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Resumo

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

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

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

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

Madre Teresa de Calcuta

Introducdo e Justificativa
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

a auxiliar futuras pesquisas e favorecer o diagnostico mais preciso desta condicao.
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“O correr da vida embrulha tudo. A vida é assim: esquenta e
esfria, aperta e dai afrouxa, sossega e depois desinquieta. O que
ela quer da gente é coragem.”

Jodo Guimardes Rosa
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Considerac0es Finais

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

testicular em garanhdes;

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

e Pelo aumento de danos ao parénquima testicular;

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

e Pelo aumento de defeitos morfoldgicos nos espermatozoides;

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

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

com o farmaco em relacéo ao grupo DG;

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

grupo DG;





