados para um
exame completo do trato urogenital de garanhdes (TIBARY, 2007; SCHUMACHER &
VARNER, 2008; CHENIER, 2009; MENZIES-GOW, 2011), incluindo a visualizagéo
da uretra peniana, uretra pélvica, glandula vesicular e bexiga urinaria (BALL, 2008).

A mucosa uretral possui coloracdo rosea palida, e contém numerosas dobras
longitudinais. Sua aparéncia e a técnica de avaliacdo sdo semelhantes as do es6fago
(BERTONE, 1998). A vascularizagdo do tecido submucoso torna-se mais evidente
conforme o endoscopio progride em direcéo a bexiga. Quando o aparelho alcancga o arco
isquiatico, o operador consegue perceber o trajeto curvilineo que o equipamento realiza
(BRINSKO et al. 2011), e a imagem endoscépica torna-se invertida (TIBARY, 2007).
Ocorre um alargamento da uretra e as aberturas dos multiplos ductos das glandulas
bulbouretrais podem ser visualizadas em duas fileiras ao longo do teto da uretra pélvica,
gue na imagem endoscopica, situa-se ventralmente. Imediatamente apds estas aberturas
encontra-se uma elevacéo da mucosa, que consiste no coliculo seminal (TIBARY, 2007;
MENZIES-GOW, 2011). As aberturas das glandulas vesiculares podem ser canuladas
neste local com um cateter de polietileno de pequeno didmetro, permitindo a coleta de



31

amostra do conteddo dessas glandulas, bem como a instilacdo de medicamentos no
interior das mesmas (TIBARY, 2007; CHENIER, 2009; BRINSKO et al., 2011).

A endoscopia € o0 exame de eleicdo para estabelecimento do diagndstico
definitivo de vesiculite seminal, uma vez que permite a visualizacdo do Iumen da
glandula e a coleta de amostras para cultura bacteriana e antibiograma (BALL, 2008;
BRINSKO et al., 2011). Além disso, possibilita o diagnostico de lesbes uretrais que
levam a presenca de sangue no ejaculado, sendo esse um diagndstico diferencial de
vesiculite seminal (MENZIES-GOW, 2011).

Dentre as quatro glandulas sexuais acessorias, apenas a vesicula seminal possui
acesso endoscopico (Figura 3 A e B), devido ao seu ducto complacente e amplitude do
l[imen (TIBARY, 2007).

A lavagem do lumen das glandulas vesiculares seguida de instilacdo de
antibidticos parece ser o tratamento mais efetivo nos casos de vesiculite em garanhdes
(CHENIER, 2009; BRINSKO et al., 2011; MIRAGAYA et al.; 2011).

FIGURA 3. A) Imagem endoscépica do momento em que a abertura de um dos ductos
ejaculatorios € cateterizada para posterior introdugdo do endoscopio na vesicula
seminal. B) Aspecto de uma vesicula seminal normal. C e D) Aspecto de duas vesiculas

seminais apresentando contetdo purulento decorrente de vesiculite seminal.
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Coleta fracionada de sémen

Durante o processo de ejaculacdo, ocorre o preenchimento da uretra pélvica com os
fluidos das glandulas anexas, isto desencadeia sinais sensoriais eferentes que levam a uma
resposta do sistema nervoso parassimpatico motor, promovendo a expulsdo do sémen pela
uretra por contracbes ritmicas e vigorosas dos mausculos isquiocavernoso,
bulboesponjoso e uretral (McDONNELL, 1992).

No garanhdo a ejaculagdo é constituida por cinco a oito jatos, sendo estes
divididos em fracbes pré-espermaticas, fracGes ricas em espermatozoides e fracOes
pobres em espermatozoides. As primeiras fracdes sdao compostas pelas secrecdes da
préstata e glandulas bulbo-uretrais, apresentam aspecto fluido e translucido e contém
raros ou nenhum espermatozoide. Em seguida as fragdes ricas em espermatozoides, sdo
compostas pelas secrecdes da rede testis, epididimos e ampolas dos ductos deferentes.
As ultimas fracGes, pobres em espermatozoides, sdo compostas principalmente pela
secrecdo das vesiculas seminais (AMANN & GRAHAM, 1993).

Dessa forma, a coleta fracionada do sémen pode ser utilizada na tentativa de
localizar a fonte de contaminacdo, mediante visualizacdo do aspecto de cada fragéo do
ejaculado e cultura bacteriana (CHENIER, 2009; TIBARY & RODRIGUEZ, 2011).

2.2.4. Progndstico

O prognéstico de vesiculite seminal em garanhdes é reservado, devido a
ineficiéncia de protocolos terapéuticos convencionais e altas taxas de recorréncia,
levando, muitas vezes, a retirada dos animais acometidos da atividade reprodutiva
(SAMPER & TIBARY, 2006).

Comerford et al. (2011) relataram um caso de vesiculite seminal em um
garanh&o causada por Pseudomonas aeruginosa que culminou em epididimite, orquite e
periorquite, por contaminagdo ascendente. Apos diversas tentativas de tratamento local
e sisttmico com antibioticos, o animal ndo conseguiu eliminar a infeccdo e foi
submetido a orquiectomia bilateral.

Pinto et al. (2014) relataram um caso semelhante de epididimite e orquite,
secundarias a vesiculite seminal, causados por Klebsiella pneumoniae. Nesse caso apds
tratamento sistémico e local o animal obteve melhora clinica, apesar de ndo ter

eliminado completamente a piospermia.
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2.2.5. Tratamento de vesiculite seminal e processamento do sémen contaminado

O tratamento da vesiculite seminal apresenta alguns obstaculos para se tornar
eficiente, sendo o primeiro deles a farmacocinética e farmacodindmica da maioria dos
medicamentos disponiveis (SAMPER & TIBARY, 2006) e o segundo diz respeito a
baixa vascularizagdo da glandula (Figura 4) (Dados ndo publicados).

A maioria dos antibidticos ndo chega as glandulas sexuais acessoOrias em
concentracdes adequadas por ndo atingirem boa penetracdo no trato genital interno,
quando administrados sistemicamente (CHENIER, 2009; MIRAGAYA et al., 2011;
TIBARY & RODRIGUEZ, 2011; VARNER et al., 2011). Caracteristicas favoraveis de
antimicrobianos para a penetracdo em glandulas sexuais acessorias incluem alta
solubilidade em lipideos, pequeno tamanho molecular, pouca afinidade de ligacdo a
proteinas plasmaticas e um pKa elevado. Entretanto, poucos antibacterianos possuem
tais caracteristicas (FENNELL et al., 2010).

FIGURA 4. Avaliagdo hemodindmica por ultrassonografia Color-Doppler,
demonstrando baixa vascularizacdo da parede da glandula vesicular de um garanh&o

saudavel.

Os estudos que envolvem outras espécies tém revelado que sulfonamida-
trimetoprim e enrofloxacina possuem boa passagem para a prostata e vesicula seminal,
e, portanto, podem ser os antibiéticos de escolha para a terapia parenteral de garanhdes
com vesiculite seminal causada por bactérias sensiveis a estes farmacos (VARNER &
SCHUMACHER, 2011).
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O tratamento sistémico em bovinos acometidos por vesiculite seminal é descrito
por um periodo prolongado de duas a quatro semanas (BRUCE et al., 2008). Alguns
relatos de tratamento de vesiculite seminal em equinos que obtiveram sucesso clinico
foram descritos por Freestone et al. (1993), no qual utilizaram sulfonamida-trimetoprim
e por Blanchard et al. (1988), que utilizaram enrofloxacina. No entanto, Blanchard et al.
(2002) relataram o caso de um garanhdo com vesicule seminal causada por
Acinetobacter calcoaceticus, susceptivel a enrofloxacina no antibiograma, que néo
obteve melhora clinica ap0s tratamento parenteral por 15 dias com o farmaco.

A lavagem direta do lomen glandular com solucdo fisioldgica, seguida de
infusdo com antibidtico é considerada o método terapéutico de eleicdo. Essa terapia
requer repeticdes por periodo prolongado (MIRAGAYA et al., 2011; TIBARY &
RODRIGUEZ, 2011). As glandulas afetadas sdo previamente lavadas com uma grande
quantidade de solu¢do salina e em seguida a droga antimicrobiana apropriada € instilada
diretamente no lumen glandular. Algumas drogas devem ser tamponadas para evitar
reacdo local e este protocolo é geralmente repetido diariamente durante no minimo
cinco dias consecutivos (VARNER & SCHUMACHER, 2011).

Alguns autores associaram a terapia local a terapia sistémica, na tentativa de
aumentar a biodisponibilidade da droga no trato reprodutor (TURNER, 2011). A
lavagem direta da glandula vesicular e infusdo com amicacina combinados com o
tratamento oral utilizando sulfonamida-trimetoprim, durante oito dias consecutivos, foi
descrito para o tratamento de um animal que apresentava vesiculite seminal causada por
Proteus vulgaris, o qual obteve sucesso clinico ao término do tratamento (GAY &
PERRIN, 1999).

A vesiculectomia seminal foi descrita como um método terapéutico, porém nao
tem sido utilizada rotineiramente (MIRAGAYA et al, 2011; TIBARY &
RODRIGUEZ, 2011). O procedimento cirurgico é considerado dificil e pode resultar
em complicagdes pos-operatorias, incluindo hemorragia, infecgdo e danos aos nervos ou
masculos pélvicos, que podem interferir na ejaculagdo (VARNER & SCHUMACHER,
2011). H& apenas um relato na literatura por Deegen et al., (2009) de sucesso
terapéutico em um garanhdo com vesiculite seminal, onde foi utilizada a técnica de
vesiculectomia descrita em touros.

A inclusdo de antibidticos no diluente do sémen de garanhdes afetados tem sido
descrita como auxilio no controle de crescimento bacteriano no sémen e no trato genital

da égua, minimizando os efeitos deletérios ao sémen e reduzindo os riscos para a fémea
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(FENNELL et al., 2010). Entretanto, estudo realizado por Ortega-Ferrusola et al. (2009)
demonstou que microorganismos patogénicos apresentaram crescimento no sémen
diluido em extensor comercial, apos refrigeracao e congelacéo.

Estudo realizado por Ramires-Neto et al. (Dados ndo publicados) demonstrou
menor contaminacao bacteriana e superioridade do sémen diluido com Botusemen® em
relacdo ao sémen diluido com INRA96® para alguns pardmetros de cinética
espermatica. Esta observacéo ja havia sido descrita por Brinsko et al. (2011), sugerindo
que a concentracdo de antibidticos nesse diluente pode ser insuficiente, indicando a
inclusdo de 1 mg/mL de Ticarcilina. Esse fato reafirma a necessidade de uma selecao
adequada de antibidticos no diluente e do desenvolvimento de técnicas para remogao ou
minimizacao da carga bacteriana antes do armazenamento do sémen.

Estudo realizado por Sancler-Silva et al. (2012), demonstrou que o0
processamento do sémen com alta carga de leucécitos proveniente de um garanhdo com
vesiculite seminal, através de filtragem em filtro de membrana hidrofdbica sintética de 2
um de diametro (SpermFilter®) e posterior centrifugacdo em um gradiente de densidade
a base de particulas de silica, obteve bons resultados de fertilidade em programas de
inseminacao artificial.

Estudo realizado pelo mesmo grupo de pesquisa demonstrou superioridade da
porcentagem de espermatozoides com membrana plasmatica integra do sémen filtrado
em SpermFilter® em comparagdo ao sémen néo filtrado, apds 24 horas de refrigeracéo.
Além disso, esse mesmo estudo revelou maiores contagens de Unidades Formadoras de
Col6nias (UFC) para o sémen puro, seguido do sémen diluido e uma menor contagem
para o sémen diluido e filtrado em hidrofébica sintética de 2um de diametro, sugerindo

uma minimizag&o da carga bacteriana no ultimo grupo avaliado (Dados em publicacéo).

2.2.6. Influéncia da vesiculite seminal na qualidade do sémen equino

Diversos estudos em humanos (ELEY et al., 2005; SATTA et al.,, 2006;
VIGNERA et al., 2011) e estudos recentes em equinos (ORTEGA-FERRUSOLA et al.,
2009; FENNEL et al., 2010) demonstraram que a presenca de leucocitos e bactérias no
sémen levam ao aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS) e producdo de
citocinas pro-inflamatérias afetando, com isso, a integridade de membranas, funcéo
mitocondrial e integridade de DNA, acarretando em aumento da expressdo de

marcadores de apoptose na célula espermatica. Como resultado desse efeito deleterio,
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observa-se reducdo da motilidade espermatica, da longevidade e fertilidade do sémen
(VIGNERA et al., 2011).

Os efeitos da hemospermia em um programa de reproducdo equina sdo
devastadores, uma vez que garanhGes com hemospermia severa apresentam
subfertilidade ou infertilidade. A contaminacdo significativa do ejaculado com sangue
reduz drasticamente as taxas de concepcdo (VOSS et al., 1976).

O mecanismo exato pelo qual o sangue interfere na qualidade e fertilidade
seminal ainda ndo é bem definido (TURNER, 2011). Um estudo em equinos sugere que
a série vermelha do sangue é responsavel pela reducdo da qualidade seminal e
consequente redugédo da fertilidade em casos de hemospermia. Nesse estudo 50% de
éguas inseminadas com sémen contaminado apenas com soro foram capazes de gestar,
em contrapartida, apenas 7,7% de éguas inseminadas com sémen contaminado com
sangue total desenvolveram uma gestacdo (VOSS et al., 1976). Voss & Wotowey
(1972) demonstraram que 20% de sangue total no ejaculado de equinos foram deletérios
para a fertilidade.

Estudo realizado por Sancler-Silva et al. (2013) avaliou a influencia da adi¢édo
de 2% v/v de sangue total ao sémen apds incubacdo a 37°C por 15 minutos e apos
centrifugacdo a 600 x g por 10 minutos. No momento pés-incubacdo ndo houve
diferencas quanto aos parametros de cinética espermatica entre o grupo acrescido de 2%
de sangue e o grupo controle (sem adi¢do de sangue). Entretanto, ap0ds a centrifugacao o
sémen contaminado apresentou menores valores de motilidade total, motilidade
progressiva e porcentagem de espermatozoides rapidos, sugerindo um efeito deletério
da centrifugacdo quando ha presenca de sangue, que pode estar relacionado a lise de
hemécias.

Rijsselaere et al. (2004) demonstraram que a hemospermia é ainda mais
prejudicial ao sémen canino congelado e concluiram que quando as amostras sdo
congeladas ocorre a lise de hemécias liberando elevadas quantidades de hemoglobina. A
hemoglobina constitui 90% das hemacias, e € composta por proteinas e ferro. O ferro
guando livre atua diretamente nas membranas lipidicas causando danos peroxidativos e
gerando grande quantidade de ROS.

A presenca de leucocitos no sémen de garanhdes e considerada uma condicéo
incomum e indica um processo infeccioso no trato genital (VOSS & MCKINNON,
1993). Até mesmo em baixas quantidades os leucocitos podem interferir na funcao
espermatica (BAUMBER et al., 2002).
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Em alguns casos, a motilidade espermatica pode parecer adequada, mesmo na
presenca de grandes numeros de globulos brancos. No entanto, durante o processo de
armazenamento ocorre reducdo gradativa da viabilidade dos espermatozoides,
reduzindo dessa forma a fertilidade do garanhdo (VOSS & MCKINNON, 1993).

A contaminacéo leucocitaria do sémen é uma importante fonte de ROS. Em um
ejaculado contaminado por leucdcitos existem duas fontes produtoras de ROS, os
espermatozoides e os leucocitos. Em ambas as células 0 mecanismo de geracdo de ROS
é similar durante o metabolismo celular, sendo a membrana plasmatica e mitocondrias
os dois maiores sitios produtores. Entretanto, os leucdcitos podem produzir até cem
vezes mais ROS do que a celula esperméatica (BAUMBER et al., 2002).

Existem poucos estudos sobre os efeitos deletérios que os leucdcitos exercem no
sémen de garanhd@es. Estudo realizado por Baumber et al. (2002) demonstrou resultados
semelhantes aos encontrados em humanos. Amostras de sémen incubadas com
neutrofilos ativados a 38°C durante 30 minutos demonstraram aumento significativo na
producdo de ROS e decréscimo proporcional da motilidade espermatica.

A contaminacdo do ejaculado por bactérias patogénicas, pode induzir a ativacéo
de caspases nos espermatozoides, promovendo perda da funcdo espermaética e indugédo
da apoptose. Tal deterioracdo é mais expressiva durante o processo de armazenamento
do sémen. Além disso, o fenbmeno de apoptose da célula espermatica pode também ser
induzido pela producdo excessiva de ROS e por lipopolissacaridios de membrana,
especialmente no caso de bactérias Gram-negativas (BAUMBER et al., 2002;
VIGNERA et al., 2011)

Os gldbulos brancos normalmente produzem ROS em quantidades muito
elevadas, sobretudo H,0,. A presenca, de até mesmo, discretas quantidades de globulos
brancos no sémen equino pode ter um impacto prejudicial sobre a qualidade seminal
(BALL, 2011).

O estresse oxidativo € um importante componente da citopatologia espermatica
em equinos, sobretudo durante o processo de armazenamento (BALL, 2008). Embora
todas as células necessitem de oxigénio para gerar energia e desempenhar suas funcoes
vitais, esse processo também gera um numero elevado de metabolitos, dentre eles as
especies reativas de oxigénio, que sdo toxicas as células (BALL, 2011).

Entre os danos que as ROS promovem aos espermatozoides estdo as lesdes
mitocondriais, fragmentacdo do DNA, capacitacdo espermatica precoce, peroxidacdo
lipidica de membranas celulares e inducéo da apoptose (VIGNERA et al., 2011).
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O plasma seminal contém enzimas capazes de degradar as ROS, como a
catalase, a superoxido dismutase e a glutationa peroxidase (BALL, 2011). O peroxido
de hidrogénio (H,O,) parece ser a espécie reativa de oxigénio mais deletéria aos
espermatozoides. A catalase possui papel fundamental na degradacdo do H,O,
protegendo os espermatozoides aos danos oxidativos. Essa enzima esta presente,
normalmente, em quantidades elevadas no sémen equino (BAUMBER et al., 2002).

Qualquer desequilibrio entre a producao ou degradacdo de ROS no sémen pode
ter efeitos graves sobre a funcdo espermatica (BALL, 2008). Os efeitos do estresse
oxidativo sdo particularmente importantes durante o processo de armazenagem do
sémen, uma vez que nessas situacdes o plasma seminal é praticamente todo removido,
reduzindo sua capacidade antioxidante. Além disso, espermatozoides anormais também
produzem niveis mais elevados de ROS (BAUMBER et al., 2002).
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3. OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram:

Experimento | — Avaliacéo de fatores predisponentes e principais bactérias envolvidas
na etiopatogenia de vesiculite seminal em garanhdes

v'Avaliar o histérico de garanhdes com vesiculite seminal e os principais
fatores predisponentes para o surgimento da enfermidade, observando caracteristicas
como idade, tempo de evolucdo, manejo reprodutivo, parametros seminais e bactérias

envolvidas.

Experimento Il - Efeito do tratamento local de vesiculite seminal sobre a qualidade

do sémen equino a fresco

v' Avaliar a eficacia do tratamento local e sua influéncia sobre os parametros
seminais de pH, osmolaridade, volume, cinética e morfologia espermaica, integridade
de membrana plasmaéica, porcentagem de leucdcitos, nimero de Unidades Formadoras
de Coldnia (UFC/mL) e de teor de 6xido nitrico no plasma seminal, sobre a qualidade

do sémen fresco.

Experimento 111 - Impacto da vesiculite seminal e efeito do tratamento local sobre a
qualidade do sémen equino refrigerado

v' Auvaliar o impacto de vesiculite seminal e do tratamento local sobre o
aproveitamento biotecnolégico do sémen equino refrigerado, quanto a cinética

espermatica e integridade de membrana plasmatica;

v' Auvaliar qual temperatura de armazenagem (5°C ou 15°C) é mais eficiente

em manter a qualidade seminal antes e apos o tratamento local de vesiculite seminal.

Experimento 1V - Efeito do tratamento local sobre a qualidade do sémen equino
congelado

v" Auvaliar o impacto de vesiculite seminal e do tratamento local sobre o
aproveitamento biotecnolégico do sémen equino congelado, quanto a cinética
espermatica, integridade de membrana plasmatica, indice de peroxidagéo lipidica e teor
de ROS;
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4. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi subdividido em quatro experimentos complementares, de
acordo com 0s objetivos propostos anteriormente, a fim de melhorar a organizacgéo e
compreensdo dos resultados. Em todos os experimentos foram utilizadas as mesmas
partidas seminais, mudando basicamente, com excessdo do primeiro experimento, 0

modo de processamento do sémen (fresco, refrigerado ou congelado).

4.1. Experimento |

4.1.1. Animais e local da pesquisa

Foram utilizados 6 garanhfes com idades entre 7 e 19 anos (média de
11,8+1,83), sendo trés da raca Quarto de Milha, um da raca Apaloosa, um da racga
Crioula e um da raca Mangalarga Paulista.

Cinco garanhdes eram provenientes de propriedades localizadas no estado de
Sdo Paulo (municipios de Cesario Lange, Tatui, Guarei, Botucatu e Avaré) e um
garanhdo proveniente do estado do Paran& (muncipio de Curitiba).

Dos seis animais, dois foram atendidos no Departamento de Reprodugdo Animal
e Radiologia Veterinaria da FMVZ — UNESP — Botucatu, os demais foram avaliados na
propriedade de origem.

O animal nimero 6 ndo pode ser utilizado nos experimentos |1, Il e IV por
manifestar durante o periodo de selecdo, epididimite e orquite agudas, concomitante ao
processo de vesiculite seminal. Dessa forma, cinco animais foram selecionados para 0s

demais estudos.

4.1.1.1. Método de inclusdo dos animais no estudo

O critério para inclusdo dos animais no presente estudo foi o histérico de
contaminagdo do sémen com sangue ou pus. A partir dessa informacéo foi realizado o
exame andrologico completo com anamnese (histérico clinico e reprodutivo), coleta e
avaliacdo do sémen, palpacdo transretal, ultrassonografia e endoscopia das vesiculas

seminais.
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No espermiograma foi avaliado o volume, coloragdo, concentracdo e motilidade
espermatica e presenca de células sanguineas (leucécitos ou hemacias). O sémen foi
coletado utilizando materiais estéreis em vagina artificial modelo Botucatu'. Uma
aliquota sem adicéo de diluente era acondicionada em tubo falcon estéril para posterior
realizacdo de cultura bacteriana (conforme descrito no item 4.1.2.2.).

Na palpacdo transretal foi avaliado se o animal apresentava sensibilidade
dolorosa e se as glandulas vesiculares possuiam aumento de volume.

No exame ultrassonografico foram avaliados espessura de parede e 0 aspecto do
conteddo das vesiculas seminais direita e esquerda.

No exame endoscépico foram avaliados o aspecto da mucosa e do contetdo
(caso houvesse) das duas glandulas vesiculares, adicionalmente foi realizado o lavado
vesicular para coleta de material para cultura e antibiograma (conforme descri¢cdo nos
item 4.1.2.1. e 4.1.2.2., respectivamente).

O diagnostico definitivo de vesiculite seminal foi estabelecido quando o animal
apresentou hemacias e/ou leucécitos no sémen, presenca de conteudo sanguinolento ou
purulento no interior de uma ou ambas as vesiculas seminais e resultado positivo na

cultura bacteriana do lavado vesicular.

4.1.2. Exame microbiol6gico
4.1.2.1. Coleta do conteudo vesicular

As coletas do conteudo vesicular foram realizadas mediante endoscopia, sempre
em duplicata, com intervalo de uma semana entre elas. Antes do procedimento 0s
animais foram colocados em tronco de contencéo e sedados com Cloridrato de Xilazina®
a 10 % na dose 1 mg/Kg por via intravenosa e Maleato de Acepromazina’ a 1% na dose
de 0,1 mg/Kg, visando a contencdo quimica e exposi¢do do pénis por um periodo de 30
minutos. Apds exposicdo do pénis foi realizada a limpeza da glande, fossa e processo

uretral com agua corrente.

1. Vagina Artificial: Botupharma Ltda., Botucatu/SP, Brasil.
2. Xilazina (Sedomin): Kénig S.A, Avellaneda/Buenos Aires, Argentina.
3. Acepromazina (Apromazin): Syntec do Brasil Ltda., Sdo Paulo/SP, Brasil.
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No minimo trés pessoas foram necessarias para a realiza¢cdo do procedimento,
sendo a primeira encarregada de operar o aparelho, a segunda encarregada de introduzir
a sonda na uretra peniana e a terceira encarregada de auxiliar na instilagdo de solucéo e
nas demais necessidades do procedimento.

Foi utilizado um videoendoscépio flexivel' com comprimento de 300 cm e
didmetro de 9,8 mm. Um catéter de polipropileno estéril foi utilizado para guiar a
entrada do endoscopio nas aberturas dos ductos ejaculatérios na regido do coliculo
seminal.

Ap0s acessar o limen glandular, um volume de 60 a 100 mL de solucdo de
Ringer Lactato’ era instilado de forma a preencher todo o interior da vesicula, e através
de uma bomba de succgdo a vacuo®, era realizada a aspiracio do contetido.

As amostras eram acondicionadas em tubo falcon estéril e encaminhadas ao
Laboratdrio de Microbiologia da FMVZ — UNESP — Botucatu — SP para realizacdo de
cultura bacteriana, seguida de antibiograma. Quando o exame era realizado na
propriedade, as amostras eram refrigeradas & 5°C em caixa isotérmica Botuflex”, por um

periodo maximo de 3 horas.

4.1.2.2. Cultura bacteriana e antibiograma

No Laboratério de Microbiologia da FMVZ — UNESP — Botucatu as amostras de
sémen e do lavado vesicular foram semeadas em placas de Petri contendo Agar
acrescido de sangue ovino desfibrinado a 5% (Agar-sangue) e em placas de Petri
contendo Agar MacConkey. Ap6s semeadura, as placas foram mantidas em estufa a
37°C em condic¢des de aerobiose por um periodo de 72 horas. As leituras do crescimento
microbiano foram realizadas com 24, 48 e 72 horas apds incubacdo, sendo as coldnias
isoladas examinadas fenotipicamente mediante caracteristicas macroscopicas das
colénias (forma, tamanho, elevacdo, bordos, caracteristica da superficie — lisa ou
rugosa, estrutura, coloracdo e aspecto), microscopicas mediante caracteristicas

morfotintoriais (coloragdo de Gram) e testes bioquimicos.

1. PortoScope (PVS93M System): PortoScope™, Orlando/FL, Estados Unidos.

2. Solucdo de Ringer com Lactato: Halexlstar IndUstria Farmacéutica, Goiania/GO, Brasil.
3. AspiraMax: NS Industria de Aparelhos Médicos Ltda., Sdo Paulo/SP, Brasil.

4. Caixa Isotérmica Botuflex: Botupharma Ltda, Botucatu/SP, Brasil
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Para identificagdo bioguimica de enterobactérias foi utilizado a prova de Citrato
EPM e Mili conforme descricdo de Krieg & Holt, (1994) e Trabulsi, (2005). Para
identificacdo de Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. foi utilizado a prova da
Catalase e para identificacdo de Pseudomonas spp. utilizou-se a prova da Oxalase.

Apo6s isolamento e identificagdo das coldnias, procedeu-se o teste de
sensibilidade bacteriana aos antibacterianos (antibiograma) pelo método semi-
quantitativo de Kirby-Bauer. Para isso, a cultura pura foi diluida em solucédo salina
estéril e 100 pL da suspenséo foi plaqueada em Agar Mueller-Hinton, por meio de uma
alca de Drigalski. Os discos' impregnados com as drogas foram colocados em pontos
equidistantes e a placa de Petri foi incubada a 37°C por 24 horas.

As drogas avaliadas foram: Amicacina, Amoxacilina associada ao Acido
Clavulanico, Carbenicilina, Ciprofloxacina, Enrofloxacina, Gentamicina,
Levofloxacina, Norfloxacina, Imipenem, Ampicilina, Ceftiofur, Ceftriaxona e
Ticarcilina associada ao Acido Clavulénico.

A partir da avaliacdo do halo inibitério ao redor do disco a bactéria foi
classificada em sensivel, parcialmente sensivel e resistente a droga em questdo. Essa
avaliacdo se baseou na Concentracdo Inibitéria Minima. A conversdo do didametro em
milimetros para a concentracdo inibitéria minima em pg/mL foi baseada em curvas
lineares de regressdo estabelecidas de acordo com normas da CLSI (CLSI - Manual
Clinical and Laboratory Standards Institute, 2013).

A escolha do antibiotico a ser utilizado no tratamento local foi realizada baseada
no resultado da cultura bacteriana e antibiograma. A escolha seguiu o critério do tipo de
bactéria isolada e sua sensibilidade ao farmaco. Quando mais de uma bactéria foi
isolada, todas deveriam apresentar sensibilidade ao farmaco em avaliagdo. Além disso,
levou-se em consideracdo a possibilidade de utilizacdo da droga de forma local. Na
auséncia de um farmaco em comum entre as bactérias isoladas, associaram-se duas
drogas sinergicas para o tratamento local.

Devido ao fato de ndo haver na literatura a especificagéo da dose para a infuséo
intra-vesicular de antibioticos, foram utilizadas as doses indicadas para infusdo intra-

uterina, de acordo com Leblanc (2008).

4. Discos de antibioticos: Oxoid Limited, Basingstoke/Hampshire, Inglaterra.
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4.2. Experimento 1
4.2.1. Animais e local da pesquisa

Foram utilizados 5 garanhBes com idades entre 7 e 19 anos (média de
12,4+2,13), sendo dois da raca Quarto de Milha, um da raca Apaloosa, um da raca
Crioula e um da raca Mangalarga Paulista. Dois animais foram atendidos no
Departamento de Reprodugdo Animal e Radiologia Veterinaria da FMVZ — UNESP —
Botucatu, os demais foram avaliados na propriedade de origem.

4.2.2. Coletas e processamento do sémen antes do tratamento local

Uma vez estabelecido o diagnostico de vesiculite seminal (conforme descrito no
experimento 1), procedeu-se o inicio das coletas de sémen. Foram coletados dois
ejaculados antes de iniciar o tratamento local para vesiculite seminal (Momento 0, MO0)
com intervalo de 48 horas entre elas, utilizando vagina artificial modelo Botucatu®.

Uma parte do sémen fresco foi mantido in natura (sem adi¢do de diluentes).
Essa amostra foi utilizada para mensuracdo do pH, osmolaridade, concentracdo
espermatica, reservada para contagem de Unidades Formadoras de Col6nia por
mililitro (UFC/mL) e preparada para separa¢do do plasma seminal com a finalidade de
posterior dosagem de Oxido Nitrico.

Ainda com o sémen in natura foram realizados esfregacos em laminas de vidro
para microscopia, que posteriormente foram coradas com o kit de corantes rapidos
Pandtico?, para avaliacdo da porcentagem de leucdcitos na amostra.

Em um eppendorf um volume de 500 pL do sémen in natura foi diluido em 500
puL de Formol Salina a 10%, e esse material foi armazenado em geladeira a 5°C para
posterior realizacdo da analise de morfologia espermética em microscopio de contraste

de interferéncia diferencial de fase (DIC)®.

1. Vagina Artificial: Botupharma Ltda., Botucatu/SP, Brasil
2. Pandtico Rapido LB: Laborclin produtos para laboratério Ltda, Pinhais/PR, Brasil
3. Microscopio DIC — Leica DM 2500: Leica Microsystems, S&o Paulo/SP, Brasil
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Um volume de 1 mL da amostra in natura de sémen foi colocado em eppendorf
estéril, que foi posteriormente armazenado em freezer a —18°C para futura realiza¢do da
contagem de Unidade Formadora de Col6nias (UFC/mL).

O sémen in natura foi submetido a centrifugacdo a 600 x g por 10 minutos para
obtencdo do plasma seminal. Esse plasma foi acondicionado em eppendorfs estéreis e
mantido em freezer —18° C, para futura mensuragdo do teor de Oxido Nitrico.

A outra parte do sémen fresco foi diluida a uma concentracdo de 50x10°
espermatozoides/mL com o diluente Botusémen' e a partir dessa amostra foram
realizados as avaliagbes de cinética espermatica e avaliacdo da integridade de

membrana plasmatica.

4.2.3. Tratamento local de vesiculite seminal

Apos a ultima coleta de sémen pré-tratamento, iniciou-se o tratamento local do
garanhdo com antimicrobiano de eleicao.

Para o procedimento foi utilizado o mesmo equipamento endoscopico descrito
no experimento I. Ap6s acessar o lumen da vesicula seminal, com auxilio do cateter de
polipropileno, procedeu-se lavagens sucessivas (infuséo seguida de aspiracdo) com um
volume aproximado de 100 mL de solucéo de Ringer Lactato?, até o liquido recuperado
apresentar-se translucido.

Apobs o término das lavagens, foi aspirado todo o contetdo presente no lumen
glandular, seguido de infusdo do antibiotico de eleicdo em um volume variando de 30 a
60 mL, na dependéncia da droga utilizada e sua concentracéo.

Esse tratamento foi realizado em ambas as vesiculas seminais diariamente, por

dez dias consecutivos.

1. Diluente Botusémen: Botupharma Ltda, Botucatu/SP, Brasil
2. Solucdo de Ringer com Lactato: Halexlstar Industria Farmacéutica, Goiania/GO, Brasil.
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4.2.4. Coletas e processamento do sémen apds o tratamento local

Uma semana ap06s o término do tratamento foram iniciadas duas coletas de
sémen, com intervalo de 48 horas entre elas (Momento 1, M1) e um més apds o término
do tratamento foram realizadas duas novas coletas, com intervalo de 48 horas entre elas
(Momento 2, M2).

Essas amostras foram coletadas e processadas da mesma maneira do Momento 0

(coletas pré-tratamento), conforme descrito anteriormente no topico 4.2.2.

4.2.5. Anélise do sémen fresco

As anélises laboratoriais das amostras seminais foram conduzidas no Centro de
Biotecnologia e Diagndstico em Reproducdo Animal (CERAN), pertencente ao
Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, UNESP, Campus de Botucatu/SP. As analises nos momentos pré-
tratamento (MO0), uma semana pdés-tratamento (M1) e um més pos-tratamento (M2)

foram realizadas da mesma forma.

4.2.5.1. Caracteristicas fisico-quimicas

Apds a obtencdo do sémen as caracteristicas fisico-quimicas foram avaliadas
quanto ao volume, coloracao, pH, osmolaridade e concentracdo espermatica.

O volume seminal foi estabelecido com o auxilio de uma proveta de 100 mL; a
coloragédo foi determinada visualmente, sendo o sémen classificado em normal quando
apresentava-se branco ou branco-acizentado e alterado quando apresentava-se
avermelhado ou amarelado; o pH foi mensurado em pHmetro (Analion PM 608,
Analion®, Ribeirdo Preto/SP, Brasil); a osmolaridade foi determinada em osmémetro
(PZL1000, PZL tecnologia em equipamentos, Londrina/PR, Brasil); a concentracdo
espermatica (mm?) foi determinada por meio de cdmara hematocitométrica de Neubauer
(Optik Labor®, Lancing, Inglaterra) , sob microscopia de contraste de fase', em aumento de

200 vezes.

1. Microscépio de contraste de fase — Jenamed 2 Zeiss: Carls Zeiss, Munique, Aleméanha
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4.2.5.2. Cinética espermética

O sémen fresco diluido a uma concentragéo de 50x10° espermatozoides/mL foi avaliado
quanto a cinética espermatica pelo método computadorizado — CASA em relacdo aos
seguintes parametros: porcentagens de espermatozoides com motilidade total (MT),
motilidade progressiva (MP) e de espermatozoides rapidos (RAP), velocidade
progressiva (VSL, um/s), velocidade curvilinea (VCL, um/s) e velocidade de trajeto
(VAP, um/s). A descricdo do ajuste utilizado na analise esta disposto em anexo na

pagina 123.

4.2.5.3. Integridade de membrana plasmatica

A andlise da integridade de membrana plasmatica foi realizada pela técnica de
microscopia de epi-fluorescéncia’, utilizando-se a associacio das sondas fluorescentes
diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) e iodeto de propidio (IP) segundo
metodologia de Harrison e Vickers (1990). Nessa analise 100 células foram contadas,
sendo os espermatozoides corados integralmente em verdes considerados integros e 0s
espermatozoides corados em vermelho ou em verde e vermelho, considerados lesados.

A descricdo da preparacdo das solucGes bases esta disposta em anexo na pagina 124.

4.2.5.4. Morfologia espermatica

A andlise de morfologia espermatica foi realizada em microscopio de
interferéncia de contraste diferencial de fase (DIC)?. Para isso uma preparacio Uimida
mediante diluicdo de 500pL do sémen em 500uL de formol salina a 10% (1:1) foi
realizada e cem células foram avaliadas quanto & morfologia de cabeca e cauda,

resultando em uma porcentagem dos defeitos encontrados.

1. Microscdpio de epifluorescéncia- Leica DM LB: Leica Microsystems, Sdo Paulo/SP, Brasil
2. Microscépio DIC — Leica DM 2500: Leica Microsystems, S&o Paulo/SP, Brasil



50

4.2.5.5. Porcentagem de leucdcitos

A porcentagem de leucdcitos foi acessada mediante avaliagdo em microscopia
optica de luz' de esfregacos de sémen corados com kit de corantes hematoldgicos
(Panético Répido?). Cem células foram avaliadas entre leucdcitos e espermatozoides,

gerando uma porcentagem.

4.2.5.6. Dosagem de oxido nitrico (NO)

As amostras de plasma seminal foram descongeladas em temperatura ambiente
para realizacio das dosagens de Oxido Nitrico (NO) segundo metodologia descrita por
Bortoluzo (2004).

As concentracfes de nitrato (NOj3) e nitrito (NO;") foram determinadas pelo
método de reacdo colorimétrica de Griess em um espectrofotémetro (Multiskan EX
Primary EIA V 2.1-0) com absorbéancia de cor em 540 nm, para estimar a concentracao
de NO total, no Laboratério de Reproducdo e Melhoramento Genético Animal da
Universidade Estadual do Norte Fluminense.

As reacOes calorimétricas permitiram estimar o total de metabolitos (NO, e
NO;3) na amostra. Dessa forma, com a soma do total de nitrito e nitrato na amostra

determinou-se o valor de dxido nitrico total (NO).

4.2.5.7. Contagem das unidades formadoras de col6nias (UFC/mL)

Para realizar a contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC) das
amostras do sémen in natura, uma aliquota de 0,1 mL da amostra seminal foi diluida em
9,9 ml de solucdo salina. Uma aliquota de 0,1 ml desta amostra foi plaqueada em meio
Agar Muller-Hinton. As placas semeadas foram incubadas e as coldnias bacterianas
contadas ap6s um periodo de 24 horas. De acordo com a diluicdo realizada, o total de

coldnias identificadas representa 10° UFC/mL.

1. Microscdpio de luz — Jenamed 2 Zeiss: Carls Zeiss, Munique, Alemanha
2. Pandtico Rapido LB: Laborclin produtos para laboratério Ltda, Pinhais/PR, Brasil
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4.3. Experimento 111

4.3.1. Animais e local da pesquisa

Foram utilizados os mesmos garanhdes descritos no experimento II.

4.3.2. Coletas e processamento do sémen antes do tratamento local

Uma vez estabelecido o diagndstico de vesiculite seminal (conforme descrito no
experimento 1), procedeu-se o inicio das coletas de sémen. Foram coletados dois
ejaculados antes de iniciar o tratamento local para vesiculite seminal (Momento 0, MO0)
com intervalo de 48 horas entre elas, utilizando vagina artificial modelo Botucatu®.

O sémen foi diluido com o diluente Botusémen? até a concentragio de 50x10°
espermatozoides/mL. Metade da amostra foi acondicionada a 5° C e a outra metade a

15° C, em caixas isotérmicas de refrigeracdo Botuflex® por 24 horas.

4.3.3. Tratamento local de vesiculite seminal

O tratamento local de vesiculite seminal foi realizado conforme descrito no
experimento II.

4.3.4. Coletas e processamento do sémen apdés o tratamento local

Uma semana ap6s o término do tratamento foram iniciadas duas coletas de
sémen, com intervalo de 48 horas entre elas (Momento 1, M1) e um més ap6s o término
do tratamento foram realizadas duas novas coletas, com intervalo de 48 horas entre elas
(Momento 2, M2).

Essas amostras foram coletadas e processadas da mesma maneira do Momento 0

(coletas pré-tratamento) conforme descrigcdo no item 4.3.2.

1. Vagina Artificial: Botupharma Ltda., Botucatu/SP, Brasil.
2. Diluente Botusémen: Botupharma Ltda, Botucatu/SP, Brasil
3. Caixa isotérmica Botuflex: Botupharma Ltda, Botucatu/SP, Brasil
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4.3.5. Analise do sémen refrigerado

As amostras de sémen refrigeradas a 5°C e a 15°C foram avaliadas ap0s 24 horas
de armazenamento. Estas foram homogeneizadas e aquecidas a 37°C em banho-maria

seco’ durante cinco minutos, previamente & analise de cinética espermatica.

4.3.5.1. Cinética espermatica

Apo6s aquecido a 37° C, o sémen refrigerado foi avaliado em relacéo a cinética

espermatica seguindo mesma metodologia descrita no topico 4.2.5.2.

4.3.5.2. Integridade de membrana plasmatica

O sémen refrigerado foi avaliado em relacdo a integridade de membrana

plasmatica seguindo mesma metodologia descrita no topico 4.2.5.3.

4.4. Experimento IV
4.4.1. Animais e local da pesquisa

Foram utilizados os mesmos garanh@es descritos no experimento I1.

4.4.2. Coletas e processamento do sémen antes do tratamento local

Uma vez estabelecido o diagnoéstico de vesiculite seminal (conforme descrito no
experimento 1), procedeu-se o inicio das coletas de sémen. Foram coletados dois
ejaculados antes de iniciar o tratamento local para vesiculite seminal (Momento 0, M0)

com intervalo de 48 horas entre elas, utilizando vagina artificial modelo Botucatu®.

1. Banho-maria seco — Kacil BT 02: Kacil InduUstria e Comércio Ltda., Recife/PE, Brasil

2. Vagina Artificial: Botupharma Ltda., Botucatu/SP, Brasil.
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O sémen obtido foi diluido na proporcao de 1:1 (v/v) com o diluente Botusémen*
e posteriormente centrifugada a 600 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado
e o “pellet” ressuspendido com o diluente Botucrio® na concentragdo de 200x10°
espermatozoéides/mL.

Apos o envase em palhetas de 0,5 mL, as mesmas foram levadas a geladeira de
temperatura controlada (Minitub®) e permaneceram & 5°C por 20 minutos.

Posteriormente, foram acondicionadas em caixa isotérmica com capacidade de
45 litros, preenchida com nitrogénio liquido (N,) até a marca de 3,5 cm de altura. As
palhetas ficaram dispostas horizontalmente a 6,0 cm do nivel do nitrogénio liquido por
20 minutos e apods este periodo foram imersas (PAPA et al., 2008).

4.4.3. Tratamento local de vesiculite seminal

O tratamento local de vesiculite seminal foi realizado conforme descrito no
experimento II.

4.4.4. Coletas e processamento do sémen apos o tratamento local

Uma semana ap6s o término do tratamento foram iniciadas duas coletas de
sémen, com intervalo de 48 horas entre elas (Momento 1, M1) e um més ap6s o término
do tratamento foram realizadas duas novas coletas, com intervalo de 48 horas entre elas
(Momento 2, M2).

Essas amostras foram coletadas e processadas da mesma maneira do Momento 0
(coletas pré-tratamento) conforme descri¢do no item 4.4.2.

4.4.5. Analise do sémen congelado

Para a analise do sémen congelado as amostras foram descongeladas em banho-

maria® a 46°C durante 20 segundos.

1. Diluente Botusémen: Botupharma Ltda, Botucatu/SP, Brasil

2. Diluente Botucrio: Botupharma Ltda, Botucatu/SP, Brasil

3. Geladeira Minitub: Minitube do Brasil, Porto Alegre/RS, Brasil

4. Banho-maria — Tecnal TE 0501: Tecnal equipamentos para laboratério, Piracicaba/SP, Brasil
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4.4.5.1. Cinética espermética

Uma vez descongelado o sémen foi avaliado em relacdo a cinética espermatica

seguindo mesma metodologia descrita no topico 4.2.5.2.

4.4.5.2. Integridade de membrana plasmatica

O sémen foi avaliado em relacdo integridade de membrana plasmatica seguindo
mesma metodologia descrita no topico 4.2.5.3.

4.4.5.3. Avaliacdo morfofuncional por citometria de fluxo

O sémen congelado foi submetido as analises de citometria de fluxo. Utilizou-se
0 equipamento BD LSR Il (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) equipado
com lasers: azul 488-nm, 100 mW e vermelho 640-nm, 40 mW. Os dados foram
armazenados e avaliados por programa do mesmo fabricante BD FACSDiva™ software
v6.1.

As andlises realizadas foram: indice de peroxidacdo lipidica das membranas e
teor de espécies reativas de oxigénio (ROS).

Foram identificadas 2 populagdes celulares de acordo com o gréafico FSC x SSC,
sendo uma populacao formada por espermatozoides e leucdcitos (populacéo identificada
como TOTAL) e outra contendo espermatozoides e raros leucécitos (populagdo
identificada como SPTZ). Nao foi possivel separar totalmente os leucocitos dos

espermatozoides devido a falta de um marcador especifico para leucdcitos de equinos.

Indice de peroxidac&o lipidica

Este ensaio foi realizado seguindo metodologia de Guasti et al., 2012, utilizando
a probe C11-BODYPY (D-3861; Molecular Probes). Assim, uma amostra do sémen foi
diluida em TALP-PVA a uma concentracdo de 5x10° espermatozoides/mL com um
volume final de 500 pL. Estas amostras foram coradas com 0,5 puL de
C11BODIPY581/591 (1mg/mL), 5uL de IP (50ug/mL), 5 pL de H342 (100ug/mL) e
incubadas por 30 minutos a 37° C. Apos a incubacdo, foram realizadas 2 lavagens
consecutivas por centrifugacdo a 300 x g por 5 minutos com TALP-PVA e o pellet
ressupendido em 300uL de TALP-PVA. O tempo de avaliacdo das amostras no
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citdbmetro de fluxo foi de cinco minutos e os dados gerados foram arquivados para

posterior analise.

Teor de espécies reativas de oxigénio (ROS)

Para esta andlise foi utilizada a sonda  5-(-6)-carboxi-2,7-
diclorodihidrofluoresceindiacetato (carboxi-H2DCFDA; Molecular Probes) de acordo
com Guthrie e Welch (2007). Uma aliquota de 500 uL de sémen foi diluida em TALP
na concentracdo de 5x10° espermatozoides/mL e em seguida adicionados 0,5uL da
sonda DCFDA (concentracédo final de 20 uM), 5uL de IP (50pug/mL) e 5uL de H342
(100ug/mL). A solugéo foi incubada por 60 minutos em temperatura ambiente ao abrigo
de luz. O tempo de avaliacdo das amostras no citdmetro de fluxo foi de cinco minutos e

os dados gerados foram arquivados para posterior analise.



“Conheca todas as teorias, domine
todas as técnicas, mas ao tocar uma
alma humana, seja apenas outra

alma humana.”

Car( Gustav Jung

Analise Estatistica
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5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos experimentos Il, 111 e IV foram avaliados através do software
GraphPadlInstat 5.0 (San Diego, CA, USA) e expressos na forma de média e erro
padrdo. Os dados laboratoriais foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov para
verificagdo de normalidade ou homocedasticidade. Para as médias obtidas que
apresentaram distribuicdo normal foi utilizado a anélise de medidas repetidas (Two-
Way ANOVA) ¢ teste “T” de Student, considerando-Se 0s diferentes grupos como
tratamento e o efeito de garanhdo/ejaculado como blocos. Para os resultados
laboratoriais que ndo apresentaram distribui¢cdo normal e/ou variancias iguais (amostras
independentes) foi aplicado o teste ndo paramétrico de Dunn. Diferencas foram
consideradas significativas quando p<0,05 e tendéncias quando 0,05<p<0,1.

Para avaliacdo da associacdo entre as varidveis laboratoriais do experimento 1l
foi utilizado o teste de correlagcdo Pearson (Proc Corr®version 9.1.3, SASInstitute Inc.,
Cary, NC, USA). Os resultados gerados foram apresentados na forma de coeficiente de

correlagéo e diferencas significativas foram consideradas quando p<0,05.



“So uma vontade séria, um esforco
persistente  podem conduzir-te d
meta. Pois a sorte, essa jamais
constitui um mero acaso; e a vida, d
tua frente, so desenvolve o que lhe
deste - alem disso, nada mais.”

Goethe

Resultados
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6. RESULTADOS

6.1. Experimento | — Avaliacéo de fatores predisponentes e principais bactérias

envolvidas na etiopatogenia de vesiculite seminal em garanhdes
Animais

Durante o processo de triagem, nove garanhdes foram localizados com histdrico
compativel com vesiculite seminal, por apresentarem sangue ou pus no ejaculado. Os
dados apresentados na Tabela 1 demonstram o ndmero de animais avaliados, 0s
diagnosticos definitivos (estabelecidos por exame reprodutivo e endoscopia) e a

coloragdo do sémen no momento da primeira avaliagéo.

TABELA 1 - Numero de animais triados, diagnostico definitivo da enfermidade e a

coloracdo do sémen no momento do exame reprodutivo.

N° ANIMAIS TRIADOS DIAGNOSTICO COLOBAQAO DO
SEMEN
6 Vesiculite Seminal Amarelada
2 Fistula Uretral Avermelhada
1 Lesdo no Processo Uretral Avermelhada

As informacdes contidas na Tabela 2 dizem respeito as idades (em anos), ragas,
o tempo de evolucdo da doenca até 0 momento do exame reprodutivo de triagem (em
meses) e 0 manejo reprodutivo dos garanhdes selecionados para o estudo. A idade
variou de sete a dezenove anos, sendo a idade média e erro-padrdo (X + EP) de
11,8+1,83 anos. O tempo de evolucdo variou de um més e meio a trinta e seis meses,
sendo o tempo de evolucdo médio e erro-padrdo (X = EP) de 19,4+9,90 meses. Em
relacdo ao manejo reprodutivo, dos seis animais, quatro (66,7%) eram utilizados em
montas naturais, aléem da coleta de sémen com vagina artificial para programas de

inseminacao artificial.
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TABELA 2 - Idade (em anos), raca, tempo de evolucdo da enfermidade (em meses) e 0

manejo reprodutivo dos animais com vesiculite seminal.

GARANHAO IDADE RACA EVOLUCAO MANEJO REPRODUTIVO
(anos) (meses)
1 7 Quarto de Milha 4 Coleta de sémen / Monta Natural
2 9 Apaloosa 15 Coleta de sémen
3 12 Crioulo 6 Coleta de sémen / Monta Natural
4 15 Quarto de Milha 24 Coleta de sémen / Monta Natural
Mangalarga
5 19 Paulista 3 Coleta de sémen / Monta Natural
6 9 Quarto de Milha 60 Coleta de sémen

Os dados da Tabela 3 demonstram as caracteristicas seminais de coloracdo e

porcentagem de leucdcitos, detectados durante o exame reprodutivo de triagem dos seis

animais portadores de vesiculite seminal, cuja média e erro-padrdo (X + EP) foram de

36,8+2,36, a ocorréncia de distarbio ejaculatorio e histérico de orquite, periorquite e/ou

epididimite durante o tempo de evolucdo da doenca. A média e erro-padréo (X + EP) da

porcentagem de leucocitos dos cinco animais utilizados no presente estudo foram de

35,2+2,67. O distarbio ejaculatério observado em quatro dos seis animais (66,7%) foi a

falha da ejaculacdo. Em relacdo ao histérico de orquite, periorquite e/ou epididimite,

trés dos seis animais (50%) apresentaram algum grau de aumento de volume e

temperatura da regido escrotal e/ou epididimo durante a evolucdo da doenca.

TABELA 3 - Médias e erros-padrdo (X + EP) da porcentagem de leucdcitos, ocorréncia

de distarbio ejaculatorio e historico de orquite, periorquite e/ou epididimite.

GARANHAO COLORACAO LEUCO  DISTURBIO HISTORICO
SEMEN (%) EJACULATORIO (orquite/periorquite/epididimite)
Amarelada 32,5125 Presente Ausente
2 Amarelada 33+1,0 Ausente Ausente
Presente
3 Amarelada  39,5+4,5 Presente (orquite e periorquite)
Presente
Amarelada 4348,0 Presente (epididimite)
5 Amarelada 28+4,0 Presente Ausente
Presente
6 Amarelada 4546,0 Ausente (orquite e epididimite)

Na Tabela 4 estdo contidas as informacdes sobre a ocorréncia de tratamento com

antibiotico de forma sistémica e/ou local, anteriormente ao presente estudo. Dos seis
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animais, cinco (83,3%) foram submetidos a tratamento prévio com antibidticos, sendo
trés animais (50%) submetidos a tratamento sistémico e local e dois animais (23,3%)

submetidos apenas ao tratamento de forma sistémica.

TABELA 4 - Historico de tratamento com antibi6tico antes do presente estudo e a

forma de tratamento (sistémico e/ou local).

GARANHAO TRATAMENTO FORMA DE

PREVIO TRATAMENTO

1 Sim Sistémico / Local

2 Nao -

3 Sim Sistémico

4 Sim Sistémico / Local

5 Sim Sistémico

6 Sim Sistémico / Local

Exame microbioldgico

Os resultados das culturas bacterianas dos lavados das vesiculas seminais e do
sémen, coletados em duplicata, estdo descritos na Tabela 5 e Figura 5A.

O microorganismo mais prevalente nos lavados das vesiculas seminais foi a
Pseudomonas aeruginosa, sendo isolada em oito de doze lavados (8/12, 66,7%),
seguido pela Klebsiella pneumoniae (4/10, 33,3%), Streptococcus S-hemolitico (3/12,
25%), Escherichia coli (2/12, 16,7%), Pseudomonas fluorescens (1/12, 8,3%) e
Klebsiella oxytoca (1/12, 8,3%). No sémen o microorganismo mais prevalente foi
também a Pseudomonas aeruginosa (5/12, 41,7%) e Streptococcus B-hemolitico (5/12,
41,7%), seguidos da Escherichia coli (4/12, 33,3%), Streptococcus a-hemolitico (3/12,
25%), Klebsiella pneumoniae (3/12, 25%), Enterobacter aerogenes (2/12, 16,7%),
Pseudomonas fluorescens (1/12, 8,3%), Klebsiella oxytoca (1/12, 8,3%), Alcaligenes
faecalis (1/12, 8,3%) e Citrobacter diversus (1/12, 8,3%).

Em 66,7% dos casos, 0 microorganismo identificado no lavado da vesicula
seminal também foi identificado no sémen.

Uma média de 2,25 tipos diferentes de microrganismos foi encontrada para cada
amostra seminal quando comparada a uma media de 1,58 microorganismos isolados em

cada lavado da vesicula seminal (p<0,05).
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TABELA 5 - Microorganismos isolados da vesicula seminal e do sémen de garanhdes

com vesiculite seminal.

GARANHAO VESICULA SEMINAL SEMEN
E. aerogenes, S. b-hemolitico, S. a-hemolitico,
1 P. aeruginosa, S. b-hemolitico P. aeruginosa
1 K. pneumoniae, P. aeruginosa K. pneumoniae, S. a-hemolitico
2 P. aeruginosa E.coli, S. b-hemolitico
2 K. oxytoca, P. aeruginosa S. b-hemolitico
K. pneumoniae, S. b-hemolitico, E.
3 coli K. pneumoniae, K. oxytoca, P.fluorescens
3 P. aeruginosa, E. coli E. aerogenes, P. aeruginosa, E. coli
4 P. aeruginosa P. aeruginosa, E. coli
4 P. aeruginosa P. aeruginosa, S. b-hemolitico
S. b-hemolitico, S. a-hemolitico, P. aeruginosa,
5 S. b-hemolitico, P. fluorenscens E. coli
5 P. aeruginosa A. faecalis
6 K. pneumoniae K. pneumoniae, C. diversus
6 K. pneumoniae E. aerogenes

A Tabela 6 descreve as drogas de eleicdo para o tratamento local de vesiculite

seminal dos animais estudados, bem como as doses utilizadas. As drogas utilizadas

foram Amicacina, Ticarcilina associada ao Acido Clavulanico, Ceftriaxona, Ceftiofur,

Ciprofloxacina e Ceftriaxona (Figura 5B).

FIGURA 5. A) Cultura bacteriana de Pseudomonas aeruginosa. B) Antibiograma

caracterizado pelos halos de inibicdo ao redor dos discos impregnados com os antibidticos

avaliados.
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TABELA 6 - Drogas de elei¢do para o tratamento local de vesiculite seminal e a dose

por infusdo, para cada caso avaliado.

GARANHAO DROGAS UTILIZADAS
Amicacina (1g) + Ticarcilina & Ac.Clavulanico (3g)
Ceftriaxona (19)
Ceftiofur (19)

Ciprofloxacina (200mg)
Amicacina (1g) + Ceftriaxona (19)

gaa b~ W N -

Observagdes pos-tratamento

Apds uma semana do término do tratamento as amostras seminais de quatro dos
cinco garanhdes avaliados apresentaram coloracdo branco-acizentada, o valor médio e
erro-padrdo (X + EP) da porcentagem de leucécitos no sémen foram de 15,1+2,54 e 0
sinal clinico de dificuldade na ejaculacdo se manteve nos quatro dos cinco animais
avaliados.

Apb6s um més do término do tratamento as amostras seminais de quatro dos
cinco animais voltaram a apresentar-se amareladas, valor médio e erro-padréo (X + EP)
da porcentagem de leucdcitos no sémen foram de 36,1+4,04 e o sinal clinico de
dificuldade na ejaculacdo se manteve nos quatro dos cinco animais avaliados.

Apo6s uma semana do término do tratamento local o garanhdo 3 apresentou
aumento do tamanho e temperatura do testiculo esquerdo, diagnosticado como orquite,
que foi controlada com uso de antinflamatorio ndo esteroidal, antibiético de forma
sistémica por um periodo de 10 dias (0 mesmo utilizado previamente de forma local) e
duchas frias trés vezes ao dia. O garanhdo 4 apresentou aumento do tamanho e
temperatura do epididimo esquerdo apos 15 dias do término do tratamento,
diagnosticado como epididimite, que foi controlada com uso de antinflamat6rio nédo
esteroidal, antibidtico de forma sistémica por um periodo de 10 dias (0 mesmo utilizado
previamente de forma local) e duchas frias trés vezes ao dia.

Ambos os garanhdes ja haviam manifestado essas alteragdes, durante o periodo
de evolucdo da enfermidade. O garanhdo 2, que nunca havia apresentado alteracdo em
bolsa escrotal, testiculo ou epididimo, apresentou apds 40 dias do término do
tratamento, aumento do tamanho e temperatura do testiculo direito, diagnosticado como

orquite, que foi controlada com uso de antinflamatorio ndo esteroidal, antibidtico de
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forma sistémica por um periodo de 10 dias (0 mesmo utilizado previamente de forma

local) e duchas frias trés vezes ao dia.

6.2. Experimento 11 - Efeito do tratamento local de vesiculite seminal sobre a

qualidade do sémen equino a fresco

A partir dos resultados obtidos no experimento 11, foram calculadas as médias e
erros-padrao das caracteristicas seminais e parametros dos espermatozoides (Tabelas 7,
8, 9 e 10) do sémen a fresco. Os momentos de avaliagdo foram: antes do tratamento
local para vesiculite seminal (Momento 0 — MQ), apds uma semana do término do
tratamento (Momento 1 — M1) e ap6s um més do término do tratamento (Momento 2 —
M2). As amostras seminais dos cinco animais foram sempre coletadas em duplicata
(n=10).

A Tabela 7 descreve as caracteristicas seminais de concentracdo espermatica,
volume, nimero de espermatozoides totais, pH e osmolaridade. O valor médio do
volume do ejaculado no M1 foi menor do que no M0 e M2, enguanto que o valor médio
da concentragdo espermética no M1 foi maior em comparagdo ao MO e M2 (p<0,05).
N&o houve diferenca entre MO e M2 quanto aos volumes dos ejaculados e

concentracdes espermaticas.

TABELA 7 - Médias e erros-padrido (X + EP) da concentracdo espermatica (mm?),
volume (mL), pH e osmolaridade (mOsm) do sémen fresco de garanhdes pré-tratamento

(MO0), uma semana poés-tratamento (M1) e um més pds-tratamento (M2).

MOMENTOS VOL CONCENT SPTZs TOTAIS pH OSMOL
(n=10) (mL) (10°/mm?) (10° (mOsm)

MO 72,5+13,02° 78,9+15,28° 55564151048  7,5%0,06 296,5+4,27

M1 42,5+10,88"  186+2858" 6865+1717,93  7,44006 299,3+755

M2 63,4+6,40° 98+18,78" 6410+1628,15 7,4+0,05 295,943,51

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas entre os grupos (p <0,05).

A Tabela 8 descreve os parametros de cinética espermatica e integridade de
membrana avaliados a cada momento MO, M1 e M2. Os valores médios de MT, MP,
RAP e IM foram superiores no M1 em comparacdo aos demais momentos (p<0,05).
Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre os pardmetros de cinética

espermatica entre MO e M2.
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TABELA 8 - Médias e erros-padrdo (X = EP) da MT (%), MP (%),VAP (um/s), VSL
(um/s), VCL (um/s), RAP (%) e IM (%) de espermatozoides do sémen fresco de

garanhBes em trés momentos de avaliacdo (MO, M1 e M2).

MOMENTOS  MT MP VAP VSL VCL RAP IM
(n=10) (%) (%) (Lm/s) (Lm/s) (Lm/s) (%) (%)
MO 46,5+5,13% 19,3+3,86° 118,6+6,40 86,7+4,13 220,4+1572 22,241,822 47 5+4,65%
M1 75,1+3,42° 33,4+239° 119,6+4,72 91,3+1,61 218,3+538 52,2+565° 62,945 41"
M2 42,8+528% 16,5+2,40° 110,3+10,74 82,1+4,17 183,0+16,17 22,1+2,62% 39,1+4, 322

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas entre os grupos (p <0,05).

Na Tabela 9 estdo demonstrados os valores dos defeitos morfol6gicos de cabeca
e cauda dos espermatozoides em cada um dos momentos avaliados: M0, M1 e M2. O
M1 apresentou menor porcentagem de defeitos morfoldgicos de cauda em comparacao
ao M0 e M2 (p<0,05). A porcentagem dos defeitos morfoldgicos de cauda ndo diferiu
entre MO e M2,

TABELA 9 - Médias e erros-padrdo (X + EP) dos defeitos morfoldgicos de cabeca (%)
e defeitos morfoldgicos de cauda (%) de espermatozoides do sémen fresco de garanhdes
em trés momentos de avaliagdo (M0, M1 e M2).

MOMENTQOS *DEFEITOS DE **DEFEITOS DE
(n=10) CABECA (%) CAUDA (%)
MO 2,340,37 32,1+1,97°
M1 2,1410,46 21,1+1,22°
M2 2,840,33 28,5+2,69°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas entre os grupos (p <0,05).
*1solada normal, isolada anormal, contorno anormal, subdesenvolvida, piriforme e estreita na
base. **Gota citoplasmatica distal, gota citoplasmatica proximal, cauda dobrada, cauda enrolada

e cauda fortemente dobrada/enrolada.

Na Tabela 10 estdo descritos a porcentagem de leucdcitos e a contagem de UFC
por mililitro das amostras seminais, bem como o teor de Oxido nitrico no plasma
seminal, nos MO, M1 e M2. O M1 apresentou menor porcentagem de leucécitos no
sémen em relacdo a0 M0 e M2 (p<0,05), entretanto, esses ultimos momentos nédo
variaram entre si.

A contagem de UFC no sémen foi menor em M1 em comparacdo ao MO

(p<0,05), porém esse parametro nao diferiu entre M0 e M2 e entre M1 e M2. O teor de
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Oxido nitrico no plasma seminal foi inferior no M1 em comparacdo ao MO (p<0,05),
porém ndo variou em relacdo ao M2 e entre MO e M2.

TABELA 10 - Médias e erros-padrdo (X + EP) da porcentagem de leucdécitos, nimero
de UFC/mL e teor de NO no sémen fresco e plasma seminal de garanhdes em trés
momentos de avaliagdo (MO, M1 e M2).

MOMENTOS LEUCOCITOS UFC OXIDO NITRICO
(n=10) (%) (10%/mL) (nMol )
MO 35,2+2,36° 119980+19528,0% 0,645+0,172°
M1 15,1+2,55" 5375+2453,7° 0,117+0,023"
M2 36,1+4,04 65850+19701,0°° 0,364+0,110%

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas entre os grupos (p <0,05).

Na Tabela 11 estdo descritos os coeficientes de correlacdo e o valor de p, entre
as variaveis analisadas. A MT obteve correlacdo negativa com a porcentagem de
leucécitos, a contagem de UFC, teor de Oxido nitrico e porcentagem de defeitos
morfologicos de cauda. A MP obteve correlagdo negativa com a porcentagem de
leucdcitos e a contagem de UFC. A IM obteve correlagdo negativa com a porcentagem
de leucdcitos. A RAP obteve correlagdo negativa com a porcentagem de leucécitos. A
contagem de UFC obteve correlagcdo positiva com porcentagem de leucdcitos e

porcentagem de defeitos de cauda.

TABELA 11 — Analises de correlacdo e valor de p das variaveis MT (%), MP (%), IM
(%), RAP (%) e contagem de UFC (10°/mL) em relacéo a porcentagem de leucécitos
(%), contagem de UFC (10°/mL), teor de NO (nMol) e defeitos de cauda (%).

VARIAVEIS LEUCO UFC NO DEF CAUDA
MT -0,73 -0,65 -0,49 -0,62
p<0,0001 p<0,0001 p<0,005 p<0,0002
MP -0,66 -0,60
p<0,0001 p<0,0004 - -
IM -0,61
p<0,0003 - - -
RAP -0,8
p<0,0001 - - -
UFC 0,61 0,63

p<0,0003 - - p<0,0001




67

6.3. Experimento 111 - Impacto da vesiculite seminal e efeito do tratamento local
sobre a qualidade do sémen equino refrigerado

Na Tabela 12 estdo contidos os resultados de cinética espermatica e integridade
de membrana plasmatica do sémen a fresco e refrigerado a 5°C e a 15°C por 24 horas,
no momento pré-tratamento (MO), no intuito de estabelecer qual a melhor temperatura
de armazenagem para 0 sémen de animais com vesiculite seminal.

Os resultados demonstraram que os parametros MT, MP, VSL, RAP e IM foram
superiores no sémen a fresco em comparacdo ao sémen refrigerado, tanto a 5°C quanto a
15°C (p<0,05). Entretanto, esses parametros ndo diferiram entre 5°C e 15°C ap0s 24
horas de refrigeracdo. O VAP foi superior no sémen a fresco em comparacdo a
temperatura de 5°C ap06s 24 horas de refrigeragdo (p<0,05), porém nédo diferiu em
relacdo a temperatura de 15°C ap6s 24 horas de refrigeracdo, do mesmo modo que ndo
houve diferenga significativa desse parametro entre ambas as temperaturas de
refrigeracdo. Em relacdo ao VCL, o sémen a fresco apresentou superioridade em relacao
ao sémen refrigerado por 24 horas a 15°C (p<0,05), mas nao foi diferente em relacéo ao

sémen refrigerado por 24 horas a 5°C e entre as duas temperaturas de refrigeracao.

TABELA 12 - Médias e erros-padrao (X £ EP) da MT (%), MP (%), VAP (um/s), VSL
(um/s), VCL (um/s), RAP (%) e IM (%) de espermatozoides do sémen equino fresco,
refrigerado a 5°C e a 15°C por 24 horas no momento pré-tratamento (MO).

MOMENTOS SEMEN MT MP VAP VSL VCL RAP IM

(n=10) (%) (%) (umis) (umis) (umis) (%) (%)

46,5+ 19,3+ 118,6+ 86,70+ 220,4+ 222+ 475+

MO Fresco 513" 3,86% 6,40° 4,13% 1572* 182° 4,65°
5°C

255+ 90+ 933+ 650+ 1799+ 134+ 31,7+

MO (24h) 374" 212 857" 343" 1452* 203" 3,56
15°C

253+ 6,9+ 973+ 67,7+ 1739+ 124+ 32,8%
MO (24h) 399" 170° 865 4,36° 17,37° 2,27° 3,97
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas entre os grupos (p <0,05).

A Tabela 13 apresenta os dados de cinética espermatica e integridade de
membrana plasmatica do sémen equino refrigerado a 5°C por 24 horas nos momentos
pré-tratamento (MO0), uma semana apos o término do tratamento (M1) e um més apds o

término do tratamento (M2).
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O resultado obtido demonstra que os parametros de MT, MP, RAP e IM foram
superiores no sémen equino refrigerado a 5°C por 24 horas no M1 em comparagéo ao
MO e M2 (p<0,05). Entretanto, esses parametros nao diferiram entre MO e M2 ap6s 24
horas de refrigeracdo a 5° C. O VSL foi superior em M1 e M2 em comparacdo ao MO

(p<0,05), porém ndo diferiu entre M1 e M2.

TABELA 13 - Médias e erros-padrao (X £ EP) da MT (%), MP (%), VAP (um/s), VSL
(um/s), VCL (um/s), RAP (%) e IM (%) de espermatozoides do sémen refrigerado a
5°C por 24 horas de garanhdes em trés momentos de avaliagdo (MO, M1 e M2).

MOMENTOS  MT MP VAP VSL VCL RAP IM
(n=10) (%) (%) (Hm/s) (Hm/s) (Hm/s) (%) (%)
MO 255+3,74° 9,0+2,12° 93,3+857 65,0+3,43* 179,9+14,52 13,4+2,03° 31,7+3,56%
M1 38,2+6,59" 15,2+2,95" 105,8+5,11 76,5+3,67° 194,2+11,02 20,5+3,71° 41,1+4,47"
M2 23,4+4,01° 95+2,06° 101,7+4,90 78,6+3,98" 174,1+10,56 11,9+2,83% 31,7+2,90°%

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas entre os grupos (p <0,05).

A Tabela 14 compara os dados de cinética espermética e integridade de
membrana plasmatica do sémen equino refrigerado a 5°C e a 15°C por 24 horas, nos
momentos pré-tratamento (M0), uma semana apds o término do tratamento (M1) e um
més apos o término do tratamento (M2).

Os resultados demonstram que a MT, MP, VAP, VCL, VSL, RAP e IM néo
diferiram entre 5°C e 15°C ap6s 24 horas de refrigeracdo em nenhum dos momentos
avaliados (MO, M1 e M2). Entretanto em ambas as temperaturas os valores de MT e
RAP foram superiores no M1 em relacdo ao MO (p<0,05). A IM do sémen refrigerado a
15°C por 24 horas foi superior em M1 em relagdo ao MO0 (p<0,05), mas néo diferiu entre
M1 e M2 e entre MO e M2.
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TABELA 14 - Médias e erros-padrao (X £ EP) da MT (%), MP (%), VAP (um/s), VSL
(um/s), VCL (um/s), RAP (%) e IM (%) de espermatozoides do sémen equino

refrigerado a 5°C e a 15°C por 24 horas em trés momentos de avaliacdo (M0, M1 e M2).

T°C MOMENTOS MT MP VAP VSL VCL RAP IM
(24hs)  (n=10) (%) (%) (umfs) (pmis) (umis) (%) (%)
255+ 90+ 933+ 650+ 1799+ 134+ 317z

5 MO 3,748 2,129 857 343 1452 2,03 356
253+ 69+ 97,3+ 67,7+ 1739+ 124+ 328+
15 MO 3,99° 1,704 8,65 436 17,37 227 397°
38,2+ 152+ 1058+ 765+ 1942+ 205+ 411+
5 M1 6,59° 2,95¢ 511 367 11,02 3,71 447*
33,0+ 155+ 1050+ 82,0+ 2075+ 195+ 42+
15 M1 6,79° 3,84 373 422 9,75 329° 569"
234+ 95+ 101,7+ 78,6+ 1741+ 119+ 317+
5 M2 401° 2,06° 4,90 398 1056 2,83 290°
228+ 87+ 947+ 77,6+ 1645+ 146+ 348+
15 M2 3,56° 1,67 6,76 483 1585 2,53 651%

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas entre os grupos (p <0,05).

6.4. Experimento 1V - Efeito do tratamento local sobre a qualidade do sémen

equino congelado

A partir dos resultados obtidos no experimento 1V, foram calculadas as médias e
erros-padrdo dos parametros seminais e dos espermatozoides (Tabelas 15, 16 e 17) do
sémen congelado. Os momentos considerados na avaliacdo foram: antes do tratamento
local para vesiculite seminal (MO0), apds uma semana do término do tratamento (M1) e
apd6s um més do término do tratamento (M2).

Na Tabela 15 encontram-se os dados de MT, MP, VAP, VSL, VCL, RAP e IM
dos espermatozoides do sémen congelado no MO, M1 e M2. As variaveis MT, MP,
RAP e IM foram superiores no M1, quando comparadas ao M0 e M2 (p<0,05), porém
esses parametros ndo variaram entre MO e M2. Em relagéo as velocidades (VAP,VSL e
VCL), houve superioridade do M1 em relacdo ao MO (p<0,05), porém nao foram

observadas diferencas entre MO e M2 e entre M1 e M2.
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TABELA 15 - Médias e erros-padrao (X £ EP) da MT (%), MP (%), VAP (um/s), VSL
(um/s), VCL (um/s), RAP (%) e IM (%) de espermatozoides do sémen congelado de

garanhBes em trés momentos de avaliacdo (MO, M1 e M2).

MOMENTOS  MT MP VAP VSL VCL RAP IM
(n=10) (%) (%) (Hm/s) (Hm/s) (Hm/s) (%) (%)
MO 20,8+2,12° 7,5+1,05° 76,5+3,05° 61,3+1,98" 139,6+5,08% 10,7+1,51% 26,6+2,42°
M1 44.8+2,97" 19,6+2,55° 83,9+1,88" 66,4+1,67° 150,8+3,35" 27,0+1,80° 42,2+2,09°
M2 24,3+302° 9,9+1,73% 81,0+2,69% 63,7+2,13%° 14714370 14,3+301° 28,3+2 36

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas entre os grupos (p <0,05).

A Tabela 16 demonstra os indices de peroxidacdo lipidica e o teor de ROS da
populacéo total contida no sémen (espermatozoides e leucécitos), das amostras seminais
congeladas. Os momentos de avaliagdo foram: antes do tratamento local para vesiculite
seminal (MQ), ap6s uma semana do término do tratamento (M1) e ap6s um més do
término do tratamento (M2). Os resultados demonstraram que houve um menor indice
de peroxidacdo lipidica da populacgdo total de células no M1 em relagcdo ao MO e M2
(p<0,05), entretanto n&o diferiu entre MO e M2. O teor de ROS foi inferior na populagao
total no M1 em relacdo ao MO (p<0,5), porém ndo diferiu entre MO e M2 e entre M1 e
M2.

TABELA 16 - Médias e erros-padrdo (X + EP) do indice de peroxidacdo lipidica da
populacdo total (células espermaticas e leucdcitos) avaliado em unidade arbitraria
(PERO TOTAL, UA) e teor de ROS da populacdo total (células espermaticas e
leucdcitos) avaliado em unidade arbitraria (ROS TOTAL, UA) do sémen congelado de

garanhdes em trés momentos de avaliacdo (M0, M1 e M2).

MOMENTOS PEROTOTAL ROSTOTAL

(n=10) (UA) (UA)
MO 1,2+0,12° 5,83+2,06"
M1 0,75+0,09" 1,72+0,57"
M2 0,98+0,11° 1,87+0,81%°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas entre os grupos (p <0,05).
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A Tabela 17 demonstra os indices de peroxidacdo lipidica e o teor de ROS da
populagcdo de espermatozoides das amostras seminais congeladas. Os momentos de
avaliacdo foram: antes do tratamento local para vesiculite seminal (MO0), apés uma

semana do término do tratamento (M1) e apds um més do término do tratamento (M2).

TABELA 17 - Médias e erros-padrdo (X £ EP) do indice de peroxidagdo lipidica da
populacéo de espermatozoides, avaliado em unidade arbitraria (PERO SPTZ, UA), teor
de ROS da populacédo de espermatozoides, avaliado unidade arbitraria (ROS SPTZ, UA)

do sémen congelado de garanhdes em trés momentos de avaliagdo (M0, M1 e M2).

MOMENTOS PERO SPTZ ROSSPTZ

(n=10) (UA) (UA)
MO 0,54+0,04 1,52+40,37
M1 0,55+0,05 0,78+0,24
M2 0,56+0,05 0,93+0,37

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas entre os grupos (p <0,05).
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7. DISCUSSAO

Apesar de o tratamento local ser descrito na literatura por diversos autores como
a melhor alternativa terapéutica em casos de vesiculite seminal (BLANCHARD et al.
1987; BLANCHARD et al., 1988; BLANCHARD & VARNER, 1992; MALMGREN
& SUSSEMILCH 1992; BLANCHARD et al., 2002; VARNER et al. 2000; LIU &
MORRESEY, 2006; CHENIR, 2009; MIRAGAYA, 2011; VARNER &
SCHUMACHER, 2011, PINTO et al., 2014), nenhuma pesquisa antes desta avaliou a
eficécia do tratamento local e seus efeitos na qualidade e longevidade do sémen. Dessa
forma, o presente estudo auxilia no esclarecimento sobre a eficiéncia do tratamento
local de vesiculite seminal e seus efeitos sobre a qualidade e longevidade do sémen

equino.

7.1. Experimento |

No experimento | foram avaliados animais com historico de hemospermia e
piospermia. A partir dessa informacdo, o historico clinico e reprodutivo foi investigado
e 0s animais submetidos a exames reprodutivos, no intuito de diagnosticar casos de
vesiculite seminal. Uma vez diagnosticados, foram investigados alguns fatores
predisponentes ao surgimento de vesiculite seminal como idade, tempo de evolucdo da
enfermidade e manejo reprodutivo do garanhdo. Além disso, foram estudadas as
principais bactérias envolvidas na etiopatogenia da doenca.

Na espécie equina os reprodutores obtém maior valor econémico quando sua
progénie se destaca e isto geralmente acontece quando o animal atinge idades mais
avancadas. Dessa forma, o alto valor da prole estimula o uso dos animais em programas
de reproducdo assistida, fazendo com que eles sejam mantidos em atividade reprodutiva
mesmo com idade avangada. Entretanto, com o avancar da idade ocorre um declinio
natural e gradativo na capacidade reprodutiva, além de um maior indice de alteracdes
reprodutivas nessa fase (CARNEVALLE et al., 1993).

A idade dos animais selecionados com vesiculite seminal variou de sete a
dezenove anos (média de 11,8 anos). Segundo classificacdo realizada por Ramires-Neto
et al., (2013a) garanhdes com idade entre cinco e quinze anos sdo considerados animais
adultos, e acima disto sdo considerados idosos. Dessa forma, no presente estudo a
vesiculite seminal foi mais prevalente em animais adultos e idosos. Esse achado

corrobora com outros relatos de vesiculite seminal presentes na literatura, como nos
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seguintes casos: garanhdo de seis anos (FENNELL et al., 2010), sete anos (PINTO et
al., 2014) onze anos (BLANCHARD et al., 1987) e quatorze anos de idade
(MALMGREN & SUSSEMILCH, 1992). Essa caracteristica difere da espécie bovina,
onde touros jovens sdo mais afetados pela vesiculite seminal, apesar de uma forma mais
cronica da doenga ter sido relatada em touros mais velhos (BRUCE et al., 2008). A
maior frequéncia em touros jovens se deve principalmente & pratica de sodomia,
especialmente quando ha alta concentracdo de machos no mesmo local (LADDS, 1974).

O tempo de evolucdo da enfermidade nos animais selecionados variou de um
més e meio a trinta e seis meses (média de 19 meses), portanto, as infec¢bes das
glandulas vesiculares no presente estudo apresentaram carater crénico. Esse dado se
assemelha a caracteristica das doencas infecciosas das glandulas sexuais acessorias em
humanos, incluindo a vesiculite seminal, uma vez que a maioria dos casos possui curso
cronico (VIGNERA et al., 2011). Além disso, cinco dos seis animais selecionados
foram submetidos a tratamentos prévios com antibioticos de forma sistémica ou de
forma local associada a sistémica, porém em todos esses casos houve recidiva da
doenca. O tratamento de vesiculite seminal constitui um grande desafio, devido a
elevada frequéncia de persisténcia da infecgdo (VARNER et al., 2000).

De maneira geral, os garanhdes afetados pela vesiculite seminal ndo exibem
sinais sistémicos como febre, apatia, anorexia e dor durante mic¢do, defecacdo ou
copula (FREESTONE et al., 1993; TIBARY & RODRIGUEZ, 2011; VARNER &
SCHUMACHER, 2011). Apesar de nenhum dos cinco garanhdes terem apresentado
sinais sisttmicos, quatro dos cinco animais manifestaram dificuldade em ejacular, que
pode ser atribuido a dor ou inflamacdo da regido do coliculo seminal, causando um
impedimento mecanico (TURNER et al., 2011). Mesmo ap6s o tratamento local de
vesiculite seminal (M1 e M2) os quatro garanhdes continuaram a apresentar falhas
durante a ejaculacdo. Alguns autores citam que a vesiculite seminal aguda pode levar a
casos de distarbios ejaculatérios (TIBARY & RODRIGUEZ, 2011; TURNER, 2011).
Entretanto, 66,7% dos animais do estudo apresentaram alteragdes na ejaculacdo e neles
a enfermidade se apresentou de forma cronica.

A amostra seminal tingida de vermelho ou ainda amarelada, pode indicar o
processo infeccioso das glandulas vesiculares. Essas alteracdes na cor sdo decorrentes
da presenca de hemacias ou polimorfonucleares no ejaculado (VARNER et al., 2000;
MANCILL, 2010; MIRAGAYA et al., 2011; VARNER et al., 2011). Apesar de a

hemospermia ser uma possivel consequéncia de infeccdo das vesiculas seminais, 0s seis
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animais diagnosticados com vesiculite seminal durante a triagem, apresentaram
coloragdo amarelada do sémen, decorrente de contaminacdo com leucdcitos. Os trés
animais que apresentaram coloracdo avermelhada do ejaculado, decorrente de
hemospermia, apresentaram lesdes em diferentes locais da uretra. O exame endoscéopico
foi essencial para o diagnostico diferencial de vesiculite seminal, uma vez que lesdes na
uretra foram identificadas, justificando a presenga de sangue no ejaculado. Além disso,
a endoscopia permitiu identificar a causa da piospermia, mediante identificacdo de
conteddo purulento no interior das vesiculas seminais, auxiliando no estabelecimento do
diagndstico definitivo da enfermidade, uma vez que o foco infeccioso pode estar
localizado em todos os niveis do trato genital (VOSS & MCcKINNON &, 1993;
TURNER, 2011).

Apesar da fisiopatogenia da vesiculite seminal em garanhfes ndo ser
completamente elucidada, uma das hipo6teses mais aceitas é a de infec¢do ascendente
(VARNER et al., 2011). Uma caracteristica em comum entre 50% dos animais
selecionados com infeccdo das glandulas vesiculares foi o histdrico de realizacdo de
montas naturais. Estudos em humanos correlacionaram vesiculite seminal e prostatite a
doencas sexualmente transmissiveis, como a gonorréia (IRWIN, 1936; VIGNERA et
al., 2011). Os fatores contribuintes para a alteracdo da flora bacteriana normal e selegéo
de bactérias patogénicas no aparelho reprodutor de garanhdes incluem a limpeza
excessiva do pénis e prepucio e a cobertura natural de éguas infectadas (TIBARY &
RODRIGUEZ, 2011).

Durante a monta natural ha uma transferéncia de microorganismos presentes no
trato genital da égua para o trato genital do garanhdo e também o contrario (SAMPER
& TIBARY, 2006). Garanhdes em atividade reprodutiva devem ser rotineiramente
examinados quanto a composicdo da flora bacteriana presente no aparelho genital, como
parte do exame reprodutivo, antes e ap0s cada estagdo de monta. Bactérias comensais
contaminantes da superficie do pénis ou uretra incluem Escherichia coli, Streptococcus
spp., Staphylococcus aureus, Bacillus spp., Klebsiella spp. e Pseudomonas spp. Esses
microorganismos ndo sdo considerados patogénicos e podem ser isolados do ejaculado,
swab do pénis, prepucio e uretra, bem como do Utero de éguas (TIBARY &
RODRIGUEZ, 2011). Entretanto, alteracdes da flora bacteriana normal da genitalia
externa podem causar o crescimento de bactérias oportunistas no trato reprodutor, tais
como Kilebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Streptococcus spp.
(SAMPER & TIBARY, 2006). No presente estudo as bactérias mais prevalentes
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encontradas nas amostras seminais foram Pseudomonas aeruginosa (41,7%) e
Streptococcus B-hemolitico (41,7%), corroborando com as descri¢des na literatura. Foi
reportado por Tibary & Rodriguez (2011) que a P. aeruginosa tem sido frequentemente
isolada de swabs penianos de animais em atividade reprodutiva nos Estados Unidos
com uma frequencia variando entre 20% a 40%, porcentagem semelhante a encontrada
nas amostras seminais do presente estudo.

Em relacdo as bactérias encontradas nos lavados vesiculares, as mais prevalentes
foram Pseudomonas aeruginosa (66,7%), Klebsiella pneumoniae (33,3%) e
Streptococcus [-hemolitico (25%). A Pseudomonas aeruginosa € o patdgeno mais
comumente isolado em casos de infeccbes do trato genital interno de garanhdes
(COMERFORD et al., 2011). Os microrganismos identificados a partir dos lavados
vesiculares realizados neste estudo foram também descritos na literatura por diversos
autores como agentes etiologicos de vesiculite seminal em garanhdes (TURNER, 2011,
TIBARY & RODRIGUEZ, 2011; VARNER et al., 2011; PINTO et al. 2014). Além dos
microorganismos citados anteriormente foram também isolados de lavados vesiculares
Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens e Klebsiella oxytoca. Estas bactérias nao
foram descritas ainda na literatura como possiveis patdgenos envolvidos em infec¢des
de gléndulas anexas no garanhdo.

O isolamento e correta identificacdo do agente etioldgico de vesiculite seminal é
essencial para a realizacdo de antibiograma, a fim de determinar o tratamento
apropriado. O diagndstico definitivo é geralmente estabelecido com a inspe¢do e o
cultivo do contetudo vesicular, obtido por endoscopia (TIBARY, 2007; CHENIER,
2009; BRINSKO et al., 2011). No entanto, devido ao fato de que este exame nao é
rotineiramente usado a campo, pela necessidade de aparelho especifico e um operador
experiente, a comparacgdo do perfil microbiologico do sémen e lavado vesicular assume
importancia. Em 66,7% dos casos, o microorganismo identificado no lavado da vesicula
seminal também foi identificado no sémen. Uma média de 2,25 tipos diferentes de
microrganismos foi encontrada para cada amostra seminal quando comparada a uma
média de 1,58 microorganismos isolados em cada lavado da vesicula seminal,
demonstrando que a cultura bacteriana do lavado vesicular permite a obtengdo de uma
amostra mais pura, uma vez que evita a contaminagdo com a microflora do pénis.

Durante a avaliagdo reprodutiva dos animais, um total de 50% dos casos
selecionados com vesiculite seminal, em algum momento da evolucdo da doenca,

apresentou aumento de temperatura e de volume do testiculo, bolsa escrotal e/ou
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epididimo, quadros clinicos caracterizados por orquite, periorquite e/ou epididimite,
respectivamente. Em humanos a vesiculite seminal quase sempre estd associada a
infecccbes em outros locais do trato genital masculino, como a prostata, sendo a
enfermidade denominada prostato-vesiculite ou associada a prostata e epididimo, sendo
denominada de prostato-vesiculo-epididimite. Essas patologias sdo agrupadas em um
conjunto denominado de Infec¢des das Glandulas Acessorias Masculinas (MAGI), cuja
propagacao é imprevisivel em uma ou mais glandulas do trato reprodutivo, bem como a
um ou ambos os lados (VIGNERA et al., 2011). Na espécie bovina a vesiculite seminal
pode ser frequentemente acompanhada por infecgdo de outros tecidos urogenitais, como
ampolas, epididimos, testiculos, préstata, glandulas bulbouretrais e a uretra. A
inflamacédo dos tecidos associados pode muitas vezes explicar as falhas do tratamento
(BRUCE et al., 2008).

Blanchard et al. (1988) descreveram um caso de vesiculite seminal causada por
Pseudomonas aeruginosa concomitante a infeccdo das ampolas. Comerford et al.
(2011) relataram um caso de um garanhdo com epididimite e periorquite unilaterais do
lado esquerdo, decorrentes de infeccdo ascendente a partir da vesicula seminal
ipsilateral, cujo agente patoldgico isolado do lavado vesicular foi a Pseudomonas
aeruginosa. A orquiectomia do testiculo esquerdo foi realizada, na tentativa de
preservar o testiculo e epididimo direitos. Porém, dois dias apds o procedimento
cirurgico o testiculo e epididimo remanescentes apresentaram inflamacéo aguda, sendo
posteriormente removidos.

Caso semelhante foi descrito por Pinto et al. (2014) de um garanhdo com orquite
e epididimite do lado esquerdo causados por Klebsiella pneumoniae, no qual apés
tentativa de tratamento parenteral com enrofloxacina e fenilbutazona, o animal ndo
apresentou melhora clinica e foi submentido a orquiectomia unilateral. Ap6s o
procedimento foi iniciado tratamento local com Imipenem-Cilastatina, Unica droga cuja
bactéria apresentou sensibilidade no antibiograma. O tratamento foi realizado por dez
dias consecutivos, seguindo mesmo protocolo do presente estudo. Dez dias apds o
término do tratamento nova cultura foi realizada e ndo foi isolada K. pneumoniae,
entretanto o animal permaneceu apresentando piospermia. Em nosso estudo trés animais
apresentaram sinais de orquite, periorquite e/ou epididimite apds o tratamento local,
sendo dois deles, casos de recidiva. A Pseudomonas aeruginosa foi identificada nos
lavados vesiculares desses trés animais e a Klebsiella pneumoniae em um dos casos. A

P. aeruginosa e a K. pneumoniae possuem alto grau de persisténcia tecidual, por
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apresentarem a capacidade de formacdo de biofilmes, aumentando a resisténcia aos
farmacos antimicrobianos (MAH & O"TOOLE, 2001). A infec¢do ascendente a partir
da vesicula seminal contaminada é uma importante ameaca a saude testicular e
epididimaria e deve ser considerada em casos de orquite e epididimite (COMERFORD
etal.,, 2011).

Os farmacos amicacina e ticarcilina associada ao &cido clavulanico foram
anteriormente utilizados no tratamento local em casos de vesiculite seminal descritos na
literatura (VARNER et al., 1993; GAY & PERRIN, 1999; COMERFORD et al., 2011),
porém as drogas ceftiofur, ceftriaxona e ciprofloxacina ndo foram reportadas em
infusdes vesiculares em equinos. Algumas dessas drogas tém seu uso descrito em
tratamento intrauterino de endometrite cronica em éguas (LEBLANC, 2008) e intra-
vesicular em touros (ROVARY, 2008). Nenhum dos antibioticos utilizados promoveu
reacdo inflamatdria local, aderéncias ou qualquer outro efeito indesejavel.

O protocolo local de lavagens uterinas associadas a infusdo com o antibiotico de
eleicdo por dez dias consecutivos foi igualmente utilizado por Comerford et al. (2011).
Na literatura € mencionado que o tratamento local para vesiculite seminal deve ser
realizado por um periodo minimo de cinco dias (TIBARY, 2007). Estudo realizado por
Rovary et al. (2008), demonstrou que a administragéo intra-glandular de ceftiofur ou
penicilina em touros com vesiculite seminal através da fossa isquio-retal foi seguro e
eficaz. Este estudo também demonstrou que um Unico tratamento com o antibacteriano
tulatromicina apresentou maior taxa de recuperacdo dos animais (88%) quando
comparado a duas infusbes com intervalo de 72 horas (48%), demonstrando que o
sucesso terapéutico de infusdes intravesiculares pode variar com o protocolo utilizado.

Em nosso estudo o sémen de quatro dos cinco animais avaliados apresentou
coloracdo normal (branco-acizentado) ap6s uma semana do término do tratamento local,
que foi acompanhado de reducdo na porcentagem de leucécitos (X=15,1%) em
comparagdo ao momento de triagem, no qual todos os animais selecionados
apresentaram o ejaculado com coloracdo amarelada e maior porcentagem de leucécitos
(X=35,2%). Um més apds o término do tratamento local apenas um animal manteve a
coloragcdo branco-acizentada do sémen, os demais voltaram a apresentar coloragédo
amarelada e elevacdo da porcentagem de leucocitos nas amostras (X=36,1%). A
presenca de leucocitos no sémen de garanhdes € considerada uma condi¢do incomum e
indica um processo infeccioso no trato genital (VOSS & MCKINNON, 1993).
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A contaminacdo de neutrofilos no sémen pode ser utilizada para predizer
fertilidade (GUNN et al., 2011), j& que até mesmo em baixas quantidades os leucécitos
podem interferir na funcdo espermatica (BAUMBER et al., 2002). Estudo realizado por
Gunn et al. (2011) avaliou a presenca de neutrofilos no sémen de garanhdes da raca
Puro Sangue Inglés (PSI) que possuiam fertilidade normal e ndo apresentavam
alteracOes no trato reprodutivo. Esses animais estavam em atividade reprodutiva sob o
regime de monta natural. Nesse estudo, os autores concluiram que 20% das amostras
seminais desses animais contém neutréfilos e que a presenca de neutrofilos no sémen de
garanhdes PSI néo deve ser utilizada como um indicador de fertilidade. A normalizagéo
da coloracdo do sémen associada a reducdo da porcentagem de leucécitos demonstra
uma resposta positiva dos animais ap6s uma semana do tratamento local, porém apds
um més os parametros seminais voltaram apresentar coloracao alterada e incremento da
porcentagem de leucdcitos, sugerindo que o tratamento local ndo foi eficiente em

manter a normalizagdo dos parametros seminais ap6s 30 dias.

7.2. Experimento 11

No experimento |1 foi avaliado o efeito do tratamento local de vesiculite seminal
sobre a qualidade do sémen equino a fresco em relacdo aos parametros de volume,
concentracdo espermatica, pH, osmolaridade, cinética espermatica, integridade de
membrana plasmatica, porcentagem de leucécitos e nimero de Unidades Formadoras de
Col6nias por mililitro no sémen e teor de Oxido Nitrico no plasma seminal.

O volume do ejaculado reduziu significativamente entre o momento pré
tratamento (MO) e ap6s uma semana do término do tratamento local (M1) (p<0,05),
demonstrando que a vesiculite seminal leva a um aumento desse pardmetro e que 0
tratamento interferiu no volume de plasma seminal produzido pela vesicula seminal,
uma vez que na espécie equina as glandulas sexuais acessorias sdo responsaveis por
95% do volume do ejaculado (BLANCHARD & VARNER, 1992). O aumento do
volume seminal pode estar relacionado ao contetdo inflamatorio produzido pela
glandula acometida, uma vez que a infec¢do da vesicula seminal resulta em acimulo de
material purulento e/ou sanguinolento em seu interior, que é lancado no sémen no
momento da ejaculacdo (MIRAGAYA et al.,, 2011). Ap6s um més do término do
tratamento (M2) (p<0,05), o volume do ejaculado voltou a aumentar em relacdo ao M1

(p<0,05) e se tornou igual a0 momento pré-tratamento (MO0), indicando um retorno do
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processo infeccioso apds um més da terapia. A glandula vesicular tem uma influéncia
significativa no volume de sémen produzido pelo garanh&o. Estudando os efeitos da
vesiculectomia em garanhdes Webb et al. (1990) perceberam que dentre os principais
resultados obtidos do procedimento cirurgico, estava a reducdo do volume total
ejaculado e do gel.

A concentracdo espermatica apresentou aumento ap6s uma semana do término
do tratamento (M1) em relacdo ao momento pré-tratamento (MO). Entretanto, apds um
més da terapia (M2) a concentracdo espermatica voltou a reduzir, sendo diferente de M1
(p<0,05), mas ndo de M0O. Em humanos, Vicari (1999) estabeleceu uma classificagdo
para caracterizar homens com prostato-vesiculo-epididimite crénica e dentre os critérios
utilizados estava a reducdo da concentracdo espermatica. Embora a concentracdo
espermatica tenha variado ao longo da avaliacdo, ela se manteve dentro dos parametros
de normalidade para a espécie equina, ndo sendo caracterizado quadro de oligospermia
em nenhum dos momentos. Apesar da concentracdo espermatica e o volume terem
apresentado diferencas entre 0os momentos de avaliagio o numero total de
espermatozdides se manteve semelhante ao longo do periodo estudado.

O pH e a osmolaridade do sémen ndo variaram entre 0s momentos avaliados,
sendo esta uma caracteristica que ndo se altera antes e apds o tratamento local de
vesiculite seminal. Em touros (GROTELUESCHEN et al., 1994) e em homens
(VIGNERA et al., 2008) afetados com vesiculite seminal é relatado a ocorréncia de
elevacdo do pH seminal. Entretanto, em nosso estudo os valores de pH (variagéo de 7,4
a 7,5) e a osmoridade (variacdo de 295,9 a 299,3) né&o obtiveram grande discrepancia
em relacdo ao pH e osmolaridade do sémen de garanhfes saudaveis, que sdo de 7,47 e
302 mOsm, respectivamente (PICKETT & VOSS, 1972; PICKETT, 1970).

Os parametros de cinética espermatica, como motilidade total, motilidade
progressiva e porcentagem de espermatoides rapidos, bem como a integridade de
membrana plasmaética, apresentaram um aumento significativo apdés uma semana do
tratamento local (M1) em relagdo ao momento pré-tratamento (MO). Entretanto, todos
esses parametros voltaram a exibir reducdo ap6s um més do tratamento (M2), de forma
a ndo apresentarem diferencas estatisticas em relagdo ao MO e uma reducéo significativa
em relacdo a0 M1 (p<0,05). A qualidade dos espermatozoides, quanto a cinética e
integridade de membrana plasmatica, pode parecer inalterada no sémen de garanhdes
com vesiculite seminal, analisado imediatamente apos a ejaculagdo, mas a longevidade

desses espermatozoides € geralmente reduzida (VARNER et al., 2000). Os dados do
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presente trabalho demonstram que a cinética espermatica e integridade de membrana
plasmética do sémen de garanhdes acometidos com vesiculite seminal sofreram uma
reducdo da qualidade desde o momento a fresco, imediatamente apds a ejaculacdo,
contrariando o que é relatado na literatura. A semelhanca dos parametros de cinética
espermatica entre 0 MO e M2, e 0o aumento dos pardmetros no M1, em relacdo aos
demais momentos, sugere que o tratamento local para vesiculite seminal melhorou a
qualidade do sémen ap0s uma semana da terapia, mas esta ndo se manteve apos um més
(M2). A vesiculite seminal em touros também é caracterizada por uma reducao
significativa da motilidade espermaética, associada a concentracGes anormais de células
polimorfonucleares no sémen (GROTELUESCHEN, 1994).

Uma semana ap6s o tratamento (M1) houve uma reducdo significativa na
porcentagem de defeitos morfoldgicos de cauda em relacdo ao momento pré-tratamento
(p<0,05). Porém, apds um més do tratamento (M2), houve incremento desse parametro
em relacdo ao M1 (p<0,05), apresentando porcentagem semelhante ao MO, sendo este
mais um indicio de que o tratamento local foi eficiente em melhorar a qualidade seminal
apos uma semana, mas ndo foi eficiente em manter essa qualidade apds um més. O
aparecimento de anormalidades de cauda de espermatozoides no sémen pode indicar
que essas células sofreram efeitos de estresse térmico, disfuncdo epididimaria ou
choque osmético (BARTH & BOWMAN, 1994). A osmolaridade no presente estudo
ndo foi um fator contribuinte para o aparecimento de alteracdes morfoldgicas de cauda,
uma vez que ela se manteve entre os valores normais para espécie em todos 0s
momentos avaliados. Entretanto, 0 aumento da temperatura causado pela inflamagéo da
glandula vesicular e consequentemente de seu conteldo, associada ao processo
inflamatorio do epididimo observado em alguns animais durante a evolucdo da doenga
(antes do processo de triagem) e apds o tratamento local, podem explicar a elevada
porcentagem de defeitos morfoldgicos de cauda nos momentos MO e M2.

O tratamento local levou a reducdo significativa da porcentagem de leucocitos
na amostra ap6s uma semana do tratamento (M1) em relacdo a0 momento pré-
tratamento (MO), porém essa redugdo ndo se manteve ap6s um més do tratamento (M2),
uma vez que a porcentagem voltou a apresentar valor semelhante ao M0. Apesar de
haver uma reducdo na porcentagem de leucécitos no M1, esta permaneceu em uma
média de 15,1% nas amostras, enquanto que no M0 e M2 apresentou médias de 35,2% e
36,1%, respectivamente. Em humanos a piospermia € uma condic¢do relativamente

comum e ndo é considerada um bom marcador para infec¢des do trato genital ou para a
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qualidade seminal (TURNER, 2011). Gunn et al. (2011) consideraram que 20% das
amostras seminais de garanhdes PSI sadios apresentam algum grau de contaminagao por
leucdcitos sem prejuizos a qualidade seminal. Entretanto, para Baumber et al. (2002) até
mesmo discreta presenca de leucocitos no sémen pode causar reducdo da qualidade
seminal, uma vez que os leucocitos produzem cem vezes mais espécies reativas de
oxigénio (ROS), do que o espermatozoide, aumentando o estresse oxidativo do meio.
Pinto et al. (2014) consideraram efetivo o tratamento local de vesiculite seminal em um
garanhdo que apresentou cultura bacteriana negativa apos 10 dias da terapia, apesar de o
garanhdo continuar apresentando neutrofilos nos ejaculados. No presente experimento, a
porcentagem de leucdcitos apresentou correlacdo positiva com o nimero de Unidades
Formadoras de Col6nias (UFC). Esse resultado pode ser explicado pela quimiotaxia
induzida pelas bactérias envolvidas no processo infeccioso da vesicula seminal.

A presenca de leucdcitos e bactérias no sémen leva a um incremento
significativo de ROS e citocinas pro-inflamatdrias, afetando, com isso, a integridade de
membranas, funcdo mitocondrial e integridade de DNA, acarretando em aumento da
expressdao de marcadores de apoptose na célula espermética. Como resultado desse
efeito deletério no sémen é observado reducdo na motilidade espermatica e na
longevidade e fertilidade do sémen (VIGNERA et al., 2011). Esses efeitos podem
explicar as correlagdes negativas encontradas para a porcentagem de leucécitos e do
namero de UFC por mililitro em relacdo a motilidade total, motilidade progressiva,
espermatozoides rapidos e integridade de membrana plasmatica dos espermatozoides
das amostras seminais.

O tratamento local levou a uma redugéo acentuada (p<0,05) de UFC por mililitro
ap6s uma semana do tratamento (M1) em relacdo a0 momento pré-tratamento (MO),
demonstrando que o tratamento local foi efetivo em reduzir a carga bacteriana do
sémen. Todavia, apés um més do tratamento o numero de UFC por mililitro voltou a
aumentar, porém esse aumento ndo representou diferenca em relacdo ao M1 e também
ndo apresentou diferenca estatistica em relacdo ao MO, apesar da grande diferenca
numérica. Esse resultado demonstra que embora o tratamento ndo tenha sido efetivo em
melhorar a qualidade seminal apés um més do tratamento em relacdo aos diversos
parametros anteriormente expostos, como volume seminal, concentracdo, cinética
espermatica, integridade de membrana plasmatica, bem como porcentagem de

leucdcitos, o crescimento bacteriano parece estar ainda em desenvolvimento,
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caracterizando o processo de recidiva da doenga, sem que 0 processo infeccioso nesse
momento (M2) seja da mesma dimensdo do momento pré-tratamento (MO).

O oxido nitrico (NO) corresponde a um mensageiro molecular com mdaltiplas
funcBes bioldgicas, produzido por inumeros tipos celulares. Desempenha fungdo em
diversos processos biologicos, dentre eles na modulacéo de respostas inflamatdrias. Em
um processo inflamatorio, o maior sitio de produgdo de NO encontra-se nos macréfagos
e a regulacdo transcripcional ocorre em funcdo de estimulos inflamatorios, tais como
por citocinas pré-inflamatorias, endotoxinas, hipoxia e estresse oxidativo (MONCADA
et al., 1991). O NO produzido em altas concentra¢des atua como molécula citotoxica
contra microorganismos, porém produz danos teciduais e vasodilatacéo, resultando em
apoptose, danos mitocondriais, desnaturacdo de proteinas e danos ao DNA celular
(WONG & BILLIAR, 1995). Esse efeito pode explicar a correlacdo negativa entre NO e
a motilidade total espermatica.

Apo6s uma semana (M1) do tratamento local de vesiculite seminal ocorreu
reducdo (p<0,05) dos niveis de NO no plasma seminal em relacdo ao momento pré-
tratamento (MO), indicando reducdo do processo inflamatdrio na vesicula seminal. Apés
um més do término do tratamento (M2) houve um aumento dos niveis de NO, mas ndo
foi significativamente diferente do M1 e foi semelhante ao M2. Esse resultado indica
que o processo inflamatério aumentou em M2, sugerindo recidiva da doenca, mas ainda

ndo na mesma dimensdo do momento pré-tratamento.

7.3. Experimento 111

No experimento Il foi avaliado o impacto da vesiculite seminal sobre a
qualidade do sémen equino refrigerado a 5°C e 15°C durante um periodo de 24 horas.
Além disso, avaliou-se o sémen equino refrigerado a 5°C e 15°C por 24 horas no
momento pré-tratamento (MO), ap6s uma semana do término do tratamento (M1) e ap0s
um més do término do tratamento (M2), no intuito de avaliar o efeito do tratamento
local sobre a longevidade do sémen e determinar qual a melhor temperatura de
armazenamento pés-tratamento.

Na avaliacdo do sémen no momento pré-tratamento (MO) o resultado obtido
demonstra superioridade do sémen a fresco para os parametros de MT, MP, VSL, RAP
e IM em comparacdo ao sémen refrigerado, tanto a 5°C quanto a 15°C (p<0,05).
Entretanto, esses pardmetros ndo diferiram entre 5°C e 15°C apds 24 horas de
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refrigeracdo. Esse resultado demonstra que as temperaturas de refrigeracéo a 5°C e a
15°C possuem a mesma eficiéncia no processo de armazenamento do sémen de
garanh@es com vesiculite seminal por um periodo de 24 horas.

O VAP foi superior no sémen a fresco em comparacdo a temperatura de 5°C
apos 24 horas de refrigeracdo (p<0,05), porém ndo diferiu em relacdo a temperatura de
15°C apo6s 24 horas de armazenamento, do mesmo modo que ndo houve diferenga
significativa desse parametro entre ambas as temperaturas. Em relacdo ao VCL, o
sémen a fresco apresentou superioridade em relacdo ao sémen refrigerado por 24 horas
a 15°C (p<0,05), mas néo foi diferente em relacdo ao sémen refrigerado por 24 horas a
5°C e entre as duas temperaturas de refrigeracdo. O processo de refrigeracdo de sémen
tem como objetivo reduzir a atividade metab6lica do espermatozoide e
consequentemente aumentar o tempo de viabilidade do gameta. Entretanto, existe uma
grande variacdo individual na manutencdo da motilidade espermatica apds a
refrigeragéo, de forma que nem todos os garanhdes produzem sémen com capacidade de
suportar os rigores de refrigeracéo e armazenagem (BRINSKO et al., 2000). Para alguns
animais, mesmo quando sdo empregadas as melhores técnicas de processamento de
sémen, namero insuficiente de espermatozoides sobrevive ao processo de resfriamento
com motilidade adequada a inseminacao artificial.

As principais injurias celulares relacionadas ao choque frio ocorrem entre 15°C a
5°C (STORNELLI et al., 2005; WATSON, 2000), levando a queda significativa na
motilidade espermaética e atividade metabdlica em relagdo ao sémen a fresco. No
entanto Jasko et al. (1992) reportaram que o sémen refrigerado pode ser utilizado com
taxas de concepcdo semelhantes aos obtidos com o sémen fresco. No presente trabalho
os resultados de VAP e VCL foram inferiores nos grupos de amostras refrigeradas em
relacdo & amostra fresca, para Verstengen et al., (2002) isto esta ligado as injurias
ocasionados pelo processo de refrigeracédo, levando a uma baixa qualidade seminal e
menores indices de fertilidade.

Estudo realizado por Aurich & Spergser (2007) avaliou a adicdo de
Pseudomonas aeruginosa ao sémen equino com o objetivo de estudar os efeitos dessa
contaminagédo apos a refrigeracéo a 5°C por 24, 48 e 72 horas. Os principais resultados
observados foram a reducdo gradativa da motilidade total e das velocidades em
comparagdo ao grupo controle, resultados semelhantes aos obtidos no presente estudo.

Na avaliacdo do sémen a 5°C apds 24 horas de refrigeracdo nos momentos pré-

tratamento (MO0), apds uma semana do término do tratamento (M1) e ap6s um més do
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tratamento (M2), os parametros de MT, MP, RAP e IM foram superiores no M1 em
comparacdo ao MO e M2 (p<0,05), entretanto, esses parametros ndo diferiram entre MO
e M2. Esse resultado sugere um efeito positivo do tratamento local na cinética
espermatica e integridade de membrana plasmatica do sémen refrigerado a 5°C por 24
horas apds uma semana, mas esse efeito ndo foi mantido apds um més da terapia.

Quando as temperaturas de 5°C e 15°C foram comparadas ap6s 24 horas de
refrigeracdo nos momentos pré-tratamento (MO) e apds uma semana (M1) e um més
(M2) do término do tratamento, ndo foram notadas diferencas estatisticas entre ambas as
temperaturas quanto aos parametros de cinética espermaética e integridade de membrana
plasmética em cada momento avaliado. Esse resultado significa que as temperaturas de
5°C e 15°C possuem eficiéncia similar no armazenamento do sémen por 24 horas antes
apos o tratamento local de vesiculite seminal. Entretanto, em ambas as temperaturas a
maioria dos resultados de cinética espermatica e integridade de membrana plasmatica
foram superiores no M1 em comparacdo ao M0 e M2 (p<0,05), demonstrando uma
melhora da qualidade seminal do sémen refrigerado ap6s uma semana de tratamento,
que ndo foi mantida ap6s um més.

Varner et al . (1989) demonstraram que 0 armazenamento de espermatozoides a
5°C foi superior a armazenagem a 20°C em preservar a motilidade dos espermatozoides
utilizando diluentes a base de leite. Diversos estudos compararam temperaturas de
armazenamento no intuito de determinar o intervalo de temperatura ideal para a
manutencdo da motilidade e fertilidade, e concluiram que esse intervalo varia de 4°C a
6°C (Palmer, 1984; Squires et al., 1988; Varner et al., 1988; Varner et al., 1989; Moran
et al., 1992). No entanto, um estudo realizado por Province et al. (1985) demonstrou
que as temperaturas de armazenagem de 15°C e 20°C foram superiores a de 5°C para
manter a motilidade e fertilidade durante o armazenamento entre 4 e 12 horas. Pesquisa
realizada por Pickett (1995) reportou que a medida que o tempo de armazenamento
aumenta a fertilidade diminui gradativamente, particularmente quando o sémen for
armazenado por mais de 12 h a 20°C e por mais de 48 horas a 5°C. No presente estudo
ndo houve diferenca estatistica dos parametros de cinética espermatica e integridade de
membrana plasmatica do sémen equino na refrigeracdo a 5°C ou 15°C, antes e ap0s 0
tratamento local da glandula vesicular, contrariando a maioria dos autores.

Segundo Ramires-Neto et al. (2013b), os espermatozoides de garanhfes podem
ser classificados como de alta ou baixa sensibilidade ao processo de refrigeracao, sendo

classificados em sensiveis quando o sémen apresenta motilidade total inferior a 30% e
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em ndo sensiveis quando a motilidade total for superior a esse valor. No presente
experimento 0 sémen no MO e M2 apresentou valores médios inferiores a 30% de
motilidade total, enquanto que no M1 a motilidade total foi superior a esse valor. Dessa
forma, esse resultado permite inferir que a vesiculite seminal promove reducdo da
resisténcia espermética ao processo de refrigeracdo e que o tratamento local ap6s uma
semana foi eficiente em aumentar a capacidade dos espermatozoides ao

armazenamento.

7.4. Experimento 1V

No experimento IV avaliou-se o efeito do tratamento local sobre a qualidade do
sémen equino congelado antes do tratamento local para vesiculite seminal (MO0), ap6s
uma semana do término do tratamento (M1) e apds um més do término do tratamento
(M2).

As variaveis MT, MP, RAP e IM foram superiores no M1, quando comparadas
ao MO e M2 (p<0,05), porém esses parametros ndo variaram entre MO e M2. Em
relacdo as velocidades (VAP, VSL e VCL), houve superioridade do M1 em relacédo ao
MO (p<0,05), porém nao foram observadas diferencas entre MO e M2 e entre M1 e M2.
Esses resultados demonstram que o tratamento local foi efetivo em melhorar a
qualidade do sémen criopreservado ap6s uma semana do término do tratamento, mas
esse incremento da qualidade ndo foi mantido ap6s um més da terapia. Além disso, a
vesiculite seminal reduz a qualidade dos espermatozoides quanto a cinética espermatica
e integridade de membrana plasméatica dos espermatozdides ap6s o processo de
congelacao. Esse resultado corrobora com os obtidos por Grotelueschen et al. (1994) de
que o sémen de touros com vesiculite seminal séptica apresentaram baixa
congelabilidade quando comparado ao sémen de touros normais.

O processo de congelacdo inclui fatores que sdo extremamente prejudiciais para
0s espermatozoides, tais como, alteracbes de temperatura, stress osmotico e toxico
causado pela exposi¢do ao agente crioprotetor e a formacdo e dissolucdo de cristais de
gelo (WATSON, 2000). Além disso, na aplicagdo dessa técnica ocorre a remocao do
plasma seminal e com ele ha a eliminagdo de inUmeras substancias antioxidantes,
permitindo que as células espermaticas estejam mais susceptiveis aos traumas causados

pela acdo das espeécies reativas do metabolismo do oxigénio (ROS).



87

A avaliacdo do indice de peroxidacdo lipidica e teor de ROS das amostras
seminais descongeladas demonstram que houve um menor indice de peroxidacao
lipidica da populacéo total de células (espermatozoides e leucdcitos) no M1 em relacao
ao M0 e M2 (p<0,05), entretanto este parametro ndo diferiu entre MO e M2. O teor de
ROS foi inferior na populacgéo total (espermatozoides e leucécitos) no M1 em relagdo ao
MO (p<0,5), porém n&o diferiu entre MO e M2 e entre M1 e M2. Esses resultados
permitem inferir que o tratamento local foi eficiente em reduzir a peroxidacéo lipidica e
a producdo de ROS ap6s uma semana. Entretanto, a peroxidacao lipidica voltou a se
elevar apds um més do tratamento.

Quando essas mesmas analises foram realizadas em relagdo a populacéo
composta basicamente por espermatozoides, ndo houve diferenca estatistica entre os
momentos de avaliacdo. Esse resultado sugere que a presenca dos leucdcitos é um fator
determinante para o incremento de peroxidacgdo lipidica e ROS nas amostras seminais
descongeladas de animais com vesiculite seminal.

As ROS sdo geradas naturalmente durante a criopreservacdo do sémen,
entretanto quando presentes em quantidades elevadas promovem danos mais acentuados
aos espermatozoides, por reagirem com os fosfolipidios da membrana espermatica
promovendo a peroxidacdo lipidica, alterando a fluidez e a integridade da membrana, o
que prejudica a capacidade fecundante e a motilidade espermatica (AITKEN, 1995). A
presenca de leucdcitos e bactérias no sémen leva a uma elevacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) além dos niveis considerados aceitiveis. Esta contaminacdo afeta
integridade de membranas, funcdo mitocondrial e integridade de DNA e aumenta a
expressdao de marcadores de apoptose na célula espermatica, acarretando em reducdo da
motilidade, longevidade e fertilidade do sémen (VIGNERA et al., 2011). Estudo
realizado por Ortega-Ferrusola et al. (2009) avaliou a congelabilidade do sémen equino
em funcdo da flora bacteriana naturalmente presente no ejaculado e o0s autores
concluiram que bactérias como a Klebsiella spp. e Streptococcus spp. sdo responsaveis
por danos subletais aos espermatozoides durante a criopresevacgao, por apresentarem

correlagéo positiva com espermatozoides mortos e atividade de caspases.



“M“.) Ir a luta com determinacdo,
abracar a vida com paixdo, pevder
com classe e vencer com ousadia, pois

o triunfo pertence a quem se atreve

(.)"
Charles Chaplin

Conclusoes
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8. CONCLUSOES

v" A vesiculite seminal é mais prevalente em animais adultos e idosos, a monta
natural constitui um fator predisponente para o surgimento da doenca, a coloracdo
amarelada do sémen e dificuldade de ejaculacdo sdo sinais que sugerem a alteracdo da
glandula e a bactéria mais prevalente envolvida na etiopatogenia da infeccdo é a
Pseudomonas aeruginosa;

v A vesiculite seminal leva a um aumento do volume do ejaculado, reducdo da
concentracdo espermatica, reducdo dos parametros de cinética espermatica e da
porcentagem de espermatozoides com membrana plasmatica integra, aumento da
porcentagem de espermatozoides com defeito de cauda, incremento da porcentagem de
leucdcitos e do nimero de UFC por mililitro no sémen a fresco e elevacdo do teor de
NO no plasma seminal;

v/ O tratamento local constitui uma alternativa paliativa trazendo melhora
transitoria da qualidade seminal por um periodo de uma semana, mas ndo apds um més
de tratamento, no entanto essa melhora da qualidade seminal permite resultados
superiores de aproveitamento biotecnolégico do sémen (congelacéo e refrigeracéo).

v" O tratamento local melhorou os parametros seminais de cinética e integridade
de membrana plasmaética no sémen fresco, refrigerado e congelado. No sémen fresco
promoveu ainda reducdo do volume, aumento da concentracdo espermatica, reducédo da
contaminacdo leucocitaria e de UFC por mililitro. No sémen congelado promoveu
reducdo da peroxidacao lipidica e do teor de ROS. Essas modificacfes dos parametros
seminais ocorreram apds uma semana de tratamento, mas ndo ap6s um més, o que pode

ser justificado pela recidiva da enfermidade.
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“A (uta pela vida nem sempre é
vantajosa aos fortes mnem  aos
espertos. Mais cedo ou mais tarde,
quem cativa a vitoria é aquele que

cré plenamente.”

Napoleon Hill
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RESUMO

Os objetivos do presente estudo incluiram: avaliar e comparar o efeito do tratamento
local de vesiculite seminal em garanhdes quanto aos indices de cinética e morfologia
espermatica, integridade de membrana plasmatica, porcentagem de leucécitos e
contagem de unidades formadoras de col6nias de amostras seminais frescas e o teor de
Oxido nitrico no plasma seminal, antes (MO), apds uma semana (M1) e um més (M2) da
terapia. Os resultados obtidos demonstram que o tratamento local ap6s uma semana leva
a uma melhora da qualidade seminal, mediante reducdo do volume do ejaculado,
aumento da concentracdo espermatica, incremento da cinética espermatica e da
porcentagem de espermatozoides com membrana plasmatica integra, reducdo da
porcentagem espermatozoides com defeitos de cauda, reducdo da porcentagem de
leucdcitos e do nimero de UFC por mililitro no sémen a fresco e reducéo do teor de NO
no plasma seminal (p<0,05). Entretanto, essa melhora da qualidade seminal ndo se
mantém apds um més da terapia, uma vez que 0s parametros seminais nesse momento
se assemelham ao momento pré-tratamento, o que pode ser explicado pela recidiva da
doenca. Palavras-chave: vesiculite seminal, piospermia, sémen equino.
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EFFECT OF LOCAL TREATMENT OF SEMINAL VESICULITIS ON THE
QUALITY OF EQUINE FRESH SEMEN

ABSTRACT

The aims of this study included: to evaluate the effect of local treatment of seminal
vesiculitis in stallions as the sperm kinetic parameters, morphology, plasma membrane
integrity, percentage of leukocytes and counting colony forming units of fresh semen
samples and content of nitric oxide in seminal plasma, before (MO) after one week (M1)
and after one month (M2) therapy. The results demonstrate that local treatment after a
week leads to an improvement of sperm quality by reducing the volume of ejaculate,
increased sperm concentration, increased sperm Kinetics and percentage of sperm with
intact plasma membrane, reducing the percentage spermatozoa with tail defects,
decrease of leukocytes and the percentage of CFU per ml in fresh semen and reduction
of the NO content in seminal plasma (p<0.05). However, this improvement in semen
quality is not maintained after one month of therapy, since the seminal parameters at
this time are similar to the pre-treatment, which can be explained by recurrent disease.
Keywords: seminal vesiculitis, piospermia, equine semen.

EFECTO DEL TRATAMIENTO LOCAL DE VESICULITE SEMINAL SOBRE
LA CALIDAD DEL SEMEN EQUINO FRESCO

RESUMEN

Los objetivos del estudio fueron: evaluar el efecto del tratamiento local de vesiculite
seminal en los sementales como los parametros cinéticos de espermatozoides, la
morfologia, la integridad de la membrana plasmatica, el porcentaje de leucocitos y
recuento de unidades formadoras de colonia de muestras de semen fresco y el contenido
de oOxido nitrico en lo plasma seminal, antes (MO0), después de una semana (M1) y
después de uno mes de terapia (M2). Los resultados demuestran que el tratamiento local
después de una semana conduce a una mejora de la calidad del esperma mediante la
reduccion del volumen de eyaculacién, aumento de la concentracion de esperma, el
aumento de la cinética de esperma y el porcentaje de espermatozoides con la membrana
plasmatica intacta, reduciendo el porcentaje de espermatozoides con defectos de la cola,
disminucion de leucocitos y la porcentaje de UFC por ml en semen fresco y la
reduccion del contenido de NO en el plasma seminal (p<0,05). Sin embargo, esta
mejora en la calidad del semen no se mantiene después de uno mes de la terapia, ya que
los parametros seminales en este momento son similares a la de pre-tratamiento, que
puede ser explicado por la enfermedad recurrente. Palabras clave: vesiculitis seminal,
piospermia, semen equino.
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INTRODUCAO

O animal acometido pela infec¢do da glandula vesicular, denominada vesiculite
seminal, apresenta frequentemente o histérico de infertilidade ou subfertilidade,
disturbio ejaculatdrio, disseminacdo de patdgenos sexualmente transmissiveis e
alteraces fisico-quimicas do sémen, que levam a reducdo na qualidade e longevidade
seminal (1,2,3,4,5). Essas alteracdes sdo causadas pela presenca de polimorfonucleares,
hemacias e bactérias no ejaculado que promovem aglutinacdo, precipitacdo, reducéo da
motilidade espermaética, incremento da producdo de espécies reativas de oxigénio e
citocinas pré-inflamatérias, culminando em apoptose da célula espermatica e
consequente perda de sua funcéo (6,7,8). A vesiculite seminal possui grande relevancia
na clinica reprodutiva devido a dificuldade de tratamento, elevados indices de recidiva,
risco de contaminacdo de fémeas com agentes patogénicos sexualmente transmissiveis e
inutilizacdo de animais, gerando consideravel prejuizo econdmico ao criador e
frustracdo ao médico veterinario (4,5,8).

O tratamento convencional utiliza antibidticos por via sisttmica e € quase
sempre ineficaz, devido a farmacodindmica e farmacocinética da maioria dos
medicamentos disponiveis, uma vez que eles ndo atingem as glandulas sexuais
acessorias em concentracdes adequadas (9,10,11). Dessa forma, o tratamento local tem
sido apontado por diversos autores como a melhor alternativa terapéutica (5,8,10,11).
Apesar disso, nenhum estudo foi realizado no intuito de avaliar a eficacia do tratamento
local em garanhdes com vesiculite seminal e seu impacto na qualidade do sémen.

Nesse sentido, 0s objetivos do presente estudo incluiram: avaliar o efeito do
tratamento local de vesiculite seminal em garanhfes quanto aos indices de cinética e
morfologia espermatica, integridade de membrana plasmatica, porcentagem de
leucdcitos e contagem de unidades formadoras de colénias de amostras seminais frescas

e o teor de 6xido nitrico no plasma seminal, antes e apds a terapia.

MATERIAL E METODOS
Animais e local da pesquisa

Foram utilizados 5 garanhdes entre 7 e 19 anos de idade (meédia de 12,5 anos),
sendo dois da raca Quarto de Milha, um da raca Apaloosa, um da raca Crioula e um da

raca Mangalarga Paulista. Os animais possuiam historico de piospermia e foram
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diagnosticados com vesiculite seminal, mediante exame reprodutivo, endoscopia da
vesicula seminal e cultura bacteriana do lavado vesicular. A partir dos lavados
vesiculares foram realizados cultura bacteriana e antibiograma seguindo as normas da
CLSI (CLSI - Manual Clinical and Laboratory Standards Institute, 2013), no intuito de
selecionar o melhor antibidtico a ser utilizado no tratamento local para cada caso.

As analises das amostras foram realizadas no Departamento de Reproducgédo
Animal e Radiologia Veterinaria e no Laboratério de Microbiologia da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) — UNESP — Botucatu/SP, Brasil.

Coletas e processamento do sémen pré-tratamento

Uma vez estabelecido o diagnostico de vesiculite seminal procedeu-se o inicio
das coletas de sémen. Foram coletados dois ejaculados antes de iniciar o tratamento
local para vesiculite seminal (Momento 0, M0) com intervalo de 48 horas entre elas,
utilizando vagina artificial modelo Botucatu (Botupharma®, Botucatu/SP, Brasil).

Uma parte do sémen fresco foi mantida in natura (sem adicéo de diluentes), para
avaliacdo do pH, osmolaridade, concentracdo e morfologia espermatica, contagem de
Unidades Formadoras de Col6nia por mililitro (UFC/mL) e porcentagem de leucdcitos.
A partir do plasma seminal foi ainda avaliado o teor de Oxido Nitrico (NO).

A outra parte do sémen fresco foi diluida a uma concentracdo de 50x10°
espermatozoides/mL com o diluente Botusémen (Botupharma®, Botucatu/SP, Brasil) e
com essa amostra foram realizados as avaliagcdes de cinética espermaética e integridade

de membrana plasmatica.

Tratamento local

Apds a ultima coleta de sémen pré-tratamento, iniciou-se o tratamento local do
garanhdo com antibidtico de eleicao.

Para o procedimento foi utilizado um equipamento videoendoscopico flexivel
(3,0 m de comprimento e 9.8 mm de didmetro). Apos acessar 0 lumen da vesicula
seminal, com auxilio do cateter de polipropileno, procedeu-se lavagens sucessivas
(infusdo seguida de aspiragdo) com um volume aproximado de 100 mL de solucéo de

Ringer Lactato, até o liquido recuperado apresentar-se translucido.
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Uma vez terminada as lavagens, foi aspirado todo o contetido presente no lumen
glandular, seguido de infusdo do antibiotico de eleicdo em um volume variando de 30 a
60 mL, na dependéncia da droga utilizada e sua concentragéo.

Esse tratamento foi realizado em ambas as vesiculas seminais diariamente, por

dez dias consecutivos.

Coletas e processamento do sémen pds-tratamento

Uma semana ap6s o término do tratamento foram iniciadas duas coletas de
sémen, com intervalo de 48 horas entre elas (Momento 1, M1) e um més ap6s o término
do tratamento foram realizadas duas novas coletas, com intervalo de 48 horas entre elas
(Momento 2, M2).

Essas amostras foram coletadas e processadas da mesma maneira do Momento O

(coletas pré-tratamento), conforme descrito anteriormente.

Analise das amostras

As analises das amostras seminais nos momentos pré-tratamento (MO0), uma
semana pos-tratamento (M1) e um més pés-tratamento (M2) se procederam da mesma

maneira.

Caracteristicas fisico-quimicas

Apobs a obtencdo do sémen as caracteristicas fisico-quimicas foram avaliadas
quanto ao volume, coloracdo, pH, osmolaridade e concentracdo espermatica.

O volume seminal foi estabelecido com o auxilio de uma proveta de 100 mL; a
coloracédo foi determinada visualmente, sendo o sémen classificado em normal quando
apresentava-se branco ou branco-acizentado e alterado quando apresentava-se
avermelhado ou amarelado; o pH foi mensurado em pHmetro (Analion PM 608,
Analion®, Ribeirdo Preto/SP, Brasil); a osmolaridade foi determinada em osmémetro
(PZL1000, PZL tecnologia em equipamentos, Londrina/PR, Brasil); a concentracdo
espermatica (mm?) foi determinada por meio de camara hematocitométrica de Neubauer
(Optik Labor®, Lancing, Inglaterra) , sob microscopia de contraste de fase, em aumento de

200 vezes.
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Cinética esperméatica do sémen fresco

O sémen fresco diluido a uma concentracdo de 50x10° espermatozoides/mL foi
avaliado quanto a cinética espermatica pelo método computadorizado — CASA em
relagcdo aos seguintes parametros: porcentagens de espermatozoides com motilidade
total (MT), motilidade progressiva (MP) e de espermatozoides rapidos (RAP),
velocidade progressiva (VSL, um/s), velocidade curvilinea (VCL, um/s) e velocidade de
trajeto (VAP, um/s).

Integridade de membrana plasmética

A andlise da integridade de membrana plasmatica foi realizada pela técnica de
microscopia de epi-fluorescéncia, utilizando-se a associagdo das sondas fluorescentes
diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) e iodeto de propidio (IP) segundo descri¢édo de
Harrison e Vickers (1990). Nessa analise 100 células foram contadas, sendo 0s
espermatozoides corados integralmente em verdes considerados integros e o0s

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

Morfologia espermatica

A andlise de morfologia espermatica foi realizada em microscopio de
interferéncia de contraste diferencial de fase (DIC). Para isso uma preparacdo Umida de
500uL de sémen em 500uL de formol salina a 10% (1:1) foi realizada e cem células
foram avaliadas quanto a morfologia de cabeca e cauda, resultando em uma
porcentagem dos defeitos encontrados.

Porcentagem de leucécitos

A porcentagem de leucocitos foi acessada mediante avaliagdo em microscopia
Optica de luz de esfregagos de sémen corados com kit de corantes hematoldgicos
(Panético Rapido). Cem células foram avaliadas entre leucdcitos e espermatozoides,

gerando uma porcentagem.
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Dosagem de Oxido Nitrico (NO)

As amostras de plasma seminal foram descongeladas em temperatura ambiente
para realizacdo das dosagens de Oxido Nitrico (NO) segundo metodologia descrita por
(12).

As concentracOes de nitrato (NOj3) e nitrito (NO;") foram determinadas pelo
método de reacdo colorimétrica de Griess em um espectrofotémetro (Multiskan EX
Primary EIA V 2.1-0) com absorbancia de cor em 540 nm, para estimar a concentracao
de NO total, no Laboratério de Reproducdo e Melhoramento Genético Animal da
Universidade Estadual do Norte Fluminense.

As reacOes calorimétricas permitiram estimar o total de metabolitos (NO, e
NOj3) na amostra. Dessa forma, com a soma do total de nitrito e nitrato na amostra

determinou-se o valor de dxido nitrico total (NO).

Contagem das Unidades Formadoras de Col6nias (UFC/mL)

Para realizar a contagem de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) das
amostras de sémen puro, uma aliquota de 0,1 mL da amostra seminal foi diluida em 9,9
ml de solucdo salina. Uma aliquota de 0,1 ml desta amostra foi plaqueada em meio Agar
Muller-Hinton. As placas semeadas foram incubadas e as col6nias bacterianas contadas
apo6s um periodo de 24 horas. De acordo com a dilui¢do realizada, o total de coldnias
identificadas representa 10° UFC/mL.

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram avaliados através do software GraphPadInstat 5.0 (San Diego,
CA, USA) e expressos na forma de média e erro padrdo. Os dados laboratoriais foram
submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov para verificagdo de normalidade ou
homocedasticidade. Para as medias obtidas que apresentaram distribuicdo normal foi
utilizado a anélise de medidas repetidas (Two-Way ANOVA) e teste “T” de Student,
considerando-se os diferentes grupos como tratamento e o efeito de garanhdo/ejaculado
como blocos. Para os resultados laboratoriais que ndo apresentaram distribuicdo normal
e/ou variancias iguais (amostras independentes) foi aplicado o teste ndo paramétrico de
Dunn. Diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05 e tendéncias quando
0,05<p=<0,1.
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Para avaliacdo da associagdo entre as varidveis laboratoriais foi utilizado o teste de
correlagdo Pearson (Proc Corr®version 9.1.3, SASInstitute Inc., Cary, NC, USA). Os
resultados gerados foram apresentados na forma de coeficiente de correlacdo e

diferencas significativas foram consideradas quando p<0,05.

RESULTADOS

A Tabela 1 descreve as caracteristicas seminais de concentracdo espermatica,
volume, nimero de espermatozodides totais, pH e osmolaridade. O valor médio do
volume do ejaculado no M1 foi menor do que no MO e M2, enquanto que o valor médio
da concentracdo espermatica no M1 foi maior em comparacdo ao MO e M2 (p<0,05).
Ndo houve diferenca entre MO e M2 quanto aos volumes dos ejaculados e

concentracdes espermaticas.

TABELA 1 - Médias e erros-padrido (X + EP) da concentracdo espermatica (mm?),
volume (mL), pH e osmolaridade (mOsm) do sémen fresco de garanhdes pré-tratamento

(MO0), uma semana pos-tratamento (M1) e um més pds-tratamento (M2).

MOMENTQOS VOL CONCENT SPTZs TOTAIS pH OSMOL
(n=10) (mL) (10%/mm?®) (10% (mOsm)

MO 72,5+13,02° 78,9+15,28% 5556+1510,48  7,540,06 296,5+4,27

M1 42,5+10,88"  186+2858" 6865+1717,93  7,4+0,06 299,3+755

M2 63,4+6,40° 98+18,78° 6410+1628,15  7,440,05 29594351

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas entre os grupos (p <0,05).

A Tabela 2 descreve os parametros de cinética espermatica e integridade de
membrana avaliados a cada momento MO, M1 e M2. Os valores médios de MT, MP,
RAP e IM foram superiores no M1 em comparacdo aos demais momentos (p<0,05).
Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre os pardmetros de cinética

espermatica entre MO e M2.
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TABELA 2 - Médias e erros-padrdo (X = EP) da MT (%), MP (%),VAP (um/s), VSL
(um/s), VCL (um/s), RAP (%) e IM (%) de espermatozoides do sémen fresco de

garanhBes em trés momentos de avaliacdo (MO, M1 e M2).

MOMENTOS  MT MP VAP VSL VCL RAP IM
(n=10) (%) (%) (Lm/s) (Lm/s) (LmVs) (%) (%)
MO 46,545,13% 19,3+3,86° 118,6+6,40 86,7+4,13 220,4+1572 22,2+1,82% 47 5+4 65
M1 75,1+3,42° 33,4+239° 119,6+4,72 91,3+1,61 218,3+538 52,2+565° 62,945 41"
M2 42,8+528% 16,5+2,40° 110,3+10,74 82,1+4,17 183,0+16,17 22,142,622 39,1+4, 322

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas entre os grupos (p <0,05).

Na Tabela 3 estdo demonstrados os valores dos defeitos morfoldgicos de cabeca
e cauda dos espermatozoides em cada um dos momentos avaliados: M0, M1 e M2. O
M1 apresentou menor porcentagem de defeitos morfoldgicos de cauda em comparagédo
ao M0 e M2 (p<0,05). A porcentagem dos defeitos morfoldgicos de cauda ndo diferiu
entre M0 e M2.

TABELA 3 - Médias e erros-padrdo (X + EP) dos defeitos morfoldgicos de cabeca (%)
e defeitos morfoldgicos de cauda (%) de espermatozoides do sémen fresco de garanhdes

em trés momentos de avaliagdo (M0, M1 e M2).

MOMENTOQOS *DEFEITOS DE **DEFEITOS DE
(n=10) CABECA (%) CAUDA (%)
MO 2,340,37 32,1+1,97°
M1 2,1410,46 21,1+1,22°
M2 2,840,33 28,5+2,69°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas entre os grupos (p <0,05).
*|solada normal, isolada anormal, contorno anormal, subdesenvolvida, piriforme e estreita na
base. **Gota citoplasmatica distal, gota citoplasmatica proximal, cauda dobrada, cauda enrolada

e cauda fortemente dobrada/enrolada.

Na Tabela 4 estdo descritos a porcentagem de leucocitos e a contagem de UFC
por mililitro das amostras seminais, bem como o teor de 6xido nitrico no plasma
seminal, nos MO, M1 e M2. O M1 apresentou menor porcentagem de leucécitos no
sémen em relacdo ao M0 e M2 (p<0,05), entretanto, esses Ultimos momentos nao
variaram entre si.

A contagem de UFC no sémen foi menor em M1 em comparacdo ao MO

(p<0,05), porém esse parametro nao diferiu entre M0 e M2 e entre M1 e M2. O teor de
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Oxido nitrico no plasma seminal foi inferior no M1 em comparagdo ao MO (p<0,05),
porém ndo variou em relacdo ao M2 e entre MO e M2,

TABELA 4 - Médias e erros-padrao (X x EP) da porcentagem de leucdcitos, nimero de
UFC/mL e teor de NO no sémen fresco e plasma seminal de garanhdes em trés
momentos de avaliagdo (MO, M1 e M2).

MOMENTOS LEUCOCITOS UFC OXIDO NITRICO
(n=10) (%) (10%/mL) (nMol )
MO 35,2+2,36° 119980+19528,0% 0,645+0,172°
M1 15,1+2,55" 5375+2453,7° 0,117+0,023"
M2 36,1+4,04 65850+19701,0°° 0,364+0,110%

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas entre os grupos (p <0,05).

Na Tabela 5 estdo descritos os coeficientes de correlacdo e o valor de p, entre as
variaveis analisadas. A MT obteve correlacdo negativa com a porcentagem de
leucécitos, a contagem de UFC, teor de oOxido nitrico e porcentagem de defeitos
morfolégicos de cauda. A MP obteve correlagdo negativa com a porcentagem de
leucdcitos e a contagem de UFC. A IM obteve correlagdo negativa com a porcentagem
de leucdcitos. A RAP obteve correlacdo negativa com a porcentagem de leucécitos. A
contagem de UFC obteve correlagcdo positiva com porcentagem de leucécitos e

porcentagem de defeitos de cauda.

TABELA 5 — Andlises de correlacdo e valor de p das variaveis MT (%), MP (%), IM
(%), RAP (%) e contagem de UFC (10°/mL) em relacdo a porcentagem de leucécitos
(%), contagem de UFC (10*/mL), teor de NO (nMol) e defeitos de cauda (%).

VARIAVEIS LEUCO UFC NO DEF CAUDA

MT 0,73 -0,65 -0,49 -0,62
p<0,0001 p<0,0001 p<0,005 p<0,0002

MP -0,66 -0,60
p<0,0001 p<0,0004 - -

IM 0,61
p<0,0003 - - -

RAP -0,8
p<0,0001 - - -

UFC 0,61 0,63

p<0,0003 - - p<0,0001
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DISCUSSAO

O volume do ejaculado reduziu significativamente entre o momento pré
tratamento (MO) e ap6s uma semana do término do tratamento local (M1) (p<0,05),
demonstrando que a vesiculite seminal leva a um aumento desse pardmetro e que o
tratamento interferiu no volume de plasma seminal produzido pela vesicula seminal,
uma vez que na espécie equina as glandulas sexuais acessérias Sdo responsaveis por
95% do volume do ejaculado (3). O aumento do volume seminal pode estar relacionado
ao conteldo inflamatério produzido pela glandula acometida, uma vez que a infeccéo da
vesicula seminal resulta em acimulo de material purulento e/ou sanguinolento em seu
interior, que é langado no sémen no momento da ejaculacéo (5).

Ap6s um més do término do tratamento (M2), o volume do ejaculado voltou a
aumentar (p<0,05) em relagdo ao M1 e se tornou igual a0 momento pré-tratamento
(MO0), indicando um retorno do processo infeccioso apds um més da terapia. A glandula
vesicular tem uma influéncia significativa no volume de sémen produzido pelo
garanhdo. Estudando os efeitos da vesiculectomia em garanhdes (12) perceberam que
dentre os principais resultados obtidos do procedimento cirlrgico, estava a redugdo do
volume total ejaculado e do gel.

A concentracdo espermatica apresentou aumento significativo apds uma semana
do término do tratamento (M1) em relagio ao momento pré-tratamento (MO).
Entretanto, apds um més da terapia (M2) a concentracdo espermaética voltou a reduzir,
sendo significativamente diferente de M1 (p<0,05), mas ndo de M0. Em humanos, (13)
estabeleceu uma classificacdo para caracterizar homens com prostato-vesiculo-
epididimite cronica e dentre os critérios utilizados estava a redugdo da concentragédo
espermatica. Embora a concentracdo espermatica tenha variado ao longo da avaliacéo,
ela se manteve dentro dos parametros de normalidade para a espécie equina, ndo sendo
caracterizado quadro de oligospermia em nenhum dos momentos.

O pH e a osmolaridade do sémen ndo variaram entre 0s momentos avaliados,
sendo esta uma caracteristica que ndo se altera antes e ap0s o tratamento local de
vesiculite seminal. Em touros (14) e em homens (7) afetados com vesiculitis seminal é
relatado a ocorréncia de elevacdo do pH seminal. Entretanto, em nosso estudo o pH e a
osmoridale ndo tiveram grande discrepancia em relagcdo ao pH e osmolaridade do sémen

de garanhd@es saudaveis, que sdo de 7,47 e 302 mOsm, respectivamente (15,16).
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Os pardmetros de cinética espermatica, como motilidade total, motilidade
progressiva e porcentagem de espermatoides rapidos, bem como a integridade de
membrana plasmatica, obtiveram um aumento significativo apds uma semana do
tratamento local (M1) em relacgdo ao momento pré-tratamento (MO) (p<0,05).
Entretanto, esses pardmetros voltaram a piorar ap6s um més do tratamento (M2), de
forma a ndo apresentarem diferenca estatistica com o MO e uma reducéo significativa
em relacdo ao M1 (p<0,05). A qualidade dos espermatozoides, quanto a cinética
espermatica e integridade de membrana plasmatica, pode parecer inalterada no sémen
de garanhdes com vesiculite seminal, analisado imediatamente apds a ejaculacdo, mas a
longevidade desses espermatozoides é geralmente reduzida (17). Os dados do presente
trabalho demonstram que a cinética espermatica e integridade de membrana plasmatica
do sémen de garanhdes acometidos com vesiculite seminal sofreram uma reducdo da
qualidade desde o momento a fresco, imediatamente ap6s a ejaculacdo, contrariando o
que é relatado na literatura.

A semelhanca dos parametros de cinética espermatica entre 0 M0 e M2, e 0
aumento dos parametros no M1, em relacdo aos demais momentos, sugere que 0
tratamento local para vesiculite seminal melhorou a qualidade do sémen apds uma
semana do tratamento, mas esta ndo se manteve apés um més (M2). A vesiculite
seminal em touros também € caracterizada por uma reducdo significativa da motilidade
espermatica, associada a concentracdes anormais de polimorfonucleares no sémen (14).

Uma semana ap6s o tratamento (M1) houve uma reducdo significativa na
porcentagem de defeitos morfoldgicos de cauda em relagdo ao momento pré-tratamento
(p<0,05). Porém, ap6s um més do tratamento (M2), houve incremento desse parametro
em relacdo ao M1 (p<0,05), apresentando porcentagem semelhante ao MO, sendo este
mais um indicio de que o tratamento local foi eficiente em melhorar a qualidade seminal
apos uma semana, mas ndo foi eficiente em manter essa qualidade ap6s um més. O
aparecimento de anormalidades de cauda de espermatozoides no sémen pode indicar
que essas células sofreram efeitos de estresse térmico, disfuncdo epididimaria ou
choque osmdtico (18). A osmolaridade no presente estudo ndo foi um fator contribuinte
para o aparecimento de alteraces morfoldgicas de cauda, uma vez que ela se manteve
entre os valores normais para espécie em todos os momentos avaliados, entretanto o
aumento da temperatura causado pela inflamacdo da glandula vesicular e
consequentemente de seu contelido, associada ao processo inflamatério do epididimo

observado em alguns animais durante a evolucdo da doenca (antes do processo de
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triagem) e apds o tratamento local, podem explicar a elevada porcentagem de defeitos
morfolégicos de cauda nos momentos M0 e M2.

O tratamento local levou a reducao significativa da porcentagem de leucdécitos na
amostra apos uma semana do tratamento (M1) em relacdo a0 momento pré-tratamento
(MO0) (p<0,05), porém essa reducdo ndao se manteve apds um més do tratamento (M2),
uma vez que a porcentagem voltou a apresentar valor semelhante ao MO. Apesar de
haver uma reducdo na porcentagem de leucécitos no M1, esta permaneceu em uma
média de 15,1% nas amostras, enquanto que no M0 e M2 apresentou médias de 35,2% e
36,1%, respectivamente. Em humanos a piospermia € uma condic¢do relativamente
comum e ndo é considerada um bom marcador para infecgdes do trato genital ou para a
qualidade seminal (10).

Um estudo ralizado por (19) considerou que 20% das amostras seminais de
garanhdes PSI sadios apresentam algum grau de leucdcitos sem prejuizos a qualidade
seminal. Entretanto, para (6) até mesmo discreta presenca de leucécitos no sémen
podem causar reducdo da qualidade seminal, uma vez que os leucocitos produzem cem
vezes mais espécies reativas de oxigénio (ROS), do que o espermatozoide, aumentando
0 estresse oxidativo do meio. O tratamento local realizado por [20] por um periodo de
10 dias em um garanhdo com de vesiculite seminal foi considerado efetivo apos
avaliacdo com 10 dias do término do tratamento, apesar de o garanhdo continuar
apresentando neutréfilos nos ejaculados.

No presente experimento, a porcentagem de leucdcitos obteve uma correlacdo
positiva (p<0,05) em relacdo ao nimero de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC).
Esse resultado pode ser explicado pela quimiotaxia induzida pelas bactérias envolvidas
no processo infeccioso da vesicula seminal. A presenca de leucdcitos e bactérias no
sémen leva a um incremento significativo de ROS e citocinas pré-inflamatérias,
afetando, com isso, integridade de membranas, funcdo mitocondrial e integridade de
DNA, acarretando em aumento da expressdo de marcadores de apoptose na célula
espermatica. Como resultado desse efeito deletério no sémen € observado redugdo na
motilidade espermaética e na longevidade e fertilidade do sémen (7). Esses efeitos
podem explicar a correlacdo negativa da porcentagem de leucécitos e do numero de
UFC por mililitto em relagdo a motilidade total, motilidade progressiva,
espermatozoides rapidos e integridade de membrana plasmatica dos espermatozoides

das amostras seminais (p<0,05).
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O tratamento local levou a uma reducdo acentuada de UFC por mililitro ap6s uma
semana do tratamento (M1) em relagdo ao momento pré-tratamento (MO) (p<0,05),
demonstrando que o tratamento local foi efetivo em reduzir a carga bacteriana do
sémen. Todavia, ap6s um més do tratamento o nimero de UFC por mililitro voltou a
aumentar, porém esse aumento nao representou diferenca em relagdo ao M1 e também
ndo apresentou diferenca estatistica em relacdo ao MO, apesar de grande diferenca
numérica. Esse resultado demonstra que embora o tratamento ndo tenha sido efetivo em
melhorar a qualidade seminal apdés um més do tratamento em relacdo aos diversos
parametros anteriormente expostos, como volume seminal, concentragdo, cinética
espermatica, integridade de membrana plasmatica, bem como porcentagem de
leucdcitos, o crescimento bacteriano parece estar ainda em desenvolvimento,
caracterizando o processo de recidiva da doenca, sem que 0 processo infeccioso nesse
momento (M2) seja da mesma dimensdo do momento pré-tratamento (MO).

O O&xido nitrico (NO) é um mensageiro molecular com multiplas fungdes
bioldgicas, produzido por inimeros tipos celulares. Desempenha funcdo em diversos
processos biologicos, dentre eles na modulacdo de respostas inflamatorias. Em um
processo inflamatdrio, 0 maior sitio de producdo de NO encontra-se nos macrofagos e a
regulacdo transcripcional ocorre em funcdo de estimulos inflamatérios, tais como por
citocinas pro-inflamatdrias, endotoxinas, hipoxia e estresse oxidativo (21). O NO
produzido em altas concentracbes atua como molécula citotoxica contra
microorganismos, porém produz danos teciduais e vasodilatagdo, resultando em
apoptose, danos mitocondriais, danos a proteinas e danos ao DNA celular (22). Esse
efeito pode explicar a correlacdo negativa entre NO e motilidade total espermatica
(p<0,05). Ap6s uma semana (M1) do tratamento local de vesiculite seminal ocorreu
reducdo dos niveis de NO no plasma seminal em relacdo ao momento pré-tratamento
(MO0) (p<0,05), indicando reducdo do processo inflamatorio na vesicula seminal. Apos
um més do término do tratamento (M2) houve um aumento dos niveis de NO, mas ndo
foi significativamente diferente do M1 e foi semelhante ao M2. Esse resultado indica
que o processo inflamatorio esta aumentando em M2, sugerindo recidiva da doenca,

mas ainda ndo na mesma propor¢do do momento pré-tratamento.
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CONCLUSOES

A vesiculite seminal leva a um aumento do volume do ejaculado, reducdo da
concentracdo espermatica, dos parametros de cinética espermatica e da porcentagem de
espermatozoides com membrana plasmatica integra, aumento da porcentagem de
espermatozoides com defeito de cauda, da porcentagem de leucécitos e do numero de
UFC por mililitro no sémen a fresco e aumento do teor de NO no plasma seminal.

O tratamento local apds uma semana levo a uma melhora da qualidade seminal,
mediante reducdo do volume do ejaculado, aumento da concentragdo espermatica,
incremento da cinética espermatica e da porcentagem de espermatozoides com
membrana plasmatica integra, reducdo da porcentagem espermatozoides com defeitos
de cauda, reducdo da porcentagem de leucécitos e do nimero de UFC por mililitro no
sémen a fresco e reducdo do teor de NO no plasma seminal. Entretanto, essa melhora da
qualidade seminal ndo se mantém ap6s um més da terapia, uma vez que 0s parametros
seminais nesse momento se assemelham ao momento pré-tratamento, o0 que pode ser

justificado pela recidiva da doenca.
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ANEXOS

ANEXO |

Ajuste do HTMA-1VOS-10 para anélise espermatica em equinos

CARACTERISTICAS AJUSTE
NUmero de pontos examinados 30
Contraste das células em relagdo ao campo 60 pixels
Tamanho minimo da célula 3 pixels
Contraste para células imdveis 30 pixels
Limite inferior para indice retilineo 80 %
Referéncia para velocidade média (VAP) <70 um/s
Referéncia para velocidade lenta (VAP) <30 pum/s
Referéncia para velocidade lenta (VSL) <20 pm/s
Limite inferior de tamanho 0,62 pixels
Limite superior de tamanho 2,98 pixels
Limite inferior de intensidade 0,24
Limite superior de intensidade 1,19
Limite inferior de alongamento 0%
Limite superior de alongamento 100%
Lentos contados como moveis Né&o

Magnificacdo 1,95




ANEXO II

Preparo das sondas fluorescentes

Solucges Constituintes Quantidade
Estoque IP lodeto de Propideo® 10 mg
Solucdo Fisioldgica 20 mg
Estoque CFDA Diacetato de carboxifluoresceina’ 9.2 mg
DMSO 20 mL
Estoque de Formaldeido Formalina a 40% 1mL
Solucao fisiologica 79 mL
Estoque de Citrato de Citrato de sodio 39
Sédio
Solucdo fisioldgica 100 mL

TP4170 — Sigma
2541 — Sigma

Solucéo de trabalho

Solucgbes Quantidade
Solucéo de citrato de sodio 96 mL
Solucéo de formaldeido 10 yL
Solucéo de iodeto de propidio 10 pL

Solucéo de carboxifluoresceina 20 pL
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